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RESUMO

As infeccoes pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1) e pelo virus da
hepatite C (HCV) sao consideradas problemas de saide publica com cerca de 40
milhGes de pessoas infectadas com o HIV-1 e cerca de 170 milhées com HCV no
mundo. A co-infecgdo HIV-1/HCV é comum em individuos expostos a vias de
transmissao percutanea e a hepatite C tem emergido como a principal causa de morte
em pacientes HIV-1 soropositivos, devido a alta prevaléncia do HCV nessa populacao.
O HCV pertence a familia Flaviviridae, género Hepacivirus, e é classificado em 6
gendtipos e multiplos subtipos. Diferencas na distribuicao genotipica sao observadas
em diferentes areas do mundo e em um mesmo pais. Alguns geno6tipos do HCV
parecem estar relacionados a uma melhor resposta virologica sustentada apds o
tratamento, como os genotipos 2 e 3, que apresentam melhor resposta do que
individuos infectados com os genétipos 1 e 4. Existem poucos dados sobre populacoes
de co-infectados com HIV-1/HCV, a prevaléncia dos genotipos é relatada para as
infeccoes separadamente nas diferentes populacoes. Assim, esse trabalho teve como
objetivo caracterizar a prevaléncia dos geno6tipos e subtipos do HCV na populagao de
co-infectados com HIV-1/HCV no Distrito Federal e entorno. Para isso foram
analisadas 45 amostras de individuos co-infectados com HIV-1 e anti-HCV positivos
por meio de amplificacdo por PCR das regioes genomicas 5UTR e NS5B do HCV
seguida de seqiienciamento e analise filogenética. O gendtipo 1 foi o mais prevalente
(81%), seguido dos gendtipos 3 (10%), 2 (6%) e 4 (3%). Esse resultado esta de acordo
com relatos de outros estudos da regiao Centro-Oeste, onde existe maior prevaléncia
do genotipo 1. Os gendtipos 2 e 4, raros no Brasil, foram descritos pela primeira vez
na populacio HCV positiva do Distrito Federal (DF). A concordancia entre os
resultados obtidos por meio da analise de homologia das seqiiéncias pelo programa
HCV-BLAST para as regioes 5'UTR e NS5B foi de 97% para os gen6tipos e 90% para
os subtipos, corroborando o descrito na literatura sobre a necessidade da anélise de
mais de uma regido para a correta determinacao do subtipo. A anélise filogenética das
seqiiéncias definiu os genoétipos e subtipos divergentes. A presenca de genotipos 1, 2,
3 e 4 do HCV na populacao de co-infectados com HIV-1 atendidos no DF indica a
importancia da genotipagem nessa populacdo uma vez que esses gendtipos tém
importancia clinica na predi¢do da resposta ao tratamento antiviral, sendo o HCV-1 o

que responde mal ao tratamento ao tratamento.



ABSTRACT

Human immunodeficiency virus (HIV-1) and Hepatitis C virus (HCV) are
considered problems of public health with about 40 millions infected by HIV-1 and
170 millions infected by HCV worldwide. The co-infection HIV-1/HCV is common in
individuals exposed to percutaneous pathways and the hepatitis C has been emerging
as the main cause of death in HIV-1 positive individuals due the high prevalence of
HCYV in this population. The HCV is classified into 6 genotypes and several subtypes.
Differences in the genotypic distribution are observed in different areas worldwide
and within a country. Some HCV genotypes appear to be related to a better virological
response after treatment, as the genotypes 2 and 3 for example, that show better
response than individuals infected with genotypes 1 and 4. There is little information
about co-infected HIV-1/HCV population; the genotype prevalence is reported to the
infections separately. Thus, the aim of this study was to characterize the HCV
genotypes and subtypes prevalence in the co-infected HIV-1/HCV population of
Federal District. Forty-five samples from co-infected patients were analyzed by PCR
amplification of 5'UTR and NS5B genomic sequences followed by automatic
sequencing and phylogenetic analysis. The HCV genotype 1 was the most prevalent
(81%), followed by genotype 3 (10%), 2 (6%) and 4 (3%). This result is in concordance
with reports from other studies from Central West region of Brazil, where there is a
major prevalence of genotype 1. The genotypes 2 and 4, rare in Brazil, were described
for the first time in the HCV positive population of Federal District. The agreement
between the results obtained by the analysis of the sequences homology by the
software HCV-BLAST to the regions 5'UTR and NS5B was of 97% for genotypes and
of 90% for subtypes, corroborating with the described in literature as to the need to
the analyze more than one genomic region in order to achieve correct subtype
determination. The phylogenetic analysis defined the diverging genotypes and
subtypes. The presence of the genotypes 1, 2, 3, and 4 in the co-infected HIV-1/HCV
population attended in the Federal District indicates the importance of genotyping in
this population once these genotypes have clinical importance in the prediction of the

response to the antiviral treatment.
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1. INTRODUCAO
1.1 Historico

Varios virus podem atingir o figado no decurso de uma infeccao sistémica,
concomitantemente com o envolvimento de outros 6rgaos, originando uma hepatite.
Em muitos casos, a hepatite ndo chega a ter expressao clinica, sendo detectada
ocasionalmente por alteracbes em exames laboratoriais. As infeccoes por
citomegalovirus e o virus Epstein-Barr, entre outros, sao exemplos de tal
eventualidade. Nas regioes tropicais e subtropicais ha também um grande niimero de
virus, genericamente conhecidos pela designacao virus emergentes, como o virus da
Febre Amarela, virus Ebola, virus Lassa e o virus Marburg, que podem provocar
lesoes hepaticas, por vezes de extrema gravidade, simultaneamente com lesdes em
outros o6rgaos (Freitas, 2003 ).

No entanto, existe um grupo de virus que tem em comum a capacidade de se
desenvolver nos hepatocitos, causando como principal manifestacao, pelo menos na
fase inicial, uma hepatite aguda. O termo hepatite viral é convencionalmente
reservado para as doencas causadas por este restrito subgrupo de virus
hepatotropicos (Freitas, 2003).

A histéria das hepatites remonta, provavelmente, aos primordios da civilizacgao.
De fato, existem registros de surtos de ictericia na Babilonia ocorridos ha mais de
2500 anos e Hipocrates no século IV a.C. fez referéncia nos seus escritos a ictericia
epidémica. Geralmente na Idade Média, a eclosdao de epidemias de ictericia estava
associada a catastrofes ou periodos de guerra que ameacavam seriamente as
condic¢Oes sanitérias (Freitas, 2003). O aumento da freqiiéncia da ictericia epidémica
na Europa acompanhou o rapido aumento da populacao nos séculos XVII, XVIII e
XIX, mas as grandes epidemias coincidiram quase sempre com as guerras. Surgiram
entdo as designacoes ictericia de campanha, usada desde a Idade Média, ou doenca
do soldado, introduzida mais recentemente (Freitas, 2003).

As epidemias de ictericia constituiram no passado um grave problema das
campanhas militares nas quais, muitas vezes, influenciavam o desfecho. Na guerra da
Secessao Americana (1861-65) mais de 40 mil soldados foram atingidos. A dimensao

das epidemias era proporcional a dimensao dos campos de batalha e dos exércitos
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envolvidos, como foi verificado nas grandes epidemias que acompanharam as duas
Guerras Mundiais da primeira metade do Século XX (Freitas, 2003).

O nimero de casos de hepatite durante a Segunda Grande Guerra foi estimado
em cerca de 16 milhoes. Posteriormente, atribuiu-se estes grandes surtos epidémicos
ao virus da hepatite A e, eventualmente, ao virus da hepatite E, em algumas zonas do
conflito. No entanto, na época da II Guerra Mundial, ainda nao estava difundido o
conceito de que pudessem ser o resultado de infecc¢Oes virais transmitidas por agua
ou alimentos contaminados (Freitas, 2003).

A confirmacao da natureza infecciosa da hepatite A s foi estabelecida durante o
periodo imediatamente a seguir a II Guerra Mundial, por meio de uma série de
estudos realizados com voluntarios (Freitas, 2003). Em 1973, o virus da hepatite A
(HAV) foi identificado e, em 1979, foi possivel isolar o virus em culturas de células.
Em 1995, o 6rgao norte-americano Food and Drug Administration (FDA) licenciou
uma vacina para prevenir a infeccao pelo HAV (Swan e Raymond, 2004).

A hepatite A é endémica em muitos paises do mundo e uma vez a pessoa
infectada com o HAV, a re-infeccao nao ocorre. Entretanto a hepatite A aguda pode
ser fatal entre pessoas com infeccoes cronicas de hepatite B ou de hepatite C (Swan e
Raymond, 2004).

Em 1965, B. S. Blumberg descobriu um antigeno, nomeado Antigeno Australia,
que posteriormente foi designado como antigeno de superficie (HBsAg) do virus da
hepatite B (HBV). Em 1968, o antigeno foi associado com o agente infeccioso
responsavel pelos casos de hepatite pds-transfusional. Atualmente, mais de 350
milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas com hepatite B e 1,25 milhoes de
pessoas desenvolvem infeccao cronica (Swan e Raymond, 2004).

Uma vacina para prevenir a infeccdo pela hepatite B tornou-se disponivel em
1982 e desde 1991, o Conselho Americano para Praticas de Imunizacdo tem
recomendado a vacinacdo universal contra hepatite B para recém-nascidos e
adolescentes. Em 2001, o FDA aprovou uma vacina combinada para proteger contra
as infec¢Oes causadas pelo HAV e pelo HBV (Swan e Raymond, 2004).

Apos a descoberta do HBsAg, a perspectiva de uma resolucao definitiva para o
grave problema da hepatite pds-transfusional foi adiada com os resultados obtidos
em estudos prospectivos, onde ficou evidente que a introducdo do rastreamento do

antigeno na selecao de doadores de sangue reduzia somente 25% os casos de hepatite
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pos-transfusional (Swan e Raymond, 2004; Freitas, 2003). E ainda, outros estudos
alertaram para a elevada prevaléncia de hepatite quando se usava sangue de origem
comercial e chamaram a atencao para o fato de o sangue do doador pago apresentar
maior risco de transmissao de hepatite B pés-transfusional quando comparado com o
sangue de doadores voluntarios. A adocao da politica de exclusao do sangue de
doadores pagos teve uma repercussao muito maior na prevencao da hepatite do que o
rastreio do HBsAg. A introducdo de técnicas cada vez mais sensiveis na deteccao
deste antigenos permitiu reduzir progressivamente o risco de transmissao da hepatite
B poés-transfusional até praticamente desaparecer no final dos anos 70 nos paises
desenvolvidos (Freitas, 2003).

No entanto, casos de hepatite continuaram a ocorrer em cerca de 5 a 10% dos
doentes que recebiam sangue ou seus derivados (Freitas, 2003). A hip6tese de que o
responsavel seria o entdo recém descoberto HAV foi verificada na época. A
descoberta do HAV e a introdugao de testes laboratoriais para sua deteccao tornaram
possivel identificar os casos de hepatite pos-transfusional que nao eram provocados
pelo virus HBV e, entao, verificaram que o HAV estava ausente em todos esses casos
(Freitas, 2003).

Um grupo de pesquisadores do Instituto Nacional de Satide dos EUA (National
Institute of Health - NIH), liderados por H. J. Alter, envolvidos no estudo desses
casos decidiu entao designar a doenca por hepatite nao-A, nao-B (NANB). Na
seqiiéncia légica da nomenclatura das hepatites, introduzida por MacCallum em
1947, chegou a ser considerado o nome de hepatite C, mas Purcell propds que esse
nome devia ser preterido enquanto nao se esclarecesse se havia um ou mais virus
envolvidos. A designacao hepatite NANB, introduzida em 1975, viria a manter-se
durante 14 anos, tempo decorrido até a identificacdo do virus da hepatite C (HCV)
(Alter e Houghton, 2000; Freitas, 2003).

Estudos clinicos e epidemiol6gicos permitiram obter informagao pormenorizada
sobre muitos aspectos da hepatite NANB antes da identificacio do HCV: o0 modo de
transmissdo; o freqiiente aparecimento de casos esporadicos adquiridos na
comunidade e sem registro de contato conhecido com sangue ou derivados; o periodo
de incubacdo; a fase aguda, muitas vezes clinicamente assintomatica; a elevada

tendéncia de progressao para a hepatite cronica e para a cirrose (Freitas, 2003).
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Embora a maioria das infeccoes NANB fosse identificada através dos aumentos
nos niveis das enzimas hepaticas durante a infeccdo aguda, outras formas de
diagnostico envolviam os sintomas caracteristicos desenvolvidos por parte das
pessoas infectadas, como fadiga, febre, perda de apetite, ndusea, vomitos e ictericia
(Alter et al., 1992; Koretz, 1993). Posteriormente, observou-se em muitos pacientes
NANB a persisténcia dos valores elevados das enzimas hepaticas e, em alguns casos,
graves lesoes no figado (Swan e Raymond, 2004).

Em 1978, foi demonstrado que a hepatite NANB de transmissao parentérica
podia ser transmitida ao chimpanzé por meio de sangue infectado de doentes. A
obtencao de um modelo animal foi determinante para o progresso dos estudos que
viriam a culminar anos mais tarde na identificacao do HCV (Freitas, 2003).

Pesquisadores do NIH organizaram um painel padrao de soroconversao de
chimpanzés infectados e de humanos nao infectados, contra os quais foram testados
todos os possiveis suspeitos de serem o virus nao A, nao B (Alter e Houghton, 2000).
Os virologistas e imunologistas buscavam a deteccao soroldgica do agente causal, mas
as técnicas convencionais nao eram suficientemente sensiveis e especificas para tal
(Freitas, 2003).

Finalmente, Michel Houghton e colaboradores (1989) da Chiron Corporation,
Qui-Lim Choo, George Kuo e Daniel Bradley, apos 7 anos de investigacao,
conseguiram, utilizando ferramentas de biologia molecular, a clonagem de
fragmentos do genoma do HCV (Choo et al., 1989) e o posterior desenvolvimento de
um teste sorologico baseado na pesquisa de anticorpos contra antigenos do virus
(Alter et al., 1989). A era pré-sorologica da hepatite NANB tinha terminado e um
novo virus, o HCV, era acrescentado ao grupo dos outros virus hepatotrépicos até
entdo conhecidos: HAV, HBV e HDV (virus da Hepatite delta). A identificacao do
HCV por clonagem molecular direta do seu genoma, sem prévio conhecimento da
natureza do agente infeccioso e da resposta imunologica envolvida, pela sua
originalidade e importancia, constituiu um marco na histéria da virologia, que abriu o
caminho para a futura identificacao de outros virus (Freitas, 2003; Swan e Raymond,
2004).

Ao mesmo tempo, o estudo da infeccao permitiu aprofundar o conhecimento da
sua epidemiologia, vias de transmissao, histéria natural e outros aspectos que ja

tinham sido estudados relativamente a hepatite NANB. A hepatite NANB, de
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transmissao parentérica, adquiriu oficialmente, em 1989, o nome que 14 anos antes, o
grupo de pesquisadores do NIH tinha preterido: hepatite C. Cerca de um ano depois
se identificou o virus da hepatite NANB epidémica, ou seja, o virus da hepatite E
(Freitas, 2003; Swan e Raymond, 2004).

No estudo pioneiro que identificou o HCV, um chimpanzé foi identificado com
altos titulos de um agente que tinha capacidade de transmitir hepatite NANB. Do
soro deste animal foi obtida uma suspensao que provavelmente continha o virus
causador da hepatite C. A partir do RNA extraido, foi sintetizado o DNA
complementar (cDNA) e inserido em um clone vetor e expresso em Escherichia coli.
A partir destes clones foram obtidas as proteinas expressadas e hibridizadas com
soros de pacientes que apresentavam diagnostico de hepatite NANB. Um tnico clone
foi considerado reativo e sua clonagem e expressao em leveduras Saccharomyces
cerevisiae resultaram no antigeno C100-3. Esse antigeno foi o primeiro a ser utilizado
em testes sorologicos para deteccao de anticorpos contra o HCV. Novas geracoes de
testes, cada vez mais especificos e sensiveis tém sido descritos e pesquisados em todo
o mundo (Kuo et al. 1989; Choo et al. 1991; Morton e Kelen 1998; Zein, 2000). A
pesquisa por marcadores sorologicos prosseguiu, permitindo, dessa forma, avaliar
parametros como prevaléncia, incidéncia e transmissao do HCV (Smith et al., 1997;
Choo et al., 1989).

O desenvolvimento de testes sorologicos de grande sensibilidade e
especificidade e sua implementacao na selecao de doadores de sangue reduziu a zero
a incidéncia da hepatite C pés-transfusional, nos Estados Unidos, em meados da
década de 90. Estima-se que 40 000 infec¢oes sejam evitadas anualmente. Esse teste
¢ importante para o diagnostico e tratamento dos pacientes com hepatite C (Freitas,
2003; Swan e Raymond, 2004).

A infeccdo pelo HCV se torna cronica em pelo menos 80% dos pacientes e em
10% dos casos evolui para cirrose ou carcinoma hepatocelular (HCC).
Aproximadamente, 20% dos portadores cronicos podem desenvolver cirrose hepéatica
apOs 20 anos e 10% carcinoma hepatocelular apés 30 anos do inicio da doenga.
Portanto, as conseqiiéncias mais sérias da infeccao pelo HCV se manifestam apés um
longo periodo evidenciando a necessidade de um diagnéstico precoce para esses

pacientes assintomaticos. (Doorn et al., 1996; Weber et al., 1996).
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1.2 O virus da Hepatite C

O HCV ¢é um virus hepatotropico, nao-citopatico pertencente a familia
Flaviviridae e ao género Hepacivirus. E transmitido por meio de exposicio ao
sangue ou derivados contaminados. Apesar de ser um flavivirus nao se conhece vetor
invertebrado e por ser um hepacivirus difere dos outros géneros na sua inabilidade de
ser propagado eficientemente em cultura de células (Fauquet et al.,, 2005; Chisari,
2005).

Estudos de microscopia eletronica demonstraram que o virus apresenta forma
esférica com aproximadamente 50 nm de didametro e contém um envelope lipidico. O
capsideo viral possui simetria icosaédrica e, aproximadamente, 30 nm de diametro
(Fauquet et al., 2005).

O HCV possui como material genético um RNA de fita simples (ssRNA) de
polaridade positiva com aproximadamente 9,6 quilobases (kb). O genoma possui
regioes nao traduzidas nas porc¢oes 3’ e 5 (untranslated region — UTR), que incluem
elementos de controle necessarios para a replicacao e traducao (Lindenbach e Rice,
2005). As regioes UTR’s flanqueiam uma fase de leitura aberta (ORF) que codifica
uma unica poliproteina de aproximadamente 3011 residuos de aminoacidos. Essa
poliproteina é processada por proteases do virus e do hospedeiro em subunidades
protéicas estruturais (core, E1, E2 e p7) e nao-estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A e NS5B) (Penin, et al, 2004) (Figura 1).

~3011 cdédons
__Estrutural Néao estrutural '
B IE— -3
/ | %
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[ | e | | ] m— | |
Core E1  E2 p7 NS2 NS3  4A 4B NS5A NS5B

Figura 1. Estrutura do genoma viral, incluindo a longa fase de leitura aberta codificando genes
estruturais e nao-estruturais e 5 e 3'UTR’s. O esquema de processamento da poliproteina sao
mostrados logo abaixo. Circulo claro € o sitio de atuagdo da pepetidase celular; circulos escuros sdo
sitios de atuacdo das peptidases virais; seta clara indica atuagdo da autoprotease NS2-NS3; e as setas
escuras os locais de atuacao da protease NS3-NS4A. (Adaptado de Lindenbach e Rice, 2005).

A regidao 5’'UTR e o gene do core sao os mais conservados, enquanto os genes do
envelope, E1 e E2, apresentam regides hipervariaveis (Hypervariable Regions -

HVR) (Simmonds et al., 1993; Doglio et al., 1998; Zein, 2000).
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1.3 O genoma do virus da Hepatite C e as proteinas virais

A regidao 5'UTR possui uma seqiiéncia de 341 nucleotideos (nt) e apresenta
estruturas secundarias e terciarias no RNA conhecidas como IRES (Internal
Ribossomal Entry Site — Sitios internos de entrada ribossomal), essenciais para a
traducdo do genoma viral. Os IRES permitem a ligacdo direta da subunidade
ribossomal 408, ndo necessitando de fatores de pré-iniciacao, fazendo que o cédon de
iniciacdo fique posicionado sob o sitio P (Appel et al., 2006). O complexo IRES-40S
recruta entao o fator eucariético de iniciacao 3 (eIF-3) e o complexo ternario de Met-
tRNA-elF2-GTP para formar um intermediario 48S, antes da lenta transicao cinética
para o complexo traducional ativo 80S (Lindenbach e Rice, 2005).

A expressao das proteinas virais a partir do genoma monocistronico é
primariamente alcancada por meio da producao de uma poliproteina que € clivada
proteoliticamente, em seguida, nas proteinas estruturais core, E1 e E2, no peptideo
hidrofébico p7 e nas proteinas nao estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B.
As proteinas estruturais sao clivadas por uma peptidase celular entre C/E1, E1/E2 e
E2/p7 (Lindenbach e Rice, 2005; Appel et al., 2006).

A primeira clivagem da poliproteina gera a proteina core (C) responsavel pela
formacao do nucleocapsideo. Alguns trabalhos relatam que a proteina core interfere
no metabolismo intracelular de lipideos e lipoproteinas, favorecendo o
desenvolvimento de esteatose (Alberti e Benvegnu, 2003). Uma forma alternativa da
proteina core, gerada por iniciacao interna da traducao em uma fase alternativa de
leitura, tem sido relatada. Essas proteinas, designadas ARF-P ou proteinas-F
(alternative reading frame ou frameshifting), sao dispensaveis para a replicacao do
RNA, pelo menos em cultura de células (Appel et al., 2006).

Em seguida, ocorre a clivagem das proteinas do envelope E1 e E2. No gene que
codifica a proteina E2, existem duas regides hipervariaveis (HVR-1 e HVR-2) que
apresentam uma grande variabilidade na seqiiéncia devido as altas taxas de mutacoes
(Locarnini, 2002).

p7 € um pequeno peptideo hidrofébico que tem atividade de canal i6nico para
os diferentes genotipos do HCV e sua necessidade para a replicacio do HCV em
chimpanzés confirma a proteina como um possivel alvo para a quimioterapia
antiviral, apesar de seu papel na replicacao viral ser desconhecido (Sakai et al.,

2003).
21



A proteina nao-estrutural NS2 associada com NS3 (Ns2/NS3 protease) é a
primeira protease viral ativada no polipeptidio e é responsavel pela maturacao das
proteinas NS restantes (Dumoulin et al., 2003). Até recentemente, algumas poucas
propriedades foram atribuidas para a proteina NS2 clivada madura, visto que ela
parece agir na inibicdo da apoptose, na modulacdo da expressao génica e na
fosforilacao de NS5A (Franck et al., 2005). A porcao carboxi-terminal de NS2 possui
uma triade catalitica da enzima cisteino-protease, necessaria para a clivagem de
NS2/3 (Lindenbach e Rice, 2005; Appel et al., 2006).

NS3 é uma proteina multifuncional, com um dominio serino-protease na porcao
N-terminal e um dominio RNA helicase/ NTPase na porcao C-terminal (Lindenbach e
Rice, 2005; Appel et al., 2006). Nao se sabe qual o papel da helicase do HCV, mas
possivelmente ela estd envolvida na iniciacdo da sintese de RNA, atuando na
dissociacao das fitas nascentes de RNA de seus moldes ou no deslocamento de
proteinas ou de outro fator trans-atuante do genoma de RNA (Pang et al., 2002)

Embora NS3 possua uma atividade proteolitica intrinseca, a clivagem da
poliproteina é fortemente reforcada pelo co-fator NS4. Este pequeno peptideo ancora
a protease as membranas intracelulares por meio de um segmento transmembrana
N-terminal presente em NS4A; estabiliza a protease contra a degradacao proteolitica;
e ativa a protease mudando sua geometria e intercalando dominios de NS4A
(Lindenbach e Rice, 2005).

NS5A interage com muitas proteinas celulares e sua funcdo ainda nao é
completamente definida. Ela é fosforilada em véarios residuos de serina por uma
cinase celular e pode ser encontrada nas formas hipofosforilada (56 kDa) e
hiperfosforilada (58 kDa). Ainda nao esta claro quais cinases estao envolvidas, nem
quais sitios de fosforilacao sao funcionalmente relevantes (Appel et al., 2006).

NS5B é fundamental para a maquinaria de replicacio do RNA viral, pois
codifica a RNA polimerase dependente de RNA (RdARP). A iniciacio da sintese
dependente de RNA e nao dependente de iniciador com um complexo multiprotéico
(replicase) foi demonstrada para essa proteina (Lindenbach e Rice, 2005; Appel et
al., 2006).

A regiao 3’'UTR apresenta uma regiao variavel com aproximadamente 4ont
ligada a seqiiéncia codificante do genoma do HCV, um segmento rico em

polipirimidina com aproximadamente 100nt e uma regido terminal altamente
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conservada de 98nt designada cauda-X (Appel et al., 2006). Todas as atividades das
enzimas virais, o gene p7 e as regioes 5’ e 3’ UTR necesséarias para a replicacao viral in

vivo sao apresentados na Figura 2.

(¢}

4 191
<= 383
< 746
<= 50Q
<—> 1026
<—1657
<171
<—31972
<2172

=l v
55 <= | ~ e
) wue)
Cc E1 E2 P7 | 2 3 4A 4B 5A 5B ! 3
IRES l | '
v metalo/cisteina cofator da
protease NS3 protease
encapsidacdo glicoproteinas ancoradoura RNA polimerase
dogenoma  do envelope iéni da membrana | dependente de RNA
Pe canal inico serina NTPase/ P (RdRP)
protease helicase fosfoproteina

Figura 2. Organizacao do genoma do HCV com as funcoes de cada gene. IRES, sitio interno de
entrada do ribossomo. A primeira seta escura indica o sitio de clivagem de protease do hospedeiro, as
demais setas escuras e claras indicam os sitios de clivagem das proteases virais. Os nimeros acima da
figura indicam as posi¢des de aminoacidos no genoma do proto6tipo 1b HCV-J (Adaptado de Hofmann
et al., 2005)

O entendimento acerca do ciclo de replicacio do HCV e da composicao
molecular das particulas virais ainda continua hipotético. Entretanto, detalhes do
ciclo comecam a emergir devido a disponibilidade de eficientes sistemas in vitro,
mais notavelmente o sistema de replicon do HCV (Lohmann et al., 1999; Blight et al.,
2000), pseudoparticulas de HCV (Hsu et al., 2003) e, mais recentemente, o primeiro
sistema para producao eficiente de HCV infeccioso em culturas de células (Zhong et
al., 2005; Liendenbach et al., 2005). Como os componentes minimos necessarios
para a replicacao e traducao do RNA-HCV estao nas regioes codantes NS3 a NS5B e
das nao codantes UTR’s os estudos acabam se concentrando nessas regioes (Appel et

al., 2006).
1.4 A diversidade genética do virus da Hepatite C e os subtipos virais

A diversidade genética é um dos fatores mais importantes do genoma do HCV
(Zein, 2000). O virus da hepatite C pode ser filogeneticamente classificado em 6
clados, baseados na heterogeneidade do genoma de isolados identificados pelo
mundo (Fauquet et al.,, 2005). O HCV ¢ classificado em genoétipos e subtipos de
acordo com a homologia de seqiiéncias completas do genoma viral ou das regides
genomicas 5'UTR, core, E1 ou NS5B (Bukh et al., 1993; Simmonds et al., 1996; Thiers
et al., 1997). Os genoétipos sdao numerados de 1 a 6 e divergem entre,
aproximadamente, 25 e 35% nas seqiiéncias de nucleotideos. Genoétipos de 7 a 11
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foram descritos, mas analises genéticas mais extensivas concluiram que os genétipos
7, 8, 9 e 11 pertenciam ao genoétipo 6 e o genotipo 10 pertencia, na verdade, ao
genoétipo 3. Os 6 gendtipos sao subdivididos em mais de 50 subtipos, que diferem
entre si em, aproximadamente, 15 a 25% na seqiiéncia de nucleotideos (Fauquet et
al., 2005).

A elevada taxa de replicacao viral e a auséncia de mecanismos de revisao dos
erros da polimerase viral explicam a modificacdo freqiiente do RNA gendémico do
HCV. Uma grande populacdo de HCV se replicando em um individuo infectado
cronicamente produz um aglomerado de variantes genéticos denominados
quasispecies, cada um com um genoma viral individual. A diversidade das
quasispecies de HCV pode contribuir para o desenvolvimento de uma infeccao
cronica e para o escape do sistema imune. Isso porque as proteinas do envelope
mudam rapidamente em resposta a pressao imune (Hoofnagle et al., 2002).

Tem sido sugerido que a infeccdo primaria por HCV constitui um evento
oligoclonal no qual a adaptacao do HCV para a persisténcia in vivo envolve um
aumento seletivo do nimero de poucos variantes do amplo espectro da populacao de
quasispecies, provavelmente representando a contraparte da adaptacao viral para
cada hospedeiro. Recentemente, a analise filogenética usando seqiiéncias 5UTR de
isolados do genotipo 1 no Uruguai, Chile, Brasil e Costa Rica revelou uma quasispecie
diferente das encontradas nos principais subtipos (1a e 1b), indicando um aumento
da diversificacao dos virus HCV nessa regiao (Cristina, 2005).

A investigacao da evolucdo das quasispecies do HCV na populacao de individuos
co-infectados com HIV-1 (Human immunodificiency virus) e com HCV tem
apresentado resultados conflitantes. Quando comparados com controles infectados
apenas com HCV, individuos co-infectados com HIV-1/HCV apresentam maior
diversidade de quasispecies (Bowen e Walker, 2005; Cristina, 2005; Swan e
Raymond, 2004).

Por outro lado, outros estudos com individuos co-infectados sugerem que a
diversidade de quasispecies diminui com a imunossupressao e com menor variacao
das células CD4+ (Bowen e Walker, 2005; Cristina, 2005).

A associacdo entre o aumento da carga viral de HCV e o aumento da diversidade
das quasispecies pode ser explicada pela evolucao adaptativa do HCV em resposta a

pressdo imune ou seja, mutantes gerados nesse ambiente que conseguem escapar do
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sistema imune podem se replicar mais livremente resultando na elevacao da carga
viral. Por outro lado, uma resposta imune menos robusta nao seleciona os mutantes
que escapam por meio de seu desempenho de replicacdao e, entdo, pacientes com
menor carga viral do HCV apresentam uma menor diversidade de quasispecies
(Bowen e Walker, 2005).

O aumento da diversidade de quasispecies do HCV com a pressao imune esta de
acordo com o que ja foi descrito para a evolucao de quasispecies do HIV-1 durante o
curso da mono-infeccdo com HIV-1. Wolinsky et al. (1996) demonstraram que em
individuos HIV-1 como positivos, a rapida diminuicao na contagem de células CD4*
esta associada com uma estagnacao evolutiva do HIV-1; enquanto que uma menor
perda da contagem de células CD4+ esta associada com um acumulo de mutacoes e,
em particular, substituicoes nao-sinonimas, indicando que a pressao seletiva exerce
um importante papel na evolucao das quasispecies do HIV-1. Assim, HCV e HIV-1
agem de modo semelhante na resposta a pressao imune, ou seja, uma maior
competéncia imunologica estd associada ao aumento adaptativo na diversidade

genética e evolucao de ambos os virus (Babik e Holodniy, 2003).
1.5 Epidemiologia do virus da Hepatite C

Os genotipos de HCV apresentam diferenca na distribuicao geografica (Figuras
3 e 4), na progressao da doenca e na reposta a terapia (Figura 5) (Zein, 2000; Feld e
Hoofnagle, 2005), além de apresentar associacao com grupos de risco especificos
(Simmonds, 2004).

O gendtipo 1 é o mais prevalente nas Américas do Sul e Central regiao do Caribe
(Zein, 2000), os subtipos 1a e 1b os mais comuns nos Estados Unidos e Norte da
Europa, os subtipos 2a e 2b sdo comuns na América do Norte, Europa e o gen6tipo 3
é mais fregiiente na India. O genétipo 4 é o mais comum na Africa e no Oriente
Médio. Os genoétipos 5 e 6 sdo raros e encontrados em areas geograficas isoladas, o
gen6tipo 5 na Africa do Sul e o genétipo 6 em Hong Kong e Sudeste Asiatico
(Hoofnagle et al., 2002; Zein, 2000). No Japao o subtipo 1b é responsavel por 75%
das infecgoes pelo HCV, mas também siao encontrados os gendétipos 2a e 2b. Nos
Estados Unidos e Europa, os gendétipos 3a e 1a sao os mais freqlientes entre os
usuarios de drogas e o genotipo 1b parece ser o que predomina em pacientes que

adquiriram HCV por meio de transfusdo, na maioria dos casos evoluindo para a
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infeccdo cronica e resisténcia ao tratamento com interferon (Zein, 2000; Carvalho,

1999).

Figura 3. Distribuicao dos diferentes genétipos do HCV no mundo. Os diferentes geno6tipos
e subtipos do virus da hepatite C (HCV) apresentam distribuicdo geografica distinta, com os
genotipos 1, 2 e 3 apresentando distribuicdo mundial e os outros genotipos distribuicéo limitada,
sendo o genotipo 4 mais comum na Africa e Oriente Médio e os genotipos 5 e 6 raros e encontrados em
areas geograficas isoladas, o geno6tipo 5 na Africa do Sul e o gen6tipo 6 em Hong Kong e Sudeste
Asiatico. Fonte: http://www.clevelandclinicmeded.com/hcv/print/phcvimages.htm (com adaptagoes).

No entanto, diferencas na distribuicao genotipica podem ser observadas em
diferentes areas da regiao bem como em diferentes areas em um pais. No Brasil,
estudos de genotipagem foram realizados nas regioes Sudeste (Rio de Janeiro e Sao
Paulo), Sul (Porto Alegre) e Nordeste (Natal, Salvador e Recife) (Amorim, 2003;
Campiotto et al, 2005) encontrando diferentes prevaléncias do HCV nas diferentes
populacoes anti-HCV soropositivas (Figura 4). Algumas variacoes sao encontradas na
distribuicao do subtipo 3a na populacao jovem, principalmente entre os usuarios de
drogas intravenosas (Farci et al., 2000; Zein, 2000; Pybus et al., 2001).

Amorim (2003) caracterizou os gen6tipos do HCV em doadores de sangue no
Distrito Federal e observou uma prevaléncia de 60,9% para o genoétipo 1 e 39,1% para

o geno6tipo 3 (Amorim, 2003).
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numeros ao lado dos géficos reperentam o nimero absoluto de casos de cada gen6tipo em cada uma
das regites. Fonte: Campiotto et al, 2005 (com modificacoes).
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Figura 5. Filogenia do HCV. A anilise filogenética foi realizada com seqiiéncias codantes
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et al., 2005).
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Outras diferencas na distribuicao podem ser observadas entre isolados de HCV
na América Central e do Sul, onde o gendtipo 1 é o mais prevalente, em comparacao

com isolados da regiao do Caribe onde os genoétipos 2 e 4 prevalecem (Zein, 2000).
1.6 Areplicacao do virus da Hepatite C

Como todo virus de RNA de fita positiva, a replicacio do RNA-HCV ocorre em
associacao com membranas citoplasmaéticas alteradas. A atividade associada do RNA-
HCV, das proteinas NS e RdRP as estruturas vesiculares foi denominada
membranous web, conforme observado em hepatocitos infectados pelo HCV e em
sistemas de replicon do HCV. Experimentos recentes tém fornecido mais dados
acerca da relacao entre membranas celulares, metabolismo de lipideos e replicacao
do RNA-HCV. Em cultura de células, a replicacaio do RNA-HCV ¢ estimulada pelo
aumento da disponibilidade de acidos graxos saturados e monosaturados e inibida
pelos acidos graxos poliinsaturados ou por inibidores de sintese de acidos graxos.
Estes resultados sugerem que a fluidez da membrana é importante para o
funcionamento da membranous web. (Lindenbach e Rice, 2005; Appel et al., 2006).

Uma area bastante explorada atualmente tem sido a delineacao dos elementos
de RNA cis-atuantes que orientam a replicacao viral. Quase toda a regiao de 5’'UTR ¢é
necessaria para a eficiente amplificacio do RNA. Como essa regiao apresenta os
IRES, existe um interesse consideravel no entendimento de como essa regiao pode
modular a traducao e replicacdo, que nao ocorrem simultaneamente no mesmo RNA
molde (Lindenbach e Rice, 2005; Appel et al., 2006).

Pouco se sabe a respeito da sintese de RNA-HCV no complexo de replicacdo. Por
inferéncia, a partir do conhecimento de virus relacionados, a sintese de RNA parece
ser semiconservativa e assimétrica: a fita positiva do genoma serve de molde para a
sintese de um intermediério de fita negativa que serve como molde para a producao
de varios genomas nascentes. Evidéncias sugerem que apenas uma pequena fragao
das proteinas NS participa ativamente da replicacio do RNA (Lindenbach e Rice,
2005; Appel et al., 2006).

A figura 6 apresenta um esquema do modelo hipotético da replicacio do HCV

em hepatocitos.
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Figura 6. Ciclo de replicacao hipotético do HCV. Particulas de HCV se ligam a célula hospederia
via interacdo especifica entre as glicoproteinas do envelope e receptores celulares. As particulas ligadas
sao entao internalizadas, provavelmente por meio de endocitose mediada pelo receptor. Apds a
liberacdo do genoma viral no citoplasma (desnudamento) ocorre a tradugdo, no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) em uma poliproteina que é clivada nas proteinas estuturais e nao
estruturais. As proteinas nao estruturais participam da replicacdo viral e as estruturais fazem parte da
estrutura do capsideo e glicoproteinas do envelope. O local da montagem das particulas virais ainda
nao foi identificado, mas acredita-se que seja em membranas intracelulares derivadas do reticulo
endoplasmatico ou do compartimento de Golgi. Os virions recém montados sao entdo liberados da

célula hospedeira possivelmente por meio da via secretoria. Fonte:
http://www.tibotec.com/content/backgrounders/www.tibotec.com/hcv_lifecycle.html (com
adaptacoes).

1.7 Modelos de estudo da replicacao do virus da Hepatite C

Importantes questoes acerca da natureza das particulas infecciosas do virus, das
vias de entrada do virus e da montagem das proteinas estruturais e do RNA em novas
particulas virais ainda ndo estdo completamente esclarecidas. O principal obstaculo
para o entendimento do ciclo de replicagdo do virus e para o desenvolvimento de
terapias est4 na inabilidade de se isolar o HCV eficientemente em cultura de células
(Lindenbach et al., 2005). Numerosos modelos in vitro para investigacio da
replicagdo do HCV tém sido desenvolvidos. Entretanto, até recentemente nao existia
um modelo in vitro no qual o ciclo de replicacio do HCV pudesse ser estudado por
meios bioquimicos diretos (Sheehy et al., 2007).

A expressdao e o processamento dos produtos de genes estruturais foram

caracterizados em estudos de expressao heteréloga. A proteina E2 se liga com alta
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afinidade ao receptor celular CD81, uma tetraspanina que é expressa em varios tipos
de células, incluindo hepatécitos. Embora seu padrao de expressao nao explique o
hepatotropismo do HCV, CD81 parece estar envolvida na mediacao da entrada do
HCV. Varios outros receptores de HCV foram identificados, incluindo receptores de
lipoproteinas de baixa densidade (Bartosch e Cosset, 2006). Vérios sistemas
hospedeiros tém sido desenvolvidos para examinar a relevancia dessas interacoes e
para estudar a estrutura e funcao de E1/E2, no entanto, o uso de pseudoparticulas de
lentivirus (HCVpp) fornece a melhor compreeensao da entrada do HCV na célula.
HCVpp infectam hepatocitos humanos primarios e uma variedade de linhagens
celulares hepaticas e sua entrada é dependente de CD81. A expressao de CD81 nao é
suficiente para a entrada do HCV em células nao-hepaticas, sugerindo a existéncia de
uma ou mais moléculas ainda nao identificadas necessarias para a entrada e o
hepatotropismo do HCV (Swan e Raymond, 2004; Lindenbach et al., 2005; Bartosch
e Cosset, 2006; Appel et al., 2006;).

Varios estudos tém demonstrado que o HCV pode infectar linhagens de
hepatécitos e de células T e B, porém geram uma infecgdo passageira e de baixo
desempenho. A infec¢ao in vitro de células de mamiferos com particulas do HCV nao
resulta em uma replicacao com desempenho suficiente para os estudos identificarem
agentes antivirais ou delinear as fases do ciclo de replicacado do HCV. Dessa forma
modelos sustentaveis para a replicacado do HCV dependem de estratégias que
envolvam manipulacao genética do genoma do HCV (Sheehy et al., 2007).

A producao de virus infecciosos em células transfectadas com RNA foi descrito
para virus de RNA de fita positiva e, no caso do HCV, foi descrito um modelo de
replicacdo apos a transfeccao de linhagens de células de hepatomas com transcritos
de RNA-HCV. A construcao de clones moleculares de HCV com seqiiéncia consenso
de aminoacidos do genétipo 1a (isolado Hutchinson 77 ou H77) levou a primeira
demonstracdo da natureza infecciosa de transcritos sintéticos de RNA-HCV em
chimpanzés. Apesar do pioneirismo desses estudos, limita¢cdes no curso variavel da
infeccao do HCV e no risco requerido para realiza-los requerem o desenvolvimento de
modelos mais praticos para futuros estudos da replicacdo do HCV (Swan e Raymond,
2004; Lindenbach et al., 2005; Bartosch e Cosset, 2006; Appel et al., 2006; Sheehy
et al., 2007).
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Modelos in vitro onde ocorrem expressao de clones moleculares de HCV em
linhagens de células de mamiferos foram obtidos nos altimos anos e esses modelos
sdo uteis para o estudo do RNA-HCV, caracterizacao do efeito da expressao do mRNA
celular durante a sintese das proteinas do HCV, analise da interferéncia do interferon
na sinalizacao celular e investigacao das propriedades/funcoes de varias proteinas do
HCV. No entanto, algumas limitacoes ainda precisam ser superadas como, por
exemplo, a dificuldade de transmitir a infeccdo para células nao infectadas e tornar a
expressao de proteinas nao toxica para a cultura de células (Swan e Raymond, 2004;
Lindenbach et al., 2005; Bartosch e Cosset, 2006; Appel et al., 2006; Sheehy et al.,
2007).

A descricao da replicacao autébnoma de um replicon de HCV foi a primeira
demonstracao de uma replicacao do HCV in vitro com bom desempenho e representa
o caminho mais promissor para o delineamento de muitos processos do ciclo de
replicacao viral. O desenvolvimento do replicon de HCV fundamenta-se na
capacidade de replicacao auténoma in vitro de regioes subgenomicas do genoma de
flavivirus e no uso de marcadores em clones moleculares de flavivirus que permitem a
selecao de células que possuem niveis elevados de replicacao viral. Varias evidéncias
demonstraram que o replicon subgendmico de RNA-HCV em células Huh-7
representa um modelo para o estudo da replicacdo e da expressao das proteinas
virais. Os niveis de replicacio do HCV parecem estar ligados aos niveis de
crescimento da célula hospedeira, sendo os maiores niveis de RNA-HCV encontrados
nas células que crescem exponencialmente. Apesar dos bons resultados, limitacoes
experimentais existem nesse modelo. Replicons de RNA-HCV somente se replicam
com maior eficiéncia em células Huh-7, apresentam mutacoes adaptativas que nao
ocorrem freqiientemente nos genomas do HCV e que podem responder
diferentemente a agentes antivirais comparado com o tipo selvagem do HCV, e
podem diminuir os niveis de infectividade do HCV em chimpanzés. No entanto, ainda
assim replicons de RNA-HCV representam o principal avan¢o no estudo da biologia
molecular do HCV (Bartosch e Cosset, 2006; Sheehy et al., 2007).

Recentemente, foram desenvolvidos replicons subgenémicos do HCV derivados
de uma seqiiéncia de genotipo 2a, isolado de um paciente japonés com hepatite
fulminante (denominado JFH-1). Esse modelo constitui uma poderosa ferramenta

para o estudo do ciclo de replicacao e para o desenvolvimento de novas estratégias
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antivirais contra o HCV (Lindenbach et al., 2005; Bartosch e Cosset, 2006; Sheehy et
al., 2007). Contudo, estudos estruturais e bioquimicos das proteinas virais bem como
analises moleculares da replicacio do RNA viral estdo entre os maiores desafios

(Lindenbach e Rice, 2005; Appel et al., 2006).
1.8 A transmissao do virus da Hepatite C

Os principais fatores citados associados a transmissdao do HCV sao as
transfusdes de sangue ou hemoderivados, uso de drogas injetaveis, uso de materiais
perfuro-cortantes nao esterilizados e uso de o6rgaos transplantados de doadores
infectados. Em paises desenvolvidos o uso de drogas injetaveis, nas ultimas décadas,
tem sido o principal fator de novas infeccoes pelo HCV. Nos paises em
desenvolvimento, injecoes terapéuticas nao esterilizadas e transfusoes de sangue e
derivados contaminados sao os principais modos de transmissao, especialmente nos
paises onde as taxas de soroprevaléncia idade-especifica sugerem um risco crescente
da infeccao pelo HCV. Nos paises desenvolvidos com elevada prevaléncia do HCV em
grupos de idosos, o uso de injecOes terapéuticas nao esterilizadas provavelmente teve
um papel fundamental na transmissao 30-50 anos atras (Zein, 2000; Shepard et al.,
2005).

Em muitos paises em desenvolvimento, o fornecimento de seringas estéreis
pode nao ser adequado ou ser inexistente e, ainda, injecoes nao esterilizadas podem
ser utilizadas para aplicar medicacOes que poderiam ser administradas por via oral.
Neste ambiente, pessoas podem ter contato com vérias injecoes contaminadas ao
longo do tempo, promovendo um risco cumulativo para infeccdo pelo HCV.
Equipamentos de injecao contaminados constituem o principal fator de risco para
infeccdo do HCV em vérios paises, incluindo nacdes populosas como Egito, India,
Paquistao e Taiwan (Shepard et al., 2005).

A transfusao de sangue é um meio extremamente eficaz de transmissao do HCV.
Na maioria dos paises desenvolvidos, varias medidas tomadas nas altimas quatro
décadas resultaram em uma reducao no risco de infec¢bes do HCV transmitidas por
meio de transfusdes. Entre as medidas adotadas estao inclusas a ado¢ao de sistema
de doador voluntario, triagem do sangue doado com testes laboratoriais para doencas

hepaticas, triagem de potenciais doadores baseada em respostas de questoes relativas
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aos fatores de risco do HIV-1, testes anti-HCV e testes para RNA do HCV, HIV-1 e
HBYV (Freitas, 2003; Shepard et al., 2005).

Muitos paises em desenvolvimento nao fazem triagem para o HCV nas doacoes
de sangue. O Banco de Dados Global para Seguranca do Sangue, o6rgao da
Organizacdo Mundial de Satde, estima que 43% das doacdes de sangue nao sao
triadas adequadamente para as infeccoes transmitidas por transfusao, incluindo o
HCV. Na India, a triagem para o HCV em produtos sanguineos é determinada por lei,
mas nao é cumprida devido aos custos financeiros envolvidos. Em Gana, estima-se
que um terco das 2578 doacoes é contaminado com HCV (Shepard et al., 2005).

A transmissao do HCV por meio ocupacional, perinatal e exposicao sexual
ocorre com uma prevaléncia menor quando comparada com a transmissao por meio
de grandes ou repetidas exposicOes percutaneas. A transmissao ocupacional do HCV
entre os profissionais na area de saude apresenta baixos niveis, em torno de 0,3% e,
normalmente, envolvem contaminacoes por materiais perfuro-cortantes. A
transmissao perinatal é estimada entre 2,7% e 8,4%; e a proporc¢ao é maior no caso de
maes co-infectadas com HIV-1/HCV. A transmissao sexual entre parceiros infectados
ou entre maualtiplos parceiros tem sido um fator de risco para essa forma de
transmissao do HCV, que é menos eficiente quando comparada com outros virus
transmitidos sexualmente. Outros modos de transmissao incluem procedimentos
cosméticos e religiosos ou praticas culturais como tatuagem, body-piercing,
barbeamento comercial, rituais de escarificacao, circuncisao e acupuntura (Zein,
2000; Shepard et al., 2005).

No entanto, em 20-40% das infeccbes nao se identifica um fator classico
associado a transmissdo do HCV. Em um estudo caso-controle realizado por
Karmochkine et al. (2006), os autores identificaram 15 novos fatores de risco
independentes para a infeccao pelo HCV em individuos sem um fator de risco padrao.
O estudo concluiu que internacdo hospitalar, endoscopia digestiva, alguns
procedimentos dermatologicos e uso de cocaina por via intra-nasal sdo os fatores de
risco mais importantes para aquisicdo de HCV na comunidade em geral e que outros
fatores menos reconhecidos tais como pratica de esportes violentos, uso regular de
manicure, depilacio em salao de beleza e procedimentos dermatologicos também
parecem estar envolvidos. Todos esses fatores explicam 74% das rotas nao

identificadas de infeccao pelo HCV.
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1.9 O diagnéstico laboratorial do virus da Hepatite C

O HCV pode ser diagnosticado por meio de testes imunoenzimaticos de segunda
e terceira geracdo que podem detectar os anticorpos apos 4-12 semanas, mas o
padrao-ouro, em termos de sensibilidade e especificidade, no diagnoéstico da infeccao
pelo HCV, particularmente em populacoes imunodeprimidas, é o RT-PCR. Como o
RNA-HCV pode ocasionalmente nao ser detectado, decisoes de diagnoéstico e
tratamento ndo devem ser embasadas nos resultados de um tnico resultado de RT-
PCR. As RT-PCRs qualitativos sao ferramentas importantes porque sao
significativamente mais sensiveis que a maioria dos testes quantitativos. Atualmente
a sensibilidade destes ensaios é de 50 copias de UI/mL. A especificidade destes
ensaios excede a 99%. Um tunico teste positivo para o RNA-HCV confirma a
replicacao ativa do HCV, mas um resultado negativo isolado nao garante que o
paciente nao seja virémico. Nesse caso, um seguimento clinico-laboratorial com a
pesquisa do RNA-HCV devera ser feito para confirmar a auséncia de replicacao ativa
do HCV. Uma vez confirmada a infeccao pelo HCV, a repeticao do teste qualitativo
para o RNA-HCV, em pacientes em seguimento clinico, porém sem tratamento, nao
apresenta nenhuma utilidade diagnéstica. A maioria dos pacientes permanece
virémico e um resultado negativo pode apenas refletir um declinio transiente da carga
viral abaixo do limite de deteccao do ensaio utilizado (Davies, 2005).

A caracterizacao molecular do HCV pode ser realizada pela analise direta da
seqiiéncia genémica ou pela hibridizacdao reversa sobre sondas de oligonucleotideos
gendtipo-especifico. A hibridizacdo reversa é um teste comercial que permite a
determinacao fAcil e rapida dos seis geno6tipos e seus subtipos. O ensaio é baseado nas
variacoes encontradas na regiao 5'UTR de diferentes genotipos do HCV. Este ensaio
permite a interpretacdo em 100% dos casos. O teste de genotipagem apresenta
importancia clinica, principalmente em relacdo ao tempo e resposta a terapia com
interferon (Zein, 2000; Davies, 2005).

Diferente dos testes de RNA-HIV-1, os testes quantitativos de RNA-HCV nao
fornecem informacoes prognésticas para a hepatite C (Davies, 2005). Tanto o nivel
da enzima hepatica alanina aminotransferase (ALT) quanto o nivel do RNA-HCV nao
permitem indicar ou predizer com clareza a gravidade da doenca hepatica e ambos
nao apresentam o mesmo grau de confiabilidade dos marcadores do hospedeiro

utilizados para guiar o tratamento do HIV-1. E ainda, pessoas com niveis normais de
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ALT podem apresentar sérios danos hepaticos e mesmo as drogas anti-retrovirais
podem elevar os valores de ALT (Davies, 2005).

Embora as analises por meio de ultra-som e de painéis de biomarcadores
sorologicos fornecam alternativas aos procedimentos invasivos, eles ainda nao foram
validados em pacientes co-infectados com HIV-1/HCV. A bidpsia do figado tem sido
usada para avaliar o dano hepéatico embora seu uso deva ser criterioso por ser um

teste invasivo (Davies, 2005).
1.10 A genotipagem do virus da Hepatite C

As regides genomicas mais utilizadas para genotipagem sao 5'UTR, core, E1 e
NS5B (Zein, 2000; Erensoy, 2001; Corbet et al., 2003; Busek e Oliveira, 2003). A
regiao 5'UTR é a mais conservada do genoma e por isso muito usada para diagnostico
e genotipagem. No entanto, essa regiao nao diferencia o subtipo 1a do subtipo 1b, por
apresentar apenas uma diferenca nucleotidica na posicao —99 com uma adenina (A)
no subtipo 1a ou uma guanina (G) no subtipo 1b (Chen e Weck, 2002; Corbet et al.,
2003). Assim, a analise da seqiliéncia de mais de uma regiao pode ser necessaria para
a discriminacao dos subtipos (Erensoy, 2001).

Alguns genétipos do HCV parecem estar relacionados a uma resposta virologica
sustentada apos o tratamento. Individuos infectados com os genétipos 2 e 3 do HCV
respondem melhor ao tratamento que individuos infectados com os genotipos 1 e 4. A
genotipagem de todos os individuos precisa ser realizada ao tempo do primeiro
diagnostico e em casos onde a exposicao ao HCV for suspeita, o gendtipo pode variar
ao longo do tempo por meio de re-infeccdo e por isso precisa ser testado
periodicamente (Davies, 2005).

A genotipagem do HCV ¢ clinicamente significativa, pois individuos com
gendtipos 1a, 1b, 4 e 5 ndo apresentam respostas satisfatérias ao tratamento com
interferon (Zein et al., 1996a; Poynard et al., 1998; Mondelli e Silini, 1999; Neumann
et al., 2000; Fried et al., 2002; Swan e Raymond, 2004). A infec¢ao pelo geno6tipo 1
também esta associada com altos niveis de RNA-HCV (Blatt et al., 2000; Swan e
Raymond, 2004). A infeccao com o subtipo 1b pode aumentar a probabilidade de
infeccao cronica (Amoroso et al., 1998; Swan e Raymond, 2004) e est4 associada com
doencas do figado mais agressivas e mais graves, porém essa associacao apresenta

resultados controversos em diferentes estudos (Takahashi et al., 1996; Yano et al.,
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1993; Yotsuyanagi et al.,, 1995; Zein et al., 1996b; Reide et al., 1999; Swan e
Raymond, 2004). Casos de re-infeccao e co-infeccao com mais de um genotipo do
HCV foram documentados, embora o impacto clinico dessa infeccao mista ainda nao
esteja claro (Swan e Raymond, 2004).

A determinacao do gendétipo do HCV é importante nos pacientes co-infectados
com HIV-1. Em um estudo com pacientes co-infectados Fried et al. (2002)
mostraram que a prevaléncia dos genotipos 1, 2, 3 e 4 foi de 60%, 12%, 28% e 8%,
respectivamente. Comparativamente, em outro estudo, Torriani et al. (2004)
evidenciaram que pacientes mono-infectados com HCV apresentaram prevaléncia de
65% para o genotipo 1, 12% para o genotipo 2, 19% para o genotipo 3 e 3% para o
geno6tipo 4. Dados da influéncia do genétipo do HCV na doenca sao limitados.
Pacientes hemofilicos HIV-1 soropositivos, infectados com HCV genotipo 1,
apresentam maior mortalidade do que individuos infectados com outros genotipos do
HCV (Yoo et al., 2005).

As infecgoes com mais de um genoétipo do HCV parecem ser comuns (>10%) em
pacientes co-infectados com HIV-1/HCV, particularmente em usuarios de drogas

intravenosas e hemofilicos (Forns e Costa, 2006).
1.11 A hepatite C

O curso da infeccao aguda do HCV é normalmente assintomaético, embora
possam ser observados os sintomas tipicos de hepatite como ictericia (em cerca de
20% dos pacientes), anorexia, mal-estar e elevacdo das enzimas transaminases
hepaticas. Elevados niveis de viremia s3o observados, com mais de 10 trilhdes de
particulas virais sendo produzidas por dia (comparada com os 10 bilhdes de
particulas por dia do HIV-1). Se o HCV for eliminado espontaneamente e a carga viral
tornar-se indectectavel, os niveis de enzimas hepaticas se normalizam e os anticorpos
podem persistir por muitos anos (Davies, 2005).

A infeccdo crénica do HCV é freqiientemente assintomatica, com viremia
persistente e niveis normais de transaminases. A ALT tem sido considerada a enzima
hepatica mais sensivel para a infec¢ao com HCV, embora a gravidade da infeccao nao
esteja diretamente correlacionada com a elevacao da ALT, que pode ter suas taxas

variando consideravelmente de um més para o outro (Davies, 2005).
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Embora a infeccao pelo HCV possua as formas aguda e cronica, a principal
morbidade associada com a infecc¢ao esta relacionada ao desenvolvimento da doenca
cronica do figado em um subgrupo de individuos infectados anos apdés o inicio da
infeccdo. Entretanto, é dificil estabelecer a incidéncia da infeccdo do HCV porque a
maioria das infeccoes € assintomatica (Shepard et al., 2005).

Visto que é impraticavel medir diretamente a incidéncia da infeccado do HCV,
pesquisadores tém contado com modelos matematicos para inferir as tendéncias da
incidéncia. Isso tem ocorrido mais freqlientemente em paises onde dados de
soroprevaléncia idade-especifica da populacao estao disponiveis e levam em conta
que a prevaléncia atual reflete o risco cumulativo de adquirir a infeccao (Shepard et
al., 2005).

As principais descri¢goes da epidemiologia do HCV contam apenas com estudos
de soroprevaléncia. Esses estudos, tipicamente transversais e pontuais, sao feitos em
populacoes pouco representativas tais como a de doadores de sangue, de pacientes
com infeccao cronica pelo HCV ou doentes renais cronicos. Estudos baseados em
populacoes representativas sao mais eficazes, porém siao impraticaveis na maioria
dos paises do mundo, particularmente, naqueles em desenvolvimento (Shepard et al.,
2005).

Os paises com maior prevaléncia de infeccao pelo HCV estdo localizados na
Africa e na Asia, enquanto que na América do Norte, Norte e Oeste da Europa, e
Australia apresentam menor prevaléncia. Dentre os paises com baixa prevaléncia a
Alemanha apresenta 0,6%, Canada 0,8%, Franca e Australia 1,1%. A soroprevaléncia
nos EUA é de 1,8%, no Japao varia entre 1,5-2.3% e na Italia é de 2,2% (Zein, 2000;
Shepard et al., 2005).

Existe uma grande variacdo nos valores estimados para a prevaléncia da
hepatite C nos paises em desenvolvimento e, geralmente, sio poucos os dados
disponiveis que permitem validar o impacto da doenca. Essa variacdo na prevaléncia
se reflete nas estimativas nao confiaveis dos paises em desenvolvimento que estao
entre as nacdes mais populosas do mundo. China e India, que representam juntas
dois quintos da populacao mundial, possuem registros de soroprevaléncia em torno
de 3,2% e 0,9%, respectivamente. Para a Indonésia os valores registram 2,1%, mas
sao baseados na soroconversao de voluntarios doadores de sangue. Dados mais

precisos podem ser obtidos da soroprevaléncia no Paquistao com valores que variam
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entre 2,4% e 6,5%. Egito, cuja populacao é estimada em 73 milhdes de individuos,
possui uma das maiores soroprevaléncias com 22% (Shepard et al., 2005; Zein,
2000).

No Brasil, Focaccia et al. (1998) reportou uma prevaléncia estimada em 1,42%
para a hepatite C na populacao geral do municipio de Sao Paulo. Dados da infec¢ao
do HCV no Brasil mostraram que a prevaléncia em doadores de sangue para as
diferentes regioes do Brasil: 0,0% a 2,4% para a regiao Norte; 1,7% a 3,4% para a
regiao Nordeste; 1,0 a 1,4% para a regiao Centro-Oeste; 0,8% a 2,8% para a regiao
Sudeste; e, 1,1 a 2,1% para a regiao Sul (Campiotto et al., 2005).

Em individuos portadores de HCV, varios co-fatores estio associados a
acelerada progressao da fibrose hepatica ou ao aumento da incidéncia das
complicacoes relacionadas ao HCV como, por exemplo, as complicacoes da doenca
hepatica ou hepatocarcinoma celular (HCC). Esses co-fatores incluem sexo
masculino, idade avancada, forma de aquisicao da infeccao pelo HCV, co-infeccao
com HBV e consumo de alcool. Sao de particular interesse os co-fatores que podem
ser evitados por meio de programas preventivos de satide publica tais como infecgao
com HIV-1, HBV e consumo de alcool (Shepard et al., 2005).

A infeccao pelo HCV implicou no aumento da incidéncia do HCC em muitos
paises desenvolvidos como Japao, Espanha, Franca e Italia, onde a proporcao de
casos de HCC atribuida ao HCV varia entre 50% e 70% dos casos. A contribuicao do
HCV para a morbidade por HCC é particularmente evidente em paises com elevada
prevaléncia em grupos de idosos como foi verificado em 71% dos idosos infectados
com HCV no Japao, 42% na Indonésia e 11% na China (Zein, 2000; Shepard et al,,
2005).

1.12 O virus da Hepatite C e a infeccao cronica

Aproximadamente, 70% dos 85% de individuos que desenvolvem infeccao
cronica pelo HCV apresentardao um curso lento, com baixa elevacdo de ALT e
progressao ou nao para cirrose durante algumas décadas. Depressao e fadiga sao os
sintomas mais comuns da infeccdo crénica do HCV. Aproximadamente, 20% das
pessoas com infec¢do cronica desenvolverao cirrose em um intervalo de 15 a 20 anos,

alguns podem desenvolver cirrose posteriormente e outros podem nao desenvolver
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nenhum dano hepético significativo. A co-infeccdo com o HIV-1 acelera essa
progressao (Davies, 2005).

As variagOes no genoma viral que permitem sua replicacdo mais eficiente a
medida que cada sistema imune do hospedeiro sugere a atuacao de selecao genética
Darwiniana. Estudos verificaram que, quando a resposta do sistema imune
enfraquece, o virus naturalmente apresenta mutacao ao longo do conjunto de 3000
aminoacidos — o estado mais favoravel para o virus. Durante a fase aguda, sob
intensa pressao imune, o virus é forcado a distanciar-se do grupo de seqiiéncia
ancestral (a seqiiéncia consenso), usando mutacoes que permitem escapar do sistema
imune. Uma vez que o virus foi bem sucedido em escapar de um sistema imune em
particular, ocorre reversao na sua seqiiéncia de aminoacidos para o grupo consenso.
Assim é proposto que este direcionamento genético € o mecanismo pelo qual o virus
escapa da resposta imune aguda e estabelece o estado cronico da infeccao (Bowen e
Walker, 2005).

O dano hepatico e a oncogénese sao causados por distirbios na apoptose
celular. A injaria do figado desencadeada pelo HCV é mediada principalmente por
mecanismos imunes do hospedeiro. A via pré-apoptotica pode estar envolvida no
dano hepatico enquanto que a inibicao da apoptose, modulada por proteinas do HCV
e da célula, pode contribuir para a persisténcia viral e desenvolvimento do HCC.
Recentemente, demonstrou-se que a proteina E2, em conjunto com a glicoproteina
gp120 do HIV-1 induz a apoptose em hepatdcitos (Bantel e Shulze-Osthoff, 2003).

O dano nos hepatocitos nao é provocado por efeitos citopaticos da infeccao viral,
mas por inducdo de apoptose nas células infectadas pelo HCV. Os mecanismos
moleculares que causam a apoptose nas células hepaticas durante a infeccao aguda e
cronica do HCV ainda nao estdo completamente definidos (Davies, 2005). Uma
possivel explicagdo para a patogénese da doenca hepatica é que devido a resposta
celular imune contra o virus, que inclui linfécitos CD8+ citotoxicos (CTLs), as células
estreladas hepaticas sdo ativadas levando a inflamacao e fibrose do tecido. Também
tem sido observado que o HCV pode escapar a resposta inata anti-viral do hospedeiro
de varias formas, seja inibindo os genes que estimulam a sintese de interferon ou
mesmo inibindo a sinalizacdo do interferon e bloqueando a proteinas cinases

induzidas por interferon (Mercer et al., 2001).
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O mecanismo preciso pelo qual o HCV causa o HCC é pouco conhecido.
Diferentemente do HBV, o HCV nao é incorporado aos nucleos dos hepatocitos.
Provavelmente, o HCC é resultado de uma série de eventos que envolvem a
inflamacao e regeneracao, associada com a injuria do figado devido a hepatite cronica
(Davies, 2005).

Fatores que podem estar relacionados ao aumento do desenvolvimento de HCC,
sao: idade, sexo masculino e gravidade da doenca hepatica. O genoétipo viral pode ser
um fator importante, embora as evidéncias de que a infeccdo com o genoétipo 1b é
mais propensa para o desenvolvimento do HCC ainda nao tenham sido confirmadas
em grandes estudos. Nenhuma ligacao foi estabelecida entre os niveis de RNA-HCV

no soro e a progressao do HCC (Davies, 2005).
1.13 Tratamento

A terapia para a infeccdo com HCV é baseada no uso de interferon e é um
componente importante na prevencao da morbidade e mortalidade da infeccao do
HCV com taxas de resposta sustentada entre 80-98% (Zein, 2000). A combinacao de
terapias de interferon com ribavirina introduzida em 2001 induziu uma resposta
sustentada em 42-82% dos pacientes com hepatite C cronica, dependendo do
geno6tipo. Em paises onde a prevencao primaria da infeccao foi direcionada a
implementacao de praticas seguras do uso de injecoes e de transfusoes, a prevencao
secundaria da morbi-mortalidade da infeccido pelo HCV concentrou-se no uso de
terapias baseadas em interferon para as pessoas infectadas (Shepard et al., 2005).

Entretanto, os tratamentos disponiveis ainda apresentam alto custo — cerca de
25 mil do6lares para uma terapia de 48 semanas para a infeccdo com o gendtipo 1 do
HCV (Shepard et al., 2005; Deuffic-Burban et al., 2007). Um aumento exponencial
para os proximos 10-20 anos, previsto por modelos matemaéticos, no naimero de casos
de doencas hepaticas relacionadas a infeccao com HCV devera dificultar o acesso ao
tratamento, tornando este um grave problema de saude publica. Uma analise
econdmica recente projetou em 10,7 bilhoes de dolares as despesas médicas diretas
nos EUA para as doencas relacionadas com o HCV entre 2010 e 2019, baseando-se na
estimativa de crescimento de duas vezes no nimero de casos anuais de mortes
relacionadas com o HCV durante estes anos, comparado com 1991. Entretanto, de

acordo com os custos envolvidos com a hepatite C nos ultimos anos estas projecoes
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podem se exceder na proxima década (Shepard et al., 2005; Deuffic-Burban et al,,

2007).
1.14 A co-infeccao HIV-1/HCV

As infeccoes pelo HIV-1 e pelo HCV sao consideradas problemas de saude
publica. Atualmente, estima-se que 40 milhoes de pessoas estejam infectadas com o
HIV-1 no mundo, e cerca de 3% da populacao mundial infectada pelo HCV levando a
estimativa de mais de 170 milhdes de individuos co-infectados por esse virus
(Rockstroh et al., 2005). A co-infeccao HIV-1/HCV é comum na Europa e nos EUA
com aproximadamente 30% dos individuos infectados com HIV-1 e 10% dos
pacientes infectados com HCV (Sherman et al., 2002). Sendo assim, estima-se que 17
milhoes de pessoas estejam co-infectadas com HIV-1/HCV no mundo. Como o HCV é
um virus de transmissao parenteral, sua incidéncia é elevada em paises onde o HIV-1
se tornou uma epidemia entre usuarios de drogas intravenosas, como pode ser
observado em alguns paises do leste europeu (Davies, 2005).

Os dois virus compartilham vias de transmissao percutanea. Portanto, a co-
infeccao é comum em individuos expostos a essas vias de transmissao (Rockstroh e
Spengler, 2004). O HCV ¢é muito mais infeccioso que o HIV-1 na exposicao
percutanea ao sangue, sendo transmitido entre 15 e 30 de 1000 injurias provocadas
por materiais perfuro-cortantes, comparado com 3 de 1000 do HIV-1 (CDC, 2001). E
ainda, o virion do HCV é mais resistente podendo continuar infeccioso no ambiente
por pelo menos 16 horas (Kamili et al., 2007) enquanto que o HIV-1 torna-se nao
infeccioso em menos de 6 horas (Wei et al., 2003). Além disso, as taxas de replicagcao
do HCV sao mais elevadas do que as do HIV-1, resultando em elevada viremia, o que
por si s6 constitui um fator para a transmissao (Davies, 2005).

Dados de prevaléncia da co-infeccao HIV-1/HCV sdo raros. Estimativas de
prevaléncia da co-infeccdo em pessoas HIV-1 soropositivas nos EUA e na Europa
variam entre 16% e 33% (Davies, 2005; Rockstroh et al., 2005; Swan e Raymond,
2004; Rockstroh e Spengler, 2004).

O HCV é encontrado em 60 a 90% dos hemofilicos HIV-1 soropositivos e em 50
a 70% dos usuarios de drogas intravenosas (Rockstroh e Spengler, 2004). Cerca de
30% dos individuos infectados pelo HIV-1 estdo co-infectados pelo HCV nos Estados

Unidos (Rockstroh et al., 2005).
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Nos paises em desenvolvimento, os dados sao escassos para que a prevaléncia
da co-infeccao possa ser estimada. Nessas regides, o uso de drogas injetaveis é um
comportamento menos comum e a transmissao heterossexual é responsavel pela
maioria dos novos casos de HIV-1. Apesar da transmissao sexual do HCV ainda nao
ser bem compreendida, a estimativa de prevaléncia da co-infeccao HIV-1/HCV nos
paises em desenvolvimento se baseia no principal fator de risco para a transmissao
do HIV-1. Sao poucos os estudos de soroprevaléncia do HCV entre individuos HIV-1
soropositivos que contrairam o virus por relacao heterossexual e dados sobre co-
infeccado HIV-1/HCV em pessoas com exposicao freqiliente a injecOes terapéuticas nao
esterilizadas. No entanto, recentes estudos sobre um surto de infecgao com HIV-1 e
HCV ocorrido na Libia, relacionado ao uso de equipamentos hospitalares nao
esterilizados, mostraram que 47% das mais de quatrocentas criancas atendidas em
um hospital foram co-infectadas com ambos os virus (de Oliveira et al., 2006;
Shepard et al., 2005).

Na Argentina, a prevaléncia da co-infeccao varia entre 5,8% e 88,3% (Consenso
Argentino, 2005). Fainboim et al. (1999) ao estudar 484 pacientes HIV-soropositivos
observou que 58,5% estavam co-infectados com HCV, embora 48,3% desses
pacientes fossem usarios de drogas intravenosas. No Brasil, existem poucos dados
sobre pacientes co-infectados por HIV-1/HCV. A prevaléncia da co-infeccao varia
entre 17,5% e 95% em diferentes estudos realizados com diferentes populacoes de co-
infectados (Mendes-Corréa e Barone, 2005).

Em contraste, a transmissao sexual do HCV é rara, o que explica a baixa
freqiiéncia (4 a 8%) das co-infeccoes em pacientes homossexuais infectados pelo
HIV-1. A prevaléncia da transmissao sexual nao é significativa entre parceiros
heterossexuais monogamicos infectados apenas com HCV (Halfon et al., 2001a); no
entanto, é mais expressiva entre os homossexuais masculinos HIV-1 soropositivos
(Matthews-Greer et al., 2001).

A co-infeccdo com HIV-1/HCV aumenta o risco da transmissdo perinatal, e
maes com alta carga viral de HCV apresentam risco maior de transmissao perinatal
do HCV (Rockstroh e Spengler, 2004). O risco de transmissao vertical do HCV
aumenta de 2-5% dos recém nascidos de maes infectadas com HCV para 17-20% caso

a mae esteja co-infectada com HIV-1. E ainda, diferentemente do que ja foi descrito
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para o HIV-1, ndo se observou associacao entre a amamentacao e aquisicao do HCV
(Roberts e Yeung, 2002).

As evidéncias sugerem que o HCV se comporta como uma infeccao oportunista
em individuos infectados com o HIV-1. Apos a introducao da terapia anti-retroviral,
os individuos co-infectados apresentaram uma maior progressao da doenca hepética
e, em conseqiiéncia, uma menor sobrevida. O HCV pode aumentar a morbidade e
mortalidade relacionada ao HIV-1. Devido ao aumento da hepatotoxicidade da
terapia anti-retroviral em individuos co-infectados, a infeccdo pelo HCV pode
comprometer o resultado do tratamento para o HIV-1 (Hall et al, 2004).

O efeito da infeccao do HCV na progressao da doenca do HIV-1 permanece
controverso (Dorrucci et al., 2004). Possivelmente, a associacao entre a terapia anti-
retroviral com as diferentes caracteristicas da resposta imune e da doenca por HCV
possam explicar os resultados contraditérios que tém sido descritos até hoje (Caudai
et al., 2005).

Estudos realizados na era pré-HAART (Terapia anti-retroviral - Highly Active
Antiretroviral Therapy) falharam em demonstrar que o HCV acelera a progressao da
doenca causada pelo HIV-1 por meio da avaliacio de parametros clinicos e
imunologicos. Apesar disso, o HCV é considerado co-fator na progressao da doenca
do HIV-1 estimulando a replicacdo do HIV-1 por meio de uma resposta imune nao-
especifica, favorecendo a deplecao do grupo de células CD4 por meio da infeccao de
células do sistema imune, comprometendo a recuperacao imune da qual depende o
sucesso da terapia anti-retroviral e, finalmente, o HCV pode comprometer o beneficio
da HAART elevando a incidéncia de hepatotoxicidade e descontinuidade do
tratamento (Greub et al., 2000; Swan e Raymond, 2004).

O uso da HAART tem reduzido drasticamente a morbidade e a mortalidade nos
individuos infectados pelo HIV-1. Entretanto, paralelamente ao sucesso da terapia, a
hepatite C tem emergido como a principal causa de morte em individuos HIV-1
soropositivos, devido a alta prevaléncia do HCV nessas populacoes e ao aumento de
sua patogenicidade na co-infec¢ao com o HIV-1 (Braitstein et al, 2004).

Os individuos co-infectados que recebem tratamento para HCV apresentam
uma resposta virologica sustentada menor sendo 40% nos pacientes HIV-1
soropositivos contra 55% nos HIV-1 soronegativos. Entre os infectados com o

geno6tipo 1 do HCV a resposta virologica sustentada é 29% quando sao HIV-1
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soropositivos contra 45% quando sao HIV-1 soronegativos. A eficacia da resposta ao
tratamento para HCV é limitada por numerosos fatores, entre os quais se incluem a
contra-indicacdo para o tratamento, os elevados custos, o direcionamento do
tratamento, a prevaléncia maior do genoétipo 1, e a co-infeccdo com HIV-1 (Braitstein
et al, 2004).

O efeito da HAART no perfil de quasispecies dos individuos co-infectados com
HIV-1/HCV ainda nao foi descrito. Dado o valor do potencial preditivo da variacao
das quasispecies como marcador para a doenca relacionada ao HCV e a resisténcia ao
interferon, a determinacao de como a HAART afeta a diversidade genética do HCV
fornece importantes implicacoes no entendimento do curso da doenca do HCV no
ambiente da infeccao com HIV-1, além disso, ajuda a ter uma melhor definicao do
tratamento terapéutico dos individuos co-infectados (Swan e Raymond, 2004; Greub
et al., 2000).

Existe pouca evidéncia de que haja uma interacao direta entre o HIV-1 e 0 HCV
no figado. O HIV-1 é linfotropico e nao infecta hepatocitos diretamente. Por outro
lado, o HCV que é um virus hepatotropico parece ser linfotropico visto que
seqiiéncias virais foram amplificadas a partir de células mononucleares periféricas
(PBMCs) de individuos infectados. A infeccao de células extra-hepaticas pode
constituir um reservatorio que poderia favorecer a selecao de variantes do HCV e dos
mecanismos de persisténcia viral. De fato, a recorréncia quase universal de infeccao
pelo HCV ap6s transplantes de figado corrobora a existéncia de sitios extra-hepaticos

onde o HCV pode persistir e replicar (Davies, 2005).
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2, JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Pouca informacao esti disponivel acerca da infeccao pelo HCV em individuos
HIV-1 soropositivos na América Latina e no Brasil (Mendes-Corréa e Barone, 2005).

Existem poucos dados sobre a populacao de co-infectados com HIV-1/HCV e a
prevaléncia dos genotipos é relatada para as infeccoes de forma separada nas
diferentes populacoes. Alguns estudos tém relatado a co-infeccdo HIV-1/HCV na
populacao de usuarios de drogas injetaveis, nas quais o geno6tipo 1 do HCV apresenta
maior prevaléncia (Shire e Sherman, 2005; Garten et al., 2005).

A genotipagem do HCV é um importante marcador epidemiolégico e, em
combinacao com outros métodos, pode auxiliar no controle da infec¢ao cronica e no
prognostico da terapia com interferon (Ichimura et al., 1994; Pozzato et al., 1995;
Martins et al., 1998; Zein, 2000; Lauer et al., 2001).

Dentre os fatores que interferem na resposta ao tratamento antiviral e que
podem variar de acordo com gendtipo ou subtipo do HCV estdo a patogenicidade da
infeccao, o perfil demografico dos pacientes e a deteccao viral nos testes de
diagnosticos (Carvalho, 1999).

Em pacientes co-infectados com HIV-1 e HCV o geno6tipo do HCV pode ser
usado como prognostico para reposta ao tratamento, pois as infeccoes com genotipos
2 e 3 apresentam uma resposta significativa quando sao tratados durante um ano
com interferon peguilado e ribavirina (Forns e Costa, 2006).

Na regiao Centro-Oeste do pais existe uma caréncia de dados sobre a
variabilidade genotipica do HCV encontrado nas diferentes populagdes de individuos
mono- e co-infectados.

Em 2003 nosso grupo de pesquisa realizou a caracterizacao molecular do HCV
em populacdo de doadores de sangue do Distrito Federal (Amorim, 2003) e,
recentemente, vem trabalhando com outras populagoes de mono-infectados pelo
HCV, tais como as populagoes de doentes renais cronicos e populacao em geral.

No sentido de caracterizar molecularmente a infeccio do HCV em populacoes
de co-infectados com outros virus e, com vistas a ampliar o conhecimento acerca dos
genotipos e subtipos que infectam a populacao de co-infectados com HIV-1/HCV no

Distrito Federal e Entorno o presente trabalho tem como objetivos especificos:
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» Caracterizar os genoétipos de HCV e sua prevaléncia na populaciao de individuos
co-infectados com HIV-1/HCV;

» Caracterizar os subtipos de HCV e sua prevaléncia na populacao de individuos co-
infectados com HIV-1/HCV do Distrito Federal;

» Estabelecer uma correlacio entre os genotipos obtidos por meio de
seqiienciamento da regiao 5'UTR com aqueles obtidos para a regiao NS5B do genoma
do HCV;

» Realizar a anélise filogenética das seqiiéncias obtidas das amostras para
confirmacao dos genotipos obtidos para a populacdo de co-infectados com HIV-
1/HCV;,

» Comparar dados da prevaléncia de genotipos e subtipos encontrados em co-

infectados com HIV-1/HCV com dados disponiveis.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1  Populacao Estudada

A populacao estudada consistiu de 45 individuos co-infectados com HIV-1/HCV
atendidos pelos servicos publicos de assisténcia a saide no Distrito Federal. As
amostras analisadas foram encaminhadas ao Laboratorio Central de Satide Publica
do Distrito Federal (LACEN-DF) para a realizacio de exames qualitativos,
quantitativos ou de genotipagem do HCV. O trabalho foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa do Distrito Federal.

Este é um estudo anonimo, transversal e descritivo, de série historica, onde
foram analisadas amostras coletadas durante o periodo de 2004 a 2006, de
individuos co-infectados com HIV-1/HCV residentes do Distrito Federal e Entorno,
atendidos pela rede publica de satide do Distrito Federal.

A representatividade da populacao foi calculada utilizando-se o programa
Statcalc (EPIINFO 6.0), para um intervalo de confianca de 99,9%. Para tanto, foi
considerada a populacao estimada de 30% de individuos co-infectados com HCV
(http://www.hepatites.com.br/sc/hepatite/web/noticias/default.aspx?IDNoticia=36208)
entre o niumero total de individuos HIV-1 soropositivos do Distrito Federal (n=5000).
Utilizou-se a freqiiéncia de 90% para o menor resultado de amplificacao e 98% como

freqiiéncia de amplificacao esperada.
3.2 Coleta das amostras

As 45 amostras foram coletadas de individuos comprovadamente co-infectados
com HIV-1/HCV atendidos no Distrito Federal e Entorno. Para a realizacdo dos
experimentos foi coletada uma aliquota de 140 pL do plasma de cada amostra que foi
encaminhada ao laboratério em recipiente térmico e foi armazenada em temperatura

de -80°C para posterior extracao do RNA.
3.3 Extracao de RNA e Transcricao Reversa

O RNA do plasma foi extraido utilizando um kit comercial QIAamp Viral RNA
(Qiagen) em um volume final de 60 pL conforme o protocolo indicado pelo
fabricante. A reacdo de transcricao reversa foi realizada em um volume final de 20

pL, a partir da extracdo do RNA. Inicialmente, uma solucao contendo 0,02 pg de
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oligonucleotideos randomicos, 5,00 ug de RNA viral total, 0,5 mM de cada dANTP
(dATP, ACTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen, Life Technologies) e agua Milli-Q para um
volume final de 13 pL, foi mantida a 65°C por 5 minutos e, imediatamente,
transferida para um recipiente com gelo por 1 minuto. Adicionou-se, em seguida, 0,75
de tampao first-strand (Invitrogen, Life Technologies), 5 mM de ditiotreitol (DTT),
100 mM de inibidor de RNAse (Pharmacia Biotech) e 200U da enzima SuperScript®
Transcriptase Reversa (Invitrogen, Life Technologies). Esta reacao foi inicialmente
incubada a 25 °C por 5 minutos e, em seguida, a 50 °C por 60 minutos. A reacao foi
interrompida com a inativacao da enzima a 70°C por 15 minutos. O ¢cDNA sintetizado

foi armazenado a -20°C.
3.4 Amplificacao pela nested-PCR

O cDNA obtido foi amplificado por meio de nested-PCR, utilizando-se
iniciadores especificos para as regioes 5'UTR e NS5B do HCV (Tabela 1) (Ginabreda
et al., 1997; Chen e Weck, 2002). No primeiro ciclo foram usados os iniciadores
externos e, no segundo ciclo, os iniciadores internos das respectivas regioes
genomicas.

Para a amplificacao do fragmento da regiao NS5B entre os nucleotideos 7935 e
8266 foram utilizados no primeiro ciclo, os iniciadores S1 e AS1 (Integrated DNA
Technologies) e, no segundo ciclo, os iniciadores S2 e AS2 (Integrated DNA
Technologies) (Chen e Weck, 2002) (Tabela 1).

Para a amplificacdo do fragmento entre os nucleotideos -258 e -50 da regiao
5UTR foram utilizados no primeiro ciclo os iniciadores P7 e P8 (Integrated DNA
Technologies) e no segundo ciclo os iniciadores P10 e P17 (Integrated DNA
Technologies) (Ginabreda et al., 1997). As seqiiéncias e as posi¢oes de alinhamentos
no genoma do HCV podem ser observadas na tabela 1.

O primeiro ciclo de amplificacdo para 5’'UTR foi realizado em um volume final
de 50,0 uL contendo, respectivamente, 1,0 uL. de cDNA, 0,2 mM de dNTPs
(Invitrogen, Life Technologies), 0,8 uM dos iniciadores externos P7/P8 (Integrated
DNA Technologies), 1,25 U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Life
Technologies), 1X de tampao da enzima (Invitrogen, Life Technologies), 5 mM de
cloreto de magnésio (Invitrogen, Life Technologies) e agua Milli-Q gsp 50,0 uL. As

reacoes foram realizadas em termociclador (PTC-100 Research Inc) com os
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parametros dos ciclos térmicos descritos na Tabela 1. Um microlitro do produto de
PCR foi submetido a um segundo ciclo de amplificacao usando os iniciadores internos
P10/P17 (Integrated DNA Technologies) sob as mesmas condicoes de amplificacao
do primeiro ciclo.

O primeiro ciclo de amplificacao para NS5B foi realizado em um volume final de
50,0 uL contendo, respectivamente, 5,0 uL. de cDNA, 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen,
Life Technologies), 0,8 uM dos iniciadores externos S1/AS1 (Integrated DNA
Technologies), 1,25 U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Life
Technologies), 1X de tampao da enzima (Invitrogen, Life Technologies), 5 mM de
cloreto de magnésio (Invitrogen, Life Technologies) e agua Milli-Q gsp 50,0 uL . Os
parametros dos ciclos térmicos estao descritos na Tabela 1. Um microlitro do produto
da primeira amplificacao foi submetido a um segundo ciclo usando os iniciadores
internos S2/AS2 (Integrated DNA Technologies) nas mesmas condicoes do primeiro
ciclo, porém, usando 25 ciclos de amplificacao.
Tabela 1. Seqiiéncia e local de alinhamento dos iniciadores externos e internos usados no

estudo, e parametros dos ciclos térmicos do nested-PCR para as regioes genémicas NS5B e 5'UTR do
HCV.

Regides . Seqiiéncias e Posicao de Alinhamento dos R
N Ciclo . Parametros da PCR
gendmicas Iniciadores
95°C - 1 min
S1 (7904 a7922): 5 TGGGGTTCTCGTATGATACCCS® 95°C-205
1° 54°C-30s 40 ciclos
AS1 (8295 a 8275): 5'CCTGGTCATAGCCTCCGTGAAS’ 729C -1 min

72°C - 10 min

NS5B

95°C - 1 min

20 54°C-30s

S2 (7916 a 7935): 5 GATACCCGCTGCTTTGACTCS’ 95°C-20s }
25 ciclos
AS2 (8284 to 8266): 5CCTCCGTGAAGGCTCTCAGS’

72°C - 1 min

72°C - 10 min

94°C - 2 min
P7 (-304 a -280): 5§'CACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCS’ 94°C-15s
1° 55°C-45s 35 ciclos
P8 (+3 a -23): 5ATGGTGCACGGTCTACGAGACCTCCS’ 729C -1 min

72°C - 7 min

5'UTR i
94°C - 2 min
P17 (-279 a -258): 5 TTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCS’ 94°C- 15
20 55°C-458 35 ciclos
P10 (-26 a -50): 5GGGCACTCGCAAAGCACCCTATCAGGS’ 20C - 1 min

72°C - 7 min

As amostras amplificadas por nested-PCR foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose na concentracao de 1%. Brometo de etidio foi utilizado para impregnar

e permitir a visualizacdo dos fragmentos de DNA. Controles negativos foram
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incluidos durante os procedimentos de amplificacio para monitorar possiveis

contaminacoes.
3.5 Clonagem

Para as amostras que precisaram de confirmacao dos resultados de genotipagem
foi realizada a reacao de ligacao dos produtos de PCR no plasmideo pGEM®-T easy
(Promega) seguindo as instrucoes do fabricante.

Os plasmideos foram utilizados para transformar bactérias Escherichia coli da
linhagem DH5a, pelo método de choque térmico. Inicialmente, 10 uL da solucao
contendo os plasmideos foram incubados com 300 pL das células competentes no
gelo por 40 minutos. Em seguida, as células foram submetidas a 42 °C por 2 minutos,
em banho-maria, e novamente transferidas para o banho de gelo por 1 minuto. Foram
adicionados 700 pL de meio liquido 2xYT (1,6 mg/mL de triptona, 1,0 mg/mL de
extrato de levedura e 85,6 mM de NaCl), que em seguida foi incubado a 37 °C por 1
hora. Apo6s a incubacdo, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 3000 rpm
(Jouan S.A. A14/V1), e 700 uL foram removidos por aspiragao. As bactérias foram
espalhadas em placas de Petri contendo meio sélido 2xYT, com 16,7 nmol de IPTG,
800 ng de X-Gal e 4mg/mL de ampicilina.

As placas de Petri foram incubadas overnight em estufa a 37 °C. Os clones
recombinantes foram selecionados e incubados overnight a 37°C sob agitacdo em
meio liquido 2xYT, contendo 4mg/mL de ampicilina. O DNA plasmidial foi extraido
utilizando-se o Kit Sephaglas FlexiPrep™ (GE Healthcare) seguindo as instrugoes do
fabricante.

O DNA plasmidial foi utilizado como molde para amplificagio por PCR,
utilizando os iniciadores universais M13. A reacao foi realizada em um volume final
de 50 pL, contendo: 1 uL. do DNA plasmidial, 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen), 0,4 uM
dos iniciadores M13F/M13R (Integrated DNA Technologies), 1,25 U da enzima Taq
DNA Polimerase (Invitrogen), 1X de tampao da enzima (Invitrogen) e 1 mM de
cloreto de magnésio (Invitrogen). As seguintes condicdes foram adotadas:
desnaturacao a 94°C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por
30 segundos, anelamento dos iniciadores a 55°C por 25 segundos e extensao a 72°C

por 30 segundos.
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Os clones amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose na
concentracao de 1%. Brometo de etidio foi utilizado para permitir a visualizacao dos
fragmentos de DNA. Controles negativos foram incluidos durante os procedimentos

de amplificacao, para monitorar possiveis contaminacoes.
3.6 Caracterizacao dos genotipos

3.6.1 Seqiienciamento automatico

Os produtos de nested-PCR foram seqilienciados automaticamente, pelo menos
duas vezes, somente no sentido senso, utilizando-se os iniciadores internos P17
(Ginabreda et al., 1997) para 5'UTR e S2 (Chen e Weck, 2002) para NS5B. As reacoes
de seqlienciamento nucleotidico foram realizadas no laboratorio de Biologia
Molecular da Universidade de Brasilia, utilizando-se o Kit ET-Terminator, no
Sistema Molecular Dynamics MegaBACE 500 plus (GE Healthcare) e no laboratorio
Plataforma de Seqiienciamento de DNA da EMBRAPA-CENARGEN utilizando-se o
Kit ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction versao 3.1
(Applied Biosystems).

3.6.2 Analise das seqiiéncias

A qualidade das seqiiéncias obtidas nas reacoes de seqiienciamento automatico
foi verificada pelo programa PHRED (Ewing and Green, 1998). A homologia das
seqiiéncias nucleotidicas com seqiiéncias depositadas no banco genémico do HCV foi
determinada pelo programa HCV-BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(Karlin, e Altschul, 1990; Karlin, e Altschul, 1993), disponivel no sitio HCV Sequence
Database (http://hcv.]anl.gov) (Kuiken et al., 2005). A seqiiéncia mais similar a

amostra foi considerada.

3.6.3 Analise filogenética

Para a realizacdo das andlises filogenéticas, as seqiiéncias dos isolados do
Distrito Federal (DF) foram alinhadas com seqiiéncias referéncia dos genétipos 1, 2, 3
e 4 do HCV, obtidas no sitio do HCV Sequence Database (http://hcv.lanl.gov), pela
ferramenta ClustalW Multiple Alignment (Thompson et al., 1994). As regides com

falta de informacao de seqiiéncia para qualquer uma das amostras foram descartadas
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de todas as seqiiéncias. Foi utilizado um fragmento de no minimo 208 nucleotideos
correspondendo ao gene NS5B e 198 nucleotideos correspondendo a regiao 5'UTR.

A anélise de Maximum likelihood PHYLIP package (Felsenstein, 1981) foi
utilizada para o estudo das relacoes filogenéticas de HCV. Os valores de bootstrap
foram calculados pelo método neighbor joinning com fator de correciao de 2
parametros de Kimura (Kimura, 1980). A confiabilidade das arvores foi avaliada pela
analise de 1000 réplicas (bootstrap). Foram usadas como grupo externo a seqiiéncia
referéncia do genotipo 5a para NS5B e 2e para 5'UTR. As arvores foram desenhadas

com o programa TreeView 1.6.6 (Page, 1996).
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4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacao da populacao de co-infectados

Nesse estudo foram analisadas 45 amostras de plasma de individuos reagentes
para anti-HCV e co-infectados com HIV-1, atendidos no DF e Entorno, que
realizaram exames no LACEN-DF. O calculo dessa amostragem, representativa da
populacao alvo, foi realizado no programa Statcalc (EPIINFO 6.0), considerando-se o
total de 5000 individuos HIV-1 soropositivos no DF no ano de 2006 e uma
soroprevaléncia de 30% do anti-HCV, com um intervalo de confianca de 99,9%

A faixa etaria dos pacientes variou de 15 a 52 anos com média de 41 anos. A
freqiiéncia de pacientes com mais de 40 anos foi de 71,11% (32/45). O sexo que
predominou foi o masculino, com 60% (27/45) do total. Entre os pacientes, 77,77%
(35/45) tiveram contagem de células CD4 abaixo de 200 céls/ulL, caracterizando
quadro de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida — AIDS.

A procedéncia da maior parte dos pacientes foi do Distrito Federal, com um
percentual de 86,66% (39/45), trés pacientes foram provenientes de Goias, um de

Minas Gerais e dois de Sao Paulo.
4.2 Transcricao reversa e amplificaciao pela nested-PCR

No presente trabalho, 45 amostras de RNA total foram transcritas reversamente
e as regioes genomicas 5UTR e NS5B foram amplificadas pela nested-PCR. As
amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%,
posteriormente corado com brometo de etidio. Os produtos de PCR obtidos
apresentaram aproximadamente 253 pares de base (pb) para 5'UTR e 331 pb para
NS5B (Figura 7). Adicionaram-se controles negativos durante os procedimentos de

amplificacdo para monitoramento de possiveis contaminacoes.
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500 pb
300pb —» 600 pb

400 pb =331pb

Figura 7. Analise eletroforética dos produtos de PCR das regites genomicas 5 UTR (a) e NS5B
(b) em gel de agarose 1% impregnado com brometo de etidio. Os pogos com o niimero 1 representam
os fragmentos amplificados para as duas regides gendémicas, de acordo com o tamanho esperado para
5'UTR (=253 pb) e NS5B (=331 pb). M1 = marcador DNA ladder 100 pb (Ludwig Biotecnologia), M2 =
marcador DNA ladder 100 pb (Invitrogen) e CN = controle negativo.

Do total de 45 amostras avaliadas para a regiao 5'UTR, 40 amostras (89%)
tiveram o cDNA amplificado pela nested-PCR e em 5 amostras (11%) nao foi possivel
estabelecer uma amplificacdo. A analise da carga viral do HCV revelou que todas as 5
amostras apresentaram valores abaixo do limite de deteccao (< 615 UI/ml) nos
exames quantitativos realizados no LACEN-DF (Tabela 2).

Do total de 45 amostras avaliadas para a regiao NS5B obteve-se a amplificacao
de 33 amostras (73%) e para 12 amostras (27%) nao foi possivel estabelecer uma
amplificacdo. Por meio da analise dos resultados dos exames de carga viral do HCV
realizados no LACEN-DF verificou-se que das 12 amostras PCR negativas testadas, 10
amostras apresentaram carga viral menor que 615 UI/mL e 2 amostras apresentaram
carga viral maior que 615 UI/mL (Tabela 2).

Tabela 2. Relacao dos resultados de amplificacao por nested-PCR para as regioes genomicas de

5'UTR e de NS5B do HCV com os resultados de carga viral do HCV realizados com as amostras de
individuos co-infectados com HIV-1 e HCV do Distrito Federal.

5UTR NS5B

Carga viral HCV PCR + PCR- TOTAL PCR + PCR- TOTAL

< 615 UI/ mL 8 5 13 3 10 13
> 615 UI/ mL 32 0 32 30 2 32
TOTAL 40 5 45 33 12 45
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4.3 Genotipagem

4.3.1 Definicdo dos Gendtipos do HCV com base na analise das regides genoémicas

5'UTR e NS5

O seqlienciamento automatico foi realizado no sentido senso para as 40
amostras amplificadas para a regido de 5'UTR e para as 33 amostras amplificadas
para NS5B. Desse total, todas as 40 amostras amplificadas para 5'UTR apresentaram
seqiiéncias satisfatorias para realizacdo da genotipagem por seqiienciamento. No
entanto, somente 31 das 33 amostras amplificadas para NS5B apresentaram
seqiiéncias satisfatorias para a realizacao da genotipagem e 2 amostras amplificaram,
mas nao produziram seqiiéncias com qualidade o suficiente para permitir a correta
identificacao dos gendétipos do HCV pelo programa HCV-BLAST (Tabela 3).

Tabela 3. Namero de amostras amplificadas por nested-PCR e seqiienciadas automaticamente

para as regides 5'UTR e NS5B do HCV e nimero de seqiiéncias usadas na genotipagem pelo programa
HCV-BLAST (Kuiken et al., 2005).

Regiao genomica Amplificacao e Seqiienciamento Genotipagem
5'UTR 40 40
NS5B 33 31

Os genotipos e subtipos do HCV foram definidos de acordo com a similaridade
das seqiiéncias analisadas por meio do programa HCV-BLAST (Karlin, e Altschul,
1990; Karlin, e Altschul, 1993), onde as mesmas sao alinhadas com as seqiiéncias do
HCV disponiveis no banco genémico do HCV - HCV Sequence Database no sitio
(http://hcv.lanl.gov) (Kuiken et al., 2005).

Trinta e uma amostras foram genotipadas para ambas as regides gendmicas
(Tabela 4). Dentre essas amostras o genoétipo 1 apresentou prevaléncia de 81%,

seguido pelo geno6tipo 3 com 10% e geno6tipo 2 com 6% (Figura 8).
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Tabela 4. Namero de amostras e os respectivos genétipos do HCV encontrados por meio
da anélise da homologia das seqiiéncias das regioes 5'UTR e NS5B do HCV no programa HCV-BLAST
(Kuiken et al., 2005).

Genoétipo HCV 5UTR NS5B
1 34 25
2 2 2
3 3 4
4 1 0
TOTAL 40 31

A concordancia obtida entre os resultados de genotipagem para as regioes
genomicas de 5UTR e NS5B do HCV foi de 97%, com 30 das 31 amostras
apresentando subtipos concordantes para ambas as regioes genomicas (Tabela 5).
Tabela 5. Nimero de amostras e os respectivos subtipos do HCV encontrados para as

regides 5'UTR e NS5B do HCV por meio da analise da homologia das seqiiéncias no programa HCV-
BLAST (Kuiken et al., 2005).

Subtipo HCV 5'UTR NS5B

1a 27 24
1b 2 1

1a/1b 5 0]
2b 2 2
3a 3 4

4c/4d 1 0

Total 40 31

Sendo assim, 77% foram classificadas como subtipo 1a, 3% como subtipo 1b,
10% como subtipo 3a, e 6% como subtipo 2b (Figura 8). Todas as amostras 2b

tiveram seus genotipos confirmados por clonagem, purificacao e seqiienciamento.
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Figura 8. Graficos com prevalénica de genétipos e subtipos de HCV no DF. Porcentagem de
genotipos e subtipos do HCV obtidos por meio de seqlienciamento das regioes 5'UTR e NS5B do HCV
nos individuos co-infectados com HIV-1/HCV analisados no presente estudo.

Uma amostra (3%), entre as 31, apresentou divergéncia de genoétipo encontrado
na analise das duas regidoes genomicas, caracterizando-se subtipo 3a quando foi
analisada a seqiiéncia de NS5, e subtipos 1a e 1b quando foi analisada a seqiiéncia de
5'UTR. Sendo assim, a concordancia dos resultados de genotipagem realizados para
as regioes genomicas 5UTR e NS5B do HCV foi de 97% entre os genotipos
encontrados para o HCV, mas obteve 90% de concordancia quando a analise verificou
o subtipo da amostra (Tabela 6).

Tabela 6. Concordancia na genotipagem do HCV por meio de comparacdo da analise das

seqiliéncias das regidoes genémicas 5'UTR e NS5B de amostras de individuos co-infectados com HIV-
1/HCV do presente estudo.

n=3 Concordancia entre resultados de genotipagem com as regioes 5’UTR

1 e NS5B
Genotipo 30 97%
Subtipo 28 90%

Para as 9 amostras que foram amplificadas e genotipadas apenas para a regiao
5'UTR os resultados de genotipagem encontrados sdo apresentados na tabela 7 a
seguir. Dessas destaca-se uma amostra cuja seqiiéncia apresentou similaridade com
os subtipos 4c e 4d do HCV. Esse resultado de genotipagem foi confirmado por meio
da andlise de hibridizacdo do produto da PCR (INNO-LiPA, Innogenetics) no
LACEN-DF.
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Tabela 7. Amostras genotipadas somente para a regiiao 5’'UTR do HCV por meio da anélise
da homologia das seqiiéncias no programa HCV-BLAST (Kuiken et al., 2005).

Amostra Resultado da Genotipagem para 5’UTR

5 1a
10 1a
15 1a
22 1a
23 1a
32 1b
37 4¢/4d
43 1a
45 1a/1b

4.3.2 Andlise Filogenética

A anélise filogenética foi realizada utilizando-se o programa PHYLIP
(Felsenstein, 1981), para as seqiliéncias obtidas com o minimo de 198 nucleotideos
para as regioes de 5'UTR e 208 para NS5B. Desse modo, 38 amostras caracterizadas
para 5'UTR foram utilizadas na analise filogenética juntamente com as seqiiéncias
referéncia dos subtipos 1a (>1a.GB.Glasgow.AY885238_), 1b (>1b.DE.HCV-
AD78P1.AJ132997_), 3a (>3a._.CB.AF046866_), 2b (>2b.JP.HC-J7.D10077_) e
seqiiéncias provenientes do banco gendémico 4c¢ (niimero de acesso: AY766511) e 4d
(AY766523). Como grupo externo, utilizou-se a seqiiéncia referéncia do genétipo 2e
(>2e.ID.JK020.D49745_) (Figura 9).

Para a analise filogenética de NS5B foram usadas 27 amostras mais as
seqiiéncias referéncia dos subtipos 1a (>1a._.H77.NC_004102_), 1b (>1b.CN.HCV-
S.AY460204_), 3a (>3a.DE.HCVCENS1.X76918 ) e 2b (>2b.JP.HC-J8.D10988 )
tendo como grupo externo a seqiiéncia referéncia do gendtipo 5a

(>5a._.FR741.D50466_) (Figura 10).
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Figura 9. Analise filogenética da regido 5’'UTR do HCV em amostras de co-infectados
com HIV-1. Arvore de méixima verossimilhanca enraizada com HCV 2e como grupo externo. Os
valores nos ramos correspondem aos valores de bootstrap calculados pelo método neighbor joinning
com fator de correcdo de 2 parametros de Kimura em 1000 réplicas. Sao mostrados valores de
bootstrap acima de 70%. O valor da barra de escala no canto esquerdo inferior de cada figura
representa a distancia genética em substituicoes por nucleotideo do fragmento analisado. As setas
vermelhas indicam os subtipos de referéncia.
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Figura 10. Analise filogenética da regiao NS5B do HCV em amostras de co-infectados
com HIV-1. Arvore de méixima verossimilhanca enraizada com HCV 5a como grupo externo. Os
valores nos ramos correspondem aos valores de bootstrap calculados pelo método neighbor joinning
com fator de correcdo de 2 parametros de Kimura em 1000 réplicas. S3o mostrados valores de
bootstrap acima de 70%. O valor da barra de escala no canto esquerdo inferior de cada figura
representa a distancia genética em substitui¢oes por nucleotideo do fragmento analisado. As setas
vermelhas indicam os subtipos de referéncia.
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Como pode ser observado nas figuras 9 e 10, todas as amostras agruparam com
as seqiiéncias de referéncia dos gendtipos correspondentes, com um valor minimo de
bootstrap de 70% na arvore de 5'UTR e de 87% na arvore de NS5B. Também pode ser
observado que em ambas as arvores as amostras nao formaram subgrupos distintos
evidenciando uma transmissao que nao possui a mesma origem. Além disso, todos os
isolados de referéncia do mesmo genétipo formaram grupos bem caracterizados, com
valores de bootstrap acima de 70%, evidenciando a confiabilidade da anélise.

A confirmacdo dos genoétipos para cada regido gendmica foi baseada nos
agrupamentos observados na analise filogenética com um valor de bootstrap igual ou
superior a 70%. A analise em conjunto dos gendtipos detectados por meio da analise
das seqiiéncias pelo programa HCV-BLAST (Kuiken et al.,, 2005) das regioes
genomicas de 5'UTR e NS5B, bem como a analise filogenética, permitiu a
classificacio em genotipos para todas as 40 amostras e em subtipos para 38
amostras. Assim, as amostras 17, 21 e 47, que apresentaram gendtipos ou subtipos
divergentes na analise das seqiiéncias pelo programa HCV-BLAST (Kuiken et al.,
2005) foram, finalmente, classificadas de acordo com os agrupamentos observados
nas arvores. O subtipo nao pode ser definido para as amostras 37 e 45, pois as
mesmas nao tiveram a seqiiéncia de NS5B analisada devido a baixa carga viral e a
auséncia de conservacao dessa regido, impossibilitando a amplificacdo para essa
regiao. Além disso, a analise filogenética de 5’'UTR nao permitiu a distin¢cao entre os
subtipos, pois nao houve formacao de aglomerado com valor de bootstrap
significativo separando os subtipos 1a de 1b e 4c de 4d (Figura 9). Os resultados
obtidos pela andlise de similaridade e confirmados pela analise filogenética estao
sumarizados na Tabela 8. Algumas amostras puderam também ter seus genotipos e
subtipos determinados pela técnica de hibridizacao Inno-LiPA HCV II (Innogenetics)
realizada no LACEN-DF (dados apresentados na Tabela 8) (Stuyver et al., 1996).
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Tabela 8. Genétipo das amostras de co-infectados com HIV-1/HCV de acordo com os
resultados obtidos por meio da anélise da homologia das seqiiéncias de 5’'UTR e NS5B no programa
HCV-BLAST (Kuiken et al., 2005) confirmadas pela analise filogenética no programa PHYLIP
(Felsenstein, 1981) e pela técnica da Inno-LIPA HCV II (Innogenetics) (Stuyver et al., 1996). Em
vermelho as amostras discordantes ou com subtipo indefinido pela anéalise do programa HCV-BLAST
(Kuiken et al., 2005).

Genoétipo Genétipo Genoétipo Genédtipoe Genédtipoe Genoétipo
Amostra © Subtipo Analise e Subtipo Subti.po Subtipo e Subt.ipo
N=40 HCV- Filogenética HCV- Analise Consenso InnoLiPA
BLAST SUTR BLAST Filogenética dos HCVII
5'UTR o NS5B NS5B Resultados

1 1a 1 1a 1a 1a -

3 1a 1 1a 1a 1a -

4 1a 1 1a 1a 1a -

5 1a - - - 1a -

6 1b 1 1b 1b 1ib -

i 1a 1 1a 1a 1a -

8 1a 1 1a 1a 1a -

9 1a 1 1a 1a 1a -
10 1a 1 - - 1a -
11 1a 1 1a 1a 1a -
12 1a 1 1a 1a 1a -
13 1a 1 1a 1a 1a -
14 1a 1 1a 1a 1a -
15 1a 1 - - 1a -
17 1a/1b 1 1a 1a 1a -
19 1a 1 1a 1a 1a -
21 1a/1b 3a 3a 3a 3a -
22 1a 1 - - 1a -
23 1a 1 - - 1a -
24 1a 1 1a 1a 1a -
26 3a 3a 3a 3a 3a -
27 2b 2b 2b 2b 2b -
28 2b 2b 2b 2b 2b -
29 1a 1 1a 1a 1a -
30 1a 1 1a 1a 1a -
31 1a 1 1a - 1a 1a
32 1b 1 - - 1ib 1b
33 1a 1 1a 1a 1a 1a
34 1a 1 1a - 1a 1a
36 1a 1 1a 1a 1a 1a
37 4c/4d 4 - - 4¢/4d 4c/4d
38 3a 3a 3a 3a 3a 3a
39 3a 3a 3a 3a 3a 3a
40 1a 1 1a 1a 1a 1a
41 1a 1 1a 1a 1a -
42 1a - 1a - 1a -
43 1a 1 - - 1a -
44 1a 1 1a - 1a -
45 1a/1b 1 - - 1a/1b -
47 1a/1b 1 1a 1a 1a -

Total 40 38 31 27 40 9

62



5. DISCUSSAO
5.1 A prevaléncia do HCV em HIV-1 soropositivos

A co-infeccao HIV-1/HCV atinge mais de um terco dos pacientes infectados com
HIV no mundo. Estima-se que nos EUA a prevaléncia da co-infeccao HCV/HIV-1
esteja entre 15% e 30%, enquanto que entre os usuarios de drogas injetaveis, estes
valores chegam a 90%. No continente europeu a co-infeccao HIV-1/HCV apresentou
prevaléncia de 33% entre os individuos infectados com HIV-1 (Rockstroh et al,
2005).

No Brasil, a elevada soroprevaléncia de HCV na populacao de pacientes HIV-1
soropositivos supera a registrada para populacées como a de doadores de sangue ou
populacao em geral (Fainboim et al., 1999). Em muitos paises da América, inclusive
no Brasil, diferencas na distribuicao dos casos de HIV-1 soropositivos, de acordo com
a categoria de exposicao, foram observadas na década passada quando comparada
com os anos 80. Inicialmente, no Brasil, a epidemia afetou principalmente
homossexuais ou bissexuais do sexo masculino, hemofilicos e outros que recebiam
derivados de sangue. Entretanto, com o passar dos anos, houve um aumento na
infeccado pelo HIV-1 entre usuarios de drogas intravenosas e heterossexuais
(Fainboim et al., 1999). O uso de drogas intravenosas ¢é responsavel por cerca de 20%
dos casos acumulados de AIDS no Brasil (Soto et al., 1997). Treitinger et al. (2000)
estudaram a soroprevaléncia do HCV em 93 pacientes HIV-1 soropositivos em Santa
Catarina e encontraram 88,2% de prevaléncia do HCV entre 34 usuéarios de drogas
intravenosas.

Em um estudo realizado com 232 pacientes anti-HIV soropositivos cerca de
54% foram considerados também anti-HCV soropositivos (Pavan et al., 2003). Em
um estudo retrospectivo com 2.821 pacientes com AIDS do Brasil, onde 29,5% foram
testados para sorologia, a prevaléncia do anti-HCV foi de 33% (Marins et al., 2005). A
prevaléncia do HCV em pacientes HIV-1 soropositivos tratados nos servigos de satide
em estudo realizado em Belém, regidao Norte do Brasil, foi de 16% (Monteiro e
Nascimento, 2004) e na cidade de Santos, regiao Sudeste, 36,2% (Segurado et al.,
2004). Na cidade de Sao Paulo (regidao Sudeste) entre 1.457 pacientes HIV-1
soropositivos analisados, 17,7% eram soropositivos para o HCV (Mendes-Corréa et

al., 2000).
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Na cidade de Goiania (regiao Centro-Oeste) (n = 592), Pereira et al. (2006)
encontraram uma prevaléncia do HCV em 42% dos individuos HIV-1 soropositivos. A
prevaléncia da co-infeccdo HIV-1/HCV no Distrito Federal e Entorno ainda nao foi
estimada, tornando-se necessario a realizacio de estudos mais aprofundados. E
importante que se amplie o conhecimento epidemiologico da hepatite C em funcao do
tempo, da diversidade genética do HCV, das caracteristicas da populacao e da regiao
geografica afetada, com a identificacdo dos principais fatores de risco associados a
transmissao do HCV para que, no futuro, se ampliem as estratégias de deteccao, de
prevencao e de controle da infeccao.

A prevaléncia de anticorpos anti-HCV em individuos co-infectados com HIV-
1/HCV varia de acordo com os fatores de risco da co-infeccao e com o teste sorolégico
utilizado. Entre os hemofilicos HIV-1 soropositivos, a prevaléncia de anticorpos anti-
HCV varia entre 60% a 90% (Navarro et al., 2005). E ainda, a prevaléncia de anti-
HCV pode ser subestimada devido as flutuacoes de anticorpos anti-HCV em pacientes
soropositivos para o HIV-1, conforme foi observado em um estudo no qual 18 de 52
pacientes HIV-1 soropositivos e anti-HCV nao reagentes apresentaram RNA-HCV
positivo (Mendes-Corréa et al., 2001). No entanto, os testes para deteccao de
anticorpos anti-HCV sao tuteis para diagnosticar a exposicao ao virus, mas nao
evidenciam a viremia ativa (Majid e Gretch, 2002). Além disso, a presenca de
anticorpos anti-HCV nao determina o estagio da infeccdo em que o individuo se
encontra (Carvalho, 1999; Amorim, 2003).

No presente estudo, dentre as amostras de co-infectados analisadas, 5 amostras
nao tiveram o material genético amplificado para a regido 5’'UTR e 12 amostras nao
foram amplificadas para NS5B. A maioria dessas amostras anti-HCV positivas
(10/12) apresentou niveis indetectaveis de carga viral nos testes quantitativos do HCV
realizados no LACEN-DF. Na situacdo onde o teste anti-HCV é positivo e o PCR
negativo, pode-se considerar algumas possibilidades como infec¢ao cronica com os
niveis de RNA flutuantes, eliminacao viral espontanea ou supressao da infeccao por
meio de tratamento (Erensoy, 2001). E ainda, as amostras (2/12) que apresentaram
valores elevados de carga viral, possivelmente nao tiveram seu material genético
amplificado pela PCR devido as limitacGes da técnica que envolve, por exemplo, a

escolha dos iniciadores e a conservacao da regido gendémica utilizada (Zein, 2000).
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Corroborando os resultados encontrados neste estudo, a regiao NS5B nao apresenta a

mesma conservac¢ao encontrada na regiao 5’'UTR (Majid e Gretch, 2002).
5.2 Os genoétipos do HCV

A determinacdo do genotipo do HCV é um parametro para o prognostico da
resposta ao tratamento antiviral uma vez que o genotipo 1 esta associado a uma
menor resposta viroldgica sustentada (40-45%) quando comparado com os genotipos
2 e 3, cuja resposta viroldgica sustentada é de 70-80% na terapia combinada de
interferon com ribavirina. Além disso, a genotipagem ¢ importante
epidemiologicamente, pois os seis genotipos apresentam distribuicao geografica
distinta. Embora os genotipos 1, 2 e 3 apresentem uma distribuicio mundial, sua
relativa prevaléncia varia de uma area geografica pra outra. O genétipo 4 do HCV, por
exemplo, é encontrado no Oriente Médio e Norte da Africa, e os genétipos 5 e 6 no
Sul da Africa e Asia, respectivamente (Simmonds et al., 2005).

No Brasil, um pais de dimensoes continentais, estudos realizados na populacao
de doadores de sangue retratam a diversidade genotipica do HCV. Na regiao Centro-
Oeste do pais, em um estudo realizado em Goiania (n = 42), o subtipo 1a foi o mais
prevalente (50%), seguido dos subtipos 3a (30,9%) e 1b (16,7%). Outro estudo,
realizado no Mato Grosso (n = 44), entretanto, encontrou que o subtipo 1b (29,5%)
foi mais freqiiente que o subtipo 3a (25%). No Mato Grosso do Sul (n = 38), subtipos
1a e 1b foram igualmente detectados (36,8%), seguidos pelo subtipo 3a (21,1%). O
subtipo 2b raramente foi encontrado nesses estudos, com valores de 2,4%, 4,5% e
5,3%, respectivamente (Martins et al., 2006). No Distrito Federal (n = 41), Amorim
(2003) encontrou que o genoétipo 1 foi o mais prevalente (60,9%) na populagao de
doadores de sangue, seguido pelo genotipo 3 (39,1%) sendo o subtipo 3a (39%) mais
freqliente que os subtipos 1a (34,1%) e 1b (26,8%).

Estudos sobre a prevaléncia de gendtipos do HCV na populagdo de individuos
co-infectados com HIV-1 e HCV sdo escassos no Brasil. Em um estudo realizado em
individuos co-infectados do noroeste de Sao Paulo e do Mato Grosso do Sul (n = 35)
77% dos HCVs foram caracterizados como geno6tipo 1 e os demais como genotipo 3
(Aguiar et al., 2005). Em Goiania (Centro-Oeste) Pereira et al. (2006) demonstraram

que o subtipo 3a foi encontrado em 86% das amostras, seguido de 14% do subtipo 1a.

65



No presente estudo sobre a caracterizacdo molecular em individuos co-
infectados HCV/HIV-1, a prevaléncia dos genoétipos na populacao de individuos co-
infectados foi determinada por meio de seqiienciamento das regides genOmicas
5'UTR e NS5B do HCV e confirmada por meio de anélise filogenética dessas regioes
genomicas. O gendtipo do HCV mais prevalente nas amostras de individuos com co-
infeccao HIV-1/HCYV foi o gen6tipo 1 com 81%, seguido dos gendtipos 3 (10%), 2 (6%)
e 4 (3%). Os genodtipos 2 e 4, raros no Brasil (Martins et al., 2006), foram descritos
aqui pela primeira vez na populacdo HCV positiva do Distrito Federal mono ou co-
infectada com outros virus.

Trabalhos demonstram que quando diferentes regioes do genoma, como 5'UTR,
core, NS3 e NS5 sao seqiienciadas, os resultados dos genoétipos sao concordantes
(Zein, 2000; Majid e Gretch, 2002). A concordancia entre os resultados de
genotipagem encontrados neste estudo e feito para as regidoes 5'UTR e NS5B foi de
97% para os genotipos e 90% para os subtipos, resultado corroborado por outros
trabalhos da literatura (Zein, 2000; Majid e Gretch, 2002). A concordancia
apresentada para a determinacao dos subtipos (90%) foi menor porque a analise de
diferentes regioes do genoma pode resultar em diferentes subtipos (Arens, 2001) e,
além disso, em 5% a 10% das amostras cujos subtipos sao determinados por meio da
seqiiéncia da regido 5'UTR o método nao consegue distinguir os subtipos 1a do 1b
(Erensoy, 2001).

O seqiienciamento de 5'UTR fornece uma efetiva discriminacao dos principais
gendtipos, embora apresente limitacdes na distin¢do entre alguns subtipos (Germer
et al., 1999; Halfon et al., 2001b), sendo indicado o seqiienciamento de outras regides
gendmicas para uma melhor exatidao na determinacao dos subtipos (Robertson et al,
1998). Outros estudos analisando diferentes regioes genémicas do HCV precisam ser
conduzidos para permitir um melhor entendimento da dinamica da infeccao do HCV
no Brasil, uma vez que a maioria dos dados disponiveis é proveniente da analise de
5UTR e, geralmente, ndo classificam os isolados virais até o nivel de subtipo devido
as conhecidas limitagoes do uso de 5'UTR.

No presente estudo, duas amostras (2/31) tiveram seus resultados limitados na
determinacao do subtipo na analise da regiao 5UTR porque em alguns isolados,
apenas uma ou duas mudancas nucleotidicas distinguem os subtipos como, por

exemplo, a substituicdo na posicao -99 da adenina pela guanina entre os subtipos 1a e
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1b. No entanto, tem sido demonstrado que a classificacio do HCV em nivel de
genoétipo € suficiente para o progndstico clinico e terapéutico (Campiotto et al.,
2005).

A prevaléncia dos genoétipos e subtipos encontrada neste estudo esta de acordo
com os resultados de outros estudos de caracterizacao molecular do HCV circulante
na populacao de doadores de sangue da regiao do Centro-Oeste (Martins et al., 1998;
Amorim, 2003), onde existe maior prevaléncia do genotipo 1, o que tem importancia
epidemioldgica e clinica, sendo til no prognostico e no tratamento da infec¢ao (Zein
et al, 2002; Hoofnagle, 2002).

A falta de concordancia entre os subtipos encontrados em 10% das amostras
sugere que os métodos de genotipagem que visam a obtencdo de maior distincao
entre os variantes do HCV por meio da amplificacio pela nested-PCR e
seqiienciamento de uma Unica regiao genomica nao asseguram a definicao exata do
subtipo, embora os resultados do presente estudo indiquem que, na maioria dos
casos, existe uma alta concordancia quando seqiiéncias de 5'UTR e NS5B sao usadas
para definicao apenas de genétipos do HCV.

A amostra 7 foi caracterizada como genotipo 1 pela analise de similaridade de
seqiiéncias do banco genémico do HCV e anélise filogenética para a regidao 5'UTR e
como genotipo 3 para a regiao NS5B. Uma das possiveis explicacOes seria a infeccao
mista por mais de um genétipo, apesar de raros, casos de co-infeccio com mais de
um geno6tipo do HCV ja foram documentados (Swan e Raymond, 2004). Além disto,
como se trata de um paciente com provavel comportamento de risco, uma vez que
apresenta co-infeccao com HIV-1/HCV este paciente pode ter sido exposto a mais de

um geno6tipo de HCV.
5.3 A Diversidade Genética do HCV e a Co-infeccao com o HIV-1

O estudo da diversidade viral fornece um melhor entendimento sobre a origem e
dinadmica da infec¢ao viral. Pybus et al. (2001) encontraram diferenca significativa de
comportamento entre os diferentes gendtipos do HCV ao observarem que os
gendtipos 1 e 3 se espalharam antes dos métodos de triagem de doagdo de sangue
serem adotados, enquanto que infeccGes com genotipos 4 e 6 seguiram o padrao das
doencas adquiridas por uma ampla variedade de rotas domésticas e sociais nao
definidas.
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Identificar o geno6tipo do HCV é clinicamente importante porque pode predizer
a resposta a terapia antiviral, sendo o genotipo 1 associado a maior resisténcia ao
tratamento. Entretanto, ndo existe consenso se a diferenca na gravidade clinica e
histolégica da doenca pode ser explicada pelas diferencas entre os genotipos
infectantes. Estudos sugerem que o genétipo 1b esteja associado a uma maior
gravidade da doenca embora esses resultados apresentem divergéncia com outros
estudos que relataram pouca ou nenhuma influéncia do genotipo na progressao da
doenca (Harris et al., 2006).

Estudos que analisam o papel dos genétipos do HCV na eliminacao viral
espontanea também apresentam resultados controversos. Alguns estudos nao
encontram associaciao entre o genotipo do virus e a eliminacado do RNA-HCV, com
fatores do hospedeiro, como o sexo do paciente, sendo mais importantes, enquanto
que alguns estudos tém sugerido que a infeccio com subtipo 1b pode ter menor
capacidade de ser eliminada espontaneamente quando comparada com a infeccao
causada por outros genotipos (Campiotto, 2005; Harris et al., 2006).

Apo6s a introducao da terapia antiretroviral a infeccdo do HCV tem sido

considerada a principal causa de morbidade e mortalidade entre individuos co-
infectados com HIV-1. Individuos co-infectados apresentam uma morbidade mais
elevada do que individuos mono-infectados com HIV-1, e a infeccao pelo HCV é
considerada um prognostico para mortalidade (Rockstroh et al., 2005).
Alguns estudos sugerem que a viremia do HCV é maior em pacientes HIV-1 positivos
quando comparado com pacientes nao co-infectados com HIV-1 (Hall et al., 2004).
Um estudo realizado em S3ao Paulo com 1457 pacientes HIV-1 soropositivos
demonstrou que 17,7% eram anti-HCV positivos e, destes, 98% eram positivos
também para RNA-HCV (Mendes-Corréa e Barone, 2000). Ainda com relacao a co-
infeccao HIV-1/HCV, foi observado por alguns autores que a resposta a HAART sofre
influéncia do HCV, com resultados inferiores, sobretudo da contagem de células CD4,
quando comparados com o que ocorre nos pacientes sem co-infeccdo (Swan e
Raymond, 2004; Rockstroh et al., 2005).

O tratamento da infeccao pelo HCV torna-se importante para alcancar maior
sobrevida e melhor qualidade de vida dos individuos co-infectados (Zocratto et al.,
2006). A co-infeccao com HIV-1/HCV representa um maior risco de progressao para

a doenca cronica do figado do que a infeccao apenas com HCV (Swan e Raymond,
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2004). A elevacao da hepatotoxicidade foi relatada em pacientes co-infectados devido
ao uso de drogas inibidoras de protease (Mendes-Corréa e Barone, 2000).

O gendtipo do HCV ¢é o principal determinante na resposta ao tratamento da
hepatite C cronica. Apesar dos dados relativos as taxas de resposta na infeccao com o
geno6tipo 4 do HCV serem limitados e controversos, um grande estudo realizado com
amostras da Franca e do Egito infectadas com genétipo 4 observou que pacientes
infectados com o subtipo 4a respondem melhor ao tratamento do que aqueles
infectados com subtipo 4d. Observou-se ainda que, assim como ocorre com a infec¢ao
do gendtipo 1 do HCV, uma baixa carga viral do genotipo 4 antes do tratamento tem
significativa associacao com melhor resposta ao tratamento. De acordo com o estudo,
o subtipo do HCV influencia a resposta ao tratamento em pacientes infectados com
HCV 4 (Roulot et al., 2007).

Entre os genotipos do HCV, o genoétipo 3 tem sido associado a elevacao do nivel
de transaminases durante a HAART, exercendo um papel mais expressivo do que as
drogas na hepatotoxicidade. No estudo de Mendes-Corréa e Barone (2000), relativo a
pacientes infectados com genétipo 3 atendidos na cidade de Sao Paulo, 89,2%
apresentavam niveis de ALT muito elevados, mas ainda nao esta claro se o HCV
geno6tipo 3 pode representar um fator de risco adicional na elevacao das
transaminases durante a HAART (Torti et al., 2006).

O efeito da HAART na carga viral do HCV ainda é controverso. Muitos estudos
demonstraram nenhuma mudanca nos titulos do RNA-HCV com o uso da HAART
(Rockstroh et al., 1998; Torre et al., 2001) enquanto que em outros estudos houve um
aumento transiente (Rutschman et al, 1998; Puoti et al., 2000) ou sustentado (Ragni
et al., 1999) na carga do HCV e, ainda, outros estudos demonstraram uma diminuicao
nos niveis de RNA-HCV e, em alguns casos, o clareamento do HCV (Swan e
Raymond, 2004). O aumento da carga viral do HCV associado ao longo tratamento
da HAART pode nao ser um fator progndstico da gravidade da doenca causada pelo
HCV ou pelo HIV-1, mas pode ser importante para predizer a resposta a terapia com
interferon (Babik e Holodniy, 2003).

No presente estudo, as analises das seqiiéncias por meio do programa
HCV_BLAST (Kuiken et al., 2005) e analise filogenética definiram os genotipos e os
subtipos das amostras de HCV circulantes em individuos co-infectados com HIV-

1/HCV no Distrito Federal. Como pode ser observado nas figuras 9 e 10, as amostras
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se agruparam junto aos isolados referéncia dos genoétipos 1, 2, 3 e 4 com valores de
bootstrap superiores a 87% para NS5B e 70% para 5UTR validando essas
informacoes. Nao foi possivel a distincao entre os subtipos 1a e 1b pela analise
filogenética da regiao 5'UTR, pois as seqiiéncias desses subtipos apresentam grande
similaridade, e assim as amostras de genoétipo 1 se agruparam aleatoriamente, sem a
formacao de aglomerados distintos de subtipos 1a e 1b. A presenca de genoétipos 1, 2,
3 e 4 do HCV na populacao de co-infectados com HIV-1-HCV merece ser investigada
mais profundamente, pois esses genoétipos tém importancia na predicao da resposta

ao tratamento antiviral.

70



CONCLUSOES

A prevaléncia do Genoétipo 1 (81%) do HCV na populacdo de co-infectados
atendidos no DF e Entorno foi significativamente maior do que a dos

gendtipos 2, 3 e 4 juntos (19%);

A prevaléncia do subtipo 1a (77%) do HCV foi significativamente maior do que

a dos outros subtipos juntos (23%);

A concordancia entre a genotipagem realizada para as regioes de 5UTR e
NS5B foi de 100% na caracterizacao dos genétipos e 93% na caracterizacao dos

subtipos;

A anaélise filogenética das seqiiéncias se mostrou uma importante ferramenta
para genotipagem, uma vez que permitiu confirmar os resultados da
genotipagem e definir, com base nos agrupamentos da arvore de NS5B,
aqueles subtipos que nao puderam ser definidos por meio da genotipagem de
5 UTR;

Os dados obtidos por este trabalho estdo de acordo com aqueles obtidos em
estudos realizados com outras populacoes mono-infectadas com HCV da

regiao Centro-Oeste.
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7. PERSPECTIVAS

O presente trabalho é um estudo de série historica de amostras de individuos
co-infectados por HIV-1/HCV atendidos pelo sistema de satide publica do Distrito
Federal e Entorno, que teve como principal objetivo caracterizar molecularmente os
genotipos e subtipos e suas respectivas prevaléncias nesta regiao geografica do Brasil.

Nesse contexto, deve-se ressaltar a importancia de se conhecer por meio de
mais estudos a prevaléncia da populacao de individuos co-infectados por HVI-1/HCV
na populacao de individuos HIV-1 soropositivos e na popula¢cao de HCV soropositivos
do Distrito Federal e Entorno, visto a escassez de dados que afeta essa regido do pais.
Com isso, juntamente com os dados gerados por meio dessa avaliacao de série
historica sera possivel obter um melhor perfil epidemiologico da populacao de co-
infectados por HIV-1/HCV.

Mais analises sao necessarias para se obter um perfil da infeccao do HCV nos
individuos do Distrito Federal e Entorno co-infectados por HIV-1/HCV que
possibilitem gerar dados que contribuirao para as analises da histéria evolutiva do
HCV nessa regiao e que permitirao comparar com os dados obtidos em outras regioes
do pais contribuindo, possivelmente, para um melhor entendimento da epidemia de
HCV no Brasil.

Em conclusao, a necessidade de uma cuidadosa avaliacao epidemioldgica no
Brasil nos diferentes grupos populacionais ¢é reforcada pelo fato do conhecimento da
freqiiéncia e distribuicao dos genotipos poderem fornecer informacgées fundamentais
para o entendimento da dispersdio do HCV bem como fornecer subsidios para
direcionamentos do tratamento. E ainda, esses dados podem ajudar profissionais da
saude a tratarem melhor os pacientes infectados com HIV-1 e reforcam a necessidade

de programas de prevencao da transmissao do HIV-1.
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