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RESUMO

Diante da grande importancia da infec¢cdo causada pelo virus da hepatite C
e da complexidade dos testes laboratoriais para o diagnéstico dessa infeccéo,
sendo que os métodos sorologicos, disponiveis desde 1989, ndo sdo conclusivos
para a confirmacdo da mesma, necessitando para este fim, de testes de biologia
molecular, este presente estudo visa apresentar uma compilacdo de informacdes
de modo resumido, simplificado e sistematizado, para contribuir no conhecimento
dos profissionais de saude diretamente envolvidos, considerando a alta
prevaléncia mundial de 3% de pessoas infectadas pelo VHC, cuja exposicdo ao
virus resulta em até 85% de hepatite cronica. Esta afeccdo é uma doenca
insidiosa e sub-clinica, podendo progredir para cirrose e carcinoma hepatocelular,
sendo considerada um grave problema de saude publica.

Atualmente o diagndstico laboratorial € altamente sensivel e especifico e
baseia-se em métodos sero-imunoldgicos para pesquisa de anticorpos, utilizando-
se da técnica de ELISA, como triagem, e Imuno-blot (RIBA), como teste
suplementar ou confirmatério da presenca de anticorpos especificos do VHC.
Porém esses métodos servem apenas como marcadores do contato com o virus.
Ja os testes de biologia molecular, como o PCR qualitativo, que possibilita a
deteccdo do RNA do virus C presentes na infeccdo inicial ou nos casos de
cronificacdo, é de grande utilidade para confirmar o diagnostico e definir o
tratamento, principalmente em situacdes especificas (fase inicial da doenca ou em
pacientes imunossuprimidos), assim como para acompanhamento da eficacia
desse tratamento. Existem ainda o método de PCR quantitativo (carga viral) e o
de genotipagem, cujas informacdes sao fundamentais para orientacdo da
terapéutica a ser instituida.

Palavras-chave: Virus da hepatite C (VHC), PCR, carga viral, diagndstico,

genotipagem.



INTRODUCAO

As Hepatites causadas pelos virus hepatotropicos apresentam grande
importancia devido sua grande distribuicdo mundial, atingindo proporc¢des de uma
pandemia. Estes virus apresentam uma caracteristica em comum, 0 tropismo
pelos hepatocitos, porém séo virus com caracteristicas bioldgicas diversas e que
foram sendo descobertos ao longo do tempo, recebendo denominacdo com letras
do Alfabeto Latino - também conhecido como Alfabeto Romano - a saber: virus da
Hepatite A (VHA), virus da Hepatite B (VHB), virus da Hepatite C (VHC), virus da
Hepatite D (VHD), virus da Hepatite E (VHE) e virus da Hepatite G (GHV)
(Focaccia, 2007).

A alta prevaléncia de individuos com infeccdo cronica pelo VHC é
considerada um grave problema de salde publica, tendo em vista que 85% das
pessoas expostas a esse virus tornam-se portador cronico. A infeccao pelo VHC é
assintomatica na maioria dos casos e 0s pacientes permanecem virémicos, ou
seja, transmissores por um longo periodo de tempo.

O diagnodstico da exposicdo ao VHC é feito através de exames
imunologicos de rotina, geralmente de forma incidental como na triagem de
doadores de sangue, rotinas de pré-natal ou na avaliagdo das alamina
aminotransferases (ALT) alteradas, com a deteccdo da presenca de anticorpos
produzidos contra o virus, mas a confirmacado da persisténcia de infeccao é feita
através de métodos de biologia molecular, que também podem ser de grande
utiidade nas situacbes em que os testes sorolégicos apresentam resultados
indeterminados, confirmando assim a infeccdo. Os testes de biologia molecular
além de serem imprescindiveis para confirmar a infeccao persistente pelo VHC,
sao utilizados no acompanhamento do tratamento para verificar 0o sucesso

terapéutico.



REVISAO DE LITERATURA

1. Histérico

A Hepatite C vem sendo estudada ha algumas décadas, mesmo antes da
descoberta do agente causador da doenca, o virus VHC. Em 1970, testes de
triagem sorologica para investigacdo do virus da Hepatite A (VHA) e B (VHB),
revelaram que 25% dos casos de Hepatite, associados a transfusédo
sanglinea, estavam relacionados com o VHB. Os casos remanescentes, 75%,
foram considerados como Hepatite ndo-A e ndo-B (NANB) e aproximadamente
10 a 12% dos individuos que haviam recebido multiplas transfusdes
sanglineas, desenvolveram Hepatite NANB com risco relativo de 0,45% por
unidade transfundida (Focaccia, 2007).

Os sintomas da infec¢do aguda ocasionados pelo virus da Hepatite NANB
de origem pos-transfusional, nem sempre estavam presentes apos episodios
de transfuséo. Este fato colaborou para que fossem pouco compreendidas as
doencas, pois ndo havia o conhecimento necessario em biologia molecular
para o aprofundamento da investigacdo laboratorial. Somente apos a
observancia de alguns casos de Hepatite NANB que evoluiam com niveis
elevados alamina aminotransferase (ALT) e progressdo para cirrose, € que
ocorreu um maior interesse em estudar um possivel agente causador dessa

“nova doencga”.

Em 1989, Kuo e cols desenvolveram um teste de deteccao para o causador
da Hepatite NANB, também denominado virus da Hepatite C (VHC), pelo
método ELISA. O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH)
utilizou este teste para diagnosticar casos de ictericia aguda pds-transfusional

e identificou cerca de 70 a 90% de positividade para Hepatite NANB.

A incidéncia da Hepatite C, na década de 1990, apresentou significativa
reducdo, pelo menos nos paises com estrutura de saude publica mais
desenvolvida e decorreu do controle rigoroso na selecdo de doadores de
sangue e, consequentemente, mudanga nos padrfes de transmissédo. Porém a

infeccdo, ainda atinge indices elevados de prevaléncia.



2. Epidemiologia

Estima-se que 170 milhdes (3%) de pessoas no mundo estdo infectadas
pelo VHC, os indices variam em até 1% da populacdo em paises como Reino
Unido, Escandinavia, Nova Zelandia e algumas areas do Japao, ou chegam
até a 26% no Egito (Focaccia, 2007). No Brasil, com base em doadores de
sangue, a prevaléncia de anti-VHC nas diversas regides foi de 0,62% no
Norte; 0,55% no Nordeste; 0,43% no Sudeste; 0,28% no Centro-Oeste e
0,46% no Sul (Ministério da Saude, 2006).

Em inquérito soro-epidemiolégico de base populacional, estratificada por
sexo, idade e local de moradia, realizada no Municipio de Sao Paulo, foi
encontrada uma estimativa de prevaléncia geral de 1,42% e para populacéo

acima de 30 anos a estimativa foi de 2,7% (Ministério da Saude, 2006).

3. O Agente

Diferentemente do que ocorreu com o VHB (virus DNA, familia
Hepadnaviridae) e VHA (virus RNA, familia Picornaviridae), o agente etioldgico
da Hepatite C pertence a uma familia de virus que ja era conhecida,
Flaviviridae, porém com género proprio, Hepacivirus. O genoma do VHC
consiste de uma fita RNA de polaridade positiva e aproximadamente 9,6
kilobases, que inclui uma regido que codifica uma grande proteina precursora
de aproximadamente 3.000 aminoacidos. Estes aminoacidos estdo divididos
em pelo menos dez proteinas: Core, Envelope 1 (El), E2, p7, que
compreendem o dominio estrutural do genoma; e NS2, NS3, NS4B, NS5A e

NS5B, que caracterizam o dominio ndo-estrutural (Choo et al., 1989).
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Figura 1 — Genoma do virus da hepatite C. (Silva et al., 2006).
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Desde o inicio da década de 1990, foi notada uma heterogeneidade do
genoma do VHC, o que levou geneticamente a identificacdo de seis grandes
grupos ou tipos virais e mais 70 subtipos diferentes em todo o mundo. O tipo
viral VHC pode ser determinado em uma amostra clinica de diferentes formas
e as regides do genoma do VHC consideradas adequadas, citadas por
inumeras referéncias, incluem o Core, E1, NS4 e NS5 e 5UTR (UTR=regiao

nao traduzida).

Avaliando a prevaléncia mundial dos gendtipos do VHC, observamos que
ostiposla,1lb,2a,2be 3as&o encontrados no Brasil, na Europa Ocidental
e nos Estados Unidos, porém, 1 b, 2 a e 2 b sdo frequentemente encontrados
no Jap&o e em Taiwan. O tipo 3 é o mais prevalente na india, em Bangladesh
e em outras partes da Asia. O tipo 4 no Oriente Médio, o tipo 5 na Africa do
Sul e o tipo 6 em Hong Kong e Macau (Focaccia, 2007).

No Brasil, temos dois estudos com base populacional, um na regido
Sudeste, que mostrou a prevaléncia do tipo 1, seguido pelo tipo 3, e outro na
regido Nordeste, onde o gendtipo 3 se sobrepBe ao tipo 1 e, em menor
porcentagem, para ambos os trabalhos, o gendtipo 2 (Focaccia et al., 1998;
Zarife et al., 2006).

. Transmissao

Atualmente, ficou caracterizado que a transmissdo ocorre principalmente
por via parenteral. S0 consideradas popula¢cdes de maior risco: individuos
gue receberam transfusdo de sangue e/ou hemoderivados antes de 1993,
pessoas que compartilham material para uso de drogas injetaveis, inalaveis e
crack, pessoas com tatuagem, "piercings”, ou que apresentam outras formas
de exposicao percutanea. A transmissédo sexual pode ocorrer principalmente
em pessoas com multiplos parceiros e com pratica sexual sem uso de
preservativo. A transmissao perinatal € possivel e ocorre quase sempre no
momento do parto ou logo apds. A transmissao intra-uterina € incomum. A
meédia de infeccdo em criancas nascidas de maes VHC positivas é de
aproximadamente 6% - havendo co-infeccdo do HIV, sobe para 17%
(Ministério da Saude, 2006).
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A transmissdo pode estar associada ao genétipo e carga viral elevada do
VHC. Apesar da possibilidade da transmissdo pelo aleitamento materno
(particulas virais foram demonstradas no colostro e leite materno), ndo ha
evidéncias conclusivas de aumento de risco a transmissdo, exceto na
ocorréncia de fissuras ou sangramento nos mamilos (Ministério da Saulde,
2006).

5. Patogénese

Ainda ndo sdo totalmente conhecidos 0s mecanismos responsaveis pelo
dano da célula hepatica e infec¢do crénica pelo VHC, mas observou-se que o
grau de destruicao varia entre os individuos e a infeccao persistente pelo VHC
no figado dispara continuamente uma resposta ativa de células T, o que induz

a destruicdo de hepatdcitos-alvo.

A principal diferenca clinica entre a infeccdo pelo VHC e pelo VHB é a
persisténcia do VHC, que mesmo em individuos com imunidade normal, cerca
de 85% desenvolvem infeccdo cronica. A Hepatite crbnica causa cirrose
hepética de longa duracdo, frequentemente seguida pelo aparecimento de

Carcinoma Hepatocelular.

Portanto, a real patogenicidade do VHC é principalmente decorrente de
dois aspectos: dano a célula hepética e persisténcia viral. Os mecanismos da
persisténcia do VHC podem envolver tanto modificacbes virais assim como
fatores dependentes do hospedeiro, incluindo imunossupressdo ao VHC,
protecdo de células infectadas pelo VHC da morte celular apoptética ou

mutacao genética de dominios imunogénicos do HCV (Wang et al., 1992).

A explicacdo mais provavel para a inefetividade das respostas de
anticorpos contra o VHC € que a rapida ocorréncia de mutagcbes virais no
interior de epitopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes pode impedir 0
reconhecimento do novo virus variante pelos anticorpos. A persisténcia do
VHC poderia refletir o fracasso da resposta de anticorpos neutralizantes em
acompanhar tais mutacdes virais (Weiner AJ, 1992). Conseqlentemente, em
qualquer individuo infectado pelo VHC, a populagédo viral consiste de uma
mistura heterogénea de virions estreitamente relacionados denominados

guasispécies.
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6. Diagnéstico Laboratorial

a. Soroldgico/imunoldgico:

A técnica de ELISA, por ser um método de facil execugdo é muito utilizada
para deteccao de anticorpos anti-VHC no plasma ou no soro como triagem em
bancos de sangue e também em laboratério de analises clinicas. Este método
chega a atingir uma sensibilidade de até 97%, porém serve apenas para
indicar exposicdo prévia ao virus e tem a desvantagem de resultados falso-
positivos, devido a ligacdes inespecificas entre imunoglobulinas presentes no
soro ou plasma e contaminantes das preparacdes antigénicas dos kits ou
regides nao-especificas dos antigenos recombinantes. Resultados falso-
negativos também ocorrem quando o diagnostico é realizado no periodo de

janela imunoldgica ou em casos de imunossupressao e imunodeficiéncia.

Para complementar o diagnéstico sorolégico e avaliar possiveis resultados
falso-positivos do teste ELISA, pode ser utilizada modificacbes da técnica de
Western Blot, como o RIBA (Imuno-blot recombinante) também para a
deteccdo de anticorpos. Neste caso, a especificidade € alta, porém a
sensibilidade é mais baixa que no teste ELISA. No entanto, com um teste
RIBA positivo, € confirmada a reatividade anti-VHC especifica. Porém sendo
estes testes indeterminados ou negativos, com o teste ELISA inicialmente
positivo, surge um problema, pois o paciente pode estar num periodo antes da
soroconversao ou ainda, ndo possuir uma resposta suficiente de anticorpos,
como por exemplo em pacientes transplantados. Por este motivo, estes testes
tém tido indicacBes cada vez mais limitadas na pratica clinica. Atualmente,
frente a um resultado de anti-VHC positivo por ELISA, a avaliagdo custo-
beneficio do fluxograma sugere a realizagdo da pesquisa do RNA-VHC
qualitativa (PCR-HCV qualitativo), pois este comprova a presenca de viremia

atual, confirmando a infeccéo.

b. Métodos Moleculares:

O VHC foi um dos primeiros virus descobertos por técnicas de biologia

molecular e a detecgcdo do RNA viral é aceita como “padrdo ouro” entre os
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métodos existentes de identificacdo do VHC. Além do teste qualitativo, a
determinacao da carga viral (teste quantitativo) e a determinagéo do genotipo,

sao ferramentas valiosas para 0 acompanhamento clinico do paciente.

As técnicas mais empregadas para esta finalidade séo: reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), PCR em tempo real (RT-PCR), amplificacdo mediada
por transcricdo (TMA) e DNA ramificado (b-DNA). Além da deteccdo e da
quantificacdo do genoma viral, pode-se realizar ainda a sua caracterizacao, o

que permite a classificacdo dos diferentes gendtipos e subtipos do VHC.

i. PCR Qualitativo

A reacdo de PCR que detecta o RNA do virus VHC é de alta
sensibilidade e especificidade, sendo possivel a identificacdo do virus 1
ou 2 semanas apds a infeccdo e a positividade deste teste indica
habitualmente doenca ativa. A sua indicacdo € principalmente na
diferenciacdo entre uma infec¢cdo cronica daquela com resolucéo
espontanea em individuos soropositivos, acompanhamento de
tratamento para avaliar eficacia, nos casos de hepatite aguda antes de
soroconversdo, diagnéstico em  imunodeprimidos, resultados
imunologicos indeterminados, e investigagdo em recém-nascidos
(transferéncia passiva da mé&e). Um dos problemas encontrados nesta
reacdo de alta sensibilidade é a contaminagdo com produtos de PCR
anteriormente obtidos em laboratério, gerando resultados falso-
positivos, assim como resultados falso-negativos com procedimentos
pré-analiticos inadequados, como, por exemplo, estocagem da amostra
de forma errada. Porém, com a implantacdo de controles de qualidade

no laboratério, € possivel garantir resultados confiaveis.

ii. PCR Quantitativo

A presenca de RNA do VHC em circulagdo é um marcador de
replicacdo viral e este teste permite a quantificacdo das particulas virais
no sangue tendo relevancia na avaliacdo da eficacia do tratamento.

Neste caso, as técnicas de RT-PCR e b-DNA, sdo as mais utilizadas,
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partindo inicialmente da extragéo do RNA. Baseiam-se no teste de PCR
envolvendo padrées com concentracdes conhecidas do RNA-HCV que
servem como parametro para determinar a quantificacdo de particulas
virais na amostra em estudo. Os resultados sdo reportados em cépias
de RNA-HCV/mL ou Ul/mL, bem como em escala logaritmica. O teste
quantitativo realizado antes do tratamento deve ser repetido apés 12
semanas do inicio do tratamento para comparacao de declinio da carga
viral, sendo que uma reducdo de 2 ou mais log representa uma
resposta viral satisfatéria ao tratamento. Sequencialmente, s&o
realizados testes de PCR qualitativo a cada 6 meses para verificacao

da resposta terapéutica sustentada.

Genotipagem

Este teste envolve cinco etapas distintas em sequéncia: Isolamento
do RNA, sintese do cDNA, amplificacdo do DNA por PCR, hibridizacao
reversa com sondas especificas para os 6 principais genétipos do VHC
e seus subtipos e revelacdo por método cromogénico.

A grande heterogeneidade do genoma do VHC caracterizou a
importancia do seu sequenciamento para definir o tempo de tratamento
com anti-virais e auxiliar nos estudos epidemiol6gicos. Os genotipos 2 e
3 sdo os mais “favoraveis” ao tratamento, cujos pacientes podem ser
tratados com terapia combinada (interferon e ribavirina) por seis meses,
e 0 gendtipo 1, mais refratario ao tratamento, indica um tratamento mais

prolongado de 12 meses ou mais.

. Aspectos clinicos e tratamento

A infeccdo aguda pelo VHC se apresenta de forma assintomética na

maioria dos casos, porém pode manifestar os seguintes sintomas: mal-estar,
cefaléia, febre baixa, anorexia, astenia, fadiga, artralgia, nauseas, vomitos,
desconforto no hipocondrio direito e aversdo a alguns alimentos e cigarro. A
ictericia é encontrada entre 18 a 26% dos casos de hepatite aguda e inicia-se

quando a febre desaparece, podendo ser precedida por collria e hipocolia
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fecal. Pode também haver hepatomegalia ou hepatoesplenomegalia. Na forma
aguda, os sintomas vao desaparecendo paulatinamente. O periodo de
incubacédo varia de 15 a 150 dias e o periodo de transmissibilidade inicia-se
uma semana antes dos sintomas e mantém-se enquanto 0 paciente
apresentar RNA-VHC reagente. As complicacdes observadas séo cronificacao
da infeccdo, cirrose hepatica e suas consequéncias (ascite, hemorragias
digestivas, peritonite bacteriana espontanea, encefalopatia hepatica) e

carcinoma hepatocelular (Ministério da Saude, 2006).

O tratamento para a fase aguda do VHC devera ser feito com Interferon
convencional, mas ainda ndo ha consenso na literatura acerca da duracéo da
terapia. Como norma geral, recomenda-se repouso até praticamente a
normalizacdo das aminotransferases e dieta pobre em gordura e rica em
carboidratos (de uso popular). A Unica restricdo € a ingestao de alcool por 6
meses a um ano. Na Hepatite Crbnica, estima-se que um terco a um quarto
dos casos necessitara de tratamento e sua indicacdo baseia-se no grau de
acometimento hepatico (exame anatomo-patolégico de material de bidpsia
hepética). No tratamento da Hepatite Crénica pode-se administrar Interferon
convencional ou peguilado associado a ribavirina, dependendo do genotipo
infectante. De qualquer forma, trata-se ainda de doenca de dificil tratamento: a
taxa de resposta sustentada com os tratamentos atualmente disponiveis gira
em torno de 50%. Novas alternativas vém sendo estudadas, com intuito de
descobrir novas medicacfes e adequacdo do tempo do tratamento, para
melhorar ainda mais os resultados, na tentativa da eliminacdo do virus VHC
(Ministério da Saude, 2006).
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CONCLUSOES

No final da década de 1970, quando se observava uma grande incidéncia
de hepatites pos-transfusionais, foi descoberto o causador da maioria dessas
infec¢cdes, o virus da hepatite C (em 1989), e desenvolvidos os testes laboratoriais
para triagem sorolégica de doadores. Na década de 1990, ocorreu uma
significativa reducéo destes casos, principalmente em paises com estrutura mais
desenvolvida em saude publica, pois foi instituido um controle rigoroso na selecao
de doadores de sangue, caracterizando a importancia do papel dos testes

imunoldgicos na prevencdo da transmisséo dessa infeccao.

Acreditamos também que estes testes devem ser mais difundidos na
populacdo em geral para o reconhecimento do status soroldgico, identificando
portadores cronicos assintomaticos com o objetivo de instituir tratamento de forma
precoce, reduzindo a evolucdo para formas mais avancadas - o que acarreta
danos pessoais graves e alto custo ao sistema de saude - prevenindo a

transmissao para contactantes e minimizando a expansao dessa epidemia.

Ja os testes de biologia molecular representam um segundo grande
avanco no controle e tratamento da infeccdo pelo VHC, pois permitem nao
somente a confirmacgdo diagnéstica como também a orientacdo da terapéutica a
ser instituida, inclusive, considerando a alta prevaléncia de pacientes infectados,
estes testes cada vez mais deveriam estar disponiveis nas diferentes regides do

pais, com custo mais acessivel e garantia da qualidade.
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