UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS TROPICAIS

AMANDA ALVES FECURY

VIRUS DA HEPATITE C: PREVALENCIA DOS GENOTIPOS,
FATORES DE RISCO, ALTERACOES BIOQUIMICAS E
HISTOPATOLOGICAS DE PACIENTES ATENDIDOS NO
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

Belém - Para
2011



AMANDA ALVES FECURY

VIRUS DA HEPATITE C: PREVALENCIA DOS GENOTIPOS, FATORES DE
RISCO, ALTERACOES BIOQUIMICAS E HISTOPATOLOGICAS DE
PACIENTES ATENDIDOS NO NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pos-Graduacdo em Doencgas
Tropicais da Universidade Federal do Para
(UFPA), como Requisito para a Obtencdo do
Grau de Mestre em Doengas Tropicais.

Orientadora: Prof? Dr? Luisa Caricio Martins

Belém - Para
2011



Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacédo (CIP)-
Biblioteca do Nucleo de Medicina Tropical

Fecury, Amanda Alves.
Virus da Hepatite C: prevaléncia dos genétipos, fatores de
risco, alteracdes bioquimicas e histopatologicas de pacientes atendidos

no Nucleo de Medicina Tropical / Amanda Alves Fecury; orientadora
Luisa Caricio Martins. — 2011.

Dissertacdo  (Mestrado) —  Universidade Federal do
Para. Nucleo de Medicina  Tropical. Programa  de
Pds-Graduacdo em Doencas Tropicais. Belém, 2011.

1. Hepatite C. 2. Hepatite por virus. |. Martins, Luisa Caricio,
orient. Il. Titulo.

CDD: 22. ed. 616.3623

Ficha catalogréafica elaborada por Marta G. Gongalves NMT/UFPA — CRB2 1164



FOLHA DE APROVACAO

AMANDA ALVES FECURY

VIRUS DA HEPATITE C: PREVALENCIA DOS GENOTIPOS, FATORES DE
RISCO, ALTERACOES BIOQUIMICAS E HISTOPATOLOGICAS DE
PACIENTES ATENDIDOS NO NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em Doengas Tropicais da
Universidade Federal do Pard (UFPA), como Requisito para a Obtencdo do Grau de
Mestre em Doencas Tropicais.

Orientadora: Prof2 Dr? Luisa Caricio Martins
Nucleo de Medicina Tropical - NMT

Banca avaliadora:

Prof® Dr2 Fabiola Elizabeth Villanova
Nucleo de Medicina Tropical - NMT

Prof Dr Juarez Antdnio Simdes Quaresma
Nucleo de Medicina Tropical - NMT

Prof® Dr2 Rita Catarina Medeiros de Sousa
Nucleo de Medicina Tropical - NMT

Prof® Dr2 Livia Caricio Martins (suplente)
Instituto Evandro Chagas - IEC

Belém - Para
2011



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos
pacientes portadores do virus
da hepatite C, suas familias,
e aos profissionais que
buscam melhorias no
atendimento, na clinica, no
diagndstico e no tratamento

desses pacientes.



AGRADECIMENTOS

Expressar através de palavras um sincero agradecimento é a forma mais
simples de demonstrar que um trabalho ndo se faz sozinha e que por tras de cada etapa
desse estudo contei com a colaboragéo de familiares e amigos.

Agradeco a Deus por seu amparo e por guiar meus caminhos.

Aos meus pais (Martha e Ricardo), irmdos (Rafaela, Jodo, Priscylla e
Renata), avos (Anna, Armando, Scylla e Jodo in memorian), tios e primos agradeco pelo
incentivo constante durante a caminhada nos estudos e na vida, tornando-a mais bela.

Um agradecimento especial & Prof® Dr® Luisa Caricio Martins por minha
acolhida no Laboratério de Patologia Clinica das Doencas Tropicais, pela orientacéo
sempre atenta, pelo exemplo como profissional e pela amizade de tantos anos.

Um muito obrigada aos colaboradores do Laboratorio de Referéncia
Nacional para Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), citando a Dr?
Elizabeth Lampe, pela receptividade e auxilio com o aperfeicoamento das técnicas
moleculares desenvolvidas nesse projeto.

Ao professor Reza Nassiri, seu staff e alunos, da Michigan State University
pela oportunidade de adquirir novos conhecimentos e experiéncias e pela acolhida.

A Claudio Dias pelo amor e auxilio incansaveis.

Agradeco imensamente aos amigos que adquiri no decorrer desses anos e
participaram comigo dessa jornada, seja no trabalho dirio do laboratério (Marcella,
Kemper, Adriana, Adenielson, Renata, Andrea, Andrei, Suellen, dona Socorro, dona
Fatima e seu Sylvio), durante as aulas ou “nossos anexos” (Mario, Miguel, Samuel,
Louise, Ruth, Karen, Danilo e Ana Claudia). Aos amigos “de ontem, hoje e sempre”

que fizeram parte dessa vitdria: Anna Laura, Hivana, Adriane, Katarine, Valéria, Alex,



Ligia, Glenda, Ciane, Luciano, Fabio, Edmundo e Rogério. Lembrando também dos
colegas do Laborat6rio de Imunopatologia, sob a coordenacéo dos professores doutores
Juarez Quaresma, Hellen Fuzzi e Fabiola Villanova.

A todos os funcionarios do NMT, principalmente ao Dr. Carlos Aradujo, Dr.
Angelo Crescente e Dr.2 Rita Medeiros, pela colaboragio e atencdo aos pacientes, a
“tia” Val pela dedicacdo, a Socorro da secretaria do mestrado e a Marluce pelos
“lanchinhos”, meus agradecimentos.

Agradeco novamente: a Rafaela (revisdo do texto); ao Adé (auxilio com as
figuras) e a “tia” Val (em sua incansavel ajuda na revisao bibliogréafica).

Por fim, agradeco & Universidade Federal do Pard por minha graduag&o,
especializacdo e p6s-graduagdo, com qualidade; aos professores (em nome do professor
Manoel Ayres) que contribuiram em meu processo de formacéo pessoal e profissional, e
a FAPESPA pelo apoio financeiro para execucdo deste trabalho e financiamento da

bolsa de estudo.



RESUMO

A hepatite causada pelo HCV constitui-se de uma doenca silenciosa que tende a evoluir
para a forma cronica. A persisténcia viral, fatores genéticos do individuo e do virus
(gendtipos), estilo de vida e exposicdo a fatores de risco aumentam as chances de o
portador desenvolver carcinoma hepatocelular. Este estudo teve como objetivo verificar
a funcdo hepéatica dos pacientes com hepatite C; avaliar os fatores de riscos para
aquisicdo do virus; determinar os genotipos de HCV mais prevalentes e correlacionar os
gendtipos com os achados histopatolégicos das bidpsias hepaticas. A amostra
constituiu-se de 152 pacientes adultos com sorologia (ELISA) reagente para anticorpos
anti-HCV, que aceitaram participar da pesquisa, colneram amostra sanguinea para as
anélises e responderam a um questionario epidemiolégico. A anélise epidemioldgica
demonstrou maioria do sexo masculino, faixa etaria de 45 anos e predominio de
individuos casados ou com unido estavel. Quanto aos fatores de risco para aquisi¢ao da
infeccdo, observou-se a multiplicidade de parceiros, 0 ndo uso de preservativos,
internacdes hospitalares e o compartilhamento de kits de manicure. Na deteccdo do
RNA viral, 107 (70,4%) apresentaram positividade, sendo 97 (90,6%) do gendtipo 1 e
10 (9,4%) do gendtipo 3. Ndo houve variacdo entre as dosagens bioquimicas, 0s
gendtipos e as alteracBes histopatologicas. Dos 65 pacientes que realizaram bidpsia
hepatica e exame histopatologico, todos os pacientes tinham hepatite cronica.
Analisando as altera¢des histopatolégicas e 0s gendtipos virais encontramos associagao
destas variaveis, sendo o genoétipo 1 relacionado a modificagGes histoldgicas mais
intensas. Os resultados encontrados estdo em concordancia com outros descritos na
literatura.

Palavras-chave: HCV, fatores de risco, alteracBes bioquimicas, genétipo,

histopatologico.



ABSTRACT

The hepatitis caused by HCV is a silent disease that tends to develop into the chronic
form. The viral persistence depends on genetic factors of the individual and the virus
(genotypes), lifestyle and exposure to risk factors increase the chances of the carrier to
develop hepatocellular carcinoma. This study objective to check the liver function of
patients with hepatitis C and evaluate the risk factors for acquiring the virus and
determine the most prevalent HCV genotypes and the genotypes correlate with
histopathologic findings of liver biopsies.. The sample consisted of 152 adult patients
with reagent serology (ELISA) for anti-HCV, who agreed to participate, collected blood
samples for analysis and answered an epidemiological questionnaire. Epidemiological
analysis showed most male, age 45 years and a predominance of married or stable
individuals. Regarding risk factors for acquiring the infection, there was a multiplicity
of partners, not condom use, hospitalizations, and manicure Kits share. In the detection
of viral RNA, 107 (70,4%) were positive, with 97 (90,6%) genotype 1 and 10 (9,4%)
genotype 3. There was no variation in the biochemical assays, the genotypes and
histophatological changes. Of the 65 patients who underwent liver biopsy and
histopathological examination, all patients had chronic hepatitis. Analyzing the
histopatological changes and viral genotypes found association of these variables, with
the genotype 1 related histological changes more intense. The results are in agreement

with other previously reported.

Keywords: HCV, risk factors, biochemical changes, genotype, histopathology.
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1 INTRODUCAO

A palavra hepatite origina-se do grego hepar que significa figado e itis que
quer dizer inflamacdo, ou seja, hepatite seria qualquer afeccdo de natureza inflamatoria
gue acometa o figado, resultando em agressdes contra as células que compde este 6rgao,
denominadas de hepatdcitos. Independente dos agentes etiologicos envolvidos, o
processo inflamatdrio que ocorre no tecido hepatico pode resultar desde uma alteracao
laboratorial até uma doenca fulminante ou levando a enfermidades de curso prolongado,

resultando em um processo de cronificagdo (ABREU, 2007; PASSOS, 2003).

As infeccOes virais séo as causas mais significativas para o desenvolvimento
das hepatites e tém como etiologia o virus da hepatite A (HAV), virus da hepatite B
(HBV), virus da hepatite C (HCV), virus da hepatite Delta (HDV) e virus da hepatite E
(HEV), ou infec¢bes ocasionalmente causadas pelos virus Epstein-Barr (EBV),
citomegalovirus (CMV), herpes virus simples, febre amarela, malaria, febre tifoide,
brucelose, leptospirose, entre outros. Agentes quimicos que comumente originam
hepatites sdo substancias téxicas exdgenas como a toxicidade quimico-alcodlica e
medicamentosa, apresentando manifestagdes clinicas comuns aquelas encontradas nas

hepatites de origens virais (ABREU, 2007; BRASIL, 2005).

Os virus hepatotropicos possuem caracteristicas fisico-quimicas e
epidemioldgicas distintas entre si e entre 0s subgrupos ou subtipos. Sabe-se que alguns
virus, como HBV, HDV e, principalmente, HCV possuem elevado potencial de
cronificacdo, estando intimamente relacionados ao surgimento de alteracfes hepéticas

como cirrose e hepatocarcinoma (AGUILERA, 2006; PASSQOS, 2003).
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A hepatite C foi uma infeccdo inicialmente observada em doadores de
sangue e caracterizada como hepatite “ndo A” e “ndo B”, sendo considerada uma
doenca de descoberta recente, com casos registrados no final da década de 80 e que
apresenta um crescente numero de infectados (AGUILERA, 2006; PASSOS, 2003).

E caracterizada como uma doenca silenciosa, pois muitas vezes os sintomas
clinicos ndo aparecem no momento da infeccdo, ou sdo leves e inespecificos
(AGUILERA, 2006). Frequentemente a infeccdo apenas é detectada em algum exame
de rotina, como 0s necessarios para a doacdo de sangue, no entanto, na maioria dos
casos (85%) a infeccdo evolui para a forma crbnica. Dos pacientes cronicamente
infectados, cerca de 20% evoluem com lesdes no figado para cirrose hepatica ou cancer,
sendo, portanto, a hepatite C considerada como a maior causa de transplantes de figado
no mundo, sendo que esse prognostico passou a deter a atencdo de diversas instituicoes
de salide (FAGUNDES et al., 2008; LOPES, 2009; PERZ et al., 2006; STRAUSS e
TEIXEIRA, 2006).

Assim como para demais agentes cancerigenos, na oncogénese do HCV
fatores genéticos e ambientais sdo importantes para o0 desenvolvimento e progressédo do
cancer (BRASILEIRO FILHO, 2008). A persisténcia viral, fatores genéticos do
individuo e do virus (associados aos 6 genotipos), estilo de vida e exposicdo a fatores de
risco aumentam progressivamente as chances de o portador desenvolver carcinoma
hepatocelular (MARQUESINI et al., 2008). A relevancia de identificar os 6 gendtipos e
subtipos esta relacionada com o progndéstico da doenca e a resposta ao tratamento anti-

HCV (JEROME, 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

O HCV tem sido identificado como um dos principais fatores para o
desenvolvimento de doenca hepética cronica. Contudo, no Brasil com base em estudos
de Hemocentros observa-se uma variacdo entre as regides brasileiras: 0,62% na regido
Norte, 0,55% no Nordeste, 0,28% no Centro Oeste, 0,43% no Sudeste e 0,46 no Sul
(MARQUESINI et al, 2008; TOMEI et al., 2005).

Em Belém, entre os doadores de sangue foi detectada uma prevaléncia de
2,7% e tem sido relatados surtos entre usuarios de drogas intravenosas e hemodialisados
(AQUINO et al, 2008). Contudo, apesar da alta prevaléncia da infeccdo pelo HCV em
nossa populacdo existem poucos estudos realizados nessa &rea. Sendo extremamente
importante definir ndo sé a soroprevaléncia deste virus, mas também a caracterizacao
dos genotipos circulantes em nossa cidade.

Em pacientes com testes soroldgicos reagentes para pesquisa de anticorpos
anti-HCV também se faz necessaria a realizagdo de exames complementares, como a
pesquisa do RNA e caracterizacdo do subtipo viral, importantes na orientacdo ao
tratamento e progndstico da doenca.

As informagdes clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais dos pacientes,
podem originar uma melhor visdo da situacdo da infeccdo pelo HCV, bem como

elucidar os principais fatores de risco a que esses pacientes estavam expostos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CARACTERISTICAS DO VIRUS DA HEPATITE C

3.1.1 Virus da hepatite C

3.1.1.1 Classificacdo e morfologia

Ha algum tempo sabia-se da existéncia de uma hepatite de transmisséo
parenteral, inicialmente denominada de “ndo-A, ndo-B”, por ndo apresentar marcadores
soroldgicos positivos para esses dois tipos de hepatites conhecidos. No entanto, em
1989, nos Estados Unidos, Choo e colaboradores identificaram o virus da hepatite C
como sendo o principal agente etioldgico da hepatite cronica anteriormente denominada
de “ndo-A ndo-B”. O desenvolvimento de um marcador sorologico especifico permitiu
caracteriza-lo, possibilitando o estudo dessa forma de hepatite (AGUILERA, 2006;
BRASIL, 2008; MAJOR e FEINSTONE, 1997; PASSOS, 2003).

O Quadro 1, adaptado de TORTOTA et al., 2005 e TRABULSI et al., 2005,
relaciona as caracteristicas das hepatites virais (A, B, C, D e E), como as vias de
transmisséo, agente causal, sinais e sintomas, se evolui para doenca hepatica crénica e
se ha vacinas comercialmente utilizadas para prevenir infeccBes, sintetizando

caracteristicas das infecges virais.



Quadro 1 Caracteristicas gerais das hepatites virais
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Caracleristica Hepatite A Hepatite B Hepatite C Hepatite D Hepatite E
Vimus da hepatite A | Virus da hepatite B Vimus da hepatite C gﬁ;lé),daRN AI dctcﬁ]t)a Virus da hepatite E
Agente causal | (HAV) RNA de fita | (HBV), DNA defita | (FICV), RNA de fita | . (HEV); RNA de fita
h - _ simples, envelope de | .
simples; sem envelope dupla, envelope simples, envelope BV simples, sem envelope
Parenteral (sangue ou .
1 o P Parenteral (hospedeiro
Viade Fec;l t‘(;nfm de o llqu_ldos Parenteral, sexual (?)e| co-infectado com Focal-oral
transmissio _ lg) contami Il ), scxual, perinatal HBYV), stq)crmfecg:ao
. vertical
vertical
AI m:"f”' Rama 5-10% 50% Alta Ram
is e Subclinico ou febre, aS:bI;L“‘l}mm vavel Similar ac IIBV, Lesiio hepatica severa, | Parecido com o HAV,
sint cefaléia mal-cstar, > ssﬁopm pofém com maior alta taxa de no entanto, pravidas
omas ictericia POBIESSIO P | pance de cronicidade |  mortalidade com alta mortalidade
doenca hepitica grave
Mundial (frequente: - )
Distribuigio Mundial Mundial Mundial Mediterraneo ¢ M““d‘glﬁ(j !ica"q“"“) te:
Omnente Médio)
Faixa etiria Criancas ¢ jovens Adultos Jovens e adultos Adultos Jovens ¢ adultos
Mortalidade <0,5% 1-2% 0,5-1% Alta 10-20% em pestantes
Inativada, Produzida por Vacina contra o IRV,
Vadna inunoglobulina engenharia penética Nenhuma pois a co-infeccio ¢ | Em desenvolvimento
(proteciio temporiria) em leveduras necessana
Doenca
hepitica Nio Sim Sim Sim Nio
crbnica
Assodacio
oom Niio Sim Sim Sim Niio
cardnoma
hepitico

Fonte: Adaptado de TORTOTA et al., 2005 e TRABULSI et al., 2005.

O HCV pertence a familia Flaviviridae, género Hepacivirus, espécie

Hepatitis C virus. Possui material genético de RNA fita simples positiva envelopado,

capaz de uma répida variagdo genética, o0 que caracterizou o surgimento de 6 diferentes

gendtipos (1, 2, 3, 4, 5 e 6) e subtipos (MARQUESINI et al., 2008; TORTORA, 2005).

Suas particulas virais sdo esféricas com 50 nm de didmetro e contém envelope

lipoprotéico. O core viral é esférico, com aproximadamente 30 nm, mas ainda ndo ha

detalhes descritos dessa estrutura, devido a dificuldade de -cultivo do virus

(MARQUESINI et al.,, 2008; TRABULSI, 2005; YU et al., 2007). A Figura 1

demonstra a estrutura externa do virus da hepatite C visualizada através de microscopia

eletronica de varredura.
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Figura 1 Virus da hepatite C em microscopia eletrdnica de varredura.

Fonte: RICE, 2010.

3.1.1.2 Organizacao gendmica e replicacéo viral

O genoma do HCV contém uma molécula de RNA de fita simples de
polaridade positiva, com cerca de 9,6 kb e 0 virus contém uma matriz aberta de leitura
(ORF) que codifica uma poliproteina precursora (YANG, 2008). Diferente da maioria
dos virus, 0 RNA do HCV ndo realiza transcri¢do reversa e também ndo se integra no
genoma do hospedeiro, porém é capaz de induzir doengas necro-inflamatorias que
agiriam como promotores da carcinogénese (LOPES, 2009; MIRANDA, 2004).

Apds penetracdo no citoplasma da célula hospedeira por endocitose, 0 virus
tera seu RNA de fita simples positiva “desnudo”, liberado, das estruturas que o
protegem (proteinas do envelope viral e core) (Figura 2). O material genético de RNA
do virus alcancard os ribossomos da célula do hospedeiro presentes no reticulo
endoplasmatico rugoso e este RNA viral fara a sintese de uma poliproteina precursora
com: trés proteinas estruturais, nucleocapsideo ou core (C) e glicoproteinas do envelope
viral E1 (gp31) e E2 (gp70), codificadas pela porcdo aminoterminal do genoma do

virus; além de seis proteinas ndo estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B),
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codificadas na porcdo 3" (Figura 2) (CALLENS et al., 2005; YANG, 2008; YU et al.,

2007).

a Modelo deestrutura do HCV

Glicoproteinado envelope 1 Glicoproteinado envelope 2

Envelope Lipidico
RNA Gendmico

Proteinasdo Capsideo

b Proteinas codificadas pelo genoma do HCV
HCV RNA

—— Regifode codlflcagao de poliproteinas precursoras e

5 NTR 1
rutalnasmrutu/ Proteinas Nio-Estruturais
p22 gp3s Ep7O p7 p23 p8 p27 P56/58

Glicoproteinas

do envelope RNA helicase polimerase

Meta\loprotease INF — Pratelna
serina protease de resisténcia RNA

Nicleocapsideo
P Proteinastransmembranas Cofatores

Virus da Hepatite C (HCV): Modelo de estrutura e organizagio do genoma

Figura 2 Virus da hepatite C (HCV): modelo estrutural e organiza¢do genémica.

Fonte: Adaptado de ANZOLA e BURGQOS, 2003.

A poliproteina originada sera clivada pela acdo da protease formada pelas
proteinas codificadas pelos genes NS3 e NS4A, que associada com uma RNA
polimerase (codificada pelo gene NS5B) formara um complexo de replicacdo, que ira
realizar a cdpia da fita de RNA positiva para uma fita simples de RNA negativa (RICE
e LINDENBACH, 2005).

A fita negativa gerada sera novamente copiada no complexo de replicacéo,
originando uma nova fita simples de RNA positiva. A nova fita sera envolvida,
“empacotada”, pelo core e pelo envelope viral e podera sair do reticulo endoplasmatico
rugoso da célula hospedeira, transitar pelo citoplasma e ser liberada para o meio,

recomecando o processo e infectando novas células (RICE e LINDENBACH, 2005).



23

Como ndo ha um sistema de cultivo eficiente para o HCV, ainda ndo foi
possivel um estudo antigénico detalhado, mas as regiGes conservadas do virus tém sido
estudadas e sabe-se que existem seis gendtipos (1 a 6) e mais de 50 subtipos (1a, 1b, 1c,
...) virais (CALLENS et al., 2005; MARQUESINI et al., 2008).

Os diferentes genotipos estdo associados a variagfes nas manifestacdes
clinicas, a evolucdo da doenca e a resposta ao tratamento, sendo que o gendtipo 1 esta
mais relacionado a infecgdes cronicas, intenso dano hepatico e maior resisténcia ao
tratamento, quando comparado aos outros genotipos (2, 3, 4, 5 e 6) (BARBOSA et al.,

2005; TOMEI et al., 2005).

3.2 EPIDEMIOLOGIA DA HEPATITE C

3.2.1 Epidemiologia da hepatite C

Achados epidemioldgicos indicam que o virus da hepatite C tem
distribuicdo mundial, sendo que entre 1 a 2% da populacdo de paises desenvolvidos
pode estar infectada, e que cerca de 3% da populacdo mundial seria portadora do virus
da hepatite C, onde a distribuicdo da infecgdo pelo HCV é representada na Figura 3. De
acordo com a OMS (Organizacdo Mundial de Salde), aproximadamente 170 milhdes de
individuos estdo cronicamente infectados, um nimero que tem levado as autoridades de
saude publica a considerar a hepatite C como “a grande pandemia do século XXI”

(AQUINO et al., 2008; FAGUNDES et al., 2008; PASSOS, 2003).
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Figura 3 Distribuicdo mundial da hepatite C no ano de 2007.

Fonte: Adaptada de WORLD HEALTH ORGANIZATION apud HEALTH PROTECTION
AGENCY, 2008.

Nos Estados Unidos, estima-se que nas Gltimas trés décadas, cerca de 4
milhdes de pessoas tenham sido infectadas, com aumento anual de 30 mil casos
(PASSOS, 2003). No Japdo e Egito, estudos epidemiologicos que levaram em
consideracao a sorologia positiva para HCV demonstraram predominio de pacientes do
sexo masculino em patologias como cirrose e carcinoma hepatocelular e que a co-
infeccdo com HBV aumenta muito o risco de desenvolvimento dessas patologias (PERZ
et al., 2006).

Nos paises em desenvolvimento, estima-se que 20% da populacdo possua
anticorpos 1gG HCV especificos, indicando que j& tenha havido contato prévio com o
virus; e teoricamente essa alta prevaléncia seria explicada principalmente pela infeccéo
através de agulhas e seringas contaminadas (AQUINO et al., 2008; LOPES et al., 2009).

No Brasil, dados preliminares do Ministério da Saude indicam que nas

regides Nordeste, Centro-Oeste e Distrito Federal ha endemicidade moderada de
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hepatite C (BRASIL, 2008). Ainda relacionando as regides brasileiras, outro estudo
demonstrou uma maior prevaléncia de infeccdo pelo HCV em Estados do sul e sudeste,
na populacgéo urbana (BRASIL, 2005; MIRANDA et al., 2004).

Em Campinas, um estudo desenvolvido em pacientes de um servico
especializado em hemodialise indicou positividade de aproximadamente 4,7% das
amostras na pesquisa anti-HCV, com uma prevaléncia anual de 3,8% nos anos de 2001
e 2002 e de 12% no ano de 2003. Estudos semelhantes desenvolvidos em outras
localidades demonstraram grande variacdo da prevaléncia entre as cidades analisadas,
como em Pernambuco (8,4%), S&o Paulo (14,6%), Curitiba (39,2%), Belo Horizonte
(20%) e Goiania (46,7%), sendo importante ressaltar que ha variacdo na prevaléncia
entre as diferentes amostras e grupos de risco (MARQUESINI et al., 2008).

Na Bahia, em Salvador, estudo realizado por Zarife et al. (2006) na
populacédo geral demonstrou uma prevaléncia de 1,5% da infeccdo pelo HCV. Em Santa
Catarina, na cidade de Criciuma, uma triagem soroldgica semelhante realizada em 300
voluntarios de uma campanha de satde indicou 1,53% de prevaléncia da infeccdo pelo
virus HCV (FAGUNDES et al., 2008).

Em Belém (PA), a analise soroldgica de 5.542 individuos demonstrou 3,6%
de positividade para pesquisa de anticorpos anti-HCV, com a maioria dos individuos
acima de 50 anos de idade. Na populacdo geral da regido amazonica, a prevaléncia do
HCV varia entre 1,1 a 2,4%, em tribos indigenas a prevaléncia é de cerca de 1,4%, e em
individuos do grupo de risco, como hemodialisados, a prevaléncia se eleva para 48,1 a
51,9% (AQUINO et al., 2008).

De acordo com Miranda et al. (2004), em pesquisa realizada com 36
pacientes portadores de carcinoma hepatocelular na Amazénia Oriental (constituida dos

municipios localizados nos Estados do Para, Amapa, Tocantins e Maranhao, e de alguns
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municipios do Mato Grosso), houve predominio de individuos do sexo masculino, com
idade média de aproximadamente 51 anos, sendo que o Estado do Para foi responsavel
por 88,9% dos casos estudados. Em relacdo a procedéncia dos pacientes, 0 municipio
de Belém (PA) teve maior frequéncia (27,8%), seguido por Altamira (PA), Macapa

(AP) e Turiacu (MA). Nesse estudo, 53% dos pacientes eram procedentes da zona rural.

3.2.2 Epidemiologia molecular da hepatite C

A elevada taxa de mutagdo do virus da hepatite C (1,44 a 1,92 x 107
substituicdes de nucleotideos/local no genoma/ano) determina a classificacdo do virus
em grupos filogenéticos. O HCV pode ser classificado em seis genotipos e varios
subtipos ou quasispécies, sendo que ha variacdo na prevaléncia desses genotipos entre
os diferentes continentes e também entre regides do mesmo pais (CALLENS et al.,
2005; LOPES et al., 2009; ZARIFE et al., 2006).

Estudos demonstram uma distribuigdo mundial dos genotipos 1, 2 e 3, sendo
descritos no Pacifico Oeste, no Mediterraneo, nas Américas e na Europa, sendo que 0
continente Europeu ainda possui 0s genotipos 4 e 5. No continente Africano ha
prevaléncia dos genotipos 1, 4 e 5 e no sudeste Asiatico sdo mais encontrados o0s
gendtipos 3 e 5 (DUARTE, 2006; ESTEBAN et al., 2008; LOPES et al., 2009; ZARIFE
et al., 2006). Outros estudos, como os de Silva et al. (2006) e Martins et at. (2006)
indicam o gen6tipo 4 como o mais prevalente no norte da Africa, genétipo 5 no sul da
Africa e gendtipo 6 em regides asiaticas.

Seguindo o padrdo de distribuicdo dos genoétipos nas Américas, o Brasil
apresenta maior prevaléncia do gendtipo 1, seguido do genoétipo 3 (Figura 4)

(DUARTE, 2006; LOPES et al., 2009, SILVA et al., 2006). Em estudo realizado
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utilizando amostras obtidas em diferentes Estados brasileiros, observou-se que a média
de prevaléncia do gendtipo 1 nas regibes brasileiras é de 64%, do genotipo 2 é de 4%,

do gendtipo 3 de 31%, menor que 1% dos genotipo 4 e 5 (ZARIFE et al., 2006).

]+ I 4~

MORTE
NORDESTE
CENTRO-OESTE
/ 58% | 10%
J SUDESTE,

GENOTIPOS

SUL

Figura 4 Prevaléncia dos diferentes genétipos do HCV no Brasil.

Fonte: Adaptada de DUARTE, 2006.

Quando comparadas as regides do Brasil, o genétipo 1 foi mais prevalente
na regido Norte, 0 gendtipo 2 na regido Centro-Oeste, especialmente em Mato Grosso, e
0 genotipo 3 na regido Sul, sendo que os gendtipos 4 e 5 foram raramente encontrados,
com casos descritos em S&o Paulo e apenas um caso relatado na Bahia (ZARIFE et al.,
2006).

Em Goiania (GO) e Campo Grande (MS) um estudo realizado por Lopes et

al. (2009), através de tecnicas moleculares e analise filogenética, observou maior
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prevaléncia do gendtipo 1, subtipos 1a e 1b, e gendtipo 3, subtipo 3a, entre as amostras
analisadas. Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado no Rio
de Janeiro. Outro estudo realizado em Goiania por Barbosa et al. (2005) também
apresentou 0s mesmos genotipos.

Em Rio Branco (AC), foram analisadas amostras de profissionais da area da
salde e verificou-se que o genotipo 1 foi o mais prevalente, sequido pelos gendtipos 3 e
2, respectivamente. Em Belém, Par4, os resultados encontrados foram semelhantes, e
esses achados estdo em concordancia com os dados da regio Norte do pais (PARANA

et al., 2007).

3.2.3 Transmisséao e fatores de risco

Diversos estudos indicam que o HCV é quase que exclusivamente
transmitido pela via parenteral, com a exposi¢ao ao sangue contendo o virus, através do
compartilhamento de objetos contaminados como agulhas, seringas, ldaminas de barbear,
escovas de dente, alicates de manicure, utensilios para colocagdo de piercing e
confeccdo de tatuagens, além de instrumentos utilizados para consumo de drogas
injetaveis (cocaina, anabolizantes e complexos vitaminicos), inalaveis (cocaina) ou
pipadas (crack) que compartilham os equipamentos de uso, porém em um percentual
significativo (mais de um terco) dos casos nédo € possivel identificar a via de infeccéo, o
que dificulta a acdo de medidas epidemioldgicas mais efetivas (AGUILERA et al.,
2006; AQUINO et al., 2008; BRASIL, 2006, 2008; CAVALHEIRO, 2007; LOPES et
al., 2009; PASSOS, 2003).

Ha também possibilidade de transmissédo através de acidentes com material

perfurocortante, em procedimentos cirdrgicos e odontolégicos e hemodiélise sem os
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procedimentos adequados de biosseguranca. Apos a instituicdo da triagem soroldgica
obrigatéria para hepatite C em 1993 nos bancos de sangue e o rigoroso controle de
qualidade, a transmissdo do HCV via transfusdo sanguinea e de hemoderivados vem
diminuindo significativamente (BRASIL, 2006, 2008; PASSOS, 2003).

Mesmo com intenso controle, pacientes hemodialisados possuem maior chance
de contrair o HCV, porém o exato modo de transmissdo nas unidades de hemodiéalise
ndo sao totalmente esclarecidos. Ha evidéncias que indicam a infeccdo nosocomial pelo
compartilhamento de maquinas e equipamentos de dialise, através da ruptura acidental
da membrana da dialise, por alteracdo no tamanho do poro ou pela superficie externa do
equipamento. O numero de transfusbes sanguineas e a duracdo do tratamento de
hemodialise seriam fatores de risco para uma maior transmissdo do virus
(BOULAAJAJ, 2005; MARQUESINI et al., 2008).

A transmissdo sexual em parceiros estaveis e perinatal também foram
relatadas na literatura, porém ndo parecem ser comuns. Embora teoricamente o HCV
possa ser transmitido por exposicdo de mucosas ao virus, quando comparado ao HBV,
essa via € menos eficiente. A baixa titulacdo do HCV no sangue com relacdo ao HBV
seria responsavel por essa diferenca de transmissao na mucosa. A transmissdo vertical,
da mée para o bebé, geralmente ocorre no momento do parto, sendo incomum a via
transplacentaria. Pessoas com multiplos parceiros, com préaticas sexuais desprotegidas
(sem o uso de preservativos), gestantes com elevada carga viral do HCV, ou pacientes
coinfectados, principalmente com HIV, possuem um maior risco de transmissdo da
doenca hepatica (CAVALHEIRO, 2007; FAGUNDES et al., 2008; MARQUESINI et

al., 2008; PASSOS, 2003).
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3.3 FISIOPATOGENIA DA INFECCAO PELO VIRUS DA HEPATITE C

O periodo de incubacao do virus é em média 7 semanas, variando de 2 a 22
semanas, e 0s sinais e sintomas podem variar de subclinicos até fulminantes, onde
podem apresentar febre, cefaléia, mal-estar, vomitos, coldria, hipocolia fecal, alteracao
das aminotransferases e, em poucos casos, ictericia (BRASIL, 2008). Entre as
manifestacdes extra-hepaticas causadas pelo HCV, podemos relatar a crioglobulinemia
associada a glomerulonefrite, porfiria cutanea tardia, e outras desordens auto-imunes,
além de haverem evidéncias da presenca do virus em linfocitos, células do epitélio
intestinal e sistema nervoso central (BARBOSA et al., 2005; FLINT e LEVY, 2001).

Pode ocorrer persisténcia viral e cronificacdo em cerca de 70 a 85% dos
casos, sendo que essas infeccOes persistentes tém sido relacionadas
epidemiologicamente ao hepatocarcinoma, a cirrose hepatica e algumas formas de
hepatites auto-imunes (AGUILERA, 2006; HALFON et al., 2006; MIRANDA et al.,
2004).

Ao penetrar na célula hospedeira, 0 RNA viral ndo se integra ao genoma do
hospedeiro e os mecanismos pelos quais 0 HCV induz a carcinogénese ainda sdo pouco
conhecidos. Dentre 0s possiveis mecanismos carcinogenéticos estdo proteinas dos virus
(proteina NS3 e proteina do nucleo viral) que se ligam e inibem o pRb e p53, proteinas
reguladoras do ciclo celular, impedindo a transdugdo de sinais pro-apoptoticos. Em
outro mecanismo, induzido pela replicacdo viral, poderia haver co-expressdao de genes
que codificam TGFo e IGF-1l, que sdo importantes fatores de crescimento na
hepatocarcinogénese. Por induzir inflamagdo cronica, associada a necrose e

regeneracdo, o virus poderia também atuar como promotor e indutor de alteracbes
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genéticas mediante estimulo de radicais livres produzidos pelas células do exsudato
inflamatdrio, além de interferir na proliferacdo celular por meio de citocinas,
quimiocinas e alteracBes na matriz extracelular associadas ao processo inflamatdrio
(BRASILEIRO FILHO, 2008; PROMRAT e LIANG, 2003; RICE e LINDENBACH,
2005).

A infeccdo pelo HCV pode levar a diferentes tipos de injarias no figado,
com variabilidade de manifestacGes clinicas e do tratamento aplicado. Dentre os fatores
relacionados a essas alteracfes estdo incluidas variacGes genéticas do virus (diferentes
gendtipos) e do hospedeiro (polimorfismos genéticos) (HALFON et al., 2006;

PEREIRA et al., 2005; PROMRAT e LIANG, 2003).

3.4 DIAGNOSTICO E TRATAMETO DA HEPATITE C

3.4.1 Diagnostico soroldgico da hepatite C

Atualmente existem testes sorologicos especificos para a detecgdo de
anticorpos anti-HCV presentes no soro de pacientes infectados. Esses testes baseiam-se
no ensaio imunoenzimatico tipo ELISA, com antigenos recombinantes obtidos por
clonagem e expressdo do genoma viral (BRASIL, 2008; JEROME e GRETCH, 2004).

Os testes sorolégicos foram inicialmente desenhados para triagem nos
bancos de sangue e detectam individuos infectados de forma crdnica, em que 0s
anticorpos contra os diferentes antigenos estdo presentes, portanto ndo sdo adequados
para infec¢bes agudas de pacientes que estdo na janela imunologica, periodo em que ja
houve a infeccdo, mas ainda ndo € possivel detectar a presenca de anticorpos no sangue

dos infectados, pois estes estdo em baixas titulagdes. Nesses casos em que o teste de
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ELISA apresenta baixa positividade, para o diagnostico da hepatite C aguda é
recomendada a detec¢do do genoma viral através da técnica de PCR (Reagdo em Cadeia
da Polimerase), que geralmente é positivo nessa fase (ESTEBAN et al., 2008;
MARQUESINI et al., 2008).

A soroconversdo ao antigeno utilizado nos testes de primeira geracgao,
utilizando o antigeno denominado C100-3, derivado do gene ndo-estrutural NS4 ocorria
de 2 a 3 meses apds a infeccdo e ndo possuia a sensibilidade e especificidade adequadas
e, em 1992, foi substituido pelos testes de segunda geracdo. Estes testes fazem uso de
antigenos derivados dos genes C do core e ndo estruturais NS3, representando um teste
multigénico, aumentando a sensibilidade e um pouco da especificidade, além de
melhorar a deteccdo na janela imunolégica (ESTEBAN et al.,, 2008; JEROME e
GRETCH, 2004).

Um teste de terceira geracdo, utilizando antigenos reconfigurados da
proteina do core (c22-3) e da NS3 (c200) e mais um antigeno adicional derivado do
gene NS5, passou a ser utilizado a partir de 1995. Os testes positivos na triagem devem
ser confirmados por outros métodos, como o ensaio de immunoblot recombinante
(RIBA), que contém antigenos recombinantes no formato immunoblot, ou técnicas

moleculares (DUARTE, 2006; HALFON et al., 2005; MARQUESINI et al., 2008).

3.4.2 Deteccdo dos é&cidos nucléicos do HCV por biologia molecular e
determinacdo do geno6tipo do virus

O RNA do virus pode ser identificado atraves de testes quantitativos ou
qualitativos por métodos e técnicas de biologia molecular. Os testes qualitativos

comumente utilizados para deteccdo do RNA do HCV séo a RT-PCR (reacdo em cadeia
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da polimerase por transcriptase reversa) e TMA (amplificacdo mediada por transcricao),
porém a amplificacdo do material genético do virus pelo método de RT-PCR e a
posterior analise da sequéncia de nucleotideos apresentam-se como as melhores técnicas
de determinacdo dos gendtipos virais do HCV, sendo que a RT-PCR também pode ser
utilizada na avaliacdo da terapia antiviral (DUARTE, 2006; MARTINS et al., 2006).

A técnica de RT-PCR para detec¢do do RNA viral em amostras de pacientes
suspeitos para a infeccdo pelo HCV iniciou-se na década de 90, sendo que esse método
apresenta boa sensibilidade e especificidade, permitindo inclusive a deteccdo da
infeccdo antes da positividade de muitos ensaios soroldgicos, que necessitam da
resposta imunoldgica do hospedeiro. Pacientes imunodeprimidos, que tém dificuldade
em formar uma resposta imune efetiva, podem se beneficiar desse método diagnostico
(DUARTE, 2006; JEROME e GRETCH, 2004).

A regido 5" NC (ndo codificante) do genoma viral, por ser uma das mais
conservadas, permitiu sua amplificacdo para a reacdo da PCR, abrangendo os diferentes
gendtipos do virus (1, 2, 3, 4, 5 e 6). Por essa razao, essa regido é bastante utilizada na
deteccdo do RNA viral e na posterior genotipagem, tendo importancia na pratica clinica
para definicdo do esquema terapéutico do paciente (CHANG, 2000; LOPES, 2009;

PERZ et al., 2006).

3.4.3 Determinacdo das aminotransferases (AST e ALT), gama
glutamiltranspeptidase (y-GT) e fosfatase alcalina

As enzimas aspartato aminotransferase (AST, TGO ou transaminase
glutdmica-oxalacética) e alanina aminotransferase (ALT, TGP ou transaminase

glutdmina-piruvica) estdo amplamente distribuidas nos tecidos humanos. Atividades
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elevadas de AST sdo encontradas no miocardio, figado, musculo esquelético, com
pequenas quantidades nos rins, pancreas, baco, cérebro, pulmdes e eritrocitos
(PEREIRA et al., 2005; MOTTA, 2003).

AST e ALT séo enzimas intracelulares encontradas em grande quantidade
nos hepatdcitos, portanto lesdes ou destruicdo dessas células liberam as enzimas para a
circulacdo sanguinea. O ALT ¢é encontrado principalmente no citoplasma do hepatdcito
e cerca de 80% do AST encontra-se nas mitocondrias. Essa diferenca tem auxiliado no
diagnostico e prognostico de doencas hepaticas, pois no dano hepatocelular leve a forma
predominante no soro é a citoplasmatica (ALT), enquanto que em leses mais graves ha
liberacdo da enzima mitocondrial (AST), elevando a relacdo AST-ALT (HALFON et
al., 2006; MOTTA, 2003).

Os niveis de aminotransferases sericas elevam-se de uma a duas semanas
antes do aparecimento dos sintomas das hepatites virais agudas e o aumento pode
atingir até 100 vezes o limite superior de normalidade dos valores de referéncia. Os
valores comecam a cair entre a terceira e a quinta semana apos o desaparecimento dos
sintomas, também podendo ser encontrados hiperbilirrubinemia e pequeno aumento de
fosfatase alcalina sérica (BRASIL, 2005; MOTTA, 2003).

Nas hepatites auto-imunes e hepatites crénicas, de pacientes sintomaticos ou
ndo, também ha aumento das taxas de aminotransferases. Na presenca de cirrose
hepatica de qualquer etiologia podem ser detectados niveis séricos cerca de cinco vezes
maiores que o0s limites superiores de normalidade, dependendo do grau de
comprometimento celular. Nesses casos, a atividade do AST tende a ser maior que a do
ALT. A disfuncdo hepatocelular provoca falha na sintese de albumina, prolongamento
do tempo de protrombina (TP), hiperbilirrubinemia, teores de amonia elevados e uremia

baixa (BOULAAJAJ et al., 2005; MOTTA, 2003).
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Aumento nas aminotransferases semelhantes ao padrdo encontrado nas
cirroses pode ser ocasionado por colestase extra-hepatica, carcinoma de figado, ingestédo
de alcool, durante o “delirium tremens” (psicose que pode ser causada pela abstinéncia
ao consumo de alcool) e ap6s a administracdo de alguns farmacos (opiaceos, salicilatos
ou ampicilina) (MOTTA, 2003; PEREIRA et al., 2005).

A gama-glutamiltranspeptidase (y-GT) estd envolvida no transporte de
aminoacidos e peptidios através de membranas celulares, na sintese protéica e na
regulacao dos niveis de glutatido tecidual e pode ser encontrada no figado, vias biliares,
rins, intestino, prostata, panceras, pulmdes, cérebro e coracdo (BOULAAJAJ et al.,
2005; MOTTA, 2003).

No figado, a y-GT esté localizada nos canaliculos das células hepaticas e,
particularmente, nas células epiteliais que revestem os ductos biliares, portanto o
principal valor clinico na avaliagdo da y-GT € no estudo de alteracGes hepatobiliares. A
v-GT é mais sensivel e duradoura que a fosfatase alcalina, as transaminases e a
nucleotidase na deteccdo de ictericia obstrutiva, colangite e colecistite. Sdo encontrados
niveis moderadamente aumentados da enzima na presenca de cancer de prostata e
metastase hepatica (BOULAAJAJ et al., 2005; HALFON et al., 2006; MOTTA, 2003).

A fosfatase alcalina pertence a um grupo de enzimas relativamente
inespecificas sendo amplamente distribuida nos tecidos humanos, principalmente na
mucosa intestinal, figado (canaliculos biliares), tdbulos renais, baco, 0ss0s
(osteoblastos), leucocitos e placenta. A forma predominante no soro de pacientes
adultos normais origina-se no figado e esqueleto e sua exata funcdo metabdlica ainda
ndo € conhecida. No figado, a fosfatase alcalina estd localizada na membrana celular
que une a borda sinusoidal das células parenquimais aos canaliculos biliares

(BOULAAJAI et al., 2005; MOTTA, 2003).
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A enzima encontra-se elevada em desordens do trato biliar, atingindo 2 a 3
vezes 0s valores de referéncia, podendo chegar a 10-15 vezes, dependendo do grau de
estase biliar. Esses aumentos podem ser devido a fatores como: incremento na sintese
da enzima; retencdo de acidos biliares no figado, que solubilizam a fosfatase alcalina e
removem a membrana plasmatica dos hepatocitos; e regurgitacdo da enzima para a
circulacdo pelo impedimento da excrecdo. As elevacdes nos valores ocorrem em lesées
expansivas (carcinoma hepatocelular primario, metastases, abscessos e granuloma),
hepatite viral e cirrose (pequenas elevacbes dos niveis), farmacos e outras desordens

como mononucleose infecciosa e colangite (BOULAAJAJ et al., 2005; MOTTA, 2003).

3.4.4 Alteracdes histopatologicas

O grau de alteracdo hepatica entre os pacientes portadores do virus da
hepatite C é variavel e pode ser observado através de marcadores histoldgicos e
imunohistoquimicos avaliados em bidpsias de figado de pacientes infectados (BRASIL,
2005; JOVANOVIC et al, 2004). A analise de fragmentos hepaticos é considerada
como exame de referéncia (padréo ouro) para detecgdo dessas alteracdes, no entanto, €
necessario avaliar cuidadosamente o paciente candidato a realizacdo da bidpsia, por ser
um procedimento invasivo, com taxa de morbidade de 0,3 a 0,6% e de mortalidade de
cerca de 0,05% (HALFON et al., 2006). Mello e Alves (2008) preconizam que, na
auséncia de contra-indicacdes clinicas, a biopsia deve ser realizada em todos os
pacientes com RNA viral detectado através de técnicas moleculares.

Mudangas ocorridas no espago porta-hepatico, como infiltrado linfocitario e
presenca de macrofagos, lesdes nos ductos biliares, esteatose e condensacfes nos

citoplasmas dos hepatdcitos, sdo correlacionadas com a intensidade dos danos no
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figado. A analise da populacdo do infiltrado celular, a monitorizacdo da viremia e dos
niveis de necrose nos hepatdcitos sdo necessarios para uma melhor elucidacao das vias
de cronificagdo do HCV (BRASIL, 2005; DIENES et al., 1999; JOVANOVIC et al.,
2004).

Através da andlise de bidpsias hepaticas, estudos demonstram que 0s
achados mais frequentes em pacientes infectados pelo HCV séo: hepatite cronica (70%),
esteatose (7%) e ha pacientes que ainda ndo apresentam lesfes detectaveis (23%). A
cirrose representa um estagio de evolucao da fibrose hepatica e € acompanhada de perda
progressiva das funcdes hepaticas e de uma hipertensdo portal, sendo que a presenca do
infiltrado de linfocitos no espaco porta apresenta-se como a caracteristica histologica
mais frequente, seguida de alteracdes nos ductos biliares, nos pacientes portadores de
hepatite C crbénica. A esteatose e corpos acidofilicos (marcador de apoptose para
hepatites virais) foram encontrados em bidpsias com estagios primarios de alteracdes
(CURCIARELLO etal., 1997; HALFON et al., 2006).

O nivel de alteracbes celulares presente nas bidpsias hepaticas pode ser
classificado de acordo o escore de Metavir (Quadro 2) ao através dos critérios da
Sociedade Brasileira de Patologia e Hepatologia (SBPH). Ambas sdo semelhantes e
levam em consideracao a atividade necro-inflamatdria e o nivel de fibrose, no entanto, a
classificacdo da SBP subdivide a atividade necro-inflamatoria em atividade periportal e

atividade parenquimatosa (HALFON et al., 2006; MELLO e ALVES, 2008).
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Quadro 2 Escore de Metavir.

Atividade necro-inflamatoria Fibrose
Sem atividade (A0) Sem fibrose portal (FO)
Com atividade minima (Al) Fibrose portal sem septo (F1)

Com atividade moderada (A2) Fibrose portal com septos raros (F2)

Atividade severa (A3) Fibrose septal sem cirrose (F3)

Fibrose septal com cirrose (F4)

O risco do desenvolvimento de céncer hepatocelular ap6s o
desenvolvimento de cirrose é de 1 a 5% ao ano. A progressdo da fibrose ndo é um
processo linear ao longo do tempo em um mesmo paciente, porém tende a seguir uma
curva exponencial, e entre diferentes individuos é altamente variavel, dependendo de
fatores como idade, sexo, ingestdo alcoolica, co-infeccdo com HIV e HBV, atividade
necro-inflamatdria, metabdlica (diabetes, obesidade) e esteatose, além dos fatores virais,

carga viral e genotipo (JOVANOVIC et al., 2004; HALFON et al., 2006).

3.4.5 Tratamento

O tratamento ideal contra 0 HCV deveria conseguir erradicar o virus no
inicio da doenca, para prevenir a progressdo desta, mas até 0 momento ainda ndo ha
esse tipo de terapéutica e também ndo se conseguiu desenvolver uma vacina eficaz
contra 0 HCV. Drogas antivirais como a ribavirina e o interferon-alfa (a-IFN) sdo
apenas parcialmente eficazes, sendo que nem sempre o tratamento dos infectados é
indicado. Muitos pacientes cronicos tratados nao respondem ao tratamento com a-IFN

ou tém recidivas, e a associacdo do interferon com o antiviral ribavirina, além de ser
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onerosa, sO apresenta resposta favoravel em cerca de 35 a 45% dos casos (YANG,
2008).

O Ministério da Saude do Brasil (2008) preconiza que o tratamento da
hepatite C cronica esta indicado nos casos em que o portador do virus possui
diagnostico por métodos moleculares (teste qualitativo de HCV), ter realizado bidpsia
hepéatica nos Gltimos 24 meses e no resultado houver evidéncias de atividade necro-
inflamatdria moderada a intensa (maior ou igual a A2 pelo escore de Metavir) e/ou
presenca de fibrose moderada a intensa (maior ou igual a F2 pelo mesmo escore), ter
entre 12 e 70 anos, possuir contagem de plaquetas superior a 50.000/mm?3 e de
neutrofilos acima de 1.500/mm3 (BRASIL, 2008).

Ainda em concordancia com o Ministério da Saude do Brasil (2008), para
possivel utilizagdo do interferon peguilado, além de possuir os requisitos acima
relacionados, 0s pacientes precisam também se enquadrar nos seguintes critérios: ser
portador do HCV genétipo 1 diagnosticado através de biologia molecular e
genotipagem, e possuir contagem plaquetaria superior a 75.000/mm3.

Pacientes portadores de hepatite C cronica genétipo 1 sdo tratados com
interferon peguilado associado a ribavirina por um periodo de 48 semanas, 0s pacientes
portadores dos geno6tipos 2 ou 3 sdo tratados com interferon convencional e ribavirina
por 24 semanas e 0s portadores dos genotipos 4 e 5 poderdo completar 48 semanas do
mesmo tratamento empregado aos geno6tipos 2 e 3. Em caso de nédo responsividade e
retratamento: individuos portadores do genotipo 1 previamente tratados com interferon
peguilado e ndo responsivos, ndo € indicado retratamento; pacientes ndo-respondedores
ou recidivantes ap0s tratamento com interferon convencional associado ou ndo a
ribavirina e independente do genotipo, indica-se o uso de interferon peguilado e

ribavirina por 48 semanas (BRASIL, 2008).
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Em conformidade com as normas estabelecidas pelo Ministério da Saude do
Brasil (2008), ndo deverdo fazer parte do protocolo de tratamento para HCV pacientes
com tratamento prévio com interferon peguilado (associado ou ndo a ribavirina),
consumo abusivo de alcool nos ultimos 6 meses, hepatopatia descompensada,
cardiopatia grave, doenca da tiredide descompensada, neoplasias, diabete melito tipo 1
de dificil controle ou descompensada, convulsdes ndo controladas, imunodeficiéncias
primarias, homens e mulheres sem adequado controle contraceptivo, gravidez
confirmada (beta-HCG positivo) e ndo concordancia em realizar o tratamento apds
exposicdo dos riscos e beneficios e assinatura de um termo de responsabilidade.
Situacdes especiais como co-infeccdo HIV-HCV, pacientes pediatricos, com distarbios
psiquiatricos, com doenca cérebro-vascular, coronaria ou insuficiéncia cardiaca,
insuficiéncia renal crénica, hemdlise, hemoglobinopatias e supressdo de medula 0ssea,
hemofilia, cirrose compensada e usuarios de drogas devem ter seus casos avaliados
cuidadosamente (BRASIL, 2008).

Atualmente novas drogas tém sido testadas como as que agem em uma NS3
helicase recombinante, que desponta como promissora para eliminacdo da infeccédo, por

agir na replicacdo viral (YANG, 2008).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia dos genotipos de HCV entre os pacientes
atendidos no Programa de Hepatites do Nucleo de Medicina Tropical e correlacionar

com os dados clinicos e epidemioldgicos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o levantamento dos dados epidemiologicos destes pacientes;

e Destacar os principais fatores de riscos (internacao hospitalar, presenca de outras
DSTs, e outros) para aquisicdo do HCV a que esses pacientes estavam expostos;

e Avaliar, através de exames (dosagem de ALT, AST, y-GT e Fosfatase alcalina),
os marcadores bioguimicos de lesdo celular dos pacientes com hepatite C;

e Determinar a prevaléncia dos genotipos virais (1 a 6) do HCV entre os pacientes;

e Correlacionar os genotipos virais do HCV com os achados histopatolégicos das

bidpsias hepaticas.
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1 CASUISTICA

5.1.1 Desenho do estudo

Esse € um estudo transversal analitico, em que foram mensuradas enzimas
bioquimicas indicativas de alteracGes na funcdo hepatica dos pacientes com sorologia
reagente (ELISA positivo) para 0 HCV e determinados os genétipos do virus por
técnicas de biologia molecular. Foram identificados os principais fatores de risco aos
quais 0s pacientes estavam expostos através da avaliagdo do questionario
epidemioldgico (APENDICE 1), que possui informages como idade, sexo, uso de
drogas, numero de parceiros sexuais, transfusdes sanguineas, condicdes socio-

econdmicas e de saneamento basico.

5.1.2 Local do estudo

Os pacientes eram encaminhados do HEMOPA, Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Estado do Pard, ao Programa de Hepatites Virais desenvolvidos pelo
Ndcleo de Medicina Tropical onde foram atendidos e avaliados. O estudo foi realizado
no Laboratério de Patologia Clinica das Doencas Tropicais no Nucleo de Medicina

Tropical da Universidade Federal do Para.
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5.1.3 Aspectos éticos

Por se tratar de pesquisa com seres humanos, o projeto foi submetido e
aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical (ANEXO
1). Esse trabalho faz parte do projeto intitulado “Virus da Hepatite C: prevaléncia,
fatores de risco e genotipagem”, sob responsabilidade da Prof* Dr* Luisa Caricio
Martins.

Todos os participantes do estudo receberam esclarecimentos sobre a
pesquisa e sua importancia e foi solicitada sua permissao para participacdo através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 2), conforme a

resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde.

5.1.4 Caracterizacdo da amostra

A amostra constituiu-se de 152 pacientes adultos, de ambos 0s sexos, com
sorologia positiva (ELISA reagente) para infeccdo por HCV encaminhados do

HEMOPA e sem tratamento prévio.

5.1.5 Critérios de inclusdo e exclusédo

5.1.5.1 Critérios de inclusao

e Individuos de ambos os sexos, com idade igual ou superior a 18 anos;
e Possuir teste imunoenzimatico (ELISA) reagente para pesquisa de

anticorpos anti-HCV;
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e Aceitar participar de forma livre e esclarecida (APENDICE 2) dessa

pesquisa.

5.1.5.2 Critérios de exclusao

e Nao participaram do estudo individuos menores de 18 anos;
e Portadores de deficiéncias mentais;

e Pessoas que ndo aceitaram participar da pesquisa;

e Pacientes co-infectados por HIV ou virus da hepatite B;

e Pacientes tratados previamente para infeccdo por HCV.

5.2 METODOS

5.2.1 Obtencdo do material biologico

Foram colhidos em frasco sem anticoagulante 10 mL de sangue periférico
dos pacientes participantes da pesquisa. As amostras sanguineas passaram por processo
de centrifugacdo, o soro foi separado e colocado em frasco estéril devidamente
identificado. Os soros foram armazenados e resfriados de 2 a 8°C por até 3 dias.

Foram realizadas dosagens das enzimas transaminases (ALT e AST), gama-
GT e fosfatase alcalina, com o intuito de avaliar a funcéo hepatica dos pacientes.

Também foi realizado um novo teste para pesquisa soroldgica de anticorpos
IgG totais anti-HCV por método imunoenzimatico (ELISA) e o0s pacientes que

apresentaram positividade tiveram seus resultados confirmados através de técnicas
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moleculares (RT-PCR) com digestdo enzimatica para identificacdo do genotipo viral

(genotipagem).

5.2.2 Classificagdo do consumo de &lcool, fumo e drogas para as analises
epidemiologicas

O calculo do consumo de alcool foi realizado de acordo com a concentracéo
dessa substancia nas bebidas (rum com teor de 40%, bebidas destiladas com 55%, vinho
com 12% e cerveja com 5%). A intensidade do consumo alcoodlico foi calculada através
da média do consumo didrio em gramas e comparada com 0s niveis estabelecidos na
literatura para 70g por semana para mulheres e 140g por semana para homens
(DUFOUR, 1999). Individuos que consumiam semanalmente alcool com niveis iguais
ou superiores aos valores estabelecidos acima foram classificados como de consumo
frequente, ja os que possuiam média de consumo abaixo dos referidos valores foram
classificados como consumidores eventuais e 0s pacientes que nao ingeriam bebidas
alcodlicas foram denominados de ndo consumidores.

O consumo de tabaco foi calculado pela média do consumo diério, levando
em consideragédo de cada cigarro feito a mao equivale a cinco cigarros manufaturados e
os individuos foram classificados como fumantes frequentes (5 ou mais unidades por
dia), fumantes eventuais (menos de 5 unidades por dia) ou ndo fumantes (ndo faziam
consumo) (PELETEIRO et al., 2008).

O mesmo padréo de classificacdo foi utilizado para o consumo de drogas
ilicitas, onde os usuarios foram categorizados em consumidores frequentes, eventuais

OU (ue nunca consumiram.
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5.2.3 Diagnostico sorolégico da hepatite C

Foram empregados testes soroldgicos de ELISA (Ensaio Imunoenzimatico)
de 32 geracdo, utilizando-se de kits comerciais (kit ETI-AB-HCVK-4, DiaSorin, Itélia)
para deteccdo de anticorpos especificos anti-HCV no soro dos pacientes.

As tiras (pogos) necessarias para as reacfes foram retiradas da geladeira
com antecedéncia de uma hora e deixadas a temperatura ambiente, e 0s reagentes
tiveram que ser homogeneizados rapidamente no vortex.

O primeiro pogo da placa ficou para o branco da reacdo, na sequéncia da
microplaca de ELISA, foram dispensados 200 pL do controle negativo em triplicata (3
pocos), 200 pL do calibrador em duplicata (2 pocos) e 200 puL do controle positivo em
amostra Unica (1 pogo).

Adicionou-se 200 pL do Diluente de Amostra em todos 0s pogos que
continham as amostras dos pacientes a serem dosadas, depois houve a dispensacédo de
10 pL do soro do paciente no poco correspondente e a homogeneizagdo cuidadosa da
placa de ELISA, a fim de retirar eventuais bolhas, poréem tomando cuidado para nao
contaminar os pocos adjacentes.

Dispensou-se 50 pL do Diluente do Reagente em todos 0s pocos de
controles, calibradores e amostras; cobrindo as tiras com adesivo para evitar evaporagédo
e contaminagdo das amostras; e realizou-se a incubagdo da microplaca de ELISA por 45
min a 37°C.

Apbs incubacdo, o liquido nos pocos foi desprezado e houve a lavagem de
cada poco da microplaca de 4 a 5 vezes com 300 pL da Solugdo de Lavagem diluida,

sempre homogeneizando cuidadosamente, desprezando o conte(do dos pocos e tirando
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0 excesso de liquido (residual) dos pocos vertendo a placa de ELISA sobre papel
absorvente até completar o nimero de lavagens necessarias.

Foi pipetado 100 pL de Conjugado Enzimatico, exceto no poco do branco,
coberta novamente a microplaca de ELISA com adesivo e incubada por 45 min a 37°C.
Apbs incubacdo, desprezou-se o liquido nos pocos e ocorreu a lavagem de cada poco da
microplaca de 4 a 5 vezes com 300 pL da Solucdo de Lavagem diluida, sempre
homogeneizando cuidadosamente, desprezando o conteldo dos pogos e tirando o
excesso de liquido (residual) dos pocos vertendo a placa de ELISA sobre papel
absorvente até completar o nimero de lavagens necessarias.

Foi acrescentado por pipetacdo 100 pL de Cromdgeno/Substrato em todos
0s pocos e homogeneizado. A microplaca foi incubada e protegida da luz intensa e
direta, & temperatura ambiente (18-24°C) por 15 min. Pipetou-se 100 pL de Acido
Sulfarico em todos os pogos, na mesma ordem em que foi pipetado o cromdgeno, para
“parar” a rea¢do enzimatica e medir a absorbancia da solugdo obtida em leitor de ELISA
com filtro de 450 nm.

O teste foi validado de acordo com os valores do controle de qualidade
preconizados pelo fabricante e que devem tanger os valores para o branco da reacdo <
0.100; controle negativo < 0,050; controle positivo > 1,000; e calibrador > 1,100. Para
as amostras testadas, os valores reagentes e ndo reagentes para pesquisa de anticorpos
anti-HCV tiveram interpretacdo da seguinte maneira: ndo regentes com valores < 0,9;

reagentes com valores > 1,1; e indeterminados entre os valores 0,9 — 1,1.
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5.2.4 Deteccdo dos &cidos nucléicos do virus da hepatite C por biologia
molecular

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

Foram pipetados 560 pL de tampdo AVL (lise) contendo RNA em tubo de
centrifuga de 1,5 mL identificado, adicionados 140 uL da amostra e homogeneizado em
vortex por 15s; incubando a temperatura ambiente (15-25°C) por 10 min. Apos
incubacdo, centrifugou-se rapidamente o tubo para remover particulas dispersas.

Adicionou-se 560 pL de etanol (96-100%) na amostra que posteriormente
foi homogeneizada no vortex por 15 s, e centrifugada rapidamente. Depois,
cuidadosamente, foram transferidos 630 pL para as colunas devidamente identificadas,
centrifugadas a 14.000 rpm por 1 min e descartada a parte de baixo, ficando s6 com a
coluna para encaixar em outro tubo.

O resto das amostras foi colocado nas colunas devidas, centrifugadas a
14.000 rpm por 1 min e descartada a parte de baixo, ficando s6 com a coluna para
encaixar em outro tubo. Lavou-se com 500 pL de tampéo da lavagem (AW1) e houve
nova centrifugacdo por 1 min, mantendo a coluna e descartando a parte de baixo.
Lavou-se com 500 pL de tampdo da lavagem (AW?2) e realizada centrifugacdo por 4
min, mantendo a coluna e descartando a parte de baixo.

Os tubos para RNA foram identificados para colocar as colunas. Adicionou-
se 60 pL de tampéo para eluir (AVE) em cada amostra, que depois foram centrifugadas

por 1 min, descartando a coluna e ficando com o tubo. Colocou-se em banho-maria por
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10 min a 65°C, depois ocorrendo breve centrifugacdo e armazenamento imediato no
gelo. As amostras extraidas foram congeladas e armazenadas em freezer a -20°C.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado de acordo com a técnica de
RT-PCR qualitativa, e utilizou a regido conservada 5 NCR do virus. A metodologia foi
adaptada no Laboratorio de Patologia Clinica das Doencas Tropicais a partir da técnica
obtida no Laboratorio de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, da
seguinte maneira para o Mix de uma amostra: Tampé&o: 12 pL; primer ou iniciador k10:
1uL; primer ou iniciador k11: 1uL; &gua ultrapura livre de DNAse e RNAse: 5 pL;
Enzima Taqg polymerase One-Step (Invitrogen): 1 uL. O primer k10 constitui-se da
sequéncia 5’GGC GAC ACT CCA CCA TRR3 e o primer k11 da sequéncia 5°GGT
GCA CGG TCT ACG AGA CC3'.

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

Para visualizacdo do produto dessa 12 PCR (RT-PCR), foi feito um gel de
agarose a 1% (1g de agarose para 100mL de tampdo TEB 1X e 3 puL de brometo de
etidio), que migrou na cuba de eletroforese com 100V, 500A por 60 minutos. Os
resultados foram visualizados através de luz UV (ultravioleta). Os pacientes positivos,
que apresentarem ‘“banda” com fragmento de 279 pb, continuaram os procedimentos e
0S negativos, que nao apresentaram “bandas” foram liberados como indetectaveis por

este método (Figura 5).



50

Peso Indetectavel Detectavel Indetectavel Detectavel Detectavel Indetectavel Detectavel

T L[] ]

Figura 5 Visualizagéo de “bandas” do produto da PCR em gel de agarose observado em luz ultra-violeta.

A 22 PCR (RFLP) € responsavel por fazer a amplificacdo do cDNA, produto
da 12 PCR. Para esta etapa, também com adaptacdes feitas no Laboratério de Patologia
Clinica das Doencas Tropicais, foram necessarios para o Mix de uma amostra: Tamp&o
10X: 2,5 pL; dNTP: 4 pL; MgCly: 1,5 pL; primer ou iniciador k15: 1 pL; primer ou
iniciador k16: 1 pL; &gua ultrapura livre de DNAse e RNAse: 12,5 uL; Enzima Taq
platinum (Invitrogen): 0,5 pL. O primer k15 constitui-se da sequéncia 5"ACC ATR
RAT CAC TCC CCT GT3 e o primer k16 da sequéncia 5"CAA GCA CCC TAT CAG
GCA GT3'.

O volume do mix por amostra foi de 23 pL e o volume da amostra (produto
da 12 PCR) de 2 pL, perfazendo um volume total por tubo de 25 pL. As amostras foram
colocadas em termociclador e a reacdo realizada a temperatura inicial de desnaturacdo a
94°C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos, com temperatura de desnaturagéo a 94°C por
30 segundos, de anelamento a 55°C por 45 segundos, de extensdo a 72°C por 1 minuto e
temperatura de extensdo final de 72°C por 7 minutos, mantendo a reagéo a 4°C.

O produto da 2% PCR foi observado através de um gel de agarose a 1% (1g
de agarose para 100 mL de tampdo TEB 1X e 3 pL de brometo de etidio), que migrou
na cuba de eletroforese com 100V, 500A por 60 minutos. Os resultados foram

visualizados através de luz UV (ultravioleta). Os pacientes positivos, que apresentaram
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“banda” (fragmento amplificado), continuaram os procedimentos e 0s negativos, que
ndo apresentarem “bandas” foram repetidos para o procedimento da 22 PCR para

confirmar o resultado.

5.2.5 Determinacdo do genétipo do virus

Os pacientes positivos para a 22 PCR foram submetidos & genotipagem do
virus através do método de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms),
utilizando um par de enzimas de restricdo, AVA Il e RSA I. Essa técnica também foi
adaptada no Laboratdrio de Patologia Clinica das Doencas Tropicais a partir da técnica
obtida no Laboratorio de Hepatites Virais do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

Na determinacdo do gendtipo viral, cada amostra foi utilizada duas vezes,
sendo uma reacdo para AVA Il e uma para RSA I, portanto cada amostra possuiu dois
tubos correspondentes.

Para a preparacdo do mix de uma amostra para a enzima de restricdo AVA
Il (Promega), foram utilizados: Buffer C X30: 2 pL; agua ultrapura livre de DNAse e
RNAse: 12,5 uL; AVA 1I: 0,5 pL. Para o mix de uma amostra de RSA I (Invitrogen),
foram necessarios: React 1 10X: 2 uL; &gua ultrapura libre de DNAse e RNAse: 11 pL;
RSA I: 2 L.

O volume do mix por amostra foi de 15 pL e o volume da amostra (produto
da 22 PCR) de 5 pL, perfazendo um volume total por tubo de 20 pL para cada
microtubo correspondente a sua enzima de restricdo. As amostras formaram “pares” de
microtubos AVA Il e RSA | e foram colocadas em banho-maria a 37°C durante a noite

(12 a 16 horas) para digerir (cortar) os fragmentos.
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Para visualizacdo do produto da digestdo (RFLP) e verificacdo dos
gendtipos, foi preparado um gel de agarose a 2% (2g de agarose para 100 mL de tampé&o
TEB 1X e 3 uL de brometo de etidio), que migrou em cuba de eletroforese com 100V,
500A por 60 minutos. Os resultados foram visualizados através de luz UV
(ultravioleta). Os pacientes positivos apresentaram “bandas” de tamanhos diferentes. O
namero de bandas e sua disposicdo no gel formaram padrées de combinacao

correspondentes a cada gendtipo viral (Figura 6).

Peso

molecularganstipo 1 Genétipo3  Genétipo1  Gendtipo1  Genétipo1 Genétipo1  Gendtipo1  Gendtipo3  Genétipo1

AVAIl RSAl AVAIl RSAl AVAIlI RSAl AVAII RSAI AVAIl RSAI AVAII RSAI AVAII RSAI AVAII RSAI AVAIl RSAI

Figura 6 Visualizagdo da combinagdo dos “cortes” feitos pelas enzimas de restricdo AVA Il e RSA I.
Nesta figura é possivel observar os genotipos 1 e 3.

5.2.6 Determinacdo das aminotransferases (ALT e AST), gama
glutamiltransferase (y-GT) e fosfatase alcalina

Os pacientes tiveram a funcdo hepatica avaliada através de dosagens
bioquimicas, pela quantificagdo das aminotransferases, fosfatase alcalina e gama
glutamiltransferase. Os testes foram quantificados em aparelho semi-automatizado BIO-

PLUS Bio 2000. Os kits comerciais cinéticos utilizados para as dosagens eram da marca
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Katal Biotecnologica Industria e Comércio Ltda, Minas Gerais, Brasil, e o0s
procedimentos foram executados de acordo com a bula do fabricante.

A amostra de soro obtida ndo devia ser hemolisada, pois a atividade das
enzimas € maior nos eritrocitos, podendo gerar um resultado falsamente elevado. Outros
interferentes que podem alterar o resultado das dosagens sdo: alimentacdo antes da
coleta (jejum menor que 8 horas), paracetamol, ampicilina, agentes anestésicos,
cloranfenicol, codeina, cumarinicos, difenilhidantoina, etanol, isoniazida, morfina,
contraceptivos orais, sulfonamidas e tiazidas (MOTTA, 2003).

Para quantificacdo de AST, identificou-se um tubo de ensaio e foram
adicionados 1,0 mL de reagente de trabalho, equilibrando a temperatura de trabalho a
37°C por 2 minutos. Foi adicionada e homogeneizada rapidamente 0,1 mL da amostra a
ser testada. A leitura do teste ocorreu através da mensuracdo da absorbancia em 340 ou
365 nm. Os valores de normalidade para homens nesse kit sdo até 38 U/l e para
mulheres até 31 U/I.

Na quantificacdo de ALT, identificou-se um tubo de ensaio e foram
adicionados 1,0 mL de reagente de trabalho, equilibrando a temperatura de trabalho a
37°C por 2 minutos. Foi adicionada e homogeneizada rapidamente 0,1 mL da amostra a
ser testada. A leitura do teste ocorreu através da mensuracdo da absorbancia em 340 ou
365 nm. Os valores de normalidade para homens nesse kit sdo até 38 U/l e para
mulheres até 31 U/I.

Para dosagem da vy-GT, identificou-se um tubo de ensaio e foram
adicionados 1,0 mL de reagente de trabalho. Apds a estabilizacdo da temperatura de
trabalho a 37°C por 2 minutos, adicionou-se 0,05 mL da amostra a ser testada, que foi

rapidamente homogeneizada. A leitura da absorbancia ocorreu em filtro de 405 nm. Os
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valores de normalidade para homens nesse kit sdo de 7 a 45 U/l e para mulheres de 5 a
26 UII.

Na dosagem da fosfatase alcalina, foi identificado um tubo de ensaio e
adicionado 1,0 mL de reagente de trabalho. Apos a estabilizacdo da temperatura de
trabalho a 37°C por 2 minutos, adicionou-se 0,02 mL da amostra a ser testada, que foi
rapidamente homogeneizada. A leitura da absorbancia ocorreu em filtro de 405 nm. Os

valores de normalidade para ambos os sexos nesse kit varia de 80 a 300 U/I.

5.2.7 Avaliacdo histopatologica

Foi utilizado material de figado proveniente de bidpsias per cutaneas
hepaticas colhidas no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto e na clinica de
Diagnostico Dimagem, concedidas através de cota do SUS. O material a ser utilizado
foi fixado em formalina a 10% tamponada, processado rotineiramente e incluido em
parafina. Os blocos de parafina foram seccionados e corados pela hematoxilina-eosina,
pelas técnicas de tricromo de Masson, reticulina e Perls, sendo posteriormente
analisados sob microscopia de luz.

A avaliagdo deste material foi feita de acordo com o protocolo descrito no
escore de Metavir e Consenso de Hepatites Virais da Sociedade Brasileira de
Patologia/Sociedade Brasileira de Hepatologia para o estadiamento da infeccdo dos

pacientes.
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5.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no projeto de pesquisa foram inseridos em planilha no
programa Excel 2007 e transportada para analise através de testes estatisticos adequados
para cada variante, utilizando o programa BioEstat 5.0 (AYRES, 2008). O nivel de

significancia aceita foi de 95% (p>0,005).

5.4 FONTES DE FINANCIAMENTO

Esse projeto foi aprovado e financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa

do Estado do Pard — FAPESPA (edital n° 035/2007).
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6. RESULTADOS

O estudo incluiu 152 individuos acima de 18 anos com sorologia (ELISA)
reagente para HCV encaminhados do HEMOPA (Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Estado do Pard) ao Programa de Hepatites Virais do Nucleo de
Medicina Tropical.

Inicialmente serdo apresentados os dados referentes aos individuos
estudados, tais como idade, sexo, estado civil e nivel de escolaridade, além dos fatores
de risco para aquisicdo do HCV. Em seguida, serdo avaliados e relacionados os
resultados dos exames laboratoriais (dosagens bioquimicas, PCR, genotipagem e

achados histopatol6gicos).

6.1 ANALISE SOCIO-EPIDEMIOLOGICA

Analisando os dados obtidos, observou-se que houve um predominio de
individuos do sexo masculino (96/152) em relagdo ao sexo feminino (56/152)
(X?=10,007; p=0,0016). A média de idade encontrada foi de 45 anos, com faixa etéaria
de 18 a 74 anos, a maioria dos pacientes possuia entre 38 e 57 anos, como pode ser

observado na tabela 1.



Tabela 1 Distribuigao faixa etaria e género dos individuos estudados.
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Género
Faixa etaria Total
Masculino (%) Feminino (%)
18-27 6 (6,3) 3(5,3) 9
28-37 15 (15,6) 17 (30,4) 32
38-47 24 (25,0) 19 (34,0) 43
48-57 42 (43,7) 10 (17,8) 52
58-67 7(7,3) 5(8,9) 12
>68 2(2,1) 2 (3,6) 4
Total 96 (63) 56 (37) 152

Em relacdo a renda familiar mensal, verificou-se que 55,9% (85/152) dos

individuos possuiam renda que compreende até dois salarios minimos. A distribuicéo da

renda mensal pode ser observada na tabela 2.

Tabela 2 Distribuicéo da renda familiar mensal.

Renda familiar mensal N (%)

< 1 salério 4 (2,6)

1 salario 29 (19,1)
2 salarios 52 (34,2)
3 a5 salarios 56 (36,9)
> 5 salarios 11 (7,2)
Total 152 (100)

Quanto ao grau de instru¢cdo ou nivel de escolaridade se observou que

44,7% (68/152) possuiam baixo nivel de escolaridade, e 42,8 (65/152) concluiram o

ensino médio, e poucos ingressaram no ensino superior, conforme demonstrado na

tabela 3.
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Tabela 3 Distribuigdo amostral quanto ao grau de instrucéo.

Grau de Instrucado N (%)
Semi-analfabeto 1(0,7)
Ensino fundamental incompleto 23 (15,1)
Ensino fundamental completo 20 (13,2)
Ensino médio incompleto 24 (15,7)
Ensino médio completo 65 (42,8)
Ensino superior incompleto 9(5,9)
Ensino superior incompleto 10 (6,6)
Total 152 (100)

As atividades ocupacionais foram agrupadas em classes e distribuidas em
areas de atuacdo como apresentado na tabela 4, sendo observada a maior concentracdo
de individuos no setor de comercio e servicos, que abrangeu comerciantes, vendedores,

manicures, cabeleireiras e autbnomos, entre outros.
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Tabela 4 Atividades ocupacionais dos individuos analisados por classes e areas de atuagdo.

Ocupacéao N (%)

Area administrativa 12 (7,9)

Construcéo civil 18 (11,9)
Educacio 9(5,9)

Seguranca 10 (6,6)
Servicos gerais 18 (11,9)

Comércio e servicos 68 (44,7)

Aposentado 4 (2,6)
Estudante 5(3,3)
Salde 8(5,3)

Em relagdo ao estado marital, 69,7% (106/152) dos individuos relataram ser
casados ou manter uma unido estavel (x*=22,901; p=0,0001). Outros estados Civis com

menor frequéncia podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5 Caracterizacdo do estado civil da amostra analisada.

Estado civil Frequéncia %

Solteiro 44 28,9
Casado / uniéo estavel 106 69,7
Divorciado 1 0,7
Viavo 1 0,7

Total 152 100
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O consumo de alcool, tanto frequente quanto eventual, foi observado em
64,5% (98/152) dos individuos, porém o numero de relatos de pacientes que nao

utilizava tabaco ou drogas ilicitas foi elevado, como observado na tabela 6.

Tabela 6 Consumo do alcool, tabaco e drogas ilicitas entre os pacientes do estudo.

Frequentemente Eventualmente Nunca
(%) (%) (%)
Consumo de alcool 20 (13,2) 78 (51,3) 54 (35,5)
Consumo de tabaco 14 (9,2) 34 (22,4) 104 (68,4)
Consumo de drogas 17(11.2) 2(13) 123075
ilicitas :

6.2 FATORES DE RISCO PARA AQUISICAO DA INFECCAO PELO HCV

Quando avaliados, atraves da andlise das respostas obtidas no questionario
epidemioldgico, os fatores de risco para aquisicdo do HCV observou-se que a maioria
dos participantes do estudo (125/152) ndo utilizava preservativos em suas relacdes
sexuais, ndo possuia historico de Doengas Sexualmente Transmissiveis (DST)
(103/152) e teve até dois parceiros sexuais nos ultimos dois anos (116/152), como

demonstra a tabela 7.
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Tabela 7 Fatores de risco para aquisi¢do do HCV relacionados ao comportamento sexual.

Fatores de Risco Variavel N (%0)

Sim 27 (17,8)
Uso de preservativo

Nao 125 (82,2)

Sim 49 (32,2)
Historico de DST

Nao 103 (67,8)
N° de parceiros sexuais nos dois =2 116 (76,3)
Gltimos anos

>3 36 (23,7)

Analisando outras variaveis também relacionadas a fatores de risco para
possivel aquisicdo ou facilitacdo de propagacdo do virus da hepatite C destacou-se: o
relato de internagdo hospitalar demonstrou significancia estatistica (x*=37,007;
p=0,001) e a ndo utilizagdo de alicates de unha das manicures, usando “kits proprios”,
porém os participantes afirmaram compartilhar esses kits com membros da familia
(x*=11,059; p=0,009). Os principais dados referentes a fatores de risco podem ser

observados na tabela 8.
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Tabela 8 Andlise de fatores de risco para aquisi¢do do HCV.

Fatores de risco Variavel N (%)
) . Sim 55 (36,2)
Alicat h
icates de unha da manicure NZo 97 (63.8)
Piercing/tatuagem Sim 23 (15.1)
gitattiag N0 129 (84,9)
Transfusdo sanguinea Sim 33(2L7)
g N0 119 (78,3)
- Sim 1(0,7)
Hemodialise
Nao 151 (99,3)
) Sim 34 (22,4)
Exame de endoscopia
X P! N0 118 (77,6)
Internacdo Sim 114 (75)
¢ N0 38 (25)
. . L. Sim 73 (48)
Cirurgias dentaria
Irirglas gentarids N0 79 (52)
Historico de doencas infecciosas Sim 35 (23)
hepatotropicas Néao 117 (77)
. - Sim 16 (10,5)
Histérico familiar de HBV e HCV
Néo 136 (89,5)
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6.3 AVALIACAO DOS ACHADOS BIOQUIMICOS, MOLECULARES E
HISTOPATOLOGICOS

Todas as 152 amostras dos pacientes incluidos no estudo com sorologia
positiva para HCV (ELISA) foram testadas pelo método molecular de RT-PCR para
deteccdo do RNA viral, onde 45 (29,6%) foram indetectaveis pelo método e 107
(70,4%) apresentaram positividade. Quanto aos genétipos virais encontrados, 97/107

(90,6%) pertenciam ao gendtipo 1 e 10/107 (9,4%) ao gendtipo 3 (figura 7).

¥ Gendtipo1 = Genétipo 3

100%
900%
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600%
5006
10%
30%
200
10%
e

Figura 7 Genotipos virais dos 107 pacientes com RT-PCR positivo.

Analisando as dosagens bioquimicas das transaminases (ALT, AST), Gama
GT e Fosfatase alcalina, com relacdo aos valores de referéncias dos Kkits comerciais
utilizados, foi possivel observar que ndo houve alteracdes significativas nos resultados,

indicando que a maioria dos pacientes estava dentro da faixa de normalidade (tabela 9).
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Tabela 9 Valores dos testes bioquimicos.

Valores .

. AST (%) ALT (%) Fosfatase alcalina (%)  y-GT (%)

bioquimicos

Normais 111 (73) 108 (71) 152 (100) 109 (72)

Alterados 41 (27) 44 (29) - 43 (38)
Total 152 152 152 152

Correlacionando as dosagens bioquimicas de ALT, AST, Fosfatase alcalina
e y-GT com o0s genotipos virais, ndo encontramos diferencas estatisticamente

significantes entre os gendtipos 1 e 3, como demonstra a tabela 10.

Tabela 10 Associacdo entre dosagens bioquimicas e correlacdo com os genétipos virais.

Genotipo 1 Genotipo 3
Dosagem p (bilateral)
Meédia (escores) Meédia (escores)
AST (TGO) 41 (10-350) 34 (13-54) 0,8097
ALT (TGP) 44 (8-249) 36 (14-115) 0,7401
Fosfatase alcalina 112 (12-250) 96 (51-163) 0,2105
v-GT 52 (5-432) 45 (10-172) 0,9190

Dos 152 pacientes participantes deste estudo, 65 realizaram coleta de
bidpsia hepética e exame histopatoldgico, sendo utilizado o Escore de Metavir para

anélise do grau de atividade portal (A) e fibrose (F). Segundo laudo histopatolégico,
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todos os pacientes tinham hepatite crénica. Observou-se que 29,3% (19/65) dos
pacientes apresentaram atividade variando de grau O a 1 e 70,7% (46/65) entre os graus
2 e 3. Quanto ao nivel de fibrose, 36,9% (24/65) apresentaram graus 0 a 1 e 63,1%
(41/65) graus 2 a 4.

Comparando as dosagens biogquimicas com as alteragcdes histopatoldgicas,
ndo obtivemos concordancia, pois pacientes portadores de fibrose (F2-F4), bem como,
com atividade portal (A2-A3) apresentavam valores normais das enzimas hepaticas

estudadas, como é possivel verificar nas tabelas 11 e 12.

Tabela 11 Associagdo entre dosagens bioquimicas e atividades histopatoldgicas portais.

A0 —-Al(19) A2 — A3 (46)
Dosagem p (bilateral)
Média (escores) Meédia (escores)
AST (TGO) 45 (17-98) 49 (12-350) 0,4446
ALT (TGP) 50 (10-158) 54 (10-249) 0,8853
Fosfatase alcalina 101 (50-143) 116 (12-250) 0,4028

v-GT 84 (14-432) 58 (6-239) 0,2545
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Tabela 12 Associagdo entre dosagens bioquimicas e fibrose.

FO—F1 (24 F2 — F4 (41)
Dosagem p (bilateral)
Meédia (escores) Meédia (escores)
AST (TGO) 46 (17-104) 49 (12-350) 0,2451
ALT (TGP) 54 (13-158) 53 (10-249) 0,1656
Fosfatase alcalina 97 (50-143) 119 (12-250) 0,0600
v-GT 82 (14-432) 55 (6-239) 0,2161

Analisando as alteracBes histopatologicas e 0s genotipos virais pudemos
encontrar associacdo destas variaveis, sendo o geno6tipo 1 relacionado a modificacoes

histologicas mais intensas, como indicam os dados da tabela 13.

Tabela 13 Correlagdo dos genétipos virais e dos achados histopatolégicos.

Caracteristica Genotipo 1 Genotipo 3 _
) o p (bilateral)
histopatologica Média (escores) Média (escores)
Atividade neutrofilica 2 (A0-A3) 1 (A0-Al) 0,0189

Fibrose 2 (FO-F4) 1 (FO-F1) 0,0211
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7 DISCUSSAO

A variedade de manifesta¢cBes clinicas, que transcorre de pacientes
assintomaticos ao desenvolvimento do carcinoma hepatocelular, os diferentes genotipos
virais associados a progressdo da doenca e a diversidade de vias de contaminacéo fazem
da infeccdo de virus da hepatite C importante assunto para pesquisa (ABREU, 2007;
AGUILERA, 2006; MARQUESINI et al., 2008; PASSOS, 2003).

Através da andlise do questiondrio epidemioldgico aplicado aos
participantes, o estudo revela o predominio de homens com média de idade de 45 anos,
baixa renda e escolaridade, sendo a maioria trabalhadores dos setores de comércio e
servigos. Esses achados corroboram com os encontrados por Miranda et al. (2004).

Um total de 64,5% dos pacientes estudados relatou fazer consumo frequente
ou eventual de bebidas alcodlicas. O consumo frequente de alcool (DUFOUR, 1999)
pode estar relacionado a alteracbes dos marcadores bioquimicos, sem que
necessariamente haja infeccdo pelo HCV ou, quando presente, a infeccdo apresente
caracteristicas mais severas. Outros estudos demonstram que o0 uso abusivo de alcool
representa uma das principais causas de cirrose e € um dos principais contribuintes para
o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular tendo um efeito sinérgico na presenca
do HCV (BOULAAJAJ et al., 2005; PERZ et al., 2006).

Muitos individuos afirmaram ser casados ou manter uma unido estavel,
porém 82,2% do total de participantes ndo utilizavam preservativos e 76,3% disseram
ter mantido relagdes sexuais com até 2 parceiros nos ultimos dois anos. Quando
questionados sobre a presenca de DST, 67,8% disseram que ndo possuiam ou néo
tinham conhecimento de terem historico dessas doencas. Estudos como os de

Cavalheiro (2007) e Fagundes et al. (2008) indicam que apesar da via sexual ndo ser
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uma rota efetiva para transmissdo do HCV, a multiplicidade de parceiros (3 ou mais nos
ultimos dois anos), a ndo utilizacdo de preservativos e a coinfeccdo com outras doencas
DST, principalmente o HIV, aumentam o risco de transmissdo de HCV, dados que
reforcam os achados deste trabalho.

De acordo com Aguilera et al. (2006), Brasil (2006, 2008) e Lopes et al.
(2009), 0 HCV é quase exclusivamente transmitido via parenteral através da exposicao
ao sangue contendo as particulas virais, como no compartilhamento de utensilios para
colocacdo de piercing e confeccdo de tatuagens. Instrumentos hospitalares e o
compartilhamento de alicates de unhas ndo s6 das manicures, como também entre os
membros da familia, também sdo fatores de risco destacados em varios estudos
epidemioldgicos (AGUILERA et al., 2006; AQUINO et al., 2008; LOPES et al., 2009).

Resultados similares foram observados neste estudo onde uma grande
proporcao dos pacientes relatou internacao hospitalar. Quanto a utilizacao de alicates de
unha, 36,2% dos pacientes relataram utilizar os das manicures e dos 63,8% que
possuiam alicate préprio, todos compartilhavam entre seus familiares esse utensilio.

Dados da literatura indicam que em mais de um terco dos casos nao é
possivel identificar claramente a fonte de infeccdo (AGUILERA et al., 2006; AQUINO
et al., 2008; LOPES et al., 2009).

Das 152 amostras sorologicamente positivas para HCV, 45 foram
indetectaveis e 107 positivas para deteccdo do RNA viral por RT-PCR, sendo o
gendtipo viral 1 (90,6%) o mais prevalente seguido do gendtipo 3 (9,4%). Os gendtipos
virais 2, 4, 5 e 6 ndo foram visualizados nas amostras analisadas. Outros estudos
realizados na regido Norte descrevem somente a presenca dos dois genotipos (1 e 3),
sendo o gen6tipo 1 o mais prevalente (PARANA et al., 2007; OLIVEIRA-FILHO et al.,

2010), no entanto, no restante das regides brasileiras é encontrado o genétipo 2 com
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prevaléncia maior que 3% e 0s gendtipos 4 e 5 em baixas frequéncias na regido Sudeste
(DUARTE, 2006; LOPES et al., 2009, SILVA et al., 2006; ZARIFE et al., 2006).

Nesse estudo, as dosagens das transaminases (ALT e AST), y-GT e
Fosfatase alcalina ndo se mostraram bons marcadores para avaliar o grau de alteracdo da
funcdo hepatica de pacientes portadores de infeccdo pelo HCV. Trabalhos relatados na
literatura, como os de Marquesine et al. (2008) e Pereira et al. (2005) indicaram
resultados semelhantes e Boulaajaj et al. (2005) afirmou que aproximadamente metade
dos pacientes com hepatite crénica tém transaminases normais.

Quanto a associacdo encontrada entre o genotipo 1 e as alteragdes
histopatoldgicas mais intensas presentes nas bidpsias hepaticas, estudos com os de
Barbosa et al., 2005, Jovanovic et al., 2004 e Tomei et al., 2005 encontraram resultados

concordantes com os deste estudo.
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8 CONCLUSAO

Dos 152 pacientes com sorologia positiva para anticorpos anti-HCV analisados,
verificou-se que:

e A amostra foi caracterizada com predominio de individuos do sexo masculino,
média de idade de 45 anos e baixo nivel de escolaridade.

e A renda familiar mensal foi, em sua maioria, de até dois salarios minimos; e as
atividades ocupacionais com maior concentracdo foram na area de comércio e
servigo, que abrange comerciantes, vendedores, manicures, entre outros.

e A maioria dos individuos era casado ou mantinha unido estavel; e o consumo de
alcool frequente e eventual representou mais da metade dos avaliados.

e Quanto aos fatores de risco para a aquisicao viral, destacaram-se a ndo utilizacao
de preservativos nas relaces sexuais; a multiplicidade de parceiros (mais de 2
nos ultimos dois anos); o historico de internacdo hospitalar; e o
compartilhamento de kits de manicure.

e O RNA viral foi encontrado em 107 das 152 amostras analisadas, havendo
predominio do genoétipo 1 (97/107), seguido do gendtipo 3 (10/107) e os outros
gendtipos nao foram encontrados.

e Através dos testes bioquimicos realizados para analise da funcdo hepética dos
pacientes, ndo houve alteracdo significante nos resultados quando comparados
com o0s gendtipos virais nem com as alteragdes histopatologicas.

e Foram realizadas biopsias hepéticas de 65 pacientes com indicacdo para o referido
procedimento. Comparando 0s genotipos virais e 0s achados histopatoldgicos,
observou-se maiores modificacfes histologicas em pacientes portadores do gendtipo

1 do virus.
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10 APENDICES

Apéndice 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROJETO: Virus da Hepatite C: prevaléncia, fatores de risco e caracterizagdo de subtipos virais.

| - IDENTIFICACAO

Nome: Idade:

Sexo: ( )Masc. ( )Fem. Peso Altura Cor: _
Naturalidade: Data de nascimento / /
Residéncia atual

Tempo de residéncia: Telefones:

Paciente encaminhado por qual instituicdo?
Il - ESTILO DE VIDA

Estado Marital: ( )Solteira ( )Casada ( )Unido estavel

Uso de preservativo: ( )Sempre  ( )Algumas vezes ( )Nunca

Uso de anticoncepcional: ( )Sim ( )Nao Qual?

Uso de alcool: ( )Frequentemente ( )Eventualmente ( )Nunca

Fumo: ( )Freqlientemente ( )Eventualmente ( )Nunca

Uso de drogas: ( )Sim ( )Néo Qual?

Idade da primeira relacéo sexual N° de parceiros nos ultimos dois anos

Ja teve alguma DST? ( )Sim ( )Nédo Qual? .

111 - CONDICAO DE SAUDE
Ja realizou exame de endoscopia? ( )Ndo ( )Sim Quando e quantas vezes?
Transfusdo sanguinea? ( )Nado ( )Sim Quando e quantas vezes?
Transplantes de 6rgdos? ( )Ndo ( )Sim Quando e quantas vezes?
Hemodialise ( )N& ( )Sim Quando e quantas vezes?
Internacdo hospitalar  ( )Nd ( )Sim Quando e quantas vezes?
Doencas : Diabetes ( )Nd&o ( )Sim

Hipertensdo ( )N&o ( )Sim

Cardiopatas ( )Nd& ( )Sim

Distarbios renal ( )Ndo ( )Sim

Doencas infecciosas ( )Ndo ( )Sim Qual?
Outras?
Toma algum medicamento controlado? ( )N&o ( )Sim Qual?
IV- ANTECEDENTES FAMILIARES:
1- Algum familiar ja teve hepatite?  Sim( ) Nado ()
Queme qual ?
V - CONDICOES HABITACIONAIS
Saneamento: ( )Bom ( ) Razoavel ( )Ruim
Abastecimento de 4gua: ( )Encanada ( )Pogo ( )Rios e lagos
Fossa: ( )Sanitaria ( )Fossa Negra
NUmero de pessoas na casa: Adultos () Criangas ()
NUmero de comodos da casa:




VI — CONDICOES SOCIO-ECONOMICAS
Escolaridade Profissao:

Salario Familiar
() <quelminimo () de3a5 minimos
()1 minimo () de5a10 minimos
() 2 minimos () >que 10 minimos
Utensilios domésticos:

1. Geladeira: () Sim () Néo

2. Freezer: () Sim () Néo

3.TV: ( )Sim () Nao

4.Som: () Sim () Néo

5. Microondas: () Sim () Néo

6. Sofa: () Sim () Nao

Responsavel pela coleta:

78
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Apéndice 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

TERMO DE ESCLARECIMENTO E CONSENTIMENTO LIVRE
PROJETO: Virus da Hepatite C: prevaléncia, fatores de risco e genotipagem.

Esta pesquisa possui como principal objetivo estudar a prevaléncia da infec¢do pelo virus HCV nos
pacientes atendidos no programa de Hepatites do Nucleo de Medicina Tropical. Para tanto é necessario
coletar sangue, com essa finalidade prestamos os seguintes esclarecimentos:

1- Serdo realizados exames de sangue para pesquisar a infeccdo pelos virus HCV.

2- A pesquisa oferece riscos minimos para o participante, referente a coleta de sangue que serd realizada
por profissional treinado.

3- O beneficio para quem participa da pesquisa € a realizagdo dos exames que auxiliaram no diagnostico e
tratamento da doenca.

4- Os exames realizados pela pesquisa serdo gratuitos, ndo necessitando nenhum custo por parte do
participante para sua realizacao.

5- Os resultados dos exames realizados pela pesquisa serdo usados como dados da pesquisa, omitindo-se a
identidade do participante.

6- Somente o pesquisador responsavel e 0 médico ficardo sabendo da participagdo e se for necessario,
autoridades de saude poderdo ser informados para tomar medidas que beneficiem o participante da
pesquisa ou outras pessoas.

7- Ninguém é obrigado a participar da pesquisa, assim como podera se retirar dela no momento que
desejar, sem qualquer prejuizo pessoal.

Solicitamos assim, a sua autorizacdo para efetuarmos o referido exame e realizarmos uma entrevista,
sendo que a mesma é confidencial; para desenvolvermos o estudo em questao.

CONSENTIMENTO

Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido sobre o
contelido do mesmo, assim como seus beneficios. Declaro ainda que por minha livre vontade, aceito
participar da pesquisa cooperando com a coleta de material para exame.

Belém,_/ /

ASSINATURA DO PACIENTE

Pesquisador Responsavel: Dra. Luisa Caricio Martins, End. Avenida Generalissimo Deodoro, n°® 92,
Nucleo de Medicina Tropical CEP: 66055-240 — Fone: 32016812
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11 ANEXO

S ———

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°039/2007-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: VIRUS DA HEPATITE C: PREVALENCIA, FATORES DE RISCO E
GENOTIPAGEM.

Pesquisador Responsavel: Luisa Caricio Martins.
Instituigdod Urfidade:UFPA.

Data de Entrada: 10/10/2007.

Data do Parecer: 30/10/2007.

2

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela
durante a reunido realizada no dia 30/10/2007. Considerando que, embora tenham sido
atendidas as exigéncias da Resolugdo 196/96-CNS/MS, é importante acatar as seguintes
recomendagoes :
- Indispensavel ajustar o cronograma de atividades e esclarecer detalhadamente os critérios
de incluséo e excluséo.

Parecer. APROVADO COM RECOMENDAGAO.
Belém, 31 de outubro de 2007.

C et (ks
Prof® Teiichi Oikawa
Coordenador do CEP-NMT/UFPA.



