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RESUMO

Introdugao: No Estado do Amazonas, os dados sobre a prevaléncia dos
gendtipos do virus da hepatite C ainda sdo escassos. Métodos: Os gen6tipos
do VHC foram determinados em 69 pacientes da Fundagao de Medicina
Tropical do Amazonas - FMT-AM. O RNA do VHC foi detectado pela
técnica de RT-PCR, utilizando-se iniciadores HC11/HC18 para a regido
$’ndo traduzida. Resultados: Dos 69 pacientes, 65,2% era do sexo masculino
e 34,8% do feminino. O gendtipo 1 foi o mais prevalente, seguidos dos 3 e
2. Conclusoes: Estes dados sugerem que Manaus é uma porta de entrada
do virus VHC no Estado do Amazonas.
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ABSTRACT

Introduction: In the State of Amazonas, data regarding the prevalence
of different genotypes of hepatitis C virus remains scarce. Methods:
The genotype of 69 HCV positive patients was determined. An in-house
standardized nested-PCR was used to detect HCV RNA. Genotype
assignment was based on type-specific motifs on the sequenced amplicons
delimited by primers HC11/HC18 from the S’ untranslated region.
Results: Of the 69 patients studied, 65.2% were male and 34.8% were
female. Genotype 1 showed the greatest prevalence, followed by 3 and 2.
Conclusions: These data suggesting that Manaus is the point of arrival of
HCV in the State of Amazonas.
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Ainfecgao pelo virus da hepatite C (VHC) estd estimada em mais
de 200 milhoes de pessoas em todo o mundo, correspondendo a mais
de 3% de todaa populagio mundial'. O VHC é o tinico representante
do género Hepacivirus incluido na familia Flaviviridae. E um pequeno
virus com cerca de 30 a 60nm de didmetro e apresenta um genoma de
RNA linear com hélice tinica e positiva, cuja organizagao assemelha-
se a outros flavivirus, como o virus do dengue’.
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Seu genoma contém 9.400 nucleotideos, possuindo uma
tnica fase de leitura aberta (open reading frame), que codifica uma
poliproteina de pouco mais de 3.000 aminoécidos, contendo uma
regido estrutural e uma nao-estrutural’. Estas regioes sao clivadas
por proteases, liberando as proteinas estruturais e nao estruturais
do virus. A regido estrutural localiza-se na por¢ao aminoterminal,
codificando a proteina core do nucleocapsideo viral (proteina C,
com cerca de 19kD) e as glicoproteinas E1 (gp33) e E2 (gp72),
constituintes do envelope viral®. Esta regidao do genoma representa
a sequéncia mais altamente conservada, sugerindo um papel
regulador durante a replicagao viral’. As proteinas nao estruturais
NS2, NS3, NS4A, NSB, NSSA e NSSB representam a extremidade
carboxiterminal do genoma viral*.

Os gendtipos do VHC sao determinados pelo sequenciamento
de nucleotideos do genoma inteiro seguido por uma composigao
da drvore filogenética. Este é, atualmente, o padrao-ouro para a
detecgdo e identificagdo dos diferentes gendtipos do VHC. Outros
métodos de genotipagem sio baseados em técnicas soroldgicas e
moleculares. A reagio em cadeia da polimerase (PCR) com métodos
de genotipagem incluem o uso de primers para amplificagio, andlise
de hibridizagao reversa, usando sondas especificas para uma regiao
do VHC e por anilises da técnica de restriction fragment length
polymorphism (RFLP)S.

Até o momento, foram identificados seis gendtipos do VHC,
distintos mas relacionados, além de multiplos subtipos, por meio de
correlagdes moleculares®: 1a, 1b, 2a,2b, 3,4, 5 e 6. A determinagao do
genotipo relacionado a cada individuo é importante por apresentar
valor preditivo em termos de resposta a terapia antiviral, com melhor
resposta associada aos gendtipos 2 e 3 do que ao genétipo 1°.

Basicamente, o tratamento da hepatite C visa deter a progressao
da doenca hepatica pela inibi¢io da replicagio viral®. O protocolo
terapéutico preconizado atualmente pelo Ministério da Satde do
Brasil” inclui a administragio de interferon alfa em associagao com
o antiviral ribavirina, que potencializa o efeito do primeiro.

O impacto do VHC na saude publica abrange desde a alta
prevaléncia na populagio em geral, cujos dados ainda sdo pontuais e
escassos, até o alto custo do tratamento das comorbidades observadas
no decorrer do curso clinico. Observa-se, ainda, alta mortalidade
na fase terminal da doenca, com frequentes hospitalizagdes e
intercorréncias de dificil manejo, especialmente em locais de poucos
recursos para assisténcia a satde. Sobre esta infecgao, ainda vérios
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aspectos ndo sdo conhecidos, especialmente na regiao amazonica,
onde faltam estudos epidemioldgicos e moleculares na drea. Este
trabalho visou caracterizar os gendtipos do virus da hepatite C,
em pacientes atendidos na Fundag¢io de Medicina Tropical do
Amazonas.

Foram incluidos no estudo 69 pacientes, moradores da Cidade
de Manaus, portadores de hepatite C cronica, cadastrados no
Ambulatério da Fundagio de Medicina Tropical do Amazonas,
hospital de referéncia em doengas tropicais na Cidade de Manaus,
Estado do Amazonas. As técnicas de biologia molecular foram
realizadas no Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo (IMT-SP) sob responsabilidade do Dr. José
Eduardo Levi. A extragio do RNA das amostras foi realizada a
partir de 140pL de soro utilizando-se o Kit QIAamp® Viral RNA
(Qiagen, Uniscience do Brasil-SP), de acordo com as especificagdes
do fabricante. Para a sintese de DNA complementar (cDNA) foi
realizada a reagdo de transcrigio reversa (RT), utilizando-se a enzima
transcriptase reversa Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV)
(Invitrogen Brasil) que utiliza moléculas de RNA fita simples, na
presenca de Random Hexamers N6 (Random primers) para sintetizar
fitas de DNA e areagao foi submetida as condigdes de termociclagem.
Apbs a obtengao do cDNA, o mesmo foi amplificado pela técnica
de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se a enzima
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen' TM Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Os primers foram desenhados a partir da regido
conservada S’NCR do genoma do VHC. O produto amplificado
foi identificado por eletroforese em gel de agarose 1,5% (Agarose
Ultrapure™ -Invitrogen Life Technologies). As amostras dos
pacientes que continham RNA do VHC no plasma foram submetidas
anova PCR que gerou um produto amplificado de 308pb ideal para
analise dos genétipos do VHC. Os genétipos foram determinados
utilizando-se iniciadores genétipos especificos nas sequéncias
delimitadas pelos iniciadores HC11/HC18 para a regidao 5'nao
traduzida. O sequenciamento do VHC foi realizado no sequenciador
ABI PRISM TM 377 (Applied Biosystems Incorporation, Foster
City, California, EUA). O alinhamento das sequéncias foi realizado
utilizando-se o software ABI 377-96 collection v. 2.6. A genotipagem
foi feita através da edigao e alinhamento das sequéncias das regices
S'NCR, utilizando o programa Sequence Navigator v.3.4 (Applied
Biosystems), em conjunto com as sequéncias padriao obtidas do
GenBank, (acesso on-line) no banco de dados do Los Alamos
National Laboratory, nos Estados Unidos.

As anilises estatisticas foram feitas no programa GraphPad
Prism versao 4.0. Foram incluidos no estudo 69 pacientes, sendo a
maior prevaléncia do sexo masculino (65,2%) em comparagio ao
feminino (34,8%), sendo que a média de idade para o sexo feminino
foide45+15,31 e para o masculino de 46+11,92, ndo apresentando
diferenca estatistica significativa entre ambos os sexos. Nao foram
observadas alteragdes significativas em relagio a aspartato amino-
transferase, (48,54136,98) e (54,64£33,86), para o sexo feminino e
masculino, respectivamente. No entanto, foram observadas alteragdes
nas concentragdes de alanina amino-transferase, entre ambos os
sexos, quando comparado aos valores de referéncia.

Todos os pacientes foram reativos no teste soroldgico anti-VHC
e as amostras foram submetidas a técnica de PCR para confirmagio
do diagndstico e posteriormente a determinagio do gendtipo viral
como preconizado pelo Ministério da Satde. Como mostra a Tabela
1, foram detectados os gendtipos 1 (54,2%), 2 (20,8%) e 3 (25%)

TABELA 1 - Distribui¢ao dos genétipos do virus da hepatite C em pacientes
com hepatite C cronica.

Média de Gendtipo AST ALT
Sexo idade n° % Ul/mL UI/mL
Feminino 451531 1 542 48,54+3698 74,13+66,23
34,8% 2 208
(n°=24) B 25,0
Masculino 46£11,92 1 761 54,64+33,86 100,3+100,1
65,2% 2 43
(n°=45) 3 19,6

AST: aspartano amino-transferase, ALT: alanina amino-transferase.

das mulheres. Para o sexo masculino, observamos, assim, como
para o feminino, a maior prevaléncia do genétipo 1 (76,1%) e 3
(19,6%). No entanto, o genétipo 2 (4,3%) apresentou-se menos
prevalente nesta populacio, quando comparado com a do sexo
feminino (Tabela 1).

A detecgao do VHC é de crucial importancia para o controle da
doenga a nivel global, sendo que mesmo em paises desenvolvidos o
namero de mortes deve continuar aumentando devido a inadequada
detecgao, 0 que posterga o tratamento®. Esta detec¢ao é baseada em
2 tipos de testes: os ensaios sorologicos para detecgio de anticorpos
especificos (cuja sensibilidade tem aumentado progressivamente)
e os testes moleculares para detecgdo de particulas virais®.
Especialmente, em relagdo aos testes moleculares, a determinagao
da carga viral permite avaliar a evolugdo da resposta terapéutica,
enquanto a genotipagem prediz a resposta e influencia no regime
de tratamento escolhido®.

O virus da hepatite C é notadamente bem sucedido, produzindo
uma infecgio persistente que continuard por toda a vida do individuo,
com vastas oportunidades de transmissao dentro da populagao
humana, a menos que interrompida por uma terapia baseada no uso
do interferon (IFN)®. Neste estudo, amostras de 69 pacientes com
diagndstico de hepatite C foram analisadas. Nesta populagao de
estudo, a maioria dos individuos infectados era do sexo masculino,
e encontrava-se na faixa etdria acima dos 40 anos. Estes dados estao
de acordo aos encontrados por Torres cols'® em doadores de sangue.
Naquele estudo, os autores relataram uma relagio estatistica entre a
viremia do VHC e a faixa de 45-5S anos. Estes dados sugerem que
estes individuos foram infectados pelo VHC, antes da inclusao de
exames sorologicos obrigatorios no Brasil e, por se tratar de uma
infec¢do latente e muitas vezes silenciosa, passaram a apresentar
alteragdes do quadro clinico mais tardiamente.

O protocolo terapéutico preconizado atualmente pelo Ministério
da Satde do Brasil’, inclui a administrago de interferon alfa em
associagdo com o antiviral ribavirina, de acordo com o genétipo
viral. Desta forma, é obrigatdrio a genotipagem de amostras de
pacientes soropositivos antes do inicio do tratamento. Apesar desta
obrigatoriedade, dados relacionados a prevaléncia do HCV no Estado
do Amazonas, ainda sdo escassos. Em 2005, Campiotto cols'!, em
um estudo multicéntrico, descreveram que o gendtipo 1 era o mais
prevalente no Estado do Amazonas. No entanto, poucos individuos
foram analisados naquela época.

No presente estudo, foi observado uma maior prevaléncia do
genotipo 1, seguido do 3 e 2. O Gendtipo 1 é predominante em todo o
mundo e é composto de dois subtipos principais, 1a e 1b. Além disso,
tem sido demonstrado que as taxas de crescimento destes subtipos
sao maiores do que os genétipos 4 e 6. Na populagio de Alagoas, a
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prevaléncia do subtipo 1b (65,2%) foi maior do que a observada em
Salvador, Bahia, onde este subtipo s6 ocorreu em 38,6% das amostras
positivas para o anti-VHC. No entanto, foi muito semelhante aos
resultados obtidos a partir de amostras de VHC positivas de outros
Estados brasileiros, como Acre, Amazonas e Para (regido norte),
bem como Pernambuco, com frequéncias de 60% e 71% para cada
regiao, respectivamente'.

Ainda, Campiotto cols'' demonstraram que a frequéncia do
genoétipo 3 variou entre as diferentes regides brasileiras, com maior
prevaléncia em Santa Catarina (50%) e Parand (41,7%), regiao
sul, bem como Goids, regido centro-oeste (37,1%), e Pernambuco
(36,9%).

Dados semelhantes foram publicados por Torres cols, em 2009.
Estes autores demonstraram a maior prevaléncia do gendtipo 1,
seguido do 3, na populacio de doadores de sangue do Estado
do Amazonas'. Estes dados corroboram aos encontrados para a
populagdo de pacientes da Fundagio de Medicina Tropical, onde
observamos maior prevaléncia do genétipo 1, seguido do 3. No
entanto, naquele estudo os autores nao detectaram o genétipo 2
na populacio de doadores de sangue. Segundo estes autores, a
distribui¢do geografica demonstra gendtipos os 1 e 3 em Manaus,
e somente o 1, em amostras obtidas em doadores de sangue do
interior. Esta distribui¢ao dos gendtipos é semelhante a que é
encontrada por muitas cidades brasileiras e paises do Oriente e
pode refletir na via de introdu¢ao do VHC na Amazoénia. O virus
foi, provavelmente, introduzido na regido amazodnica por imigrantes
Europeus e medicamentos importados derivados do sangue para o
Brasil. Esta hipotese é corroborada pela identificagao do gendtipo 3,
exclusivamente, em Manaus, sugerindo que esta cidade é o ponto de
chegada do VHC e que novas cepas foram disseminadas a partir de
Manaus para o interior'’, revisto por Torres cols'®. Em nosso estudo,
foi também detectado o genédtipo 2 do VHC em pacientes moradores
de Manaus, reforcando a hipétese de que esta cidade é a porta de
entrada de diferentes gené6tipos do VHC e distribui¢ao do mesmo
para outras localidades, como descrito anteriormente.

Consideracoes éticas
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