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RESUMO: O HCV, agente causador da hepatite C, é um virus pertencente ao género Hepacivirus, da familia
Flaviviridae, apresentando um genoma constituido por uma hélice simples de RNA. A transmissdo do HCV ocorre por
via parenteral, como: transfusdo de sangue e hemoderivados, hemofilicos, usudrios de drogas injetdveis ou inaldveis,
material cortante ou perfurante podem ser veiculo transmissor. A possibilidade de transmissdo sexual é ainda uma
questdo aberta e a transmissdo vertical também € baixa, sendo que, no entanto, a mesma pode aumentar se o paciente
tiver forte viremia e/ou co-infec¢do com o HIV. O diagndstico da hepatite C é baseado em testes sorolégicos como
ELISA e RIBA e em técnicas de biologia molecular. O ELISA detecta o anticorpo contra o virus anti-HCV, caso o
resultado seja indeterminado € necessdrio utilizar testes confirmatérios como o RIBA. Para confirmagdo diagndstica,
usa-se a PCR qualitativa RNA-HCV, e testes quantitativos s3o utilizados para avaliar a carga-viral, sendo que os
mesmos também sdo utilizados para monitorar a resposta terapéutica. A tecnologia de amplificacdo dos 4cidos
nucléicos (NAT) resulta em uma mudanca de métodos laboratoriais convencionais, pois, a identificacdo € rdpida no
periodo de janela imunoldgica, aproximadamente 50 a 60 dias apds a contaminacdo, resultando entre 10 a 11 dias. A
necessidade de incorporacdo do NAT nos bancos de sangue € devido a sua habilidade de reduzir o periodo de janela
imunoldgica entre a infecgdo e a descoberta da doenga, aumentando assim a seguranga transfusional.

Palavras-chave: Hepatite C, Tecnologia de Amplificacio dos Acidos Nucléicos, Diagnéstico Molecular.

The importance of nucleic acid amplification technology for detection of
hepatitis ¢ virus in blood banks

ABSTRACT: The HCV, agent of hepatitis C, a virus belonging to the genus Hepacivirus of the Flaviviridae family,
having a genome comprising a single strand of RNA. HCV transmission occurs via parenteral, such as blood transfusion
and blood products, hemophiliacs, intravenous drug users or inhaled, material cutting or piercing can be a vehicle
transmitter. The possibility of sexual transmission is still an open question and the transmission is also low, being,
however, it may be increased if the patient has strong viremia and/or co-infection with HIV. The diagnosis of hepatitis
C is based on serological tests such as ELISA and RIBA and molecular biology techniques. The ELISA detects
antibodies against the virus anti-HCV, if the result is indeterminate confirmatory tests must be used such as RIBA. To
confirm the diagnosis, we use a qualitative PCR RNA-HCV, and quantitative tests are used to evaluate viral-load, and
they are also used to monitor therapeutic response. The nucleic acid amplification technique (NAT) results in a change
of conventional laboratory methods, therefore, is quick to identify the “immune gap” period, approximately 50 to 60
days after contamination resulting from 10 to 11 days. The need for incorporation of NAT in blood banks is due to its
ability to reduce the immune window period between infection and disease was discovered, thereby increasing
transfusion safety.

Keywords: Hepatitis C, Nucleic Acid Amplification Technique, Molecular Diagnostics.
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1. Introducio

A hemoterapia, no Brasil e no mundo,

caracterizou-se pelo desenvolvimento e
adocdo de novas tecnologias, objetivando
transfusionais,

minimizar oS riscos

especialmente quanto a prevengdo da
disseminacdo de agentes infecto-contagiosos.
A indicagdo adequada do uso do sangue e
componentes, atendendo  preceitos da
hemoterapia seletiva, vem propiciando uma
maior otimizagdo das unidades coletadas e
redu¢do quantitativa na

O Ministério da Saidde (MS)

exposicdo dos
receptores.
determina que, para cada doacdo efetivada,
sejam realizados testes sorolégicos para os
seguintes patégenos: Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) 1 e 2, Virus
Linfotrépico — T Humano I e I (HTLV I e ID),
Tripanossoma cruzi, Treponema palladium,
Plasmodium em &reas endémicas de maldria,
Citomegalovirus (CMV), Virus da Hepatite B
(HBV) e Virus da Hepatite C (HCV)
(Carrazzone et al., 2004).

Dentre as hepatites virais, a de maior
destaque € a hepatite C (HCV), que constitui
grave problema de sadde publica em

diferentes partes do mundo, porque se
associam a elevado grau de cronificagdo, em
torno de 85% dos casos e podendo evoluir
para cirrose hepdtica e  carcinoma
hepatocelular. O quadro da hepatite C vem
sendo cada vez mais preocupante em nivel
mundial, inclusive no Brasil. A Organizacao

Mundial da Saide (OMS) estima que existam
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3 milhdes de pessoas infectadas no Brasil,
sendo que 140 mil delas estdo na capital
paulista (Biancarelli, 2004; Valente er al,
2005).

O HCV ¢é pertence ao género
Hepacivirus, da familia Flaviviridae, sendo
seu genoma constituido por uma hélice
simples de RNA. Possui aproximadamente
4.800pb, com uma unica regido de leitura que
produz uma proteina de cerca de 3.000
aminodcidos. No nucleocapsideo, distinguem-
se as proteinas estruturais: core, E1 e E2 e as
ndo estruturais — NS — (1 a 5), sendo essas
ultimas responsdveis pela replicagdo viral
(Strauss, 2001).

A transmissao do HCV ocorre por via
parenteral e hemoderivados, sendo o virus
encontrado principalmente no sangue total,
papa de hemdcias, plaquetas, plasma e
especialmente, nos concentrados de fatores de
coagulagdo. A possibilidade de transmissdo
sexual € ainda discutida. A gravidez ndo estd
contra indicada nas mulheres infectadas, pois
a transmissdo vertical € baixa, inferior a 6%.
O risco de transmissdo aumenta nos pacientes
com forte viremia e/a co-infec¢gdo com o HIV
(Conte, 2000a; Passos, 2003 e Valente et al.,
2005).

O HIV e o HCV compartilham o
mesmo mecanismo de transmissdo em relagao
a via parenteral. A semelhanca
epidemiolégica explica a alta frequéncia da

co-infeccdo pelos dois virus, sendo mais
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comum em pacientes com histdria de uso de
drogas injetdveis e transfusdes (Di et al.,
2001).

Existe uma grande variabilidade na
sequéncia gendmica do HCV. A andlise
filogenética das sequéncias  gendmicas
permitiu a caracterizacdo de 6 gendtipos (1 a
6) que sdo subdivididos em grupos A até F.
No Brasil, os mais frequentes sdo o0s
gendtipos 1, 2 e 3. Sabe-se que, dentre esses,
o gendtipo 1 caracteriza-se pela maior
resisténcia ao tratamento antiviral. Dentro de
um mesmo gendtipo e subtipo pode-se ainda
ter variacdes do HCV, que sdo denominadas
quasispecies (Strauss, 2001). As quasispecies
muito

séo um conjunto de moléculas

semelhantes, que  apresentam  muitas
caracteristicas gerais em comum, mas, por
outro lado, heterogé€neas, devido a diferencas
Assim,

na sequéncia nucleotidica.

desempenham importante papel no

desenvolvimento da infeccdo viral,

permitindo a sele¢do de variantes mais

resistentes, sob a pressio da resposta
imunoldgica do hospedeiro (Corréa, 2006). O
periodo de incubag@o do virus € de 6 a 7
semanas (Al-Quaiz et al., 2004). Na tultima
década, foi descrito uma proteina CD81, que
se ligaria a fracdo E2 (envelope do virus),
funcionando como um receptor e co-receptor,
encontrado tanto em hepatdcitos como em
linfécitos periféricos. Assim, a neutralizagdo
do HCV poderia se fazer por intermédio desse
(Strauss, 2001). Porém,

receptor seu
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mecanismo exato de replica¢do ainda ndo estd
bem elucidado, devido a grande dificuldade
de se estudar o virus (Moradpour et al., 2004).

A determinag@o da historia natural da
hepatite C é de dificil avaliacdo devido a
varios  fatores: escassez de  estudos
prospectivos, frequente imprecisdo dos dados
sobre a época da contaminacdo, curso longo e
assintomdtico da doenca. Além desses,
existem os fatores que influenciam os estudos,
tanto ambientais como etilismo cronico e co-
infec¢Oes virais (diferentes gendtipos e cargas
virais), ou fatores do hospedeiro, dentre eles
os fatores imunolégicos (Al-Quaiz et al.,
2004). Apesar de sua enorme relevancia, é
uma doenga que recebe pouco destaque pelos
o6rgdos vinculados a Saidde Pdblica. Os
mecanismos responsaveis pela persisténcia da
infeccdo pelo HCV ainda ndo foram
esclarecidos. Entretanto, na ultima década,
houve avancos significativos no entendimento
de sua epidemiologia, vias de transmissdo,
patogénese, terapéutica

(Strauss, 2001).

diagnodstico e

A doenca € assintomdtica na maioria
dos casos. O tempo de incubagdo da hepatite
C mostra-se bastante varidvel, de 1 a 13
meses, com média de 8 meses. Logo apds a
contamina¢do, o melhor marcador e unico
disponivel até o presente é a determinag@o do
RNA-HCV por técnicas moleculares, pois, os
anticorpos surgem apenas 4 a 20 semanas
apds o contdgio (Strauss, 2001). A patologia

apresenta a forma aguda que antecede a forma
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cronica, a sintomatologia pode apresentar
mal-estar, vOmitos, nduseas, ictericia e dores
musculares. No entanto, a maioria dos
portadores sé percebe que estdo doentes anos
apo6s a infec¢do, quando apresentam um caso
grave de cronificacdo. A inexisténcia de
vacina e o reduzido impacto do tratamento
apontam para a prevencdo como a unica
alternativa para deter o avanco da doenga,
melhorar o diagndstico, os quais representam
papel fundamental para se atingir o controle
do HCV (SBPC, 2006 e Varella, 2006).
Sendo assim, diante desse grave
problema de saide publica, o objetivo dessa
revisdo da literatura é abordar aspectos gerais
da infec¢do, a partir da contaminagdo,

diagnosticos, tratamento, prevengdo € Os
avancos da biologia molecular na édrea do
diagnostico, tornando assim, os testes mais
eficientes, reduzindo o periodo da janela

imunolégica.
2. Epidemiologia

O percentual de pacientes
cronicamente infectados que evoluem para
cirrose apdés 20 anos do contigio varia em
diversos estudos, sendo que os de base
populacional resultaram em taxas de 4 a 10%,
enquanto realizados clinicas

nos em

especializadas em doengas hepdticas a
incidéncia encontrada € de cerca de 20%,

sendo que provavelmente a taxa correta situe-
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se entre 10 e 15%. Entretanto, pouco se sabe a
respeito da evolucdo da infecg¢@o cronica pelo
HCV em periodos mais longos do que duas
décadas. Uma vez com cirrose, cerca de 1 a
4% dos pacientes por ano desenvolvem
carcinoma hepatocelular (Alves et al., 2003).

No Brasil, ndo h4 dados precisos sobre
a prevaléncia do HCV. Ha4 relatos em diversas
dreas que sugerem que, em média, na
populacdo a prevaléncia esteja entre 1 a 2%
(Ferreira & Silveira, 2004). Até 1998,
registravam-se aproximadamente 180 milhdes
de pessoas portadoras do virus da hepatite C
no mundo, sendo que nos anos de 2000 a
2003, esses dados foram superados. Estimam-
se em 200 milhdes os portadores de HCV, ou
cerca de 3% da populacio mundial esteja
infectada por esse virus (Terrez-Speziale,
2003, Wesley & Alter, 2000).
Aproximadamente 80 a 85% dos casos podem
evoluir a cronicidade ocupando atualmente o
primeiro lugar entre as causas de transplante
hepatico (Gaze, 2006).

No Brasil, foram notificados até 2001,
cerca de 20.000 casos, tornando-se impossivel
negar a emergéncia de mais uma epidemia de
gravidade inquestiondvel (Gaze, 2006). A
distribuicdo da doenca é mundial, sendo que a
ocorréncia varia de regido para regido, assim
dificultando o estudo real da prevaléncia de
hepatite C. A mais baixa prevaléncia dessa
infec¢do, de 0,01 a 0,1% é encontrada no

Reino Unido e na Escandinavia. No Oeste

Europeu, Estados Unidos, parte das Américas
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Central e do Sul, Austrélia e certas regides da
Africa, incluindo Africa do Sul, a prevaléncia
varia de 0,2 a 0,5%. A prevaléncia de 1 a 5%
tem sido observada no Brasil, Leste Europeu,
Mediterraneo, fndia, partes da Africa e Asia.
A mais alta prevaléncia tem sido descrita no
Egito 17 a 26% (Corréa, 2000).

Segundo informagdes do relatério da
Sociedade Brasileira de Hepatologia, os
estudos de prevaléncia em candidatos a
doagdo de sangue, por meio do teste de
triagem anti-HCV, demonstram variacdes
entre as regides brasileiras. A menor
prevaléncia foi observada na regido Sul
(0,65%), enquanto prevaléncias moderadas
foram encontradas nas regides Centro-Oeste
(1,04%), Nordeste (1,19%) e Sudeste
(1,43%). A alta prevaléncia (1,6 a 3,5%) foi
reportada na regido Norte. Assim, estima-se
uma prevaléncia moderada para as principais
regides  brasileiras, observando-se alta
prevaléncia somente em alguns Estados,
como o Pard (2,0%) e o Rio de Janeiro
(2,6%). Contudo, uma prevaléncia muito alta
foi relatada no Acre 5,9%, a maior entre todos
os Estados brasileiros (Teixeira & Velasco,

2005).

3. Resposta Imunolégica da Infeccao

pelo HCV

O papel que o sistema imune exerce na

infeccdo pelo HCV, desencadeia intenso

interesse e controvérsia quanto aos estudos
nos ultimos anos, o qual foi revisado em
detalhes nos ultimos cinco anos (Henderson,
2003). A importancia relativa da resposta
humoral e celular, em todos os niveis do
sistema imunoldgico foi o foco de
investigacdo durante a dltima década. Sugere-
se uma variedade de fatores, alguns
relacionados com a genética de defesa do
hospedeiro, fatores ambientais e a propria
biologia do virus (Henderson, 2003).

ApOs a infecgdo, diversos mecanismos
da resposta imune sdo desencadeados com o
intuito de controld-la. A infeccdo de uma
célula hospedeira permite a replicacdo viral
intensa, favorecendo o aparecimento de
viremia e subsequente ativagdo do sistema
imune do hospedeiro. Um dos mecanismos
imunolégicos desencadeados consiste na
producdo de interferon (IFN) alfa (o) e beta
(B) e gama (y), que atuam na ativacdo de
mecanismos protetores da infec¢do de células
adjacentes, além de substancias com agdo
anti-viral direta, como a proteina quinase, que
inibe a sintese de proteinas, e a 2’5’
oligoadenilato  sintetase  envolvida  na
degradag@o do genoma viral. Dois dias apos a
infeccdo, mecanismos da imunidade inata ja
podem ser evidenciados no organismo
hospedeiro, incluindo a atividade de células
fagociticas e a ativagdo de linfécitos ‘natural
killer (NK), sendo que a auséncia ou reducao

N

da atividade desses linfécitos pode levar a

N

maior susceptibilidade 2 infeccio viral. A
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medida que a infec¢do viral progride, essas
respostas imunes especificas sdo ativadas,
com o aparecimento de linfécitos T auxiliares
(LTa-CD4+). Os anticorpos produzidos contra
proteinas virais

podem apresentar

especificidades variadas, porém aqueles
contra glicoproteinas do envelope ou capsideo
viral ou da membrana da célula infectada sdo
0s mais importantes no controle da infeccdo
(Martins Filho, 2005).

Pacientes  imunocompetentes que

adquirem a infec¢do por HCV, geralmente
produzem uma variedade de anticorpos
dirigida contra as regides estruturais e ndo-
estruturais do virus, diminuindo gradualmente
com o passar do tempo. Em infeccoes
cronicas a resposta humoral do hospedeiro
coloca pressdo significativa no virus,
resultando no aparecimento de geracdes de
quasispecies. O aparecimento de nuimeros
crescentes de quasispecies, permitindo que o
virus presumivelmente escape da imunidade
humoral e celular do hospedeiro, prediz
infec¢do cronica. Porém, outros estudos em
pacientes (embora com populagdo
relativamente pequena) concluem que a
HCV

evolucdo de  quasispecies de

N

simplesmente ndo se refere a resposta

imunolégica (Henderson, 2003).
Na resposta imune adaptativa, os LTa-

CD4+ sdo fundamentais na atuagdo da

imunidade  celular  contra  patdgenos

intracelulares. Essas células reconhecem os

peptideos  virais antigénicos ligados as
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moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de
classe II na membrana das células

apresentadoras de antigenos. Os LTa-CD4+
também desempenham papel fundamental na
linfécitos T  citotoxicos,

ativacdo  dos

responsdveis pela eliminagdo das células
infectadas por virus e, em conjunto, produzem
citocinas que podem inibir a replicagcdo viral.
As respostas dos LTa-CD4+ aos diferentes
antigenos virais, incluindo o do core, estdo
associados a uma evolucdo benigna da
infeccdo pelo virus da hepatite C (Martins
Filho, 2005).

Embora o desenvolvimento preciso
sobre a resposta imunoldgica para HCV ndo
esteja totalmente elucidado. Permanece um
assunto de controvérsia significativa, pois,
individuos infectados desenvolvem respostas
equilibradas, agressivas, alguns conseguem
eliminar a infeccdo e outros ndo, podendo

evoluir para cirrose ou hepatocarcinoma

(Henderson, 2003).

4. Transmissao

A transmissio do HCV ainda ndo estd
muito clara para a comunidade cientifica, mas
sabe-se que se dd principalmente pelo contato
direto com sangue contaminado, por meio de
transfusdo, compartilhamento de agulhas e
uso de objetos cirdrgicos ndo esterilizados.
vitimas foram

Inicialmente as principais
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hemofilicos, pacientes renais cronicos que
faziam hemodidlise e pessoas que receberam
1992.

transfusdes de sangue antes de

Adicionalmente, os usudrios de drogas
injetdveis passaram a ser os mais afetados
(Pearlman, 2004 & Poynard, 2004).

Outras vias de contaminacdo sdo 0s
procedimentos médicos, odontoldgicos, de
acupunturista ou de tatuagem. Portanto,
qualquer material cortante ou perfurante pode
ser veiculo transmissor do virus de uma
pessoa para outra, como o alicate da
manicure, a lamina de barbear ou mesmo a
escova de dente, compartilhada por cOnjuges
ou filhos (Strauss, 2001). As taxas de soro
prevaléncia entre as populagdes de risco
variam entre 0,18 a 0,8% em doadores de
sangues, 9% em pacientes de didlise, 50% em
usudrios de drogas intravenosas € 70% em
hemofilicos (Orgenics, 2011). Segundo a
Portaria N° 79 do Documento Oficial da
Unido (DOU) 03/02/2003, todo sangue
coletado no Brasil dever4 ser testado por meio
de técnicas de biologia molecular para
diminuir a transmissao transfusional do HCV.
Esses testes sdo caracterizados como testes de
amplificacio de 4cidos nucléicos (NAT)

(Poli, 2003).
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5. Diagnéstico Sorolégico e
Molecular
O método soroldgico, que utiliza

pesquisa de anticorpos contra o virus da

hepatite C, é o mais frequentemente

empregado para identificar a infeccao,
presente e passada. Existem dois tipos de
testes sorolégicos: os que adotam a técnica
(ELISA), de alta

Enzima Imunoensaio

sensibilidade, usadas no rastreamento da
infeccdo; e os que utilizam a técnica de
immunoblot (RIBA), de maior especificidade,
nomeados por isso de suplementares ou
confirmatérias. Em relacdo as técnicas de
biologia molecular, podemos destacar varios
testes. Um deles possibilita a detecgdo do
RNA do virus C, sendo ttil para estabelecer o
diagndstico de infeccdo em  situagdes
especificas, como na fase inicial da infecg¢do,
em pacientes imunossuprimidos ou com baixa
probabilidade  de

(Brandao, 2001).

estarem  infectados

Isoladamente, o teste positivo significa
apenas que o paciente foi infectado. A tdnica
maneira de saber se a infec¢do € passada (cura
espontanea) ou atual (aguda ou crdnica) é a
realizagdo da PCR qualitativo para o HCV.
Confirmada a cronicidade, ¢ fundamental a
bidpsia hepdtica e a genotipagem. A bidpsia
define o tamanho e a extensdo da lesdo, o
progndstico e a indicagdo de tratamento

(somente se houver fibrose hepdtica). As
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lesdes minimas ndo devem ser tratadas porque
podem piorar em 15% dos casos, devido ao
do  bindmio

desequilibrio  iatrogénico

infec¢do-resposta imune. Pacientes com
contra-indicacdo para a realizagdo de bidpsia
hepética, Sao oS hemofilicos ou
plaquetopénicos, podendo ser incluidos no
tratamento mesmo sem a evidéncia
histolégica de lesdo hepdtica. A genotipagem
é necessdria para definir a duragdo do

tratamento (Focaccia et al.,, 2005).

6. Testes Sorolégicos

O teste sorolégico para diagndstico de
hepatite C, rotineiramente utilizado desde o
inicio dos anos 90, € o teste ELISA para
detec¢do de anticorpos contra o virus da
hepatite C (anti-HCV), que adquiriu maior
sensibilidade e especificidade ao passar de
testes de primeira para segunda e terceira
geracdes, ELISA II ou III. Embora
extremamente Uutil para o diagndstico das
hepatites  crOnicas, especialmente  nos
pacientes com alteracdes de transaminases e
epidemiologia sugestiva de HCV, o teste de
ELISA costuma apresentar resultado negativo
nos primeiros meses apds a contaminacgao,
dificultando o diagndstico etioldgico nas fases
iniciais da hepatite aguda pelo HCV ou
mesmo falseando um resultado negativo em
doadores de sangue contaminados. Por outro

lado, persiste a possibilidade de resultado
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falsamente positivo em doadores de sangue
ou qualquer grupo de individuos com poucas
chances de contaminag@o pelo HCV (Strauss,
2001).

Assim sendo, nos casos ou grupos com
altas chances de infecgdo pelo HCV, a
reatividade do teste pelo ELISA possui valor
de diagnéstico definitivo. Na divida, porém, é
possivel requisitar testes confirmatdrios ao
método de ELISA, como o RIBA (Strauss,
2001). No RIBA, as misturas complexas sdo
analisadas em géis de separagc@o analitica e
entdo as moléculas sdo transferidas para
membranas (blots) para identificacdio de
antigenos individuais por anti-soro especifico.
A realizacdo desses testes revela-se
particularmente ttil no descarte de falsos-
positivos em populagdes de baixo risco (Roitt
et al., 2002).

O teste para deteccdo do HCV deve

ser realizado por todas as pessoas que

receberam  transfusdo de sangue, de
hemocomponentes ou de pessoas que
realizaram um transplante de 4rgaos,

principalmente se o fato ocorreu antes de
1992, pois o teste anti-HCV s6 passou a ser
exigido para doadores apds essa época. Outro
grupo que tem grandes possibilidades de ter
sofrido contaminacdo, é o dos pacientes que
fazem ou fizeram hemodidlise. Também deve
realizar o teste, pessoas que apresentam oS
sinais ou sintomas da doenga, familiares de
portadores

(SBPC, 2006).

de hepatite C e hemofilicos
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As técnicas de biologia molecular,
embora menos acessiveis e mais complexas,
ganharam espagco e se firmaram como
necessdrias para confirmacio diagndstica. A
PCR ¢ uma das técnicas moleculares mais
utilizadas. Para confirmacdo diagndstica da
hepatite C, aconselha-se a determinacgdo
qualitativa do RNA-HCV. As determinacdes
quantitativas  (carga  viral) mostram-se
importantes antes do inicio do tratamento,
juntamente com a determinacdo do gendtipo,
para definir-se a duragdo do tratamento. Elas

também sdo utilizadas para monitorar a

resposta terapéutica ou para 0
acompanhamento de casos ndo tratados
(Strauss, 2001).
7. Testes Moleculares

Os testes moleculares podem ser
qualitativo, quantitativo e genotipagem
(Flores, 2005). Os testes qualitativos

informam a presenca ou nao do RNA viral,
sendo considerado um teste sensivel para a
identificacio do RNA do HCV pela reacio
em cadeia de polimerase com a enzima
transcriptase reversa (RT-PCR), que catalisa a
sintese do DNA complementar (cDNA) a
RNA  viral.

partir da regidao 5' do

Posteriormente, a PCR ¢ utilizada para
amplificar o cDNA, produzindo quantidades
suficientes para serem detectadas em gel de

agarose. O limite tedrico de deteccdo, por
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PCR, em condi¢cdes Otimas, ¢é de

aproximadamente 1000 coOpias do

genoma/mL, mas existem variagdes da
técnica, sendo as mais sensiveis, capaz de
detectar até 100 cépias do genoma/mL de
soro. A RT-PCR ¢é uma técnica laboriosa que
requer cuidados extremos para evitar
resultados falso-positivos ou falso-negativos.
Como os protocolos ndo sdo padronizados, os
resultados variam entre os laboratdrios
(Brandao, 2001).

O nivel de RNA do HCV (ou a carga
viral) no soro ou no plasma reflete as taxas de
replicagdo viral e de eliminag¢do do virus pelo
desenvolvidas

hospedeiro. Foram

basicamente duas técnicas de biologia
molecular para o teste quantitativo do HCV:
uma utiliza a tecnologia da PCR e a outra, a
do DNA ramificado (branched DNA). Esta
ultima se baseia na amplificagdo de um sinal,
e nio do DNA alvo, como ocorre na PCR
(Gretch, 1995).

Dentre as técnicas moleculares, a mais
promissora para amplificagdo e quantificacdo
de HCV ¢ a técnica que utiliza o sistema de
deteccao em tempo real. A metodologia de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (QRT-PCR) permite que os produtos de
amplificacdo sejam quantificados na fase
exponencial da reacdo, quando a quantidade
de produto é proporcional a quantidade de
DNA-molde presente no inicio da reagdo

(Ginzinger, 2002). Durante a qRT-PCR, o

acimulo de amplicons é detectado em tempo
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real, para cada ciclo da reac@o, por meio da
excitacdo de fluorocromos que marcam
sondas sequéncia-especificas

(Barbeau, 2004).

ou primers

Essa metodologia tornou a
quantificacio de mRNA mais simples e
precisa (Gabert et al, 2003). A PCR em
tempo real requer uma plataforma de
instrumentacio que contém um termociclador
acoplado a um sistema Gtico para a excitagdo
da fluorescéncia e captura da emissdo, além
de um computador para aquisicio de
resultados e andlise final da reagdo. Vdrias
metodologias de PCR em tempo real estdo
disponiveis no mercado. Os dois sistemas
mais usados sdo o SYBER Green e o TagMan
&  Alves,
2004). A PCR quantitativa além de detectar o

HCV a partir de 1.000 copias RNA/mL

(Applied Biosystems) (Novais

também € utilizado para avaliar a eficacia do
tratamento (Flores, 2005).

Com base em sua heterogeneidade
genética extensa, o HCV ¢ dividido em 6
gendtipos  principais

Os

e pelo menos 80

subtipos. gendtipos  sdo  distribuidos
geograficamente. O gendtipo predominante
em pacientes com infec¢do de HCV cronica é
o tipo 1. O método de escolha para
genotipagem do HCV € o sequenciamento de
regides de seu genoma. Habitualmente, sdo
avaliadas para este fim uma das seguintes
regides do RNA do HCV: regido 5' ndo-
codificante, E1 ou NS5B. Embora efetivo

para a maioria dos casos, este método nao
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permite a identificacdo do subtipo em casos
mais complexos e em pacientes com infec¢do
por mais de um subtipo de HCV. Por estas
razdes, o método de sequenciamento, embora
de maior complexidade, € o método escolhido

para subtipagem do HCV.

8. Tecnologia de Amplificacio de

Acidos Nucléicos (NAT)

Com o objetivo de promover o
controle em niveis de seguranca para o sangue
e derivados, tem sido preconizada a pesquisa
do RNA do HCV por meio do NAT. A OMS
estabeleceu o primeiro padrdo de referéncia
para esses testes. Apesar de a técnica indicar
aumento de seguranga no uso de derivados de
sangue, hd registro de transmissio do HCV
através da transfusdo de concentrado de
plaquetas feito a partir de sangue com teste de
2001;

amplificacdo (Brandao,

Flores, 2005).

negativo

A utilizacdo do NAT resulta em uma

modificagdo nos métodos laboratoriais,

principalmente pela identificacdo rdpida
diminuindo assim o periodo de janela
imunolégica, permitindo a descoberta da
infec¢cdo do HCV entre 10 a 11 dias apds a
contaminacdo (Giachett et al., 2002; Speers,
2006). O NAT tornou-se uma importante
ferramenta na pesquisa, por detectar a
presenca do virus circulante e ndo a resposta

do anticorpo para o virus. E um teste de alta

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coracdes, v. 10, n. 1, p. 313-328, 2012



sensibilidade e totalmente independente por
confirmar infecgdes em sorologia de casos
indeterminados. A necessidade de
incorporacdo do NAT nos bancos de sangue é
devida a sua habilidade de reduzir o periodo
de janela imunoldgica entre a infec¢do e a
descoberta (Giachett et al., 2002; Green,
2005). Uma variedade de testes para
qualificagdo e quantificacdo de RNA-HCV
baseado em NAT estao sendo
comercializados (Barbeau et al., 2004).

A Portaria n°262/2002 do MS, de 5 de
fevereiro de 2002, tornou obrigatério a
inclusdo dos testes NAT, em todas as
amostras de sangue de doador. Com a
implantagdo do NAT diminui-se o risco de
transmissdo HCV, por transfusdes de
hemocomponentes, aumentando a segurancga
transfusional (Nascimento, 2011). O teste
ELISA ¢ o principal exame realizado no pais,
pois detecta o paciente soro positivo para
HCYV por meio da pesquisa de anticorpos que
combatem o virus, mas o organismo leva
algum tempo para produzi-los. Assim, a NAT
estabelece eficicia no diagndstico, reduzindo
o periodo da janela imunolégica do HCV de
89 dias para 12 ou 13 dias (Terrez-Speziale,
2003).

Essas técnicas

comegaram a  Ser

utilizadas na rotina para diagndstico e
acompanhamento dos pacientes com HCV.
Adicionalmente, iniciou-se a prética de vérias
técnicas da NAT: na drea de triagem das

doagdes de sangue, para deteccdo da infeccdo
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no periodo que precede o desenvolvimento de
anticorpos, durante a fase inicial da mesma,
assim, detectando diretamente a presenca de
dcidos ribonucléicos no nidcleo do virus
(Nascimento, 2011).

A cidade de Goiania-Goids-Brasil é
uma das poucas capitais do pais onde o teste
j& € realizado na rede particular. Para o
Sistema Unico de Sadde (SUS), estd sendo
desenvolvida uma metodologia nacional, que
ird baratear os custos da NAT. Essa
tecnologia foi desenvolvida hd mais de treze
anos e hoje ¢ comum em paises da Europa,

Japdo, Estados Unidos e Austrdlia (O
Popular-GO, 2012).

9. Tratamento

O tratamento da hepatite C objetiva
deter a progressdao da doenga hepdtica pela
inibicdo da replica¢do viral, e estd indicado
para todos pacientes com forma aguda ou
cronica da doenca, que apresentam infeccdes
ativas, detectada por RNA viral por meio de
teste de PCR no sangue e lesdes histologicas
(Focaccia et al., 2005 & Strauss, 2001). Os
medicamentos disponiveis nos mais diversos
esquemas em termos de doses, duracdo ou
associacdes conseguem atingir os objetivos
prepostos em menos da metade dos pacientes
tratados. Sendo o Interferon (IFN) e a

(RBV)  os
distribuidos pelo SUS (Strauss, 2001).

Ribavirina medicamentos
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Os interferons pertencem a

superfamilia das citocinas. Modulam a
atividade de muitos componentes do sistema
imunolégico, aumentando a capacidade do
organismo de combater agentes infecciosos.
Ja foram desenvolvidos novos interferons,
chamados peguilados (PEG-IFN) (Acras et
al., 2004).

A ribavirina é um andlogo de
nucleotideo purinico, com efeito virostatico
contra largo espectro de virus. Seus
mecanismos de acdo ainda sdo desconhecidos
mas sugere-se que levem a inibicio da RNA
polimerase RNA-dependente e esgotamento
do pool de guaninas (Acras et al., 2004). O
uso da terapia é aplicado de acordo com os
gendtipos do HCV. Nos genétipos 1,4 e 5, é
aplicado PEG-IFN-a-2A e/ou PEG-IFN- a-
2B: subcutineo por semana e RBV 1000 mg a
1200 mg/dia, via oral, durante 48 semanas. Os
gendtipos 2 e 3 € aplicado IFN convencional:
subcutineo por trés dias por semana e RBV
800mg a 1000 mg/dia, via oral, durante 24
semanas (Focaccia ef al., 2005).

Os efeitos colaterais ao uso do IFN e
RBV sdo severas, como a sensagdo gripal,
febre anemia de

intensa, fadiga intensa,

padrio hemolitico, dores musculares e

articulacdes, astenia  intensa, cefaléia,

disturbios digestivos como nduseas e vomitos.
Sintomas

neuropsicolégicos como a

irritabilidade, desanimo, instabilidade
emocional, depressdo, entre outros (Conte,

2000b; Strauss, 2001).
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10. Discussao
Brandao et al. (2001), discutem a
sensibilidade dos métodos soroldgicos e

moleculares. Os testes soroldgicos ELISA e

RIBA sdo de alta sensibilidade e
especificidade, porém, as técnicas
moleculares s3o mais especificas, pois,

determinam o genétipo do virus e a carga

viral, assim, definindo a duracdo do
tratamento. Na dltima década houve grandes
avangos no diagnéstico da hepatite C. Tendo
uma progressiva melhora na sensibilidade e
especificidade dos testes utilizados para
deteccdo de anticorpos contra o HCV, sendo
possivel identificarem pessoas infectadas com
o virus de maneira rdpida. Também se
observou notdvel progresso em relacdio a
disponibilidade de testes industrializados para
a deteccdo do RNA do HCV (Brandao et al.,
2001).

Focaccia et al. (2005), concluiram que
o teste ELISA geragdo (I, II e III) € de fécil
realizacdo, de baixo custo e altamente

especifico, com uma sensibilidade

aproximadamente de 97%. No entanto,
Branddao et al. (2001), concluiram que, os
testes de ELISA nao detectam todos os
individuos infectados com o HCV, devido a
falta de padronizacdo na producdo de
antigenos entre os varios fabricantes dos Kkits,

fazendo com que haja uma varidncia nos

resultados, principalmente em grupos com
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baixo risco de infeccdo. Porém, o RIBA,
identifica anticorpos e antigenos individuais e
apresenta maior especificidade em relagdo aos
testes para pesquisa do RNA viral, por serem
de realizagdio mais simples e de maior
reprodutibilidade.

Giachetti et al. (2002), concluiram em
seu estudo que, a relacdo estatistica de
especificidade do ensaio e a sensibilidade
obtida pelo teste NAT, demonstra que ha
excelente discriminagdo entre as amostras
positivas e negativas, sendo que sua
especificidade e sensibilidade € maior ou
igual a 99,5%, gerando uma seguranca para
ser utilizada em hemorredes. Sarrazin et al.
(2006), verificaram que a tecnologia de qRT-
PCR tem um grande potencial e é considerada
a técnica de escolha para quantificagdo, pois
é, altamente sensivel para amplificar o RNA
de interesse, sobretudo para HCV.

Diversos testes t€ém sido introduzidos
recentemente pelos servicos de hemoterapia
do Reino Unido para melhorar a seguranga da
transmissdo horizontal. Soldan et al. (2005)
demonstraram, na Europa apds a introducéo
da NAT, que a frequéncia estimada dos
doadores infectados durante o periodo de
1996 a 2003 foi de 1,66 / 0,80 / 0,14 por
HBV, HCV e HIV

milhdo  para

respectivamente. Sendo que o risco de
transmissdo para HCV obteve queda de 95%.
O uso atual de testes combinados para HIV de
antigeno-anticorpo € NAT reduziu o risco

estimado do HIV em 10%. Desde 1996, o
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risco da infec¢do transmitida via transfusdo de
hemoderivados de HBV, de HCV e de HIV
no Reino Unido foi diminuido devido a
implantacdo da NAT, embora a reducado
absoluta no risco seja pequena. A vigilancia
de detec¢do de doadores no periodo da janela
favorece a

imunoldgica seguranga na

hemoterapia em relacdo as  doencas
transmitidas via horizontal, sobretudo para

HCV.

11. Consideracoes Finais

A hepatite C ¢é um problema
significativo de sadde publica devido ao
grande ndimero de casos, onde atualmente 3%
da populacdo mundial estdo infectadas pelo
virus. A maioria dos casos € assintomatica,
dificultando o) diagnéstico, e

consequentemente, podendo causar nos
pacientes a cirrose ou o hepatocarcinoma.

A transmissdo € por via parenteral, por
meio de sangue e hemoderivados, usudrios de
drogas intravenosas, pacientes de
hemodidlise, materiais cortante ou perfurante
contaminados. Assim, em 1992, testes para
do HCV foi

identificacdo anticorpo

disponibilizado nos bancos de sangue,
aumentando a seguranga para os receptores de
sangue e hemoderivados. O diagndstico ¢é
feito pela pesquisa de anticorpos anti-HCV

por ELISA ou RIBA, em pacientes positivos,
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a infec¢@o crdnica deve ser confirmada com a
determinacdo sérica do RNA-HCV por PCR.
A transmissibilidade do HCV por
hemoterdpicos deve ser controlada com mais
eficicia e seguir normas de biosseguranca
para os profissionais que manipulam os
hemoterdpicos. Adicionalmente, € importante
implantar programas de qualidade nas

hemorredes, abrangendo treinamentos
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