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RESUMO

Globalmente, a prevaléncia da infecgdo pelo virus da hepatite C (HCV) é de
aproximadamente 3%, variando consideravelmente de acordo com as areas
geograficas e grupos populacionais. Contudo, sdo poucos os estudos sobre
essa infeccdo na populacdo de caminhoneiros. Este estudo teve como
objetivos determinar a prevaléncia da infecgédo pelo HCV, analisar os fatores de
risco e identificar os gendtipos virais em uma populagdo de caminhoneiros de
rota longa no Brasil. Em 2005-2006, 641 motoristas de caminhdo, que
circulavam na Rodovia Federal BR-153, foram entrevistados e tiveram
amostras sanguineas coletadas. As amostras de sangue (soros) foram
submetidas a deteccao de anticorpos anti-HCV pelo ensaio imunoenzimatico.
Os soros reagentes foram retestados para anti-HCV por immunoblot e para a
deteccdo do RNA viral pela reacdo em cadeia da polimerase. As amostras
RNA-HCV positivas foram genotipadas pelo método line probe assay (LiPA).
Nove amostras foram positivas para o marcador anti-HCV, resultando numa
prevaléncia de 1,4% (IC 95%: 0,7-2,7). Pela analise multivariada, configurou-se
como fatores de risco associados a esta infecgdo: uso de drogas ilicitas e
soropositividade ao virus da hepatite B (marcador anti-HBc). A genotipagem
realizada nas amostras RNA-HCV positivas identificou os gendtipos 1 (37,5%),
2 (25,0%) e 3 (37,5%). Os achados deste estudo indicam uma endemicidade
intermediaria para a infecgdo pelo HCV em caminhoneiros no Brasil, assim
como a relevancia do uso de drogas na transmissdo desse agente e a

circulagao dos gendtipos 1, 2 e 3 na populagao estudada.



ABSTRACT

Globally, the prevalence of hepatitis C virus (HCV) infection is about 3%, with a
significant variation according to geographic areas and population groups.
However, studies concerning this infection in truck drivers population are rare.
This study aimed to determine the HCV infection prevalence, to analyse
associated risk factors and also to identify this virus genotypes in a population
of long distance truck drivers in Brazil. In 2005-2006, 641 truck drivers who
were circulating on BR-153 Federal road were interviewed and blood samples
collected. Blood samples (sera) were tested for anti-HCV antibodies detection
by enzyme linked immunosorbent assay. Anti-HCV reactive sera were retested
for confirmation by immunoblot and also for HCV RNA detection by polymerase
chain reaction. HCV RNA positive samples were genotyped by line probe
assay (LiPA). Nine samples were anti-HCV positive, resulting in a prevalence of
1.4% (95% CI: 0.7-2.7). By multivariate analysis, use of illicit drug and hepatitis
B virus seropositivity (anti-HBc marker) were risk factors for this infection.
Genotyping of HCV RNA positive samples revealed the presence of genotypes
1 (37.5%), 2 (25.0%) and 3 (37.5%). The findings of this study indicate an
intermediate endemicity for HCV infection in truck drivers in Brazil, the
relevance of drug use in the transmission of this agent and the circulation of

genotypes 1, 2 and 3 in the studied population.



1. INTRODUGAO

1.1. O Virus da Hepatite C
1.1.1 Estrutura e classificagao

O virus da hepatite C foi identificado por Choo et al. em 1989. E classificado
na familia Flaviviridae, sendo o unico membro do género Hepacivirus (ICTV
2006). A particula viral tem cerca de 50 nm de didmetro, sendo constituida por
um envelope lipidico que envolve o capsidio protéico e o genoma (Figura 1a).
Esse é formado por uma molécula de RNA de fita simples, linear, de polaridade
positiva, com aproximadamente 9.500 nucleotideos (nt), que contém uma longa
regido aberta de leitura (“‘open reading frame” — ORF), flanqueada nas
extremidades 5’ e 3’ por regides nao codificantes (NC). A regido codificante
origina uma poliproteina com aproximadamente 3.000 aminoacidos (aa) (Figura
1b). No reticulo endoplasmatico das células infectadas, esse polipeptideo
precursor € submetido a um processo de protedlise por proteases virais e
celulares, resultando na formacdo de proteinas estruturais (“core”/c,
envelope/E1 e E2) e nao estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e
NS5B) do HCV (Major & Feinstone 1997, Purcell 1997, Suzuki et al. 1999, Lyra
et al. 2004).
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Figura 1a. Modelo estrutural do virus da hepatite C

Fonte: www.medars.it/galleries/virus_6.htm. Acessado/modificado: 23 de fevereiro de 2007
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Figura 1b. Representagao esquematica do genoma do virus da hepatite C
Fonte: steacie.nrc-cnrc.gc.cal.../hepatitisc_e.html. Acessado/modificado: 23 de fevereiro de 2007

A porgdo 5’NC é a mais conservada do genoma do HCV, sendo utilizada
para o desenho de “primers” empregados em testes de detecgdo do RNA viral
(Okamoto et al. 1997, Zein 2000, Corbert et al. 2003, Cantaloube et al. 2006).



http://steacie.nrc-cnrc.gc.ca/personal/pezacki/hepatitisc_e.html
http://www.medars.it/galleries/virus_6.htm

Essa regido consiste de aproximadamente 340 nt e apresenta uma estrutura
secundaria altamente complexa com quatro “stem loops” (al¢gas encurvadas). O
dominio IV contém um sitio de entrada interno para ribossomos (IRES),
possuindo uma sequéncia de RNA especifica que direciona o inicio de
tradugéo da proteina viral (Purcell 1997, Ray & Das 2004, Kikuchi et al. 2005).

A regiao 3'NC é constituida por cerca de 200 nt, sendo composta por trés
dominios: uma sequéncia de 22-66 nt imediatamente apos o coédon de parada
da ORF, que apresenta variabilidade entre os gendtipos, um seguimento de
extensdo variavel (poli U) e uma regido com 98 nt, designada cauda 3'X,
altamente conservada e essencial para a replicagao viral (Kolykholov et al.
2000, Bradrick et al. 2006, Song et al. 2006).

As proteinas estruturais sdo caracterizadas pela existéncia de dominios
hidrofébicos na porgao carboxi-terminal, importantes na associagdo com a
membrana e subsequente clivagem pelas proteases celulares. A proteina do
“core” consiste de 191 aa, sendo altamente conservada e imunogénica (Major
& Feinstone 1997). No diagndstico laboratorial da hepatite C, sua presenca é
importante nos ensaios soroldgicos para a detecgdo de anticorpos (Major &
Feinstone 1997, Okamoto et al. 1997). Tem sido demonstrado ainda que a
proteina do “core” tem capacidade de ligagdo ao genoma, dado seu papel
essencial de encapsidacdo do RNA na particula viral (Cristofari et al. 2004,
Lyra et al. 2004). Porém, essa ligacdo nem sempre € especifica para o RNA do
HCV, podendo ocorrer com inumeras proteinas da célula hospedeira. Tal fato
tem implicagdes sobre as fungdes celulares contribuindo para a patogénese
viral, particularmente no desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (Brass et
al. 2006, Nguyen et al. 2006).

As glicoproteinas E1 (gp31) e E2 (gp70) representam importantes proteinas
do envelope viral e apresentam ampla variabilidade em suas sequéncias
dependendo dos gendtipos (Okamoto et al. 1997, Lanfor & Bigger 2002). A
proteina E1 é composta de 192 aa (Major & Feinstone 1997). Ja a proteina E2
compreende 426 a 432 aa, possuindo em sua por¢ao amino-terminal uma

sequéncia bastante variavel de aproximadamente 25-30 aa, referida como



regido hipervariavel 1 (HVR-1) (Okamoto et al. 1997, Purcell 1997, Flint &
Mckeating 2000, Bartosch & Cosset 2006). Essa regido possui epitopos que
induzem a formagao de anticorpos especificos pelo hospedeiro. Outrossim, sua
variabilidade propicia escape a resposta imune do hospedeiro e
consequentemente a persisténcia da infecgdo pelo HCV (Flint & Mckeating
2000, Zein 2000). Ademais, tem sido demonstrado que E2 possui sitios de
ligacado para CD81, uma proteina expressa na membrana celular de mamiferos,
podendo ter implicacdo na adsor¢cao da particula viral ao hepatécito (Flint &
Mckeating 2000, Lyra et al. 2004, Kech et al. 2007).

A proteina p7 localizada na regiao carboxi-terminal de E2 é um polipeptideo
altamente hidrofébico (Lin et al. 1994). Embora sua fungao nao seja totalmente
conhecida, estudos ja revelaram que a mesma pode induzir a formacao de
canais de ions em membranas lipidicas, possibilitando o transporte desses
para o citoplasma das células infectadas (Griffin et al. 2003, Sakai et al. 2003,
Premkumar et al. 2004). Esses canais de ions podem ser bloqueados por
farmacos como amantadina, sendo, portanto, uma regido importante para o

desenvolvimento e aplicagéo de terapia antiviral (Griffin et al. 2004).

A maioria das proteinas nao estruturais participa da replicagdo viral,
contudo algumas tém suas fungdes ainda ndo completamente conhecidas. E
sabido que NS2 é um componente da NS2-NS3 metaloprotease que
autocatalisa a clivagem da juncdo de NS2-NS3 (Welbourn et al. 2005). A
proteina NS3, além de auxiliar na clivagem de NS2/NS3, apresenta atividade
de serina protease e de helicase. A primeira € responsavel pela clivagem das
juncdes NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B. A segunda
participa do processo de desenrolamento da hélice do material genético
durante a replicagao viral. NS4A é um cofator para serina protease (Okamoto et
al. 1997, Lanford & Bigger 2002, Thomson & Finch, 2005). A funcdo da
proteina NS4B n&do é ainda totalmente conhecida (Okamoto et al. 1997,
Thonson & Finch, 2005). Porém, estudos tém demonstrado que essa proteina
tem um papel estrutural importante na formagao do complexo de replicacdo do
HCV (Lindstrom et al. 2006, Yu et al. 2006). NS5A contém uma sequéncia

particular de nucleotideos que pode determinar a sensibilidade do virus a



terapia com interferon (Enomoto et al. 1995, 1996) e, estudos recentes tém
indicado que a mesma estd envolvida na indugdo da instabilidade
cromossOmica e consequente desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
(Street et al. 2004, Liao et al. 2005, Baek et al. 2006). Quanto a proteina NS5B,
essa apresenta uma sequéncia de aa altamente conservada, RNA polimerase
RNA dependente, com importante papel na replicagdo (Okamoto et al. 1997,
Lyra et al. 2004, Thonson & Finch 2005, Koch & Narjes 2006).

1.1.2. Variabilidade

Atualmente, o HCV pode ser classificado em seis tipos ou gendtipos,
designados com os numeros de 1 a 6 (Figura 2), multiplos subtipos,
identificados pelas letras do alfabeto, isolados e “quasispecies”. Essa
classificagdo € baseada no grau de homologia pela analise filogenética das
regides core/E1 e/ou NS5B do genoma viral (Simmonds 1995, et al. 2005). Os
genaotipos podem diferir entre si num percentual de 30% a 50%. Os subtipos
demonstram uma divergéncia de 15% a 30%. Ja os isolados de um mesmo
subtipo podem apresentar variagdes de 5% a 15% (Hoofnagle 2002, Simmonds
et al. 2005). “Quasispecies”, definida como uma populagédo heterogénea de
virions que infectam um mesmo individuo, diverge em 1% a 5% entre as
sequéncias do HCV analisadas e emerge como um possivel preditor da historia
natural da infecgdo (Purcell, 1997, Simmonds et al. 2005, Torres-Puente et al.
2007).



Figura 2. Representacao dos seis gendétipos do HCV
Fonte: Simmonds 1999.

O virus da hepatite C exibe consideravel variacdo em sua sequéncia
gendmica devido a alta taxa de mutacbes ocorrida durante o processo de
replicagao viral (Purcell, 1997). Comumente a todos os virus RNA, a enzima
RNA polimerase RNA dependente ndo possui capacidade de reparo eficiente
durante a sua leitura levando a formacdo de sequéncias nucleotidicas
incorretas (Thonson & Finch, 2005). Algumas dessas mutagdes podem
ocasionar a formagao de particulas virais ndo infecciosas, dependendo da
posicdo das mesmas. Outras permitem que o virus se adapte continuamente a
circunstancias ambientais, podendo ser silenciosas, quando causam mudancas
somente na sequéncia nucleotidica, ou ainda alterar a sequéncia de
aminoacidos, possibilitando ao virus a selecdo de variantes mais resistentes
(Major & Feinstone, 1997, Le Guillou-Guillemette et al. 2007).



Segundo Le Guillou-Guillemette et al. (2007), a taxa de mutacdes de
nucleotideos varia de 1,4x10° a 1,9x10%sitio/ano e ndo ocorrem de forma
uniforme por todo o genoma viral. As areas altamente conservadas incluem
aquelas codificantes de funcbes essenciais, como a RNA polimerase RNA
dependente e de outras proteinas ndo estruturais, proteina do “core”, além da
regido 5 NC, sendo nessas regides menos frequentes as mutacgdes. Ja a
regido que codifica as proteinas do envelope, especialmente E2, é bastante
heterogénea, sendo usada na determinacdo de “quasispecies” (Davis 1999,
Major & Feinstone 1999, Cristina et al. 2007).

A variabilidade do HCV tem implicagdes importantes na epidemiologia,
diagnostico, curso clinico, tratamento e prevencao da infecgao pelo virus da
hepatite C, especialmente na dificuldade do desenvolvimento de vacinas
(Okamoto, 1997, Zein 2000, Cristina et al. 2007).

1.2. Aspectos clinicos da infec¢ao pelo virus da hepatite C

A infecgao pelo virus da hepatite C se configura na principal causa de
hepatite cronica, podendo evoluir para cirrose hepatica e carcinoma
hepatocelular (HCC) (Lauer & Walker 2001, Hoofnagle 2002). Nos paises
industrializados, a hepatite pelo HCV é responsavel por 50-76% dos casos de
carcinoma hepatocelular e dois tergos de todos os transplantes hepaticos
(OMS 2007).

A infecgdo aguda pelo HCV é raramente vista na pratica clinica tendo
em vista que apenas um quarto dos individuos infectados apresenta sintomas
e, quando presentes, sdao normalmente leves e inespecificos (Alberti &
Benvegnu 2003, Chen & Morgan 2006). O periodo de incubagao é de cerca de
sete semanas, podendo variar de duas a 26 semanas (Hoofnagle 1997, Lauer
& Walker 2001). Quanto aos niveis de alanina aminotransferase (ALT), que se
elevam no soro aproximadamente entre a segunda e a oitava semana apos
exposic¢ao, indicam injuria hepatica (Caruntu & Benea 2006, Chen & Morgan
2006).



A hepatite C aguda é auto-limitada na minoria dos casos, ocorrendo
evolugdo para hepatite crénica em 50-85% dos individuos infectados (Conte
2000, Alberti & Benvegnu 2003, Guirao et al. 2007). Os mecanismos
responsaveis pela elevada persisténcia da infecgao pelo HCV nao foram ainda
totalmente elucidados, mas a existéncia de “quasispecies” e a grande
capacidade mutagénica do virus sdo fatores importantes, uma vez que
propiciam um constante escape viral a resposta imunologica do hospedeiro
(Strauss 2001, Caruntu & Benea 2006).

A hepatite C cronica é caracterizada pela persisténcia do RNA-HCV por
mais de seis meses apos a exposicao (Hoofnagle 1997, Chen & Morgan 2006).
A minoria dos pacientes apresenta sintomas, que normalmente sao leves e
intermitentes, sendo os mais comuns fadiga e dor na regido hepatica. Os niveis
de ALT flutuam amplamente e, em aproximadamente 30% dos casos, o0s

valores sao normais (Alberti & Benvegnu 2003).

De maneira geral, a evolugéo da hepatite C cronica € lenta e progressiva
(Conte 2000). A replicagao do virus nos hepatdcitos leva a uma reagédo imune
que causa inflamagao hepatica e necrose celular ao longo dos anos, sendo
variaveis a intensidade dessas alteragdes e a capacidade de gerar lesdes
irreversiveis (Chen & Morgan 2006). Embora seja controverso, no geral, o
tempo de progressédo da hepatite C aguda para cirrose é de 30 anos (EASL
1999, Poynard et al. 2003), sendo que cerca de 20% a 30% dos individuos
cronicamente infectados evoluem para esse quadro clinico, podendo progredir

para carcinoma hepatocelular (Alter & Seeff 2000, Alberti & Benvegnu 2003).

A progressao para cirrose hepatica em pacientes cronicamente
infectados pelo HCV ¢é frequentemente silenciosa e variavel, sendo as
manifestagdes clinicas em geral ausentes (Hoofnagle 2002). Algumas variaveis
como: idade de aquisicdo do HCV (evolugdo mais rapida em individuos com
idade mais elevada), género masculino, consumo de alcool, grau de fibrose e
co-infecgdo com o virus da hepatite B (HBV) e/ou virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV) tém papéis importantes nessa evolugao (Conte 2000, Alberti &
Benvegnu 2003, Poynard et al. 2003, Chen & Morgan 2006). Quanto aos



genatipos, o subtipo 1b, que outrora foi associado ao curso progressivo mais
grave da hepatite crénica, atualmente n&o se configura como caracteristica de
risco independente (Poynard et al. 2003, Chen & Morgan 2006). A infec¢ao
cronica pelo HCV esta intimamente relacionada a hepatocarcinogénese. Os
ciclos continuos e recorrentes de necrose dos hepatocitos seguidos de
regeneragao, caracteristicos de necroinflamagdo induzida viralmente,
aumentam de forma substancial as taxas de inflamagdo, atuando como um

potente promotor de tumores (Kew 2006).

A infeccdo crbénica pelo HCV tem sido associada com varias
manifestacdes extra-hepaticas que afetam substancialmente a qualidade de
vida dos pacientes infectados (Hoofnagle 2002, Poynard et al. 2003). A
crioglobulinemia mista, uma vasculite sistémica caracterizada pelo depdsito de
imunocomplexos em pequenos e médios vasos sanguineos é a manifestacao
extra-hepatica mais comum, atingindo de 36 a 50% dos pacientes com infecgao
cronica pelo HCV (Galossi et al. 2007). Em aproximadamente 15% dos casos,
essa alteracdo apresenta-se sintomatica como vasculite cutanea, neuropatia
periférica ou ainda como glomerulonefrite (Hoofnagle 2002, Galossi et al.
2007). Tem sido frequentemente reportado a associagao da infecgao pelo HCV
e o desenvolvimento de Linfoma ndao Hodgkin em individuos com
crioglobulinema mista, fazendo crer que esta seria intermediaria ao
desenvolvimento do linfoma (Galossi et al. 2007). Ainda outras condi¢gbes que
tém sido associadas a hepatite C sdo manifestagdes dermatoldgicas (porfiria
cutanea tardia, liquen plano) disturbios enddcrinos (diabetes mellitus,
hipotireoidismo) e alteragées reumatoldgicas (Sindrome de Sjogren, artrite)
(Poynard et al. 2003, Galossi et al. 2007).



1.3. Diagnéstico da hepatite C

A disponibilidade de testes diagndsticos para a infecgdo pelo virus da
hepatite C data de 1989, quando Choo et al. identificaram o HCV utilizando
técnicas da biologia molecular (Choo et al. 1989). Desde entédo, trés geragdes
de testes imunoenzimaticos (ELISA) foram desenvolvidos, utilizando proteinas
recombinantes ou peptideos sintéticos para a detecg¢ao de anticorpos anti-HCV
(Erensoy 2001, Brandao et al. 2001).

O teste ELISA-I, de primeira geragdo (ndo mais utilizado na pratica
clinica), tinha como alvo somente um antigeno, o polipeptideo c-100-3, obtido
da regido nao estrutural NS4. Ja a segunda geracao de teste ELISA (ELISA-II),
surgiu em 1992, nos Estados Unidos, tendo incorporado mais duas proteinas
recombinantes do HCV: ¢ 22-3 e ¢ 33-c, derivadas das regides “core” e nao
estrutural NS3, respectivamente. Os testes ELISA de 32 geragao, utilizados na
atualidade, incluem antigenos referentes as regides do “core”, NS3, NS4 e NS5
(Kuo et al. 1989, Alter 1992, Gretch et al. 1992, Kao et al. 1996, Gretch 1997).
As principais vantagens desses testes sdo a redugao do periodo médio de
soroconversao, de 16 semanas pelo ELISA-I para 7-8 semanas pelo ELISA-III
(Erensoy 2001), além do aumento da sensibilidade (97-99%) e especificidade
(99%) em individuos imunocompetentes infectados; porém em
imunocomprometidos, a sensibilidade diminui para 60%-90% (Couroucé et al.
1995, Pawlotsky 2002a, Alter et al. 2003). Por outro lado, falsa reatividade
também pode ocorrer principalmente em populagdes de baixo risco, devido a
ligantes ndo especificos presentes no soro, ou contaminantes nas preparagdes

dos kits comerciais (Erensoy 2001).

Assim sendo, os testes suplementares ou confirmatérios foram
desenvolvidos para evidenciar verdadeira positividade aos resultados dos
testes anti-HCV (ELISA), sendo particularmente uteis na eliminagdo de
resultados falso-positivos em populagdes consideradas de baixo risco (Gretch
1997, Erensoy 2001, Ferreira-Gonzaléz & Shiffman 2004). Segundo Erensoy
(2001), os testes mais comumente utilizados sdo o “recombinant immunoblot

assay” (RIBA) e “line immunoassay“ (LIA), ambos contendo antigenos



recombinantes do HCV e/ou peptideos sintéticos acoplados em uma fita de
nitrocelulose (imobilizadas em bandas individuais) que € incubada com o soro
do individuo. O teste é considerado positivo quando ocorre reatividade com
dois ou mais antigenos, indeterminada (reatividade para um unico antigeno) ou
negativa (auséncia de reatividade) (Brandao et al. 2001). A especificidade dos
testes suplementares € bastante alta, uma vez que identifica anticorpos

referentes a antigenos individuais (Brandao et al. 2001, Erensoy 2001).

A presencga de anticorpos anti-HCV néo significa infec¢ao ativa, mas que
o individuo foi exposto ao virus (Pereira & Levey 1997, Pawlotsky 2003). A
infeccdo aguda é diagnosticada pela detecgdo do RNA viral, presente no soro
cerca de uma a duas semanas apos a exposicao (Pawlotsky 2002a). Dois
meétodos principais sao utilizados na deteccdo qualitativa do RNA viral: a PCR
(“polymerase chain reaction”) e TMA (“transcription-mediated amplification”)
(Erensoy 2001, Pawlotsky 2003, Scott & Gretch 2007), ambos baseados na

amplificacao parcial do genoma (Pawlotsky 2002b).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma das técnicas de
biologia molecular mais utilizadas, que amplifica parte do genoma do virus
utilizando a enzima Taq DNA polimerase apos transcricdo reversa, sendo
bastante sensivel (Strauss 2001, Majid & Gretch 2002). O limite de detecg¢ao da
PCR pode chegar a 50 Ul/ml (Pawlotsky 2002a, Scott & Gretch 2007).
Contudo, essa € uma técnica laboriosa que necessita de cuidados extremos
para evitar contaminagdes, ocasionando resultados falso-positivos. Além disso,
os soros devem ser rapidamente separados e estocados de forma adequada
para evitar a degradagdo do RNA viral e consequentemente resultados falso-
negativos. Ja TMA, diferentemente da PCR, € uma reacao isotérmica que
amplifica parte do genoma viral apés o mesmo ter sido capturado por uma
sonda de oligonucleotideos e ligada a microparticulas magnéticas. Utiliza duas
enzimas: transcriptase reversa e RNA polimerase do fago T7 (Majid & Gretch
2002, Pawlotsky 2002b). E um método simples, rapido e capaz de detectar
aproximadamente 10 Ul/ml do RNA-HCV (Pawlotsky 2002b).



Os testes para deteccdo do RNA viral sdo particularmente Uteis para
comprovar presenca de viremia nos individuos anti-HCV positivos, no
diagnéstico da hepatite C aguda, em pacientes imunossuprimidos, naqueles
com resultados indeterminados para anti-HCV e no diagndstico da infecgao em
recém-nascidos, além do monitoramento da resposta ao tratamento (Brandao
et al. 2001, Erensoy 2001, Forns & Costa, 2006).

Os testes moleculares quantitativos sao utilizados para medir o nivel de
RNA do HCV no soro ou no plasma, refletindo as taxas de replicacdo e de
eliminagao do virus pelo hospedeiro (Brandao et al. 2001). A determinagéo da
carga viral é fundamental para o monitoramento da terapia antiviral
estabelecida, especialmente nos casos de gendtipo 1 (Brandao et al. 2001,
Strauss 2001, Ferreira-Gonzaléz & Shiffman 2004). Para isso, basicamente
duas técnicas da biologia molecular estado disponiveis: a da PCR quantitativa e
a do DNA ramificado (“branched DNA”). A diferenga basica entre elas € que,
enquanto a primeira amplifica o DNA alvo, a ultima tem por finalidade a
amplificacdo do sinal da reag¢ao, sendo mais simples, porém menos sensivel
que a PCR (Pawlotsky 2003). Outra técnica recentemente desenvolvida é a de
PCR em tempo real (“Real Time PCR”) que permite a detec¢ao simultanea e
quantificacdo da sequéncia alvo do genoma viral durante os ciclos da PCR
(Erensoy 2001, Majid & Gretch 2002, Pawlotsky 2003).

A deteccado do antigeno do “core” do HCV pelo teste imunoenzimatico
tem sido avaliada em relacéo a presencga e niveis do RNA viral (Aoyagi et al.
1999, Krajden et al. 2004). Os titulos desse antigeno correlacionam-se
diretamente com a carga viral, podendo, assim, ser usado como um marcador
de replicagao viral (Pawlotsky 2002a, 2003, Seme et al. 2005, Laperche et al
2005a). Tem sido estimado que 1 pg do total do antigeno do “core” do HCV por
milimetro é equivalente a aproximadamente 8.000 Ul do RNA-HCV, porém se
torna indetectavel quando os niveis de RNA do HCV estao abaixo de 20.000
Ul/ml (Pawlotsky 2002a). A detecgao e quantificagdo do antigeno do “core”
apresenta como principal vantagem sua realizagcdo em laboratérios menos
especializados, com diminuicdo dos custos e a possibilidade de substituir a

complexa determinagdo do RNA-HCV (Seme et al. 2005). Todavia, esse teste



ainda n&o foi aprovado pelo FDA (“Food and Drugs Administration®) (Pawlotsky
2002a) e, possui importancia limitada em caso de carga viral baixa (Krajden et
al. 2004).

A determinagdo dos gendtipos do virus da hepatite C tem implicagdes
importantes na duragdo da terapia e na epidemiologia da infecgdo, devido a
grande variabilidade desse agente (Erensoy 2001, Scott & Gretch 2007).
Dentre os métodos desenvolvidos para genotipagem por técnicas da biologia
molecular, o sequenciamento direto da regido NS5B do genoma, seguido da
analise filogenética, é considerado o padrao ouro (Brandéo et al. 2001, Majid &
Gretch 2002, Pawlotsky 2002a). Todavia, outros métodos tais como a
hibridizagdo reversa com sondas de oligonucleotideos gendtipo-especificas
(INNO-LiPA, Innogenetics, Bélgica ou Versant HCV genotype assay, Bayer
Corporation; Gen.Eti DEIA HCV, Sorin Biomedical Itdlia), a digestdo de
produtos da PCR com enzimas de restricdo (RFLP — “restriction fragment
length polymorphism”) e a PCR com “primers” tipo especificos sao preferidas
na rotina laboratorial devido a praticidade em relacdo ao sequenciamento
(Pawlotsky 2002a). A sorotipagem € um método que possibilita também a
determinacao do gendtipo baseado na detecgao de anticorpos tipo-especificos
contra epitopos do HCV (Brandao et al. 2001, Pawlotsky 2002a). O uso desse
teste é limitado a individuos imunocompetentes, sendo capaz de identificar os
seis tipos do virus da hepatite C, porém n&o é indicado para subtipagem
(Erensoy et al. 2001, Pawlotsky 2002a, Gault et al. 2003).

O diagnostico histologico revela-se importante para a decisédo
terapéutica. A bidpsia hepatica esta indicada quando ha marcadores virais
positivos e elevagao dos niveis de ALT, sendo util para estadiar a gravidade da
doenca (estagio da fibrose) e graduar a quantidade de necrose e inflamacéao
(Tarik et al. 2007). Porém, a bidpsia apresenta sérias limitagbes como a
variabilidade das amostras do tecido hepatico e o numero de eventos adversos

ocorridos (Poynard et al. 2003).



1.4. Epidemiologia da infeccao pelo virus da hepatite C

1.4.1. Transmissao do virus

O virus da hepatite C é transmitido principalmente pela via parenteral
(Alter 1995, 2007, Bruguera & Tapias 2000). Embora o HCV ja tenha sido
detectado em secreg¢des organicas, como sémen, secregao vaginal e cervical,
seus riscos potenciais de transmisséao viral sdo baixos (Prado 2007). Portanto,
as rotas de transmisséo sexual e vertical tm menor eficiéncia na propagacao

desse agente viral (Shepard et al. 2005).

Até a implementacao de testes de triagem para detecgdo de anticorpos
anti-HCV em bancos de sangue, a transfusdo sanglinea e de derivados
contaminados consistia em importante mecanismo na disseminacdo da
infeccdo. No Brasil, a exigéncia da pesquisa de anti-HCV na triagem de
doadores de sangue foi a partir de dezembro de 1993, pela Portaria n°1376 do
Ministério da Saude (MS 1993). Estudo realizado por Maresch et al. (2007), em
bancos de sangue no sul do Pais, mostrou um risco atual de aquisi¢gao do virus
da hepatite C associado a transfusdo sanguinea de um caso para cada 19.300
(IC 95%: 1:10,4-1:44,8) unidades transfundidas. Porém, em alguns paises em
desenvolvimento, especialmente na Africa e Asia, como Paquistdo, india e
grande parte da Africa Subsahariana, a incidéncia de hepatite C pds-
transfusional ainda é considerada alta devido a auséncia de uma triagem
eficiente nos bancos de sangue para o HCV (Kapoor et al. 2000, Luby et al.
2000, Madhava et al. 2002)

Na atualidade, o uso de drogas injetaveis se configura como principal
causa de propagacgao do HCV (Yen et al. 2003, Sy & Jamal 2006). Estudos
realizados em usuarios de drogas injetaveis (UDI) verificaram prevaléncias
para o HCV de 67%, 75,0% e 86,0% na Russia, Alemanha e Tailandia,
respectivamente (Rhodes et al. 2006, Jittiwutikarn et al. 2006, Reimer et al.
2007). De acordo com Rosen (2000) e Wasley & Alter (2000), dentre os UDI,
cerca de 50% a 90% podem se infectar pelo virus apds cinco anos de

exposicao, sendo os principais fatores de risco para a aquisicao do HCV: alta



frequéncia de uso, cocaina injetavel, compartihamento de instrumentos e
primeira inje¢do na companhia de outro usuario mais experiente. O uso de
cocaina por via inalatéria parece estar associado a infecgcéo pelo HCV, pelo
compartilhamento de canulas de inalagdo e ocorréncia de epistaxe (Tortu et al.
2004, Neaigus et al. 2007).

O risco de transmissdo nosocomial do virus da hepatite C pode ser alto
se as medidas de controle de infecgcdo nao forem seguidas de forma adequada
(Carneiro et al. 2007). De acordo com Maugat et al. (2003) a prevaléncia de
anti-HCV pode chegar a 22% em pacientes hospitalizados submetidos a
procedimentos invasivos. Os individuos em hemodiadlise apresentam uma
possibilidade maior de se infectarem com o HCV, com taxas de prevaléncia
variando de 6% a 72% entre os centros de dialise (Medeiros et al. 2004, Silva
et al. 2006). O risco de infeccdo estd associado principalmente ao tempo de
hemodialise, antecedentes de transfusao e tipo de dialise realizada (Bruguera
& Tapias 2000).

Outros meios de transmissdao do HCV incluem os procedimentos
relacionados a estética, rituais religiosos e praticas culturais, tais como:
tatuagem, uso de laminas de barbear e alicates de unha nao esterilizados,
compartiihamento de objetos de higiene pessoal, “piercing”, rituais de
escarificagéo, circuncisdo e acupuntura (Alter et al. 1995, Focaccia et al. 2002,
Shepard et al. 2005, Karmochkine et al. 2006). Alguns desses fatores assumem
grande importancia também na transmisséao intrafamiliar do HCV (Caporaso et
al. 1998, Akhtar et al. 2002).

Outro grupo que pode ser considerado de risco para a aquisigdo do HCV
sdo os profissionais da area da saude em funcao da atividade que exercem.
Dados sobre transmissao ocupacional revelam uma variacdo na prevaléncia do
HCV de 0 a 10% nessa populagao (Kein et al. 1991, Mitsui et al. 1992, Martins
et al. 1996, Lopes et al. 2002, Colichon et al. 2004, Luz et al. 2004). A principal
forma de transmissdo € por meio de acidente percutdneo com agulhas

contaminadas. De acordo com “Centers for Disease Control and Prevention”



(CDC) (2003), o risco meédio de infeccdo apos exposigdo percutadnea com

objeto contaminado com RNA-HCV é aproximadamente 1,8%.

O risco de transmissao vertical ou perinatal do HCV é variavel (0% a
20%), com uma média de 5% em mées HIV soronegativas e ndo usuarias de
drogas injetaveis (Bruguera & Tapias 2000, Gibb et al. 2000, Tajiri et al. 2001).
Em casos de carga viral elevada e co-infecgdo materna com HIV, esse
percentual aumenta para 20% (Polis et al. 2007). Maes soropositivas para o
HIV apresentam um risco quatro a cinco vezes maior de transmitir o HCV a
seus bebés (Roberts & Yeung 2002, Alter et al. 2007). Existem controvérsias se
parto normal e aleitamento materno seriam fatores de risco para a transmissao
do HCV. O virus da hepatite C ja foi isolado em baixos titulos no leite materno
(Airold & Berghella 2006) e rompimento precoce de membranas uterinas tém
se mostrado associado a transmissao do HCV (Mast et al. 2005, Boxall et al.
2007). O CDC néo determina o aleitamento materno e o parto vaginal, como

fatores que possam aumentar o risco de transmissdo do HCV (CDC 1998).

O risco de transmissao sexual do HCV n&o esta bem estabelecido. Entre
os anos de 1995 e 2000, de todos os casos de hepatite C aguda relatados ao
CDC, nos Estados Unidos, 18% apresentavam como unico fator de risco
contato sexual com individuo anti-HCV positivo, sendo que, desses, 12% nos
ultimos seis meses e 6% com multiplos parceiros sexuais (Goldberg &
Anderson 2004). Por outro lado, estudos tém demonstrado que o risco de
transmissao sexual do HCV é bastante pequeno em casais monogamicos e
nao usuarios de drogas injetaveis (Vandelli et al. 2004, Tahan et al. 2005). Os
fatores de risco associados a soropositividade para o HCV incluem multiplos
parceiros sexuais, nao uso de preservativos, historia de doenga sexualmente
transmissivel (DST), experiéncias sexuais traumaticas e homossexualismo
masculino (Alter 1995, Bruguera & Tapias 2000, Yen et al. 2003), sendo,
portanto, a prevaléncia dessa infec¢do mais alta em alguns grupos, tais como:
profissionais do sexo, individuos com DSTs, homens que fazem sexo com
homens e parceiros de usuarios de drogas injetaveis (Focaccia et al. 2002,
Minola et al. 2006, Van de Laar et al. 2007).



1.4.2. Soroprevaléncia da infecgao

A infeccdo pelo virus da hepatite C tem sido considerada importante
problema de saude publica. Aproximadamente 180 milhdes de pessoas estao
infectadas pelo HCV em todo o mundo (OMS 2007), ocasionando cerca de
400.000 mortes por ano (Sy & Jamal 2006). Ademais, as consequéncias da
infeccao crénica sao atualmente a maior indicagdo de transplante hepatico no
Ocidente (Kew et al. 2004).

Embora a infecgdo pelo HCV seja endémica em todo o mundo, existe
uma consideravel variagdo em sua prevaléncia em diferentes populagdes e
regides geograficas (Yen et al. 2003, Kew et al. 2004, Shepard et al. 2005),
sendo mais alta nos paises em desenvolvimento, pois a deteccao e tratamento
inadequados dificultam a implantacédo de estratégias de prevengéo e controle
(Prati 2006).

Tém sido estabelecidos trés perfis epidemioldgicos da infeccdo pelo
HCV relacionando a prevaléncia com a idade (Wasley & Alter 2000). O primeiro
perfil demonstra uma prevaléncia mais alta em adultos com idade entre 30 e 49
anos e, um decréscimo abrupto da infeccdo em individuos com mais de 50
anos de idade, sugerindo que a transmiss&o do virus ocorreu em um passado
recente (aproximadamente entre 10 e 30 anos atras). O segundo perfil é
observado em individuos mais velhos, mostrando que a transmissao ocorreu
em um passado distante (30-50 anos). No terceiro perfil, taxas elevadas da
infecgdo sdo encontradas em todas as faixas etarias. Esses padrdées podem
ser observados nos Estados Unidos e Australia (Alter 2002, Law et al. 2003),
Japao e Italia (Sun et al. 2001, Campello et al. 2002) e Egito (Medhat et al.
2002), respectivamente. O conhecimento sobre os perfis epidemiolégicos é
importante porque prové informagdes necessarias para avaliar como o impacto
da infeccdo pode mudar no decorrer dos anos (Wasley & Alter 2000), bem
como para a formulagdo de estratégias para reduzir a sua propagag¢ao (Kim
2002).



Até o momento, existem poucos estudos de prevaléncia baseados na
populagcdo geral, especialmente em paises em desenvolvimento, sendo a
maioria das pesquisas realizada em grupos selecionados como os doadores de
sangue (Kim 2002, Sy & Jamal 2006). As estimativas de prevaléncia advindas
de estudos nessa populacdo proporcionam informacdes relevantes sobre as
diferengas regionais nos indices da infeccdo pelo HCV. Contudo, esses
estudos muitas vezes podem subestimar o verdadeiro impacto dessa infecgao
por se tratar de um grupo altamente selecionado (Wasley & Alter 2000, Sy &
Jamal 2006). Porém, a maioria dos indices globais de prevaléncia publicados

tem sido limitada a essa populagéo (Yen et al. 2003, Kew et al. 2004).

Numa analise global em populacdo de doadores de sangue, os indices
mais baixos de infecgdo pelo HCV foram encontrados no Reino Unido e
Escandinavia (0,01-0,1%) (Yen et al. 2003, Alter et al. 2007). Na Europa
Ocidental, América do Norte, algumas areas das Américas do Sul e Central,
Australia e regides limitadas do sul da Africa incluindo Africa do Sul, as taxas
foram um pouco superiores (0,2-0,5%) (Wasley & Alter 2000, Madhava et al.
2002). Percentuais intermediarios (1,0-5,0%) foram encontrados no leste
Europeu, Mediterraneo, Oriente Médio e partes da Africa e da Asia (Yen et al.
2003). A grande maioria dos paises da Africa Central apresenta prevaléncia
maior que 5% (Madhava et al. 2002). Os indices mais altos para a infec¢ao
foram vistos no Egito, onde 17% a 26% da populagdo possuem anticorpos para
o HCV (Kim 2002, Kew et al. 2004, Dehesa-Violante & Nunes-Nateras 2007).

Em relagdo as Américas, os dados sobre prevaléncia da infeccdo pelo
HCV variam entre os paises da seguinte forma: nos Estados Unidos, estima-se
que 1,8% da populacéo geral estejam infectadas pelo HCV (Bruguera & Tapias
2000, Yen et al. 2003). Na América Central, foram encontrados indices de 1,2%
e 6,3% de prevaléncia no México e em Porto Rico, respectivamente (Uribe &
Mendes-Sanches 2002, Perez et al. 2005). Quanto a América do Sul, taxa de
prevaléncia de 0,7% foi verificada no Equador e Venezuela, e de 2,3% na
Colébmbia (Robinson et al. 1996). No Chile, Gonzalez et al. (2005a)

encontraram uma prevaléncia de 0,8%.



No Brasil, ainda sédo raros os estudos de prevaléncia da infeccdo pelo
HCV na populagdo geral. Focaccia et al. (1998), ao analisarem amostras
sanguineas de 1.059 individuos procedentes da populacdo geral do municipio

de Sao Paulo, mostraram uma prevaléncia para o anti-HCV de 1,4%.

Em Goiania, Martins et al. (1994), ao avaliar 2.350 doadores de sangue,
obtiveram um percentual de positividade de 1,4%. Os indices de anti-HCV em
outros grupos populacionais em Goiania variaram da seguinte maneira: 0,9%
em gestantes (Martins et al. 1995b); 3% e 1% em meninos de/na rua,
respectivamente; 0,2% em escolares e 0% em criangcas provenientes de
creches (Martins et al. 1995a), além de 61% em hemofilicos (Barbosa 1998),
16,5% em hemodialisados (Carneiro et al. 2005), 1,9% em pacientes com
doengas reumaticas (Barbosa et al. 2005), 15,3% em transplantados renais
(Botelho 2005), e 2,5% em wusuarios anbnimos de um centro de

aconselhamento e triagem para HIV (Pereira et al. 2006).

1.4.3. Distribuicdo dos genétipos virais

A atual distribuicdo dos gendtipos do HCV reflete as rotas de
transmissao principais de cada regido, dados histéricos sobre prevaléncia e
grupos de risco que se constituiram no decorrer dos anos (Sy & Jamal 2006).
Em um estudo realizado com 1.183 individuos franceses infectados com o
HCV, Bourliere et al. (2002) encontraram um aumento na prevaléncia do
subtipo 3a nas ultimas quatro décadas, demonstrando uma modificacdo na
distribuicdo dos gendtipos do HCV em fungdo do crescimento do numero de
UDlI.

Alguns genotipos, como 1a, 1b, 2a, 2b e 3a sdo amplamente distribuidos
em todo o mundo, enquanto outros como 5a e 6a séo restritos a algumas areas
geograficas especificas (Huy & Abe 2004). O gendtipo 1 (subtipo 1a e 1b), com
distribuicdo mundial, € predominante nos Estados Unidos e Europa (Nainan et
al. 2006, Rustgi 2007). O gendtipo 2 (subtipo 2a e 2b), que também possui

distribuicdo geografica global é particularmente comum no Japao (Ohno et al.



1997, Busek & Oliveira 2003) e Italia (Dal Molin et al. 2002). Ja o gendtipo 3 é
muito comum em algumas partes da Europa (Busek & Oliveira 2003),
Paquistdo e india (Shah et al. 1997, Das et al. 2002, Ahmad et al. 2007). O
gendtipo 4 é o principal tipo encontrado no norte da Africa e Oriente Médio
(Osoba 2002, Bdour 2002, Ramia & Eid-Fares 2006, Timm et al 2007). Os
gendtipos 5 e 6 podem ser encontrados na Africa do Sul (Ohno et al 1997,
Nguyen & Keeffe 2005) e Sudeste Asiatico, respectivamente (Huy & Abe 2004).

O Brasil, por ser um pais de dimensdes continentais, cuja populagéo é
constituida por individuos de origens étnicas distintas, observa-se uma grande
variagao nas freqléncias dos gendtipos do virus da hepatite C. Campiotto et al.
(2005), ao analisarem 1.688 amostras de pacientes cronicamente infectados
pelo HCV de varios estados do Brasil, encontraram cinco genotipos,
distribuidos nos seguintes percentuais: 64,9% para o gendtipo 1; 30,2% para o
gendtipo 3; 4,6% para o gendtipo 2; 0,2% para o gendtipo 4 e 0,1% para o
gendtipo 5. Em todas as regides, houve predominio do gendtipo 1; ja o
genotipo 2 foi mais prevalente no Estado de Mato Grosso (Regido Centro-
Oeste), enquanto o gendtipo 3 foi mais comumente encontrado no sul do Pais.
Outros estudos realizados no Brasil também tém demonstrado predominancia
do gendtipo 1, seguido pelos gendtipo 3 e 2 (Oliveira et al. 1999b, Focaccia et
al. 2004, Vogler et al. 2004), revelando dados semelhantes aos encontrados
na Europa Ocidental (De Cock & Vranckx 2003, Cantaloube et al. 2005).

Segundo Martins et al. (2006), os resultados em doadores de sangue na
Regido Centro-Oeste mostram-se similares aos nacionais, com predominio do
genatipo 1, seguido dos tipos 3 e 2. Em Goias, o subtipo mais prevalente foi 1a
(50%), seguido de 3a (30,9%), 1b (16,7%) e 2b (2,4%). Outros estudos foram
realizados em diferentes grupos populacionais na cidade de Goiania, como:
hemofilicos (1a: 41%, 1b: 25,6%, 3a: 20,5%, 2b: 2,6%, 2+3a: 2,6%) (Barbosa
1998), pacientes com doengas reumaticas (1a: 57,1%, 1b: 28,6%, 3a: 14,3%)
(Barbosa et al. 2005), transplantados renais (1a: 62,5%, 1b: 31,3%, 3a: 6,2%)
(Botelho, 2005), hemodialisados (1a: 72,6%, 1b: 19,8%, 3a: 7,6%) (Espirito-
Santo et al. 2007) e usuarios de um centro de aconselhamento sobre HIV que

revelou predomindncia do subtipo 3a (Pereira et al. 2006). Portanto,



similarmente a populagcdo de doadores de sangue, esses estudos revelaram

grande predominio do subtipo 1a, exceto em co-infectados com HIV.

1.5. Tratamento da hepatite C

A decisao de tratar ou nao individuos infectados pelo virus da hepatite C
€ complexa e requer uma avaliacdo cuidadosa e individual (Higle & Cerny
2003, Moreno-Otero 2004). A terapia atualmente utilizada apresenta ainda
inconvenientes como a eficacia baixa em muitos casos, efeitos colaterais
ocasionalmente graves e alto custo econémico (Weigand et al. 2007). Apenas
pacientes com niveis de RNA-HCV detectaveis que tém ALT persistentemente
elevada e bidpsia hepatica revelando fibrose, ou pelo menos necrose, ou
inflamagcdo moderada, tém clara indicagédo para tratamento (Lauer & Walker
2001, MS 2002).

Varios regimes de tratamento tém sido avaliados ao longo do tempo
para hepatite C (Souvignet et al. 2007). Apds o estabelecimento do diagndstico
para essa infecgdo, a opgao terapéutica inicialmente utilizada foi a monoterapia
com INF-a (Dillon 2004, Huang et al. 2006) em dose de 3 milhdes de unidades
(mU) administrados trés vezes por semana por um periodo de seis meses
(Moreno-Otero 2004). O INF age inibindo a replicagédo do HCV pela indugéo da
sintese de proteinas antivirais nas células responsivas (Moreno-Otero 2004), e
quando administrado segundo o regime terapéutico supracitado produzia taxa
de resposta de até 40%. Porém, os indices de resposta viroldgica sustentada

mostraram-se inferiores a 20% (Lauer & Walker 2001, Moreno-Otero 2004).

Os baixos indices terapéuticos da monoterapia com INF levaram ao
desenvolvimento de novos estudos que revelaram que a associagao de
interferon e ribavirina (RB), um antiviral com atividade contra varios virus, num
esquema de INF-a (3 mU, 3 vezes por semana) e RB (1000-1200 mg/dia)
aumentava a resposta virolégica sustentada de 6% para 31% e de 19% para
43% em pacientes submetidos a 24 e 48 semanas de tratamento,
respectivamente (McHutchison et al. 1998, Poynard et al. 1998).



Com o avango da biologia molecular e devido ao grande numero de
recidivas da hepatite C (baseado no aumento do nivel de ALT ao final da
terapia), atualmente, utiliza-se a detec¢cao do RNA do HCV como parametro de
resposta ao tratamento (Lauer & Walker 2001). A presenca do RNA-HCV ao
final da terapia indica alta possibilidade de n&o resposta ao tratamento,
enquanto a sua auséncia nesse periodo sugere resposta virolégica, sendo que
resposta viroldgica sustentada acontece quando nao se detecta o RNA-HCV no

soro apo6s 24 semanas do término do tratamento (Dillon 2004).

As limitagdes do INF-a em monoterapia ou em combinacdo conduziram
ao desenvolvimento de meios melhores de distribuigdo do mesmo para atingir
niveis mais constantes no organismo (Dillon 2004). Isso tem sido obtido pela
peguilacéo do INF-a, em que uma molécula de polietilenoglicol (PEG) foi ligada
ao mesmo, resultando num composto maior e de mais dificil metabolizacao
conhecido como INF-peguilado. Dessa maneira, ocorre formagcdo de uma
“barreira” ao redor do INF-a, que permite redu¢cdo na taxa de eliminagdo e
aumento da meia-vida do farmaco (Dillon 2004, Moreno-Otero 2004). A
liberagcdo lenta e progressiva do medicamento permite que o mesmo seja
administrado semanalmente, reduzindo os efeitos colaterais e promovendo
melhorias farmacocinéticas e farmacodinamicas que resultam em maior
eficiéncia na supressédo da atividade viral (Zeuzem et al. 2000, Moreno-Otero
2004, Souvignet et al. 2007).

Estudos claramente indicam que a monoterapia com PEG-INF é
significativamente superior ao INF-a no tratamento de pacientes com hepatite
C cronica (Heathcote et al. 2000, Lindsay et al. 2001, Zeuzem et al. 2000).
Além disso, a adicdo da ribavirina ao PEG-INF aumenta substancialmente o
indice de resposta ao tratamento. Fried et al. (2002) reportaram que a resposta
virologica sustentada com PEG-IFNa-2a, administrado num esquema de 180
pg/sem por um periodo de 48 semanas, foi de 29%, enquanto esse indice foi
de 56% quando associado a ribavirina (1000-1200 mg). Os melhores indices de
resposta virolégica sustentada ocorreram em individuos sob terapia com PEG-
INF mais ribavirina, em doses que variam de 1000 a 1200 mg por 48 semanas
(Hadziyannis et al. 2004).



Muitas variaveis podem influenciar no desenvolvimento ou ndo da
resposta viroldégica sustentada, como idade, estagio de fibrose avangado,
consumo de alcool, carga viral pré-tratamento, e principalmente o gendtipo do
HCV (Heathcote & Main 2005, Firpi & Nelson 2007). Pacientes infectados com
genadtipo 1 tém somente 45% a 57% de possibilidade de desenvolver resposta
virolégica sustentada apos 48 semanas de tratamento com PEG-INF + RB
(1000 a 1200 mg/dia), enquanto 70% a 85% daqueles infectados com
gendtipos 2 ou 3 apresentam essa resposta apds o tratamento com PEG-INF
+ RB (800 mg/ dia) por 24 semanas (Hadziyannis et al. 2004, Ma et al. 2006).

A terapia com INF pode apresentar numerosos efeitos colaterais, sendo
0S mais comuns: nausea, cefaléia, mialgia, alopecia, ansiedade e depressao.
Menos frequentemente, podem ser observados efeitos mais graves, como
tentativa de suicidio, doenca tireoideana irreversivel, exacerbacao de doencas
auto-imunes e taquicardia paroxistica (Lauer & Walker 2001, Dillon 2004). A
ribavirina causa hemolise que pode levar a anemia. Em individuos com histéria
de doencga coronariana, insuficiéncia cardiaca e doenga vascular cerebral pode
ser necessaria a redugado da dose ou até interrupcéo do tratamento (Weigand
et al. 2007).

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas, do Ministério da Saude
(MS 2002, 2007), prevé que individuos com gendtipo 1 em uso de PEG-INF
associado a ribavirina ou n&o deverao se submeter a detecgcdo do RNA viral
por teste quantitativo apos 12 semanas de tratamento, sendo naqueles em que
nao foram constatados negativagdo do RNA viral ou redugdo de no minino 100
vezes da carga viral em relacdo ao pré-tratamento, a terapia devera ser
interrompida. Caso contrario, o tratamento prossegue e, na semana 48,
novamente sera feito testes de deteccdo do RNA (qualitativo), quando sera
finalizado o tratamento. Se o resultado for negativo, novo teste devera ser
realizado apos 24 semanas para constatar a ocorréncia de resposta virologica
sustentada, caso o mesmo seja negativo. Ja para os individuos infectados
pelos gendtipos 2 ou 3 sob terapia com INF-a associado a ribavirina, a
deteccdo do RNA viral por teste qualitativo devera ser realizado com 24

semanas de tratamento, quando o mesmo sera interrompido, sendo os



individuos considerados nao respondedores se o resultado for positivo. Por
outro lado, nos casos negativos, o teste sera repetido apds 24 semanas e se,

novamente negativo, o individuo sera considerado respondedor ao tratamento.

Embora, a combinagéo da terapia de PEG-IFN e RB tenham aumentado
significativamente as taxas de resposta viroldgica sustentada, muitos pacientes
podem nao tolerar a terapia ou ndo responderem a esse regime. Assim sendo,
novas opgdes terapéuticas tém sido estudadas, como novos interferons e
drogas alternativas a ribavirina, além de farmacos capazes de inibir a infecgéo

e replicagdo do HCV na célula hospedeira (Firpi & Nelson 2007).

1.6. Prevenc¢ao e controle da infecgao pelo virus da hepatite C

A infeccdo pelo HCV continuara a ter um impacto global na saude
publica nos proximos anos, considerando as altas taxas de evolugdo para
infeccdo cronica e falhas nas medidas efetivas para sua prevencéo (Lauer &
Walker 2001, Howie & Hutchinson 2004). Apesar dos avangos recentes no seu
tratamento, a influéncia da terapia na populagcdo de pessoas infectadas
cronicamente € relativamente pequena, uma vez que a maioria ndo esta sob
cuidados médicos (Kew et al. 2004). A vacinagao seria a melhor estratégia para
a prevengao dessa infecgdo, entretanto ndo € provavel que ela esteja

disponivel num futuro préximo (Bruguera 2007).

A profilaxia com imunoglobulina e agentes antivirais pos-exposi¢ao néo
sdo recomendadas (Alter 2002, Bruguera 2007). Quando ocorre exposi¢ao ao
virus da hepatite C, o individuo exposto deve ser testado para anticorpos anti-
HCV e niveis de enzimas hepaticas (ALT) logo que possivel e em quatro a seis
meses apoOs exposi¢cdo. Para diagnosticar infec¢cdo precoce o individuo pode
ser submetido a deteccdo do RNA-HCV entre 4 e 6 semanas apds a exposi¢cao
(CDC 2003).

No presente, as estratégias para redugdo do potencial de risco de

transmissdo do HCV de doadores infectados, incluindo a triagem nos bancos



de sangue e a inativagdo do virus em produtos derivados do plasma, tém sido
bem estabelecidas (Alter 2002, Bruguera 2007). A tecnologia de amplificagcao
do acido nucléico (NAT) foi inicialmente implantada em 1999 na triagem de
doadores de sangue em alguns paises europeus e nos Estados Unidos,
propiciando uma reducédo substancial do risco de transmissdo do HCV por
transfusdo sanguinea (Saldanha et al 1999, Bruguera 2007). Ahlvarez do Barrio
et al. (2005) observaram uma redugéao significativa no risco transfusional de
transmissao do HCV na Espanha de 10,56/ 1 milhdo de doagdes (1997-1999)
para 3,94/ 1 milhdo de doagdes (2000-2002).

Entretanto, as estratégias de reducéao e eliminagao do risco potencial de
transmissao do HCV associadas a comportamentos de alto risco necessitam
ainda ser eficientemente implementadas (Lavanchy 2002). Neste sentido,
pessoas em uso de drogas ilicitas ou comportamento sexual de alto risco
devem ser aconselhadas pelos servigos de educagdo em saude e orientadas
sobre os riscos aos quais estao expostas, bem como as medidas de prevencao

que devem ser seguidas (Lavanchy 2002, Kew et al. 2004).

De acordo com Kew et al. (2004), a prevengao primaria enfatiza o
aconselhamento de pessoas nao infectadas sobre fatores de risco e formas de
prevencdo do HCV, bem como a orientacdo de portadores com o intuito de
reduzir a propagacgado da infeccdo para outros individuos. Para sua efetiva
implementagao, € necessario um intenso processo de conscientizagao, além do
conhecimento das principais fontes de infeccdo, devendo as pessoas
infectadas serem esclarecidas sobre a impossibilidade de doarem sangue,
orgaos, tecidos ou sémen a outros individuos, ndo compartilharem objetos de
higiene pessoal que possam entrar em contato com sangue, como escova de
dente, lamina de barbear, alicates de unha, dentre outros, além de serem
aconselhados sobre o risco de transmissdo sexual e, no caso de cdnjugues,

sobre a tomada de deciséo na utilizagdo ou ndo de métodos de protegéo.

A prevencao secundaria envolve atividades que visem a reducao do
risco de desenvolvimento de doenca crénica e de agravos hepaticos

associados ao HCV em individuos ja infectados por meio de orientagdo e de



tratamento adequados (Alter 2002). E extremamente relevante que os
pacientes sejam instruidos sobre fatores que possam influenciar no curso
clinico da doenga, acarretando mau prognostico, como consumo de alcool e
co-infeccago com HBV e HIV (Lavanchy 2002). Esses programas
frequentemente sdo implementados de maneira individual em cada pais devido
a variagao de recursos disponiveis entre os mesmos (Wasley & Alter 2000). No
Brasil, de acordo com o Ministério da Saude (MS 2005), as medidas de

prevencao primaria e secundaria tém sido bem estabelecidas.

1.7. Infecgao pelo HCV em caminhoneiros

Os caminhoneiros de rota longa (deslocamentos com mais de 1000 km)
representam uma categoria profissional de grande relevancia para a economia
do Brasil (Nascimento et al. 2007), uma vez que sdo responsaveis pela
circulacdo de mercadorias fundamentais para o desenvolvimento do Pais
(Medeiros et al. 2001, Ferraz et al. 2005). O setor de transportes congrega
atualmente cerca de 2,5 milhdes de trabalhadores, representando 6,5% do
Produto Interno Bruto (PIB) do Pais. Segundo estimativas, o Brasil possui uma
frota de veiculos de aproximadamente um milhdo e oitocentos mil caminhdes e
cerca de setecentos mil caminhoneiros que percorrem em meédia 122.000 km
por ano (CNT 2007).

Os caminhoneiros tém uma rotina de trabalho extremamente cansativa e
arriscada. Pressionados pelas empresas e pela propria situagcdo socio-
econdmica, esses trabalhadores se submetem a cumprir prazos muito curtos
para a entrega de cargas, chegando a dirigir cerca de 18 horas por dia
(Nascimento et al. 2007). Para isso, recorrem ao uso de substancias
psicoestimulantes capazes de os manterem em vigilia por longos periodos,
como as anfetaminas, ou ainda a drogas potencialmente mais fortes como a
cocaina e o crack (Couper et al. 2002, Nossa 2003, Souza et al. 2005). A
bebida alcodlica também €& muito consumida por caminhoneiros, sendo uma
das principais causadoras de acidentes e mortes no transito (Crouch et al.
1993, Souza et al. 2005).



Logo, devido a esses comportamentos e as caracteristicas inerentes a
profissdo de caminhoneiro, esses trabalhadores estdo constantemente sob
risco de adquirir varias doencgas, sejam elas cronico-degenerativas
(Malinauskiene 2003, Moreno et al. 2006) ou infecciosas (Lacerda et al. 1997,
Ramjee & Gouws 2002). Além disso, & importante ressaltar que essa categoria
profissional apresenta grande dificuldade de acesso e/ou acompanhamento
nos servigcos de saude devido aos constantes deslocamentos (Ferraz et al.
2005).

Até o momento, foram publicados apenas dois estudos realizados na
populagdo de caminhoneiros de rota longa, objetivando determinar a
prevaléncia da infec¢ao pelo virus da hepatite C. O primeiro foi realizado por
Ghebrekidan et al. (1998) em 50 caminhoneiros na Eritréa, um pais localizado
no leste do continente africano, sendo verificada uma prevaléncia de 6,0% (IC
95%: 1,56-17,54). Posteriormente, Gibney et al. (2001) investigaram um grupo
constituido de 388 auxiliares e motoristas de caminhdo em Bangladesh (Asia)

e, uma prevaléncia de 0,8% (IC 95%: 0,2-2,4) foi encontrada.

1.8. Justificativa

As investigacbes epidemiolégicas tém enfatizado a importancia da
identificacdo de grupos que apresentam prevaléncia elevada para infecgéo pelo
virus da hepatite C, uma vez que representam fontes de manutencédo e

disseminagao dessa infecgéo a nivel populacional.

Os caminhoneiros tém sido considerados como um possivel grupo de
risco para exposi¢ao a esse virus (Gibney et al. 2001). O longo periodo que
esses individuos permanecem fora de casa favorece a busca por relagdes
sexuais ocasionais, incluindo profissionais do sexo (Podhisita et al. 1996,
Villarinho et al. 2002, Jahani et al. 2003). Além disso, 0 uso abusivo de alcool e
drogas ilicitas torna-os vulneraveis a situagdes de risco (Souza et al. 2005,
Nossa 2003). Ainda, devido a alta mobilidade dessa populagdo, os

caminhoneiros podem ser disseminadores do HCV .



Contudo, sao poucos os estudos na literatura sobre a infecgdo pelo HCV
na populagdo de caminhoneiros . Portanto, ndo existem estudos sobre a
infeccao pelo virus da hepatite C nesse grupo populacional no Brasil. Assim
sendo, a populacado escolhida como objeto do presente estudo foi constituida
por caminhoneiros que trafegam na Rodovia Federal BR-153, que se estende
do Para (Belém) ao Rio Grande do Sul (Acegud). Estes individuos possuem
estilo de vida considerado como facilitador da transmisséo viral, além do
grande potencial para disseminagao de outras doengas devido aos freqlientes

e longos deslocamentos em curto periodo de tempo.

Neste estudo, pretende-se conhecer a prevaléncia da infecgao pelo
HCV, os fatores associados e 0s gendtipos virais circulantes em caminhoneiros
que trafegam na Rodovia Federal BR-153, Brasil. Assim sendo, as informagdes
obtidas serdo valiosas para o planejamento de agdes efetivas e inovadoras
para a prevengao e controle desta virose na populagdo de caminhoneiros do
Brasil, refletindo, assim, na qualidade de vida deste grupo, além da reducao de

custos diretos e indiretos com esta infecgéo.

2. OBJETIVOS



2.1 Objetivo geral

Investigar o perfil epidemioldgico e molecular da infecgéo pelo HCV em
caminhoneiros de rota longa no Brasil, visando proporcionar informagdes

para a¢des de prevengao e controle desta virose.

2.2 Objetivos especificos

e Estimar a prevaléncia do marcador anti-HCV em caminhoneiros de rota

longa que trafegam na Rodovia Federal BR 153;

* Analisar os fatores de risco associados a infecgao pelo HCV nestes

caminhoneiros;

* ldentificar os gendtipos do HCV circulantes na populagéo estudada.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento do estudo
Estudo observacional, analitico de corte transversal.

3.2. Populacao e local de estudo

A populacdo estudada foi constituida de 641 caminhoneiros que
trafegam na rodovia BR 153, em deslocamentos de longa distancia, ou seja,
maiores que 1000 km. A BR 153 é uma rodovia federal longitudinal de grande
importancia estratégica, onde trafegam caminhoneiros de todas as regides do
Pais. Essa possui cerca de 3.566,3 km, estendendo-se pelos Estados do Para,
Tocantins, Goias, Minas Gerais, S&do Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (Figura 3).
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Figura 3. Mapa da Rodovia BR-153, Brasil
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Para o calculo da amostra, considerou-se uma prevaléncia estimada da
infeccdo pelo HCV em torno de 3,0% (Ghebrekidan et al. 1998; Gibney et al.
2001) com uma precisdo de 1,5%, sendo necessario estudar no minimo 497
individuos, considerando um poder estatistico de 80% (B=20%) e um nivel de
significancia de 95% (a=0,05).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Hospital Materno Infantil, da cidade de Goiania, Goias.

3.3. Entrevista e coleta de sangue

As coletas de dados e de sangue foram realizadas no periodo de
outubro de 2005 a agosto de 2006, nos finais de semana, em um galpdo anexo
a um posto de combustiveis situado no Km 1296 da BR-153, em Aparecida de
Goiania — GO. Esse local representa um importante ponto de apoio para os
caminhoneiros que trafegam na BR-153, oferecendo uma variedade de
servicos em lojas comerciais (Figura 4), como alimentagdo, barbearia,
lavanderia, vestuario e produtos de higiene. Para a coleta, os caminonheiros
eram abordados individualmente, a medida que chegavam ao posto, sendo
entdo informados sobre o projeto e convidados a participarem do estudo
(amostra de conveniéncia). Foram adotados os seguintes critérios de inclusao:
ser caminhoneiro de longa distancia (> 1.000 km); trafegar na rodovia BR 153;
ser caminhoneiro por, no minimo, um ano; consentir em participar do estudo
mediante a devolugdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

assinado (Anexo 1).

A coleta de dados foi realizada utilizando um questionario estruturado
constituido por duas partes (Anexo 2). A primeira continha perguntas fechadas
sobre dados sociodemograficos (sexo, idade, religido, renda mensal, estado
civil, naturalidade, tempo de profissdo, escolaridade e tempo de permanéncia
fora do lar) e situacdes de risco associadas a hepatite C (antecedentes de
reclusdo, uso de droga ilicita e bebida alcodlica, presenca de tatuagem,

“piercing”, antecedente de hepatite e na familia, transfusdo sangulinea,



compartilhamento de objeto cortante de higiene pessoal, contato com sangue
de outra pessoa e uso de estimulante para dirigir), sendo aplicadas pelo
entrevistador face a face (Figura 5). A segunda parte, constituida por questdes
referentes a comportamentos de risco sexual (histéria de doenga sexualmente
transmissivel, numero de parceiros sexuais nos ultimos seis meses, uso de
preservativo, homosexualismo, relagdo sexual com profissional do sexo,
parceiro sexual usuario de droga ilicita e uso de drogas e alcool durante as
relagdes sexuais), foi auto-aplicavel para minimizar viés de resposta. Nessa
etapa, o entrevistador permanecia a diposicdo do entrevistado para
esclarecimentos de eventuais duvidas. A seguir, foram coletados 10 ml de
sangue através de pungao venosa, utilizando-se seringa e agulha descartaveis
(Figura 6). O sangue obtido foi colocado em tubo de ensaio numerado, de
acordo com o numero do questionario. Os tubos foram transportados até o
Laboratério de Virologia do IPTSP/UFG, onde os soros foram separados e

estocados a —20°C até a realizagao dos ensaios.

Figura 4- Ponto de coleta



Figura 5- Entrevista com caminhoneiro Figura 6- Coleta de sangue de caminhoneiro

3.4. Testes sorologicos

e Anti-HCV

ELISA - Todos os soros obtidos (n= 641) foram testados para detecgao
de anticorpos anti-HCV pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) de terceira
geragao, empregando-se reagentes comerciais (Bioelisa HCV Biokit, Espanha).
As amostras e os controles positivos e negativos foram incubados em uma
placa previamente sensibilizada com os antigenos recombinantes “core”, NS3,
NS4 e NS5 do HCV. Apés a incubagdo, a placa foi lavada. Em seguida, foi
adicionado o conjugado (anticorpos anti-imunoglobulina humana marcados
com peroxidase) e nova incubacdo realizada. Apds segunda lavagem,
procedeu-se a adigdo do substrato da enzima (perdxido de hidrogénio) e da
solucdo cromogena (tetrametilbenzina — TMB). Depois de 30 minutos, a reagao

foi interrompida pela adi¢ao de acido sulfurico 1N. A leitura espectofotométrica



em densidade otica (D.O) foi obtida a 450 nm. Foi realizado o calculo do “cut-
off” (0,300 + média das absorbancia dos controles negativos), sendo
consideradas positivas as amostras que apresentaram absorbancia maior ou
igual a esse valor.

Immunoblot — As amostras reagentes ao anti-HCV foram retestadas por
“‘line imunoassay” (Bioblot HCV, Biokit, Espanha). Essas amostras, assim como
os controles positivos e negativos, foram incubados individualmente junto a
tiras de nitrocelulose contendo as seguintes proteinas recombinantes do HCV:
core, NS3, NS4 e NS5. Posteriormente, apds a lavagem das fitas, adicionou-se
o conjugado (anticorpos anti-imunoglobulina humana associados a fosfatase
alcalina). Novos processos de incubacgao e lavagem foram realizados. A seguir,
foi adicionado o substrato (bromo-cloro-indol-fosfato e nitroazul de tetrazolio) e,
ap6s 15 minutos de incubacgao, esse foi aspirado. As fitas foram retiradas dos
seus compartimentos e colocadas em papel branco absorvente para analise.
Os resultados foram avaliados visualmente, comparando-se a intensidade da
cor das bandas correspondentes aos diferentes antigenos com as linhas
controles (+1 a +3) e ao numero de bandas reagentes, sendo considerado
positivo quando ocorreu reatividade com dois ou mais antigenos,
indeterminado (reatividade para um unico antigeno) ou negativo (auséncia de

reatividade).

* Anti-HBc

A deteccdo do marcador anti-HBc total foi realizada nas 641 amostras
com reagentes comerciais (Hepanostika anti-HBc Uni-Form, Biomérieux-
Holanda). O principio da reagao era baseado em inibicdo competitiva. Cada
camara da placa era revestida com antigeno “core” do virus da hepatite B
(HBcAg). O conjugado era constituido de anticorpos anti-HBc humano
interligado a enzima peroxidase. As amostras em teste e os controles negativo
e positivo foram incubados juntamente com o conjugado durante 90 minutos a
37°C e, em seguida, a placa foi lavada com o tampao fosfato. Posteriormente,
foi adicionada a solugao substrato/cromogeno (tetrametilbenzidina/peréxido de

uréia) e incubou-se por 30 minutos. Finalmente, a reacao foi interrompida com



acido sulfurico a 1N e a leitura espectrofotométrica realizada em leitora de
microplaca com uso de filtro simples (450 nm). O valor do “cut-off’ foi obtido
pela férmula: 0,25 (CNx + 3CPx), onde “CNx” é igual ao valor médio das
absorbancias dos controles negativos e “CPx” ao dos controles positivos.
Assim, foram consideradas amostras positivas, aquelas que apresentaram

absorbancia menor ou igual ao valor do “cut-off”.

3.5. Testes moleculares

Deteccdo do RNA-HCV - Todas as amostras anti-HCV positivas foram
testadas para deteccdo do RNA viral pela RT-PCR, conforme os procedimentos
do kit Versant, HCV Genotype Amplification - LiPA com modificagdes. O RNA
foi extraido utilizando 150 ul de trizol, aos quais foram adicionados 50 pl de
soro concentrado a partir de 200 ul de cada amostra previamente centrifugada
em 13.000 rpm por 90 minutos. Ap6s homogeneizagao, acrescentou-se 40 pl
de cloroformio (Merck) para separacdo das fases. Novo processo de
homogeneizagao foi realizado, seguido de incubagdo e centrifugagédo (12.000
rom). Posteriormente, a fase incolor, menos densa foi transferida para tubos
contendo 20 pl de dextran (Armersham) (1pg/pul) e 100 pl de isopropanol
(Merck). Apo6s centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e acrescentados
200 pl de etanol (Merck), com a finalidade de purificagdo e formagdo do
sedimento (“pellet’). Novamente o sobrenadante foi descartado, e os tubos
cuidadosamente secos com o auxilio de uma bomba de vacuo. O RNA obtido
foi ressuspenso em 12 pl de agua tratada com dietilperocarbonato (inativador

da ribonuclease).

A transcricdo reversa foi realizada com o iniciador randdémico
(Invitrogen), 200 U de transcriptase reversa do virus da leucemia de Moloney
(Invitrogen), 0,2 mM de cada ANTP (Armersham, Bioscience), em um volume
final de 24 pl (12 yl de RNA + 12 pl de mistura da TR) a 42°C, durante um

periodo de 90 minutos.

Aproximadamente 8 yl do cDNA foram amplificados por “nested” PCR



com iniciadores especificos para a regido 5 NC. Na primeira PCR, foram
utilizados iniciadores externos [[CACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTC)
homdlogo a posicdo -305 e (ATGGTGCACGGTCTACGAAGACCTCC)
homodlogo a posicdo 2]. A PCR foi realizada num volume final de 50 pl, na
presencga de 0,2 mM de cada dNTP, 3 mM de MgCl,e 1 U de enzima Taq DNA
polimerase (Invitrogen). Apos este preparo, a reacdo foi colocada 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, seguido por um alongamento de sete

minutos a 72°C.

Apos realizacdo da primeira PCR, 2ul do produto obtido foram
novamente amplificados utilizando primers internos
[(TTCACGCAGAAAGCGTCTTAGCC) homdlogo a posicédo -279 e
(GGGCACTCGCAAGCACCCTATCAGG) homologo a posicao -26], nas
mesmas condi¢des descritas acima, exceto pelo aumento da concentracdo de
MgCl, por 5mM, segundo Ginabreda et al. (1997).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% contendo brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta

em um transluminador.

Para evitar contaminacao, a extracao e transcrigao reversa do RNA, a
preparacao de reagentes pré-PCR, amplificacdo do DNA e a eletroforese em

gel dos produtos da PCR foram realizadas em salas separadas.

Genotipagem do HCV - As amostras RNA-HCV positivas foram
genotipadas pelo método “line probe assay” (Versant, HCV Genotype Assay).
As sequéncias gendmicas do cDNA foram amplificadas novamente pela PCR
com primers biotinilados complementares a regidao 5’NC do genoma do HCV.
Esse ensaio permite a determinagao dos seis principais tipos e subtipos mais
comuns do HCV e consiste na hibridizagao reversa de produtos biotinilados da
PCR com sondas tipo especificas, previamente imobilizadas em linhas

paralelas nas tiras da membrana de nitocelulose. Apds a hibridizagdo, foi



adicionada uma solucio de estreptovidina marcada com fosfatase alcalina que
se liga ao hibrido biotinilado formado anteriormente. A revelacédo desse método
consiste no desenvolvimento de cor purpura nas amostras positivas, apds a
adicdo do substrato (bromo-cloro-indol-fosfato e nitroazul de tetrazolio). A
reatividade dos fragmentos amplificados em uma ou mais linhas sobre as tiras
permite o reconhecimento dos seguintes gendtipos do HCV: 1a, 1b, 1, 2a/2c,
2b, 3a, 3b/3c, 3, 4a, 4b, 4c/4d, 4e, 4f, 4h, 4, 5a e 6a (Stuyver et al. 1993, 1996)

3.6. Processamento e analise dos dados

Os dados das entrevistas e os resultados dos testes sorolégicos e
moleculares foram digitados em microcomputador e analisados em programa
estatistico “Epi Info 6” versdo 6.04, desenvolvido pelo “Centers for Disease
Control and Prevention”, Estados Unidos da América. Inicialmente, foi estimada
a prevaléncia e risco de positividade ao anti-HCV pelo “Odds Ratio”, com os
seus respectivos intervalos de confianga a 95% (IC 95%). Os fatores de risco
com p < 0,05 pela anélise univariada foram submetidos a analise multivariada
por regressao logistica hierarquica (SPSS versao 11.0 for Windows). Os testes
de x? para tendéncia e Exato de Fisher foram utilizados quando apropriados.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



4. RESULTADOS

A Tabela 1 mostra as caracteristicas soécio-demograficas dos 641
caminhoneiros estudados. A média de idade destes individuos foi de 40,6 anos
(desvio-padrao: 10,1), variando de 18 a 68 anos. Em relacdo ao sexo, houve

predominéncia do masculino (99,2%).

Quanto ao estado civil, a grande maioria da populacdo estudada era
casada ou mantinha unido consensual (77,7%), 15,4% eram solteiros e 6,9%
separados ou viuvos. A respeito da escolaridade, 25,7% informaram ter
cursado quatro ou menos anos de estudo, 43,1% entre cinco e oito anos e

31,2% referiram ter estudado por pelo menos nove anos.

Dentre os que informaram renda, constatou-se que 47,8% apresentavam
uma renda mensal inferior a cinco salarios minimos (sm) e 52,2% entre cinco e
10 sm. Quanto a naturalidade, 1,9% dos individuos entrevistados eram da
Regiao Norte, 8,9% do Nordeste, 7,7% do Centro-Oeste, 40,3% do Sudeste e
41,2% do Sul do Brasil. Em relagdo ao tempo de profissdo, 37,4% referiram
possuir 10 ou menos anos de trabalho, 31,4% entre 11 e 20 anos e 31,2% mais

que 20 anos.



TABELA 1 - Caracteristicas soécio-demograficas dos 641 caminhoneiros
estudados que trafegam na rodovia BR-153, Brasil

Caracteristicas N (%)
Média de idade * dp (anos) 40,6 +10,1
Sexo
Masculino 636 (99,2)
Feminino 5 (0,8)
Estado Civil
Solteiro 99 (15,4)
Casado/uniao consensual 498 (77,7)
Separado ou viuvo 44 (6,9)
Escolaridade (anos)
<4 165 (25,7)
5-8 276 (43,1)
>9 200 (31,2)
Renda Mensal (salarios minimos)
<5 305 (47,8)
5-10 333 (52,2)

Sem informacéao 3

Naturalidade (Regiao)

Norte 12 (1,9)
Nordeste 57 (8,9)
Centro-Oeste 49 (7,7)
Sudeste 257 (40,3)
Sul 263 (41,2)

Sem informacéo 3
Tempo de Profissao (anos)

<10 239 (37,4)
11-20 201 (31,4)
> 20 200 (31,2)

Sem informacéo 1
dp= desvio-padrao

Inicialmente, as 641 amostras provenientes da populagdo de

caminhoneiros foram triadas para deteccédo de anticorpos para o HCV, sendo



10 (1,6%) reagentes pelo ELISA. Destas, nove (1,4%) foram positivas e uma
(0,2%) indeterminada pelo teste immunoblot, resultando em uma prevaléncia
de 1,4% (IC 95%: 0,7-2,8) na populagao estudada (Tabela 2). Posteriormente,
todos os soros anti-HCV reagentes pelo ELISA foram submetidos a deteccéo
do RNA viral pela PCR, resultando em oito amostras RNA-HCV positivas, as

quais foram também anti-HCV positivas pelo immunoblot.

TABELA 2 - Prevaléncia de anticorpos para o virus da hepatite C (anti-
HCV) em 641 caminhoneiros que trafegam na BR 153, Brasil

Positivo
Anti-HCV N % (IC 95%)
Anti-HCV
ELISA 10 1,6 (0,8-3,0)
Immunoblot 9 1,4 (0,7-2,8)

IC=Intervalo de confianca

Os fatores de risco associados a infecgao pelo HCV nos caminhoneiros
do sexo masculino (n=636), com seus respectivos intervalos de confianga, séo
mostrados na Tabela 3. Pela analise univariada, observou-se como fatores de
risco associados a infecgédo pelo HCV: compartilhamento de objeto cortante de
higiene pessoal, uso de droga ilicita e soropositividade ao HBV (anti-HBc,

considerado marcador de exposi¢ao ao virus da hepatite B).



Contudo, apos a analise multivariada, configurou-se como fatores de
risco para a aquisi¢gao do virus da hepatite C nesta populagdo: uso de droga
ilicita (risco: 8,8 vezes; IC 95%: 1,9 - 41,7) e soropositividade ao HBV (risco:
5,6 vezes; IC 95%: 1,2 - 25,3) (Tabela 4).

TABELA 3- Analise univariada dos fatores de risco associados a infeccdo pelo HCV em 636
caminhoneiros do sexo masculino que trafegam na rodovia BR-153, Brasil

Variaveis Anti-HCV Estimativa de risco (IC 95%) P
Positivo / Total (%)

Idade

<40 anos 3/ 330 (0,9) 1,0

>40 anos 6 / 306 (2,0) 2,2 (0,5-8,8) 0,32

Escolaridade

=9 anos 3/ 197 (1,5) 1,0

5a 8 anos 1/ 274 (0,4) 0,24 (0,0-2,5) 0,31

<5 anos 5/ 164 (3,0) 2,0 (0,4-10,9) 0,47

Sem informagéo 1



Transfusédo de sangue

Nao 6 / 560 (1,1) 1,0

Sim 3/ 62 (4,8) 4,7 (1,1-19,2) 0,05
Sem informagédo 14

Tatuagem

Nao 8 / 582 (1,4) 1,0

Sim 1/ 54 (1,9) 1,4 (0,2-11,0) 0,55
Compartilhamento de objeto

cortante de higiene pessoal

Nao 5/ 543 (0,9) 1,0

Sim 4/ 87 (4,6) 5,2 (1,4-19,7) 0,02
Sem informacédo 6

Tempo que permanece fora

de casa

<15 dias 1/ 124 (0,8) 1,0

>15 dias 8/ 512 (1,6) 1,9 (0,3-15,7) 1,00
Tempo de profissado

<10 anos 1/ 236 (0,4) 1,0

11-20 anos 5/ 200 (2,5) 6,0 (0,7-137,4) 0,09
>20 anos 3/ 200 (1,5) 3,6 (0,3-89,9) 0,33
Uso de drogai ilicita

Nao 4/ 383 (1,0) 1,0

Sim 4/ 71 (5,6) 5,6 (1,4-23,2) 0,02
Sem informagédo 182

Relagdo sexual com

usuarios de droga ilicita

Nao 8 / 608 (1,3) 1,0

Sim 1/ 24 (4,2) 3,3 (0,4-27,2) 0,29
Sem informagédo 4

Uso de droga ilicita antes ou

durante a relagdo sexual

Nao 3/ 57 (5,3) 1,0

Sim 1/ 12 (8,3) 1,6 (0,2-17,2) 0,67
Sem informacgéo 2

Consumo de bebida

alcoolica

Nao 2/ 161 (1,2) 1,0

Sim 7 | 475 (1,5) 1,2 (0,2-5,8) 0,83

TABELA 3- Anadlise univariada dos fatores de risco associados a infeccdo pelo HCV em 636
caminhoneiros do sexo masculino que trafegam na rodovia BR-153, Brasil (continuagao)

Variaveis Anti-HCV Estimativa de risco (IC 95%) p
Positivo /| Total (%)

Consumo de alcool antes ou

durante relagao sexual

Nao 4 / 350 (
Sim 51 278 (
Sem informacgéo 8

1) 1,0
8) 1,6 (0,4-5,9) 0,74

Relagao sexual com

profissional do sexo

Nao 4 | 287 (1,4) 1,0

Sim 4 | 344 (1,2) 0,8 (0,2-3,3) 1,00



Sem informagédo 5

Uso de preversativo na
ultima relagao sexual

Sim 4 /| 307 (1,3) 1,0

Nao 5/ 320 (1,6) 1,2 (0,3-4,5) 1,00
Sem informagéo 9

Antecedentes de DST

Nao 5/ 386 (1,3) 1,0

Sim 3/ 219 (1,4) 1,1 (0,2-4,6) 0,81
Sem informagéo 31

HBV (Anti-HBc)

Negativo 4/ 519 (0,9) 1,0

Positivo 5/ 117 (4,6) 5,2 (1,4-19,7) 0,02

IC= Intervalo de confianga.
DST= Doenga sexualmente transmissivel.
HBV= Virus da hepatite B.

TABELA 4 - Analise multivariada dos fatores de risco associados a infecgao
pelo HCV em 636 caminhoneiros do sexo masculino que trafegam na rodovia

BR-153, Brasil
Variaveis Estimativa de Risco (IC 95%) P
Nao ajustada Ajustada
Idade
<40 anos 1,0 1,0
> 40 anos 2,2 (0,5-8,8) 4,3 (0,7-25,4) 0,11



Transfusao de sangue

Nao 1,0 1,0

Sim 4,7 (1,1-19,2) 3,2 (0,5-19,7) 0,20
Compartilhamento de objeto
cortante de higiene pessoal

Nao 1,0 1,0

Sim 5,2 (1,4-19,7) 3,5(0,6-19,4) 0,15
Uso de droga ilicita

Nao 1,0 1,0

Sim 5,6 (1,4-23,2) 8,8 (1,9-41,7) 0,00
HBV (Anti-HBc)

Negativo 1,0 1,0

Positivo 5,2 (1,4-19,7) 5,6 (1,2-25,3) 0,03

Estimativa de risco ajustada para idade, transfusdo sangiinea, compartiihamento de objeto
cortante de higiene pessoal, uso de droga ilicita e soropositividade ao HBV.

IC=Intervalo de confianga

HBV=Virus da hepatite B

A genotipagem do virus da hepatite C, realizada nas amostras RNA-
HCV positivas, mostrou a presenga dos gendtipos 1, 2 e 3. Das oito amostras
genotipadas, os tipos 1 e 3 foram igualmente identificados em trés (37,5%)
amostras, e o tipo 2 foi verificado em duas (25,0%) amostras de caminhoneiros

que trafegam na BR-153, Brasil (Figura 7).



37,5% 37,5%

O Genétipo 1
O Genétipo 2
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25,0%

FIGURA 7 - Distribuicao dos genodtipos do virus da hepatite C em
caminhoneiros que trafegam na BR-153, Brasil.

Em relacdo a subtipagem, dentre as amostras do gendtipo 1, uma foi
identificada como subtipo 1b, enquanto que para as duas restantes nao foi
possivel uma distincdo precisa entre os subtipos 1a e 1b. Ja as amostras dos

tipos 2 e 3 apresentaram-se como dos subtipos 2b e 3a, respectivamente.

A Tabela 5 mostra as caracteristicas de risco e genoétipos do virus da
hepatite C em individuos portadores do HCV. Observou-se que a idade variou
de 35 a 58 anos, sendo os oito do sexo masculino. Foram referidas as
seguintes caracteristicas de risco: transfusdo de sangue (2/8),
compartiihamento de objeto cortante de higiene pessoal (3/8), uso de droga
ilicita (4/8), relacdo sexual com profissional do sexo (4/8), ndo uso de
preservativo (3/8) ou uso ocasional (2/8), consumo de alcool antes ou durante
relacdo sexual (4/8) e DST (2/8). Verificou-se soropositividade ao HBV em
62,5% dos caminhoneiros infectados pelo HCV. Todos os entrevistados tinham
12 ou mais anos de profissdo. A maioria permanecia fora de casa por 10 ou
mais dias. Os resultados mostraram ainda que, dos trés individuos procedentes
da Regiao Sul, dois eram portadores do genétipo 3 (Rio Grande do Sul e Santa
Catarina) e um do genétipo 2 (Parana). Dos quatro entrevistados da Regiao

Sudeste (Sao Paulo), trés apresentaram o gendtipo 1 e um o gendtipo 2.



Apenas um era proveniente da Regido Nordeste (Ceara), sendo o mesmo

infectado pelo gendtipo 3.

TABELA 5 - Caracteristicas de risco e genétipos do virus da hepatite C em

caminhoneiros infectados, Brasil

Caracteristicas/Genoétipos

Caminhoneiros

7 96 127 232 256 263 358 371
Idade (anos) 36 43 58 46 35 48 47 48
Sexo M M M M M M M M
Transfusao sangiiinea Sim Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao
Compartilhamento de objeto Nao Sim Sim Sim Nao Nao Nao Nao
cortante de higiene pessoal
Uso de droga ilicita Nao Sim Sim Sim Nao Nao Sim Nao
Relagao sexual com profissional N&o Sim Sim Sim Né&o S/Inf  Sim Né&o
do sexo
Uso de preservativo Nao Nao Sim As As Sim Sim Nao

vezes vezes

Consumo de bebida alcodlica Sim Nao Nao Sim Nao Nao Sim Sim
antes ou durante relagcao sexual
DST Sim Nao Nao S/Inf  Néo Nao Sim Nao
HBV Sim Sim Nao Sim Nao Nao Sim Sim
Anos de profissao 17 12 18 25 12 15 22 22
Tempo de permanéncia fora de 35 8 10 10 10 10 15 20
casa (dias)
Procedéncia RS CE SP SC SP SP PR SP
Genotipos 3 3 1 3 2 1 2 1

M= masculino
DST= Doenga sexualmente transmissivel
HBV= Virus da hepatite B

5. DISCUSSAO

A prevaléncia mundial da infeccado pelo virus da hepatite C é de

aproximadamente 3%, apresentando consideravel variacdo em diferentes

grupos populacionais e regides geograficas (Shepard et al. 2005, Alter 2007).

Outrossim, sao poucos os estudos sobre a infegao pelo virus da hepatite C em

caminhoneiros. Ressalta-se que a presente dissertacdo foi

a primeira

investigagcao realizada em caminhoneiros de rota longa no Brasil, a qual



objetivou o conhecimento da soroprevaléncia, fatores associados e genaétipos
circulantes do HCV em uma populagdo de caminhoneiros que trafegam na

rodovia BR-153, n&do representando, portanto, toda a populagéao.

Ao analisar as caracteristicas sécio-demograficas de 641 caminhoneiros
que trafegavam na BR-153, observou-se que dados como predominio de
individuos do sexo masculino, casados ou unidos consensualmente foram
semelhantes aos verificados também em caminhoneiros brasileiros por Lacerda
et al. (1997), em Santos, e Lippman et al. (2007), na Regidao Sul. A média de
idade da populagdo estudada (40,6 anos) assemelhou-se a encontrada por
Lippman et al. (2007) (40 anos). Em relagdo a escolaridade, a maioria dos
individuos apresentou até oito anos de estudo. indice este similar aos
verificados por Ferraz et al. (2005), em caminhoneiros de Minas Gerais, e por
Vilarinho et al. (2002), em caminhoneiros de rota curta (menos que 50 km) na
cidade de Santos, Brasil. Mais de 50% da populagédo estudada relatou renda
mensal entre cinco e 10 salarios minimos. Ferraz et al. (2005) encontraram
rendimento mensal semelhante em caminhoneiros autbnomos. Quanto ao
tempo de profissdo, houve ligeiro predominio de individuos com até 10 anos de
trabalho. Dado concordante ao verificado por Lippman et al. (2007). Portanto, o
perfil sécio-demografico da populagao de caminhoneiros estudada se configura
como homens de meia idade, com escolaridade menor ou igual a 8 anos
(aproximadamente 70%), pertecentes as classes sociais B2 e C (IBGE 2006),
com pelo menos 10 anos de profissdo e provenientes, principalmente, das

Regides Sudeste e Sul do Brasil.

Neste estudo, a prevaléncia global da infec¢do pelo virus da hepatite C
de 1,4% (IC 95%: 0,7-2,8) foi similar a observada na populagdo em geral no
Estado de Sao Paulo (1,4%) (IC 95%: 0,7-2,1) por Focaccia et al. (1998), b
como esta de acordo com os resultados preliminares do inquérito nacion
conduzido nas capitais brasileiras (0,94% a 1,89% na faixa etaria de 10 a 69
anos) (MS 2008). Percentuais semelhantes foram encontrados em doadores de
sangue na Regiao Sudeste (0,9%; IC 95%: 0,8-1,0 e 1,2%; IC 95%: 1,0-1,3) por
Andrade et al. (2006) e Valente et al. (2005), respectivamente e, inferior no sul
do Pais (0,34%) (IC 95%: 0,3-0,4) por Rosini et al. (2003).



Em relagdo a populagdo caminhoneira, a prevaléncia verificada neste
estudo nao foi estatisticamente diferente das encontradas por Gibney et al.
(2001) (0,8%) (IC 95%: 0,2-2,4), em caminhoneiros em Bangladesh, e por
Ghebrekidan et al. (1998) em caminhoneiros na Eritréa (6,0%) (IC 95%: 1,6-
17,5), localizada no leste da Africa, regido de endemicidade elevada para o
HCV (Shepard et al. 2005).

Os testes suplementares ou confirmatérios sao utilizados para evidenciar
real positividade ao anti-HCV (ELISA), sendo fundamentais para a eliminagao
de resultados falso-positivos especialmente em populagdes de baixo risco
(Erensoy 2001). Na presente investigacdo, das dez amostras reagentes no
ELISA, nove foram positivas pelo immunoblot e uma indeterminada, resultando
numa taxa de 90% de confirmacgao da positividade para anti-HCV. Resultados
semelhantes foram verificados em grupos considerados de risco, como
hemodialisados (90,1%) (Carneiro et al. 2001) e transplantados renais (90,7%)
(Botelho 2005).

Dentre nove amostras anti-HCV reagentes, oito foram RNA-HCV
positivas, revelando um indice de viremia de 88,8% nos individuos expostos ao
HCV. indices menores foram mostrados por outros autores em doadores de
sangue: 50,0% (Vivas-Arceo et al. 2003), 71,0% (Thakral et al. 2006), 71,5%
(Amorin et al. 2004) e 80,0% (Martins et al. 2006). Por outro lado, percentuais
similares ou maiores foram encontrados por Gongales et al. (2000) (88,2%),
Mufoz-Gémez et al. (1996) (96,1%) e Ren et al. (2005) (96,4%). Portanto, o
resultado do presente estudo se mostra concordante com outros reportados na
literatura. J& a amostra cuja positividade para anti-HCV foi confirmada por
immunoblot, na auséncia do RNA viral, pode ser explicada como infeccao
passada, viremia intermitente ou resultado falso-negativo pela PCR (Scott &
Gretch 2007).

Os resultados deste estudo mostraram, pela analise univariada, que
compartilhamento de objeto cortante de higiene pessoal, uso de droga ilicita e

exposi¢cao ao virus da hepatite B (reatividade ao Anti-HBc) apresentaram-se



estatisticamente associados ao anti-HCV. Outros estudos apresentaram
também esses fatores como de risco para a infecgcao pelo HCV em doadores
de sangue na Tailandia (Thaikruea et al. 2004, Tanwandee et al. 2006), na
populacdo em geral em Porto Rico (Perez et al. 2005) e individuos co-
infectados HCV/HIV no Brasil (Vogler et al. 2004).

Apos a analise multivariada, relato de uso de droga ilicita e exposi¢cao ao
virus da hepatite B permaneceram associados a infeccao pelo virus da hepatite
C. Os entrevistados que fizeram uso de droga ilicita apresentaram
chance 8,8 (IC 95%: 1,9-41,7) vezes maior para a aquisi¢gao do HCV. Tem sido
reportado na literatura que, na atualidade, o uso de drogas ilicitas € o principal
fator de risco para a infeccao para o HCV (Alavian et al. 2002, Quaglio et al.
2003a, Orton et al. 2004, Perez et al. 2005, Galperim et al. 2006, Adjei et al.
2007). No presente estudo, verificou-se que os quatro individuos usuarios de
droga ilicita anti-HCV positivos referiram uso de droga nao injetavel. Usuarios
de drogas nao injetaveis apresentam risco aumentado para a aquisicao do
HCV (Howe et al. 2005, Scheinmann et al. 2007), com taxas de prevaléncia
variando de 2,3% a 35,3% (Santana Rodriguez et al. 1998, Galperim et al.
2004). Estudos sugerem que a eficiéncia da transmissdo do HCV possa estar
relacionada ao tempo de exposicado a droga (Gyarmathy et al. 2002, Quaglio et
al. 2003b), compartilhamento de equipamentos para o uso da mesma (Tortu et
al. 2004, Neaigus et al. 2007) e praticas sexuais nao seguras (Howe et al.
2005).

Neste estudo, individuos expostos ao virus da hepatite B mostraram
chance 5,6 (IC 95%: 1,2-25,3) vezes maior para a infecgdo pelo HCV.
Resultados semelhantes foram demonstrados em populagdo de risco, como
usuarios de drogas (Quaglio et al. 2003a, Maher et al. 2004), e mesmo na
populagcdo em geral (Perez et al. 2005). Em Santos, Brasil, Segurado et al.
(2004) revelaram que, dentre os individuos co-infectados pelo HIV, aqueles que
tinham evidéncia soroldgica de exposicdo ao HBV apresentavam 2,7 vezes
mais chance (IC 95%: 1,8-3,9) de adquirir o HCV quando comparados a
individuos ndo expostos ao HBV. Além disso, varias publicacbes tém mostrado

indices elevados de co-infec¢do HCV e HBV (Chakravarte et al. 2005, Reimer



et al. 2005, Ballester et al. 2005). Isto pode ser explicado pelo fato de ambos os

virus possuirem vias de transmissao comuns.

Embora histéria de hemotransfusdo e compartilhamento de objeto
cortante de higiene pessoal ndo tenham sido independentemente associados a
infecdo pelo HCV, esses fatores apresentaram frequéncias elevadas dentre os
individuos anti-HCV positivos (33,3% e 44,4%, respectivamente). A
hemotransfusao foi o fator de risco mais importante para a aquisi¢ao do virus
da hepatite C antes da introducado dos testes de triagem para esse virus nos
bancos de sangue, no entanto esse risco tem diminuido substancialmente
(Gonzalez et al. 2005b, Offergeld et al. 2005, Pillonel et al. 2005, O’Brien et al.
2007, Shang et al. 2007). Ainda, quanto ao compartiihamento de objetos
cortantes de uso pessoal, outros estudos revelaram que tal pratica pode ser um
fator de risco para a transmissao do virus da hepatite C (Méndez-Sanchez et
al. 2005, Reis 2006).

Todas as amostras RNA-HCV positivas dos caminhoneiros foram
genotipadas, sendo verificados os tipos 1 (37,5%), 2 (25,0%) e 3 (37,5%) do
HCV. Estes resultados estdo de acordo com outras investigacdes realizadas no
Brasil. Martins et al. (2006), estudando doadores de sangue na Regiao Centro-
Oeste, verificaram também a presenca dos mesmos tipos do HCV. Ao analisar
1688 amostras de pacientes cronicamente infectados pelo virus da hepatite C
de todas as regides do pais, Campiotto et al. (2005) encontraram cinco
gendtipos (1 a 5), sendo os tipos 1, 2 e 3 0s mais prevalentes e com circulagéo
em todas as regides do Brasil. O gendtipo 3 foi identificado em 30,2% das
amostras analisadas, com maior prevaléncia na Regido Sul. Similarmente,
outros autores também demonstraram alta prevaléncia do gendtipo 3 na
Regidao Sul (Krug et al. 1996, Oliveira et al. 1999b, Foccacia et al. 2004,
Galperim et al. 2006, Silva et al. 2007). Esses resultados podem explicar a
procedéncia do sul de dois (um do RS e outro de SC) dos trés individuos
infectados pelo gendtipo 3 do HCV. Dos quatro caminhoneiros provenientes da
Regidao Sudeste, trés apresentaram o gendtipo 1 e, um o gendtipo 2. O

predominio do tipo 1 no sudeste do Pais foi reportado por outros autores



(Oliveira et al. 1999a, Focaccia et al. 2004, Campiotto et al. 2005, Farah et al.
2007).

Dentre as amostras do gendétipo 1, uma foi identificada como subtipo 1b,
enquanto para as duas restantes ndo foi possivel distinguir com clareza entre
os subtipos 1a e 1b. Outros estudos ja reportaram a inabilidade do LiPA em
identificar subtipos corretamente, especialmente 1a e 1b (Chen & Weck 2002,
Ohman et al. 2004, Laperche et al. 2005b, Espirito-Santo et al. 2007). Esses
subtipos sao confundidos com frequéncia, porque a identificacdo dos mesmos
pela analise da regido 5 NC é baseada na substituigdo de uma unica base
nitrogenada (adenina por guanina) no nucleotideo da posicdo -99 (Chen &
Weck 2002). Estudos ja demonstraram que a regiao 5’NC, por ser altamente
conservada, é preferida para a detecgdo do RNA viral e genotipagem, porém é
menos precisa para a subtipagem (Corbert et al. 2003, Cantaloube et al. 2006).
Portanto, sugerimos o sequenciamento da regido NS5B para a confirmagao
dos gendtipos encontrados, bem como para a determinacdo dos subtipos do

HCV na populacéo estudada.

Apesar dos comportamentos de risco para infeccdo pelo HCV
associados a transmissao parenteral serem bem documentados na literatura
(Shi et al. 2005, Kerzman et al. 2007, McMahon et al. 2007), ha ainda
controvérsias quanto a importancia da transmisséo sexual (Brandado & Fuchs
2002, Gyarmaphy et al. 2002, Ladron-de Guevara et al. 2002). As
caracteristicas de risco referidas pelos caminhoneiros infectados pelo HCV
foram transfusdo sanguinea, compartilhamento de objeto cortante de higiene
pessoal, uso de droga ilicita, consumo de bebida alcodlica antes ou durante
relacdo sexual, relacdo sexual com profissional do sexo, ndo uso ou uso
esporadico de preservativo e DST, além de evidéncia soroldgica de exposicao
ao HBV. Verificou-se que, seis dentre os oito individuos infectados pelo HCV
relataram historia de transfusdo ou uso de droga ilicita, além de outras
caracteristicas relacionadas a transmissao parenteral e/ou sexual. Dos dois
caminhoneiros restantes (256 e 371), um referiu como comportamento de risco
0 uso ocasional de preservativo, e o outro consumo de bebida alcodlica aliado

a relacdo sexual sem preservativo, além da constatacdo de evidéncia



sorolégica de exposicdo ao HBV. Assim, pode-se supor que relacdo sexual
desprotegida seria uma consequéncia do consumo de alcool. Outros estudos
também demonstraram que o consumo de bebida alcodlica pode ser um fator
de risco para infeccdo pelo HCV (Rosman et al. 1996, Srugo et al. 1998,
Prakrash et al. 2002), assim como relagdo sexual desprotegida (Inciardi et al.
2006, Firestone et al. 2007).

Verificou-se que todos os caminhoneiros infectados pelo HCV
permaneciam pelo menos oito dias fora de casa e possuiam no minimo 12
anos de profissdo. De acordo com Lankoande et al. (1998), o longo tempo de
permanéncia fora de casa favorece a ocorréncia de relagdes sexuais com
diversas parceiras ocasionais sem protecdo, o que pode implicar na
transmissao de doencas pela via sexual. Ademais, os varios anos de profissdo
poderiam significar maior tempo de exposicdo a situagdes de risco para

aquisicao do HCV pelos caminhoneiros (Lippman et al. 2007).

Os resultados do presente estudo mostraram uma prevaléncia
semelhante a reportada na populagdo em geral de Sao Paulo (1,4%) (Focaccia
et al. 1998), bem como a que estd sendo encontrada (1,4%) no inquérito
nacional conduzido nas capitais brasileiras (Turchi MD, comunicacao pessoal).
Outrossim, reforgam a importancia da investigagédo epidemioldgica neste grupo,
uma vez que o desconhecimento da infecgao, vias de transmisséo e formas de
prevencao podem resultar na manutencéo e disseminagao desta virose a nivel
populacional devido a alta mobilidade dos caminhoneiros, o que foi evidenciado
com os genotipos virais encontrados. Além disso, os fatores associados a
positividade ao HCV, como uso de droga ilicita, devem ser considerados no
planejamento de agdes para a prevengao e controle da infecgao pelo virus da

hepatite C na populagao de caminhoneiros brasileiros.



6- CONCLUSOES

+ A prevaléncia do marcador anti-HCV de 1,4% em caminhoneiros que
trafegam na Rodovia Federal BR-153, Brasil, corrobora a endemicidade

intermediaria desta infecgao no Pais;



% Uso de droga ilicita e exposi¢gdo ao virus da hepatite B (reatividade ao
Anti-HBc) mostraram-se como fatores de risco independentemente

associados a infecgao pelo virus da hepatite C na populagao estudada;

% Os resultados obtidos indicam a circulagdo dos tipos 1 (37,5%), 2
(25,0%) e 3 (37,5%) do HCV na populagdo estudada, refletindo a

distribuicdo desses gendotipos no Brasil e a alta mobilidade deste grupo;

% Os resultados deste estudo mostram a importancia da adog¢ao das
medidas de prevencdo da infeccdo pelo HCV na populacdo de

caminhoneiros, visando minimizar o risco a que estao expostos.
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