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RESUMO

OBIJETIVO: Descrever a frequéncia de infeccéo pelo virus da hepatite C (VHC) em amostras de soro de pacientes
diagnosticados como hepatite "'ndo-A e ndo-B", atendidos em um instituto de pesquisa da Amazénia, entre 1982 e 1988.
MATERIAIS E METODOS: Pesquisa descritiva, transversal e retrospectiva, incluindo 396 amostras de soro, preservadas
a -20 °C e testadas para anticorpos IgG anti-VHC por ELISA. As amostras eram de pacientes de ambos os sexos, variando
de 1 més a 85 anos de idade, oriundos dos municipios de Belém e Ananindeua, Pard, Brasil. Para amostras anti-VHC
reagentes, investigou-se a presenca de RNA viral e, nos detectados, procedeu-se sequenciamento e genotipagem.
RESULTADOS: Anticorpos anti-VHC foram detectados em 10,9% (43/396) dos soros examinados. O RNA do VHC foi
detectado em 55,8% (24/43) dos soros reagentes. Para 33,3% (8/24) dessas amostras, foi possivel a distincdo dos
gendtipos 1 (75,0%; 6/8) e 3 (25,0%; 2/8), com a confirmacéo de dois subtipos (1b e 3a). CONCLUSAO: Apesar das
limitacées, pelo longo tempo de armazenamento das amostras (trés décadas), foi possivel detectar e caracterizar o VHC
em soros oriundos de biobanco, revelando a circulacdo de dois gendtipos e dois subtipos virais & época: o gendtipo 1,
detectado na maioria das amostras genotipadas e, na atualidade, exibindo maior resisténcia a férmacos que os demais
gendtipos conhecidos; e o gendtipo 3, menos frequente na amostra do estudo, associado a maior viruléncia. A andlise
permitiu identificar linhagens do VHC, favorecendo estudos futuros para elucidar aspectos evolutivos associados &
resisténcia e & viruléncia desse patégeno.

Palavras-chave: Virus da Hepatite C; Diagnéstico Molecular; Perfil Genotipico; Epidemiologia.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To describe the frequency of Hepatitis C virus (HCV) infection in serum samples from patients diagnosed
with "non-A and non-B" hepatitis attended at an Amazonian research institute between 1982 and 1988. MATERIALS AND
METHODS: Descriptive, cross-sectional, and retrospective research including 396 serum samples preserved at -20 °C
and tested for anti-HCV IgG antibodies by ELISA. The samples were from patients of both sexes, ranging from 1 month
to 85 years old, from Belém and Ananindeua, Pard State, Brazil. For reactive anti-HCV samples, the presence of viral
RNA was investigated, and sequencing and genotyping were conducted in those detected. RESULTS: Anti-HCV antibodies
were detected in 10.9% (43/396) of the sera examined. HCV RNA was detected in 55.8% (24/43) of the reagent sera.
For 33.3% (8/24) of these samples, it was possible to distinguish genotypes 1 (75.0%; 6/8) and 3 (25.0%; 2/8), with the
confirmation of two subtypes (1b and 3a). CONCLUSION: Despite the limitations, due to the long storage time of the
samples (three decades), it was possible to detect and characterize HCV in biobank sera, revealing the circulation of two
genotypes and two viral subtypes at the time: genotype 1, detected in most genotyped samples and currently exhibiting
greater drug resistance than other known genotypes; and genotype 3, less frequent in the study sample, associated with
higher virulence. The analysis allowed the identification of HCV strains, favoring future studies to elucidate evolutionary
aspects associated with the resistance and virulence of this pathogen.
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INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) ainda
constitui grave problema de salde publica no Brasil e
no mundo'. Segundo a European Association for the
Study of the Liver (EASL), 71 milhdes de pessoas estdo
infectadas cronicamente pelo VHC ao redor do mundo,
e, nas Américas, estima-se que sejam 7 milhdes?. Desse
nimero, apenas 25% foram diagnosticadas?®. No
Brasil, entre 1,4 e 1,7 milhdo de individuos podem estar
infectados com o VHC*.

As hepatites virais afetam cronicamente cerca de
325 milhées de pessoas em todo o mundo, sendo
que 95% dos infectados desconhecem sua doenca e
menos de 1% tém acesso ao tratamento®. A hepatite
C ¢é geralmente assinftomdtica, com sinais e sinfomas
ocorrendo principalmente em estdgios avancados da
doenca*. Milhées de pessoas podem progredir de
forma lenta para cirrose, descompensacdo hepdtica e
hepatocarcinoma, tornando essa infeccéo a causa mais
frequente de transplante hepdtico no mundo'?#. Apenas
10% dos pacientes desenvolvem ictericia e menos de
20% possuem sintomas inespecificos mais graves, como
anorexia, nduseas, voémitos, diarreia, mal-estar, dor
abdominal, entre outros®.

A transmiss@o ocorre por meio do compartilhamento
de objetos pessoais; seringas e agulhas para uso de
drogas injetdveis*. O diagndstico tardio da hepatite
C contribui para a transmisséo da doenca e sua alta
mortalidade’.

A hepatite C foi primeiramente observada em
doadores de sangue na década de 1980 e caracterizada
como hepatite 'ndo A e ndo B" (HNANB)¢. Denominada
inicialmente como "hepatite pés-transfusional ndo-A e
ndo-B de transmissdo parenteral’, a etiologia da hepatite
C foi elucidada em 19897. O agente da hepatite C foi
classificado na familia Flaviviridae, género Hepacivirus
e espécie Hepacivirus C, depois do advento de técnicas
moleculares®.

Dessa forma, estudos retrospectivos sobre frequéncia
de infecco pelo VHC sdo importantes fontes de
reconhecimento da histéria natural da doenca?, mas séo
escassos na Regido Amazbnica brasileira. Esse paralelo
temporal também permite a comparacdo do perfil
epidemiolégico dos doentes em dois cendrios distintos,
antes e apds a aquisicdo dos testes de diagndstico e do
tratamento da doenca. Este estudo obijetiva descrever a
prevaléncia da infeccdo pelo VHC em amostras de soro
de pacientes diagnosticados como HNANB, entre 1982
e 1988, provenientes da Amazénia Legal.

MATERIAIS E METODOS

Estudo descritivo, transversal, retrospectivo, que
utilizou 396 amostras  soroldégicas provenientes do
biobanco da Secd@o de Hepatologia (SAHEP) do Instituto
Evandro Chagas (IEC), Secretaria de Vigilancia em Sadde
(SVS), Ministério da Satde (MS), armazenadas a -20 °C
por mais de 30 anos. Essas amostras foram coletadas,
no periodo de 1982 a 1988, de pacientes atendidos
com quadro clinico compativel com HNANB aguda e,
com marcadores sorolégicos negativos para hepatites A

e B, de um total de 2.223 casos consecutivos atendidos
na Regido Amazénica. Para a coleta dos dados clinicos,
demogrdficos e laboratoriais, foram realizadas pesquisas
em livros de registro e fichas epidemiolégicas dos casos
triados.

As 396 amostras de soro foram testadas para
pesquisa de anticorpos anti-VHC IgG, pelo método
ELISA, com kits comerciais de quarta geracéo (DIA.
PRO Diagnostic Bioprobes®, San Giovanni, [télia),
obedecendo os procedimentos e interpretacdo indicados
pelos fabricantes. O volume reduzido das amostras
impossibilitou o uso de aparelho automatizado no
diagnéstico soroldgico.

O resultado final das amostras foi dado em densidade
bptica, obtida pela leitura em espectrofotbmetro (Leitora
de Microplaca BIOTEK EL800). O valor de cut-off desse
teste foi calculado adicionando-se o valor 0.350 &
média da absorbéncia dos controles negativos. Os
resultados que excederam o valor de cut-off acrescido
de 20% foram considerados reagentes. Os valores de
densidade 6ptica abaixo do valor de cut-off menos 20%
foram considerados néo reagentes. Os resultados com
densidade éptica até 20% acima ou abaixo do valor de
cut-off foram caracterizados como inconclusivos.

As amostras que apresentaram resultados inconclusivos
foram submetidas ao teste sorolégico para deteccdo
do anti-VHC, pelo método ELISA, com kits comerciais
de terceira geracdo (ORTHO VHC Version 3.0¢ ELISA
Test System, New Jersey, EUA). As interpretacdes dos
resultados se deram pelo espectrofotémetro (Leitora de
Microplaca BIOTEK EL800); para a determinacdo de
cut-off, acrescentou-se a constante 0,600 ao valor da
média de absorbéncia dos controles negativos.

Amostras  reagentes  para  anti-YHC  foram
selecionadas para deteccdo e caracterizacdo molecular
do VHC. O VHC-RNA foi pesquisado por técnica de
RT-gPCR e RT-PCR. A extracdo do RNA foi processada
de forma automatizada (equipamento m24sp/m2000rt
— Abbott®), com volume final de 60 pulL. Apéds a
extracdo, foram realizadas a amplificacdo e a deteccéo
do VHC-RNA, com o uso do kit comercial Abbott
RealTime VHC (Abbott®, EUA), segundo as instrucdes do
fabricante. A deteccéo do VHC-RNA foi realizada com o
sistema TagMan® utilizando primers e sondas TagMan®
especificos. O ensaio Abbott RealTime VHC apresenta
uma linearidade de 12 o 100.000.000 Ul/mL. O
RNA das amostras, extraido por método automatizado
(equipamento m24sp/m2000rt — Abbott®), foi utilizado
para a sintese de cDNA, feita com primers randémicos
(IDT) sob as seguintes condicdes de termociclagem: 15
min a 25 °C, seguido de 1 h a 37 °C e incubagdo final
de 95 °C por 15 min.

O cDNA das amostras foi utilizado em ensaios
de RT-PCR para amplificacdo parcial das regides
NS5B e 5'UTR do VHC, subsequente sequenciamento
nucleotidico e andlise filogenética para genotipagem do
virus. A amplificacdo da regido NS5B foi desenvolvida
por ensaios de hemi-nested RT-PCR para producéo
de um fragmento de 382 pares de base. Durante
as etapas de 1° round de PCR, 5 pL de cDNA de



cada amostra foram acrescidos aos iniciadores Pr3
(5TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC3) e  Prd (5
GCNGARTAYCTVGTCATAGCCTC3') e submetidos a
condigo de termociclagem, conforme descrito por
Morice et al.'® e Sandres-Sauné et al.'’. As reacées de
2° round de PCR foram realizadas com os iniciadores
Pl3 e Pr5 (5 GCTAGTCATAGCCTCCGT 3) nas
condicées de ciclagem'®'". Para a regido 5UTR, foi
realizado nested RT-PCR, visando a amplificacdo de
um fragmento de 230 pares de base (pb) do gene
que codifica a regiGo 5'UTR. Foram utilizados 5 pl
de cDNA, na reacdo de PCR, usando os iniciadores
PTC1 (5'CGTTAGTATGAGTGTCGTGC3) e NCR2
(5'ATACTCGAGGTGCACGGTCTACGAGACCT3)  nas
condicées de ciclagem'?. A segunda PCR foi realizada com
os iniciadores PTC3 (5'AGTGTCGTGCAGCCTCCAGG
3) e NCR4 (5'CACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT

3') nas mesmas condicdes de ciclagem da primeira PCR.

A deteccdo dos amplicons foi realizada em gel de
agarose a 1% (Ultra Pure Agarose-Invitrogen, Espanha),
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, EUA) e marcador
de peso molecular (50 pb DNA Ladder, Invitrogen, USA).
A visualizacdo e a captura das imagens foram feitas
com equipamento de fotodeteccdo (TFX-35M GIBCO
BRL W Transluminador). Foram consideradas positivas
as amostras que apresentaram produtos de amplificacdo
com tamanho préximo ao esperado, 230 pb para a
regido 5'UTR e 382 pb para a regido NS5B.

Os produtos amplificados foram  purificados
com o kit EXO/SAP-IT (GE Healthcare Bio-Sciences,
Buckinghamshire, Reino Unido) e, posteriormente,
sequenciados, nos sentidos senso e antissenso, com os
primers Pr3 e Pr5 para a regido NS5B e PTC3 e NCR4
para a regido 5'UTR, respectivamente, utilizados junto
com o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, Vilnius, Lituénia) no sequenciador
automdtico ABI 3500 (Applied Biosystems). Todas
as reacbes foram desenvolvidas de acordo com as
orientacées dos fabricantes. As sequéncias obtidas foram
editadas e alinhadas no programa Geneious v8.1.3 e,
juntfamente com as sequéncias dos diferentes gendtipos e
subgendtipos do VHC, disponibilizadas no GenBank. As
darvores filogenéticas foram construidas usando o método
Neighbor-Joining e modelo Kimura 2-parGmetros no
programa MEGA v7.

O teste do qui-quadrado (%) da homogeneidade
serviu para comparar as proporcdes das varidveis
de interesse (manifestacbes clinicas, sexo, idade,
procedéncia) em duas ou mais populacées (infectados
pelo VHC ou néo infectados pelo VHC). A andlise de
residuos mostrou como as diversas proporcées da tabela
de contingéncia contribuem para o valor final do 2
calculado (p = 0,05). Foi utilizado o programa BioEstat
v5.0'3,

Obedecendo a Resolucdo N° 466, de 12 de dezembro
de 2012, do Conselho Nacional de Sadde/MS'™, o
presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do IEC/SVS/MS, sob Parecer
de Aprovacédo n° 1.947.422, em 3 de marco de 2017.

RESULTADOS

Os pacientes finham idades variando de 1 més a
85 anos, com média de 29,9 (= 17,9) e mediana de
26 anos, encontrando-se, a maioria, entre 21 e 30 anos
de idade (28,0%). A proporcéo de homens e mulheres
foi semelhante, embora ligeiramente maior a frequéncia
para o sexo masculino (55,3%). Todas as amostras eram
de pacientes da zona urbana, dos municipios de Belém e
Ananindeua, Regido Metropolitana do estado do Para. O
maior ndmero de portadores de HNANB era residente
do bairro do Marco (11,1%). Dentre os registros dos
pacientes que continham informagdes sobre ocupacdo,
a maior frequéncia era de estudantes (22,2%). Contudo,
houve prejuizos na interpretacdo dos resultados pela alta
frequéncia de campos vazios, p. ex. "'ndo informado".
Os principais destaques sobre o perfil demogrdfico dos
doentes constam na tabela 1.

As manifestacées clinicas relatadas pelos pacientes,
que buscaram a SAHEP/IEC na década de 1980 e que
receberam o diagndstico de HNANB, foram coletadas
de 322 das 396 fichas preenchidas e disponiveis,
destacando-se: coltria (180/322; 55,9%), ictericia
(161/322; 50,0%), febre (148/322; 46,0%), vémito
(106/322; 32,9%), mialgia (93/322; 28,9%), mal-estar
(90/322; 27,9%), anorexia (76/322; 23,6%), nduseas
(76/322; 23,6%) e diarreia (41/322; 12,7%).

Os individuos positivos para anti-VHC residentes
em Belém eram oriundos, em sua maioria, do bairro
do Marco (6/38; 15,8%). A figura 1 destaca os bairros
com dois ou mais casos de anti-VHC reagentes (23/38;
60,5%).

No municipio de Ananindeua, a maioria das amostras
positivas (3/5; 60,0%) era de pacientes que residiam no
bairro da Cidade Nova (Figura 2).

Anticorpos anti-VHC foram detectados em 10,9%
(43/396) das amostras, com prevaléncia semelhante
entre sexos. As frequéncias mais elevadas de anti-VHC
foram observadas em adultos com mais de 20 e menos
de 60 anos de idade, destacando-se a faixa etdria de 51
a 60 anos. Nao houve significancia estatistica entre sexo
e faixa etdria quando correlacionados com a presenca
de anticorpo do VHC. Foi possivel detectar a presenca do
RNA viral em 55,8% (24/43) das amostras sororreagentes
ao VHC. Para os resultados positivos, segundo sexo e
faixa etdria, ndo houve significéncia estatistica quando
correlacionados & infeccdo pelo VHC (Tabela 2).

Por meio da genotipagem, foram encontrados dois
gendtipos (1 e 3), subtipos 1b e 3a, respectivamente,
em oito (33,3%) dos 24 RNA detectados (Quadro 1). O
cladograma desenvolvido para as amostras de VHC teve
por base o alinhamento de sequéncias da regiGo NS5B
(382 pb). Trés amostras agruparam com sequéncias do
gendtipo 1, subtipo 1b, e uma agrupou com o gendtipo
3, subtipo 3a (Figura 3).

A andlise filogenética da regido 5'UTR ndo permitiu
a determinacdo dos subtipos do VHC, pois os amplicons
dessa regiGo apresentaram sequéncias com um nimero
limitado de bases nucleotidicas (< 230 pb), o que
impossibilitou a inferéncia das relacdes filogenéticas.
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Tabela 1 — Distribuicdo dos pacientes diagnosticados com HNANB, segundo sexo, faixa etdria, procedéncia e
ocupacdo, de 1982 a 1988, em Belém e Ananindeua, estado do Pard, Brasil

Varidveis N = 396 %
Sexo
Masculino 219 55,3
Feminino 177 44,7
Faixa etdria (anos)
<10 63 15,9
1120 75 19,0
21-30 111 28,0
31-40 57 14,4
41-50 40 10,1
51-60 23 5,8
> 61 27 6,8
Procedéncia
Belém 349 88,1
Ananindeua 47 11,9
Bairros
Belém
Marco 44 11,1
Marambaia 23 5,8
Nazaré 21 5,3
Umarizal 20 5,0
Pedreira 19 4,8
Telégrafo 18 4,5
Jurunas 16 4,0
Canudos 14 3,6
Guamé 14 3,6
Sacramenta 14 3,6
Séo Bras 14 3,6
lcoaraci 12 3,0
Terra Firme 12 3,0
Batista Campos 11 2,7
Coqueiro 5 1,3
Cremacéo 9 2,3
Val-de-Cans 5 1,3
Campina 4 1,0
Souza 4 1,0
Outros bairros 19 4,8
Néo informado 51 12,8
Ananindeua
Cidade Nova 16 4,0
Coqueiro o) 1,5
Guanabara 5 1,3
Qutros bairros 14 3,6
Néo informado 6 1,5
Ocupacgéo
Estudante 88 22,2
Doméstica 38 9,6
Menor sem ocupacao 33 8,3
Do lar 24 6,1
Comerciante 14 3,5
Professor 9 2,3
Servidor publico 7 1,8
Motorista 7 1,8
Pedreiro 7 1,8
Aposentado 6 1,5
Auxiliar de escritério 4 1,0
Outras ocupacdes 82 20,7
Néo informado 77 19,4

N: NUmero amostral; %: Frequéncia.
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Figura 1 - Distribuicdo, por bairros de Belém, das amostras positivas para anticorpos anti-VHC de pacientes diagnosticados com
HNANB atendidos na SAHEP/IEC, de 1982 a 1988, em Belém, estado do Pard, Brasil

Tabela 2 — Prevaléncia de anti-VHC+ e de VHC-RNA+, segundo sexo e faixa etéria, em pacientes diagnosticados
com HNANB atendidos na SAHEP/IEC, de 1982 a 1988, em Belém e Ananindeua, estado do Pard, Brasil

Varidveis Examinados  Anti-VHC* % p valor VHC-RNA* % p valor
N = 396 N = 43 a = 0,05 N =24 a=0,05
Sexo
Masculino 219 22 10,0 14 58,3
0.6775* 0,7574t
Feminino 177 21 11,9 10 41,7
Faixa etdria (anos)
<10 63 3 4,8 - -
11-20 75 6 8,0 1 4,2
21-30 111 15 13,5 9 37,5
31-40 57 8 14,0 0,2694% 5 20,8 0,5719%
41-50 40 3 7,5 3 12,5
51-60 23 6 26,1 5 20,8
= 61 27 2 7,4 1 4,2

N: NUmero amostral; %: Prevaléncia; Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero, néo resultante de arredondamento; * %2 (Yates) =
0,173; T %*(Yates) = 0,095; * Teste G para amostras independentes.
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Figura 2 — Distribuicdo, por bairros de Ananindeua, das amostras positivas para anticorpos anti-VHC de pacientes diagnosticados
com HNANB atendidos na SAHEP/IEC, de 1982 a 1988, em Ananindeua, estado do Pard, Brasil
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Procedénci L RI-PCR

Amostras (registro) |dade Sexo Boi?fcf(Beelcélr?ﬁ) (UI?r%L) SUTR NS5 Gendtipos  Subtipos
34117 18 F NI 4,23 + + 1 1b
41467 24 M NI 2,80 + + 3 3a
25137 27 M Marco 3,35 + + 1 1b
43444 36 M Nazaré 2,48 + - 1

28387 44 F Marco 3,99 + - 3

45714 52 F Nazaré 3,68 + + 1 1b
41064 54 F [coaraci 2,82 + - 1

17910 82 M Telégrafo 2,69 + - 1

NI: Néo informado; +: Positivo; -: Negativo.

Quadro 1 - Caracteristicas demogrdficas, carga viral e gendtipos do VHC dos oito pacientes diagnosticados com HNANB com
gendtipos detectados, atendidos na SAHEP/IEC, de 1982 a 1988, em Belém, estado do Pard, Brasil

DISCUSSAO

Estudos retrospectivos sobre a prevaléncia e
a caracterizagdo do VHC s@o importantes para a
compreensdo do seu comportamento na populacdo
e da sua disperséo & época em que o diagndstico
especifico ndo estava disponivel’. A despeito dos
sensiveis e avangados métodos moleculares, disponiveis
atualmente para o diagnéstico das hepatites virais,
o longo perfodo de armazenamento das amostras,
ainda que criopreservadas (-20 °C), cerfamente induziu
alteracées em nivel molecular capazes de prejudicar
as andlises laboratoriais, por se tratar de um virus RNA
extremamente suscetivel & degradacdo, elevando esses
circunstanciais prejuizos'. Nao obstante, este estudo
revelou resultados inéditos sobre a ocorréncia de
hepatite C na Amazénia brasileira no periodo analisado
(1982 a 1988).

Antes da descoberta da hepatite C e de seu agente
etiolégico, a incidéncia da HNANB nos Estados Unidos
da América, na década de 1980, era considerada
estdvel, apresentando uma média de 7,1 casos por
100.000 habitantes, segundo o Centers for Disease
Control and Prevention que, por um perfodo de sete
anos (1982-1988), desenvolveu um estudo em quatro
municipios-sentinela, utilizando amostras de pacientes
com HNANB, coletadas entre 1985 e 1988, as quais
foram testadas para anti-VHC, demonstrando 45% de
positividade'.

Um estudo prospectivo, realizado na Espanha, entre
1978 e 1984, com 54 pacientes diagnosticados com
HNANB pés-transfusional, detectou 85% de anticorpos
para o VHC'. Em Paris, no periodo entre 1980 e 1989,
39,6% dos pacientes submetidos & hemodialise estavam
infectados pelo VHC e esse hepatovirus foi responsavel

por 91% dos casos de HNANB'8,

No Brasil, Focaccia et al.' relataram prevaléncia de
infeccéo pelo VHC de 1,4% na populacdo do municipio
de Séo Paulo. Um estudo retrospectivo de reavaliacéo
laboratorial da infeccdo pelo VHC, em amostras de
1990 a 1993, em Belém, descreveu prevaléncia de
62,6% para o antficorpo do VHC?. Valois et al.?’

observaram 1,1% de prevaléncia para o anti-VHC entre
candidatos & doacéo de sangue na capital paraense.

A soroprevaléncia para o anti-VHC, na casuistica
estudada, foi de 10,9%, superior ao observado por
Fonseca et al.??, que encontraram positividade de
0,2% de anti-VHC, em estudo refrospectivo realizado
no municipio de Manaus, estado do Amazonas,
no perfodo de 1989 a 1998, em pacientes com
diagnéstico de hepatite aguda. Porém, similar ao
relatado por Teixeira?®, que observou positividade de
14,3% de anti-VYHC em uma pesquisa de reavaliacéo
clinico-laboratorial de casos notificados como HNANB,
no perfodo de 1994 a 1996, também em Belém e
Ananindeua.

No presente estudo, a positividade para o anti-VHC
foi semelhante entre os sexos, sendo mais elevada em
adultos com idade entre 51 e 60 anos. Martins et al.?
sugeriram que a maior prevaléncia de hepatite C,
observada apés os 50 anos de idade, pode ser explicada
pelo diagnéstico tardio de uma exposicdo ao VHC.

Em relacdo ao sexo e & faixa etdria, um estudo de
Santos et al.?®, com pacientes que tiveram diagnéstico
de HNANB, mostrou que todos os individuos reagentes
para o anti-YHC eram do sexo masculino, com idade
variando entre 27 e 36 anos. Simon et al.?, em
estudo realizado na cidade de Paris, Franca, entre
hemodialisados com HNANB, observaram que a idade
média dos portadores de anti-VHC reagente era de
50 anos, sendo a maioria do sexo masculino. Valois
et al.?!, ao analisarem uma populacéo de candidatos
& doacdo de sangue, em Belém, encontraram o sexo
masculino como predominante entre os casos de
anti-VHC reagente, com maior prevaléncia na faixa
etdria entre 30 e 39 anos.

A abordagem da ocupacdo profissional é uma
varidvel relevante em estudos epidemioldgicos.
Neste estudo, a ocupacéo profissional mostrou-se
heterogénea, sobressaindo-se o grupo de estudantes.
Morais e Oliveira?’, em um estudo realizado no sudoeste
baiano, entre 2003 e 2014, relataram prevaléncia de
0,96% de anti-VHC entre estudantes.
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Na presente pesquisa, todas as amostras eram de
pacientes da zona urbana, dos municipios de Belém (a
maioria) e Ananindeua. O bairro do Marco apresentou
a maior prevaléncia de anti-VHC reagente entre os
bairros de Belém; e a Cidade Nova, entre os bairros de
Ananindeua, o que poderia ser explicado por se tratarem
de bairros bastante populosos.

Apesar das limitacées relacionadas ao tempo de
armazenamento e acondicionamento das amostras
de soro, foi possivel detectar, no presente estudo, o
RNA viral em 55,8% dos 43 pacientes sororeagentes.
Resultados inferiores foram relatados por Fonseca
et al.?8, que observaram uma prevaléncia de 5% de RNA
viral detectado no estado do Amazonas, com amostras
criopreservadas coletadas durante os anos de 1981 a
1986, de pacientes com HNANB aguda.

No estudo de Simon et al.?¢, com hemodialisados

portadores de HNANB, realizado em Paris, 82,6%
(19/23) foram positivos para o RNA do VHC.

No Brasil, um estudo retrospectivo de reavaliagé@o
laboratorial da infeccéo pelo VHC, em amostras de
dialisados, do periodo de 1990 a 1993, no municipio
de Belém, descreveu 4,3% de RNA viral detectado?.

Oliveira et al.?? demonstraram 62,5% de RNA viral
em um estudo entre ribeirinhos do municipio de Cametd,
no Pard. Freitas et al.*® relataram 5,3% de deteccdo para
o VHC-RNA em pacientes com anti-VHC reagente, em
Belém. No estudo sobre os "Aspectos epidemiolégicos
da infeccdo pelo VHC em usudrios de drogas néo
injetdveis no estado do Pard, leste da Amazdnia", houve
prevaléncia do RNA viral de 28%?2'.

Os dados de deteccdo do VHC-RNA, do presente
estudo, assemelham-se ao encontrado por Oliveira
et al.??, com importante destaque para o fato de que
as amostras de soro testadas na pesquisa citada, ao
contrario das testadas na presente casuistica, eram
recém-coletadas. As variacdes encontradas, em diferentes
estudos, podem ser explicadas pelas diferencas entre os
grupos estudados e/ou amostras criopreservadas, e pelo
tempo decorrido entre a coleta e a realizacdo dos testes.

Além da importéncia para a filogenia, a genotipagem
do VHC é um fator importante para o manejo de
individuos infectados e para fins epidemiolégicos,
indica a via de aquisicéo e afeta o resultado clinico e a
resposta ao tratamento®*3, O gendtipo 1, subtipo 1b,
¢ mais resistente a determinadas terapias, e o gendtipo
3, subtipo 3a, estd expressivamente associado as formas
mais agressivas da doenca®.

A genotipagem do VHC deste estudo foi realizada por
sequenciamento das regides 5'UTR e NS5B. Foi possivel
a genotipagem em oito dos 24 RNAs detectados, sendo
a maioria genotipada na regido 5'UTR. Dois gendtipos (1
e 3) foram identificados nas duas regides, nas mesmas
amostras de soro, e dois subtipos (1b e 3a) foram
caracterizados na regido NS5B.

A 5'UTR é altamente conservada; consequentemente,
a regiGo de anelamento do primer, nessa regio, é bem
mais conservada em relacdo & NS5B3. Devido ao alto
nivel de conservacdo e sensibilidade da 5'UTR, essa

regido tem sido mais utilizada por laboratérios clinicos
para genotipagem do VHC?®. Assim, tais caracteristicas
podem explicar a deteccdo de mais gendtipos na regido
5'UTR do que na NS5B pesquisadas.

Nao foi possivel a discriminacéo de subtipos dentro
dos gendtipos detectados na regido 5'UTR. A regido
5'UTR, ao contrdrio da NS5B, devido seu alto nivel
de conservacéo, ndo possui variacdo suficiente para
discriminar as classificacées do VHC em nivel de subtipo
viral*43536  Assim, as drvores filogenéticas da 5'UTR séo
menos capazes de agrupar subtipos do mesmo gendtipo
em clados do que drvores de sequéncias da NS5B,
independentemente do método utilizado para inferéncia
filogenética®*.

Os gendtipos 1 e 3 do VHC s@o a causa mais comum
de infecgdes ao redor do mundo'*’. No Brasil, o genétipo
1 é considerado o mais prevalente, seguido do gendtipo
3 e do gendtipo 21237, Dentre as regides do Brasil, a
Regido Norte apresenta a maior frequéncia de genétipo
1(51,7% a 74,1%); a Regido Centro-Oeste, de gendtipo
2 (11,4%); a Regido Sul, de gendtipo 3 (43,2%); e na
Regido Sudeste, no estado de Séo Paulo, foram descritos
os gendtipos 4 e 5, raramente encontrados'?.

Perone et al.®® realizaram um estudo com pacientes
portadores de hepatite C crénica, atendidos nos Centros
de Referéncia em Hepatites Virais de Belo Horizonte,
estado de Minas Gerais, entre 2002 e 2006, e
observaram alta prevaléncia do genétipo 1 (78,4%) e do
gendtipo 3 (17,9%). Oliveira et al.*? relataram detecgéo
de 77,1% para o gendtipo 1 e 19,82% para o gendtipo
3 em estudo realizado em um hospital de referéncia em
doencas infectocontagiosas no estado do Goids.

Nesta casuistica, foi possivel a genotipagem de
um ferco das amostras positivas para VHC-RNA,
com predomindncia do gendtipo 1, assemelhando-se
ao estudo de Sawada et al.**, que concluiv que,
na distribvicio do VHC em diferentes categorias de
exposicdo no Pard, hd predominéncia do genétipo 1.

A distribuicdo de gendtipos identificados na presente
pesquisa foi semelhante ao encontrado por Baia?,
que descreveu deteccGo de 73% para o gendtipo 1 e
24,3% para o gendtipo 3 em estudo retrospectivo entre
dialisados, no periodo de 1990 a 1993, em Belém.

Os dados do estudo atual também foram
semelhantes a achados de outros autores na Regido
Norte, demonstrando a importadncia dos gendtipos 1
e 3 na epidemiologia dessa virose: Campiotto et al.'?
descreveram deteccdo de 74,1% para o gendtipo 1 e
24,7% para o gendtipo 3 na RegiGo Norte; Aravjo
et al.“° encontraram prevaléncia de 76,1% para o
gendtipo 1 e 19,6% para o gendtipo 3 em pacientes
com hepatite crénica no estado do Amazonas; Oliveira
et al.?? observaram 76,9% de gendtipo 1 e 23,1% de
gendtipo 3 em usudrios de drogas néo injetdveis no
Pard; Guimardes et al.*! detectaram 72,4% de gendtipo
1 e 23,3% de gendtipo 3 na populacdo em geral, no
estado do Pard, e descreveram prevaléncia de 76,7%
para o gendtipo 1 e 20,7% para o gendtipo 3 na Regido
Metropolitana de Belém.



Um estudo de cardter retrospectivo, realizado
no Amazonas, também analisou amostras de soro
criopreservadas a -70 °C, coletadas no periodo de 1981
a 1986, para posterior andlise do VHC?. Outro estudo,
também de cardter retrospectivo, foi realizado por Baia?
em amostras acondicionadas em biobanco (-20 °C)
por mais de 20 anos. Esses estudos corroboram com a
presente pesquisa, destacando a importéncia do uso de
biobancos institucionais na pesquisa em sadde.

CONCLUSAO

Apesar das limitacées do estudo, pelo longo tempo
de armazenamento das amostras (irés décadas), foi
possivel detectar 10,9% de anticorpos anti-VHC e
caracterizar o VHC em soros oriundos de biobanco,
revelando a circulacdo & época de pelo menos dois
gendtipos e dois subtipos do virus: a) o gendtipo 1,
detectado na maioria das amostras genotipadas e, na
atualidade, exibindo maior resisténcia a farmacos que os
demais gendtipos conhecidos; e b) o gendtipo 3, menos
frequente na amostra do estudo, mas, na atualidade,
associado a maior viruléncia.

Concluiu-se que a andlise de amostras do biobanco
permitiv a identificacéo de linhagens do VHC, podendo
favorecer estudos futuros com o objetivo de elucidar
aspectos evolutivos associados & resisténcia e viruléncia
desse patégeno.

Sugere-se que as instituicdes avaliem qual seria
a melhor forma de acondicionamento de amostras
de soro, a exemplo de congelamento a temperaturas
mais baixas, aliquotas, liofilizacdo, etc.; bem como, o
custo-beneficio da modernizacéo desses procedimentos
nos biobancos institucionais visando & pesquisa em
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