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RESUMO

A hepatite C representa um importante problema de saude publica devido a alta
prevaléncia da infeccdo na populagdo. O HCV apresenta regides antigénicas
que ativam uma intensa resposta imune inata e adaptativa. No entanto
ocorrem falhas durante a defesa na fase inicial da infeccdo e
aproximadamente 80% dos pacientes evoluem para uma doenga cronica.
Somente 15-20% dos pacientes infectados conseguem eliminar o virus e
evoluir para a cura. Os mecanismos pelo qual o HCV evade-se do sistema
imunoldgico sao diversificados como: variabilidade dos nucleotideos, inibicao
da expressdo de HLA, o bloqueio da apoptose e da producido de anticorpos.
Este estudo teve como objetivo caracterizar os subtipos do HCV e suas
variagdes (quasispecies) e avaliar a resposta imune em amostras obtidas de
pacientes renais cronicos em tratamento de hemodialise. Para o
desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas as técnicas de EPLD-PCR e
454 sequencing para analise de quasispecies. Foi feito a imunofenotipagem
dos leucocitos do sangue periférico, através da citometria de fluxo e a dosagem
de citocinas por ELISA. Nossos resultados mostraram que entre os paciente
RC o gendtipo/subtipo com maior prevaléncia foram 1a,1b e 3a, e que a
populacdo viral circulante em cada paciente é constituida em média de 13
quasispecies. A analise filogenética das quasispecies demonstrou casos de
transmissdo nosocomial, entre dois grupos de pacientes as variantes
encontradas sugeriram a mesma fonte de infecgdo e um terceiro grupo de
pacientes apresentaram variantes com uma relagdo mais proxima. Pacientes
RC apresentaram diminuicdo de LTCD4 quando comparados com o0s renais
croénicos infectados pelo HCV. Pela analise de correlacido observou-se que a
IL-4 influenciou de forma positiva na formacédo de quasispecies, enquanto que
a IL-10, parece estar relacionada com a diminuigdo das quasispecies. Os
resultados do presente estudo nos sugerem que o procedimento de
hemodialise contribui para induzir o HCV a passar por uma ampla diversidade
viral para estimular mecanismos de escape do sistema imune e dessa forma a
induzir a infeccdo crbnica e que também pode ser uma via de transmissao
nosocomial.

Palavras-chaves: HCV, quasispecies, hemodialisados, resposta imune



ABSTRACT

Hepatitis C is a major public health problem due to the high prevalence of
infection in the population. HCV has antigenic regions that activate a strong
innate and adaptive immune response. However, failures occur during the
defense in the initial infection and approximately 80% of patients develop a
chronic disease . Only 15-20% of infected patients can suppress the virus and
progress to recovery. The mechanisms by which HCV evades the immune
system is very diverse as: nucleotides variability, inhibiting the HLA expression,
blocking apoptosis and antibody production. This study aimed to characterize
HCV subtypes and its variants (quasispecies) and evaluate the immune
response in samples obtained from patients with chronic renal failure on
hemodialysis. To develop this work we used the techniques of EPLD-PCR and
454 sequencing for analysis of quasispecies. It was made immunophenotyping
of peripheral blood leukocytes by flow cytometry and cytokine ELISA. Our
results showed that among patients RC genotype / subtype with the highest
prevalence were 1a, 1b and 3a, and the circulating viral population in each
patient consists of about 13 quasispecies. The phylogenetic analysis of the
quasispecies demonstrated cases of nosocomial transmission, between two
groups of patients the variants found suggested the same source of infection
and a third group of patients presented variants with a closer relationship. CR
patients showed a decrease in LTCD4 when compared to HCV-infected chronic
renal patients. Through correlation analysis, it was observed that IL-4 had a
positive influence on the formation of quasispecies, while IL-10 seems to be
related to the decrease in quasispecies. The results of the present study
suggest that the hemodialysis procedure contributes to inducing HCV to
undergo a wide viral diversity to stimulate immune system escape mechanisms
and thus induce chronic infection and that it can also be a nosocomial
transmission route.

Key-words: HCV, quasispecies, hemodialyzed, immune response
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1. INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima uma prevaléncia de 3%
na populacdo mundial, representando 180 milhdes de pessoas portadoras do
virus da hepatite C(HCV) (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). A hepatite C constitui
um dos mais importantes problemas de saude publica no mundo (SANTANA et
al., 2001) por ser a causa de aproximadamente 20% das hepatites agudas, 80%
das hepatites crénicas, 40% das cirroses hepaticas, 70% dos carcinoma
hepatocelulares e 30% dos transplantes de figado (SULOWICZ et al .,2007).

Estudos demonstram que algumas populagdes estdo mais suscetiveis a
infeccdo pelo virus da hepatite C, como: os hemofilicos onde 60 a 80% dos
hemofilicos sao anti-HCV positivo (CARMO et al, 2002), 50 a 70% dos usuarios
de drogas endovenosas (HAHN et al, 2001), 21% dos pacientes talassémicos
politransfundidos (JAISWAL et al, 2001) e 11 a 48% dos pacientes em
tratamento prolongado de hemodialise (BUSEK et al, 2002). Na cidade de
Manaus-Amazonas a soroprevaléncia observada entre a populagdo de
hemodializados foi de 13,96%, o que demonstra bem o potencial do sangue de
transmitir o virus da hepatite C (MAIA et al, 2009).

Dos pacientes infectados pelo HCV, apenas 15-20% apresentam
eliminagcdo viral (COX et al.,, 2005), enquanto que quase 90% dos casos
progridem para cronicidade de forma silenciosa, por um periodo de 15 a 25
anos. Apos esse periodo, cerca de 30% dos pacientes desenvolvem cirrose
hepatica ou carcinoma hepatico. Uma minoria, 5 a 10% dos pacientes com
evolugao crénica desenvolvem cirrose hepatica em periodo inferior a 10 anos
(PARANA et al., 1999). Estes fatores parecem estar relacionados as variagdes
genéticas ocorridas no HCV durante a replicagéo viral, levando a resisténcia
secundaria ao tratamento com as drogas preconizadas pelo Ministério da Saude.
De acordo com Barret e colaboradores (2001) a detecgdo do gendtipo viral é

imprescindivel para a condugéo do progndstico e tratamento da infecgéo.
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O HCV sofre variagcdes durante o processo de replicacdo e assim, sob
pressdo do sistema imunoldégico do hospedeiro, surgem populacdes
heterogéneas do virus, sendo considerado um mecanismo de escape da
resposta imune. Estas populagdes de virus, com pequenas diferencas de
nucleotideos em algumas regides do genoma, designa-se quasispecies e podem
surgir simultaneamente no mesmo individuo (FARCI et al., 2000;
RAMACHANDRAN et al., 2008; KMIECIAK et al., 2009).

As quasispecies podem estar presentes no inicio da infecgado ou surgir no
decorrer da mesma como mecanismo de adaptacdo e escape as defesas do
organismo. Esta capacidade do HCV parece facilitar a evolugdo da infecgao
aguda para crOnica, condicionar a evolugdo da doenca hepatica, explicar a
resisténcia as terapéuticas antivirais e tornar dificil o desenvolvimento de uma
vacina contra este virus (CUEVAS et al., 2009).

Para analisar essas quasispecies sao utilizadas diversas técnicas como: a
reagcao em cadeia de polimerase (PCR) em Tempo-Real, a reagdo em cadeia de
polimerase com limite de diluicao final (EPLD-PCR - end-point limiting-dilution
Polymerase chain Reaction) e 454 sequencing (sequenciamento baseado em
pirosequenciamento), representam um avango em relagdo a pratica corrente,
onde metodologias diferentes sao usadas separadamente para detecgao,

quantificacao e identificacdo do gendtipo e quasispécies virais.

Desta forma € de extrema importancia estudar os genétipos, os subtipos
virais e as variagdes genéticas deste virus, assim como relacionar as
variabilidades encontradas com o perfil da resposta imunolégica avaliada em
pacientes renais cronicos em tratamento de hemodialise infectados com o virus
da hepatite C.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia

A Organizagdo Mundial de Saude - OMS (WHO, 2011) estima uma
prevaléncia de 2 a 3% na populagdo mundial, representando 130 a 170 milhdes
de pessoas portadoras do virus da hepatite C(HCV), também estima que 3 a 4
milhdes de pessoas sejam infectadas anualmente. A hepatite C constitui um dos
mais importantes problemas de saude publica no mundo por ser a maior causa

de hepatite cronica e carcinoma hepatocelular (SANTANA et al., 2001).

Desde 1996 as hepatites virais fazem parte da lista de doencas de
notificagdo compulséria no Pais, mas somente em 2009 o Brasil reconheceu a
magnitude das hepatites virais e iniciou atividades que visassem a prevengao e o
controle das hepatites virais no Brasil através da criagdo do departamento de
DST, Aids e hepatites virais (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Segundo o Boletim de Hepatites do Ministério da Saude (2010) entre o
periodo de 1999 e 2009 foram notificados no Brasil 132.950 casos com testes
soroldgicos reativos para anticorpos contra o virus da hepatite C (anti-HCV) e ao
analisar esta populacao para a presenca do RNA do HCV este numero reduziu
para 60.908 casos, demonstrando uma taxa de detecgao de 5,1 casos por 100

mil habitantes.

Ao analisar a distribuicdo de casos por regiao, observou-se que a regiao
Sudeste apresentou maior numero de casos (n=6.620) e a maior taxa de
detecgao (8,2%), o que pode estar relacionado ao contingente populacional
(80.353,724 habitantes de acordo com o IBGE, 2010) ou ha um intenso trabalho
de notificagdo dos casos. Entretanto, o Estado brasileiro com a maior taxa de
deteccdo em 2009 foi o Acre com 22,7 casos por 100 mil habitantes. Observou-
se uma maior prevaléncia entre o sexo masculino com razao de 1,5:1 e entre
faixa etaria de 40 e 59 anos para ambos os sexos (MINISTERIO DA SAUDE,
2010).
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No Estado do Amazonas, relatos de Torres e colaboradores (2009)
demonstram que na triagem soroldégica da Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), 0,37% (306/82.851) das bolsas séo
descartadas, devido os doadores apresentaram soropositividade para anti-HCV.
No entanto, ao se realizar um acompanhamento destes doadores através de
uma nova coleta de sangue, a soroprevaléncia estimada reduziu para 0,26%
através do teste ELISA (anti-HCV reativo) e ao realizar a PCR a soroprevaléncia

diminuiu para 0,15%.

Estudos demonstram que algumas populagdes estdo mais suscetiveis a
infecgdo pelo virus da hepatite C, como: os hemofilicos onde 60 a 80% dos
hemofilicos sdo anti-HCV positivo (CARMO et al, 2002), 50 a 70% dos usuarios
de drogas endovenosas (HAHN et al, 2001), 21% dos pacientes talassémicos
politransfundidos (JAISWAL et al, 2001) e 11 a 48% dos pacientes em
tratamento prolongado de hemodialise (BUSEK et al, 2002). Na cidade de
Manaus-Amazonas a soroprevaléncia observada entre a populacao de
hemodializados foi de 13,96%, o que demonstra bem o potencial do sangue de
transmitir o virus da hepatite C (MAIA et al, 2009) (FIGURA 01).
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Figura 01: Prevaléncia do virus da hepatite C em pacientes renais
cronicos em tratamento de hemodialise no Brasil.
Fonte: Atlas Geografico do Brasil (2002), mapa adaptado.
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2.2 O Virus da Hepatite C

O Virus da hepatite C (HCV) foi identificado por Choo e colaboradores em
1989, através de técnicas de biologia molecular e foi inicialmente chamado de
Virus ndo A, ndo B. Através da sua composicao estrutural foi classificado como
pertencente a familia Flaviviridae (CHOO et al., 1989) e género Hepacivirus
(SIMMONDS et al., 2005).

A particula viral tem em média 40-70 nm de diametro e é composta por
um envoltorio derivado da membrana celular do hospedeiro contendo as
glicoproteinas virais E1 e E2 inseridas (KHALIQ et al., 2011). O nucleocapsideo
é formado pela proteina C (core) que apresenta estrutura icosaédrica e tem a
funcdo de envolver o RNA viral de fita simples de polaridade positiva, formado
por aproximadamente 9.500 nucleotideos (FIGURA 02) (CHOO et al., 1989;
KHALIQ et al., 2011).
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Figura 02: Estrutura do virus da hepatite C constituida por
glicoproteinas, membrana lipidica, core, RNA fita simples
positivo e sua associagdo com uma molécula lipidica.

Fonte: Adaptado de Bartenschlager, 2010.

A regido do genoma possui duas regides nao-codificantes em suas
extremidades — denominadas de 5’'UTR e 3'UTR (UTR- untranslated region). A
regido 5’UTR representa a sequéncia mais conservada em relagéo a diferentes
isolados virais, o que sugere cumprir com o papel regulador durante a replicagao
viral (HOUGHTON et al., 1991; SIMMONDS et al., 2005). Apresenta também
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uma unica por¢ao codificante, denominada de sequéncia do gene (ORF - Open
Reading Frame), que codifica uma poliproteina de aproximadamente 3010 a
3033 aminoacidos (dependendo do gendétipo), que sob acado autoproteolitica
(proteases virais) e proteolitica (proteases celulares da célula hospedeira, ex.:
hepatécito), leva a formacdo das proteinas estruturais (Core, proteina do
envelope 1 e 2 e p7) e nao-estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B)
(FIGURA 03) (DUARTE, 2006).

: . inas nao- 1turai
Proteinas estruturais Proteinas nao-estruturais

5-NCR

! (lm 192 /4/ 310 1oz/ 1658 1712 1973 |spR 2421 3011 3-NCR
n Jm p7 NS2 NS3 JHL B huss.' “ Nsb 13“%%

HVR NS4 |

IRES J
Gllcoprotelnas : Alteragdes RNA Polim erase
do Envelope Protease | de RNA dependente

membrana
v Helicase
Capsideo :
Afividade de ' Fzrm agluo de
Canais de Calcio Co-fator da NS3 omplexos

de Replicagdo

Figura 03: Organizacao genética do virus da hepatite C, mostrando as regides
estruturais e ndo estruturais do virus com suas respectivas fungdes.
Fonte: Adaptado de Tan et al., 2002 e Moradpour et al., 2007

A Regiao 5’nao-traduzida (5’UTR) é composta por 341 nucleotideos, e é
cerca de 100 nucleotideos maior que a dos outros flavivirus, aproximando-se dos
pestivirus neste aspecto (HAN, 1991). E considerada a regido mais conservada
entre os diferentes isolados de HCV, em comparagdo as outras regides do
genoma viral. Esta conservacdo deriva da necessidade de manter-se uma
estrutura secundaria fundamental para a ligacdo ao ribossomo no inicio da
traducdo (SIMMONDS et al., 2004). Esta regido é composta por 4 dominios,
classificados de | a IV. Os dominios I, Ill e IV, junto com os primeiros 24-40
nucleotideos que codificam a proteina do core constituem o sitio interno de
entrada do ribossomo (Internal Ribossomal Entry Site - IRES) (TSUKIYAMA-
KOHARA et al., 1992; NAKATANI, 2008). Os dominios | e |l sdo essenciais para
a replicagao do RNA viral (MORADPOUR et al., 2007).
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A Regiao 3'nao-traduzida (3'UTR) esta localizada na extremidade
terminal do genoma viral, sendo constituida por aproximadamente 230
nucleotideos, iniciando-se com uma sequéncia gendtipo especifica de 30
nucleotideos, seguida por uma regido variavel de poli U/UC com 80
nucleotideos, uma sequéncia de poli-Us de comprimento variavel, um trecho
polipirimidico CU e uma regido bastante conservada de 98 nucleotideos
(MORADPOUR et al,2007; NAKATANI, 2008).

A proteina do capsideo viral, denominada de core, é processada pelo
reticulo endoplasmatico através da clivagem da poliproteina viral pela agdo de
uma peptidase celular (NAKATANI, 2008). E uma proteina bastante conservada
entre os diferentes isolados de HCV e contém varios epitopos reconhecidos por
linfocitos B em sua extremidade N-terminal, sendo altamente imunogénica
(NASSOF et al., 1991).

Esta proteina possui na sua superficie residuos de lipidios que podem
afetar o metabolismo dos lipidios, contribuindo para o desenvolvimento da
esteatose hepatica, observada principalmente em individuos infectados com o
gendtipo 3 (MORADPOUR et al., 2007; NAKATANI, 2008). Ela esta presente na
formagao do nucleocapsideo (KHALIQ et al., 2011), atua na modulagédo do gene
da transcricdo, na proliferacdo celular, morte celular e nos mecanismos de
sinalizagdo celular (MURPHY et al., 2007), mas outras atividades foram
detectadas “in vitro”, como a translocag¢ao do citoplasma ao nucleo e a interagao
com proto-oncogenes celulares (RAY et al.,, 1995), a transformagao de
fibroblastos murinos (RAY et al., 1996a) e a supressao da morte celular por
apoptose (RAY et al., 1996b) sugerindo sua implicagcdo na patogénese do
hepatocarcinoma, que ocorre em uma parcela dos individuos cronicamente
infectados pelo HCV (KHALIQ et al., 2011).

A proteina P7 ¢é constituida por 67 aminoacidos que geralmente é clivada
incompletamente de E2. Nao é necessaria para a replicagado in vitro, mas é
essencial para produzir infeccéo in vivo. Apresenta como funcao a atividade de

canal de cation podendo ter papel importante na maturacdo e liberacdo da
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particula viral. Sugerindo a idéia de ser um alvo para a terapia antiviral
(MORADPOUR et al., 2007).

As glicoproteinas do envelope (E) - E1 e E2 sdo responsaveis pela
formagao do envelope viral, sdo clivadas no lumen do reticulo endoplasmatico e
formam um heterodimero E1E2 que participa ativamente no processo de entrada
nas ceélulas hospedeiras (CHEN et al., 2011). Os virus envelopados entram nas
células por dois caminhos: fusao direta da membrana plasmatica e endocitose
mediada por receptor. A fusdo sofre influéncia do pH, sendo observado que pH
baixo causa mudancas na conformagao das proteinas do envelope, facilitando a
fusdo com a membrana do endossoma (OP DE BEECK et al., 2004).

A proteina E2 interage com o receptor CD81 da célula do hospedeiro
(CHEN et al., 2011), medeia a ligagdo para o SRBI (receptor scavenger de
classe B tipo 1), um receptor de lipoproteina de alta densidade (HDL), com a
manose ligando a lecitinas DC-SIGN e L-SIGN e glicosaminoglicanos
(CALLENS et al., 2005, MORADPOUR et al., 2007).

Na regido de E2 do envelope foi identificada uma regido que pode diferir
em mais de 80% entre os diferentes gendtipos do HCV e entre os subtipos do
mesmo gendtipo (NAKATANI, 2008), conhecida como regido hipervariavel (HVR)

e classificadas como 1, 2 e 3.

A regiao HVR1 é constituida por um segmento longo de 27 aminoacidos
(81 nucleotideos) localizados na regido aminoterminal entre os aminoacidos
384-410 da glicoproteina do envelope 2 proxima a glicoproteina do envelope 1, é
um importante alvo para a resposta imune do hospedeiro, sofrendo assim uma
forte pressao imune (CALLENS et al., 2005; KIMIECIAK et al., 2009). HVR1 ¢é a
regido responsavel por interagir com o CD81 e o SR-B1 com o objetivo de iniciar
a entrada do virus na célula do hospedeiro (CALLENS et al., 2005).

A segunda regido hipervariavel (HVR2) é constituida por 7 aminoacidos e

foi descrita no HCV gendétipo 1 (KATO et al., 2001) parece estar envolvida na
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interagdo com o receptor da superficie celular (TORRES PUENTE et al., 2007) e
a terceira regiao descrita € a HVR3 que sugere-se ter papel inicial no processo
de ligagdo com receptores da célula hospedeira e a entrada do virus na célula
(TORRES PUENTE et al., 2007).

Taylor e colaboradores (1999) descreveram uma regido na proteina E2 do
HCV denominada PePHD (Dominio homologo de fosforilagado/phosphorylation
homology domain), apresentando similaridade ao sitio de fosforilagdo da
proteina quinase (PKR) e a subunidade a do fator iniciador da tradugdo 2
(elF-2a). Atuando como pseudo-substrato da PKR e bloqueando o efeito anti-

viral do IFN-a em individuos infectados com o genétipo 1.

As regides nao-estruturais (NS) - NS2 e NS3 formam em conjunto uma
serina-protease com fungdo no processamento da poliproteina viral. A NS3
também possui atividade de NTPase e helicase, contidas em sua extremidade
C-terminal, acreditando-se portanto, que tenha uma importancia fundamental na
replicagéo viral, em analogia ao observado em outros flavivirus (SUZICH et al.,
1993).

A regidao NS4 codifica duas proteinas chamadas NS4A e NS4B. A NS4A é
constituida por 54 aminoacidos, atua como co-fator para a atividade de protease
de NS3 e também participa da hiperfosforilagdo da proteina NS5A (TANJI et al.,
1995; DUBUISSON, 2007). A NS4B é uma proteina de membrana que tem como
finalidade organizar o complexo de replicagdo através de alteracao de
membrana, promove a estabilidade das proteinas do HCV (estruturais e nao-
estruturais) e do RNA durante a replicacdo viral (EGGER et al., 2002,
NAKATANI, 2008).

A regiao NS5 produz duas proteinas nomeadas NS5A e NS5B. A NS5A
apresenta algumas regides que tem sido estudada, como: o sinal de retragao
citoplasmatico (CRS), a regido determinante de sensibilidade ao interferon
(ISDR), o sitio de ligacdo com a PKR (PKR-binding), o sinal de localizagéo
nuclear (NLS) e a regido variavel 3 (V3) (MALTA, 2006). Uma regido conferindo
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sensibilidade ao interferon foi localizada neste dominio (ENOMOTO et al., 1996)
e conseguiu-se distinguir as diferencas no nivel de aminoacidos entre individuos

que respondem ou nao a esta droga.

O NS5b é uma RNA polimerase RNA dependente (RpRd), pertence a
grande familia de acidos nucléicos polimerases, apresentando estrutura de uma
mao direita que consiste de dedos, polegar e dominios palmar (DUBUISSON,
2007), é indispensavel a replicagdo do HCV (LOHMANN et al., 1997), sendo
considerado um potencial alvo para terapéutica anti-HCV. A proteina do core
também se liga ao NS5b e um dominio C-terminal de 97-aminoacido de NS5B é
requerida para esta interagdo. In vitro, a enzima possui dois tipos de atividades
sintéticas: iniciacdo de novo e alongamento de primer de oligonucleotideos (LEE
et al., 2004).

NS5B é constituido por 591 aminoacidos, sendo possivel deletar os 60
aminoacidos C-terminais sem perda da funcio enzimatica, e que os ultimos 21
aminoacidos, compreendendo um dominio altamente hidrofobico, sé&o
responsaveis pela ligacdo a membrana da proteina. A regido C-terminal, acima
do dominio de ligagdo a membrana, contém uma regido reguladora que inibe

ligacdo do RNA e a atividade de polimerase (LEE et al., 2004).

Esta enzima nao apresenta atividade revisora e isto esta diretamente
relacionado a diversidade genética que o HCV apresenta (genaotipos, subtipos e
as quasispecies) (SIMMONDS et al., 1993). Por tratar-se de uma regido com um

nivel de variabilidade mediano, € utilizada para a tipagem dos isolados virais.

2.3 Os genoétipos virais

O HCV apresenta um grande numero de variagdes no genoma, e através
de estudos filogenéticos das sequéncias completamente ou parcialmente
conhecidas dos isolados do HCV publicadas indicam que existam pelo menos
seis grupos distintos do virus e mais de 50 subtipos de HCV (Figura 04)(CHAN
et al., 1992; SIMMONDS et al., 2005).
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Figura 04: Arvore filogenética de distribuicdo dos genétipos e
subtipos do virus da hepatite C.
Sequéncias retiradas do GENBANK, as numeracgoes

correspondem ao numero de acesso.

Os gendtipos podem diferir entre si, de 31% a 34% em suas sequéncias
de nucleotideos e aproximadamente 30% em suas sequéncias de aminoacidos,
enquanto os subtipos diferem em 20% a 23% de suas sequéncias de
nucleotideos, com importante diferengca conforme a regidao genbémica
(ROBERTSON et al.,, 1998; SIMMONDS et al., 2005). Estas variagbes sé&o
resultado da alta taxa de substituicdo observada (1,1x 10-3 substituicées/sitio/
ano) (QUEIROZ, 2010).

A analise da cinética viral do HCV através de infeccdo experimental de
chimpanzés a partir de pacientes com hepatite C que receberam transplante
hepatico e de pacientes que receberam interferon forneceu informacdes
importantes: a) pacientes com infec¢ao crénica tipicamente tém carga viral de
10: a 107 genomas por mililitro de plasma, b) cerca de 10w virus sdo produzidos
por dia, com uma meia-vida estimada em 3 horas, por consequéncia origina-se

uma populagdo com alta variabilidade genética e c) a carga viral, uma vez
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atingindo determinado patamar, tende a permanecer constante por anos, o que
denota uma producédo e destruicdo do virus equilibradas (NEUMANN et al.,
1998).

O conhecimento da variabilidade genética envolvida nas infec¢des é
importante para compreender a evolugdo da doencga, conduzir tratamento
antiviral, monitorar estudos epidemioldgicos, além de ter implicagdes importantes
e decisivas no diagndstico soroldgico e molecular da infecgdo (CARMO et al.,
2002).

A distribuicdo dos gendtipos é variavel no mundo. Segundo a revisao de
Nakatani (2008) os genotipos 1, 2 e 3 estdo distribuidos em todos os
continentes, o gendtipo 4 é mais comum no norte e no leste da Africa, o genétipo

5 prevalece na Africa do Sul, enquanto o genétipo 6 na Asia.

No Brasil existem poucos estudos de genotipagem, mas os dados nao
diferem muito em relacdo aos encontrados nos paises ocidentais, sendo o
gendtipo 1 responsavel pela maioria das infecgbes (61 a 77%), seguido do
gendtipo 3 (25 a 39%) e do 2 (1,6 a 4,6%). Os gendtipos 4, 5 e 6
correspondem entre 0,1 a 0,2% dos casos (Levi et al.,, 2002, VOGLER et al.,
2004; CAMPIOTTO et al., 2005).

Relatos de Campiotto e colaboradores (2005), através da analise de
pacientes com hepatite C crénica de varios centros de referéncia nacional,
demonstraram que o genotipo 1 € o mais prevalente na regido norte, variando de
68 até 78% dos casos, seguido pelos gendtipos 3 (22-33%) e 2 (7,1%). Eles
concluiram que tal distribuicdo pode representar uma infeccdo endémica de
longa data nestas areas, apds a chegada de imigrantes Europeus, quando a
pratica de transfusdo de sangue tornou-se comum e nenhum teste para o virus
era disponivel. No estudo de Torres e colaboradores (2009) em doadores de
sangue no Estado do Amazonas, observou-se predominio do gendtipo 1,
representando uma prevaléncia de 87,1%, seguida do gendtipo 3 (12,9%). Com

isso, observou-se semelhanca entre os dois estudos citados.
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O conhecimento dos gendtipos virais existentes € importante, pois diferem
na sua agressividade e na resposta sustentada a terapia com interferon-a
(negativacdo da carga viral mantida por seis meses apos o término do
tratamento). Dados da literatura apontam para uma menor resposta terapéutica
do gendtipo 1 a terapia com interferon-a do que os gendtipos 2 e 3 (PANG et al.,
2009).

O HCV sofre variagdes durante a replicacdo devido a falta de atividade
revisora da enzima RNA polimerase RNA dependente e assim, sob pressao do
sistema imunoldgico do hospedeiro, surgem populagdes heterogéneas do HCV,
sendo considerado um mecanismo de escape da resposta imune. Estas
populagdes de virus, com pequenas diferencas de nucleotideos em algumas
regides do genoma, mas estritamente relacionados, designa-se quasispecies e
podem surgir simultaneamente no mesmo individuo (FARCI et al., 2000;
RAMACHANDRAN et al., 2008; KMIECIAK et al., 2009).

As quasispecies podem estar presentes no inicio da infec¢gado ou surgir no
decorrer do mesmo como mecanismo de adaptagao e escape as defesas do
organismo. Esta capacidade do HCV parece facilitar a evolugdo da infecgao
aguda para crbnica, condicionar a evolugdo da doenga hepatica, explicar a
resisténcia as terapéuticas antivirais e tornar dificil o desenvolvimento de uma
vacina contra este virus (CUEVAS et al., 2009).

2.4 Formas de transmissao

O virus da hepatite C (HCV) é transmitido por diversos meios, porém &
considerado um virus de transmissao parenteral, tendo como via principal o
sangue e hemoderivados contaminados, o virus ja foi isolado de varias
secregdes organicas como medula, bile, mucosa intestinal e oral, liquor (CHOO
et al.,, 1989; CARROZZO et al., 2002), além dos nervos periféricos, substancia
branca, cortex e ganglio da base (FORTON et al.,, 2004), representando

diferentes meios de transmissao do virus da hepatite C.
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Os principais mecanismos de transmissdo sdo uso de drogas injetaveis
(16,1%), transfusdo de sangue e derivados contaminados (13,3%), acidentes
com materiais perfuro-cortantes (0,6%), e procedimentos invasivos como
hemodialise (0,7%), a realizagdo de tatuagens e colocagao de piercing, sem as
boas praticas de biosseguranga, sdo responsaveis por mais de 30% dos casos
(ALTER et al., 1989; MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Enquanto, a transmiss&o
via sexual (8,6%), a transmissao materna ou vertical (0,4%) e a domiciliar (0,4%)
sao infecgdes mais raras, sendo responsaveis por menos de 10% de todos dos
casos (ALTER et al., 1989; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Usuario de drogas (UD) injetaveis e nao-injetaveis tem um fator de risco
aumentado para infecgao por HCV pelo compartihamento de materiais de
injecado e suprimento para drogas inaladas, e também, pratica de sexo insegura.
Entre os UD a prevaléncia de HCV no Brasil varia de 5.8% a 36.2% (LOPES et
al., 2009).

Em 1991 com a implementagdo da triagem dos doadores de sangue
diminui os riscos de transmissdo do HCV pés-transfussao porém observou-se
outra via de transmissdo, a transmissdo nosocomial (ROSS et al., 2009). A
transmissdo nosocomial tem sido descrita em diferentes setores médicos, como:
procedimentos cirurgicos e anestésicos (ROSS et al.,, 2002), centros de
hemodialises (TU et al.,, 2009), hospitais hematolégicos e oncoldgicos
(SEPKOWITZ, 2004), servigos ambulatoriais (PRATI et al., 2006) e exames
médicos (GONZALEZ-CANDELAS et al., 2010).

Pacientes com hemofilia sdo de alto risco para hepatite C pds-transfusao
por causa do uso difundido de produtos derivado do plasma (fator VIl e IX),
principalmente até meados da década de 80, onde foi introduzido o tratamento
de inativagdo do virus no plasma que auxiliou na reducdo de casos de
transmissao (CARMO et al., 2002). Um estudo do nosso grupo observou uma
prevaléncia de 30,8% de anti-HCV reativos entre os hemofilicos, demonstrando
valores menores que outras regides do Brasil que variaram de 44,6% a 63,3%
(PIMENTEL et al., 2009)
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Os pacientes hemodialisados estdo expostos a acessos vasculares
prolongados ampliando o risco de infeccdo por patégenos de transmissao
sanguineo, incluindo HBV, HCV e HIV (TU et al., 2009), através de aparelhos,
equipamentos e suprimentos contaminados, como reutilizacdo de recipientes
entre os pacientes sem descontaminagao adequada, tratamento de amostras de
sangue nas mesmas areas adjacentes ou designado para medicamentos ou
materiais limpos, e uso de carrinhos moveis dentro das areas de tratamento para
entregar medicamentos e lanches oferece oportunidades para a contaminagao
cruzada (SHIMOKURA et al, 2011). A transmissao do virus da hepatite C pode
ser reduzida ou prevenida se forem adotadas algumas medidas de seguranca e

higiene na rotina.

A transmisséo vertical pode ocorrer tanto de forma intra-uterina, como por
via perinatal, prevalece em aproximadamente 5-10% das criangas nascidas de
maes HCV RNA positivo e a eliminagdo do virus ocorre em cerca de 30% das
criangas infectadas (ISHII et al., 2005). Niveis virémicos elevados, especialmente
acima de um milhdo de copias por mililitro, aumentam o risco de transmissao
vertical (GONCALES et al., 2000).

A transmissido sexual do HCV ainda ndo apresenta os fatores de riscos
completamente esclarecidos. A prevaléncia esta sendo mais relatada entre os
pacientes tratados em clinicas de doencgas sexualmente transmitidas, entre
prostitutas e seus parceiros e entre pacientes co-infectados com HIV-HCV.
Observa-se um maior percentual de transmissdo homem-mulher que mulher-
homem. Casais mondgamos demonstram baixo risco de transmissao sexual,
entretanto, existe a possibilidade de transmissdo intrafamiliar por
compartilhamento de materiais de higiene pessoal ou exposi¢gao ocasional a
sangue contaminado (MARTINS et al., 2011).

2.5 Resposta imune ao virus da hepatite C

Segundo a revisdo de Chaplin (2010) a resposta imune do hospedeiro é

constituida pela imunidade inata através das barreiras fisicas (ex. pele),
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componentes celulares (ex. granulécitos) e componentes soluveis (ex. fatores do
complemento) e pela imunidade adaptativa composta da imunidade humoral

(anticorpos) e a imunidade celular (linfocitos T CD4+ e CD8*).

A resposta imune inata contra o virus da hepatite C envolve a atuacao de
células dendriticas plasmocitdéides e mieldides, células Natural Killer (NK),
Natural Killer T (NKT) e das linhagens fagociticas, sendo importante na fase
inicial da infecgao (HIROISHI et al., 2008).

No inicio da infeccdo pelo HCV, os hepatdcitos e as células dendriticas
plasmocitoides infectados produzem Interferon tipo 1 (IFN a e B) que induz a
producado de 2'-5' oligoadenilato sintetase com fungao de inibir a replicagao,
aumentar a expressdo de HLA | nas células apresentadoras de antigenos,
reforcando a resposta imune celular e ativar as células NK que destroem
hepatdcitos infectados. A destruicao dos hepatdcitos estimula CD mieldides, que
junto com as CD plasmocitdides ativam as células NK e NKT promovendo a
secrecdo de grande concentragdo de IFN-y que ativam macréfagos hepaticos,

aumentando a inflamacéo local e iniciando a hepatite (HIROISHI et al., 2008).

A ativacao das células NK exerce um papel essencial no recrutamento de
células T HCV-especificas e eliminagdo de hepatdcitos infectados diretamente
por citdlise ou indiretamente pela secre¢ao de citocinas, que induzem um estado
antiviral nas células do hospedeiro. Assim, elas seriam importantes para limitar a
replicacao viral nos hepatacitos, contribuir para o dano tecidual hepatico durante
a resposta imune e na persisténcia da infecgdo por HCV (DESSOUKI et al.,
2010).

O interferon tipo 1 participa da resposta inata, estimulando a ativagao de
células NK e maturacdo de CD, e da resposta adaptativa, estimulando a
proliferacdo de LT memodria e prevenindo a apoptose de LT (DESSOUKI et al.,
2010).
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A hepatite C caracteriza-se por uma importante resposta adaptativa
através da imunidade humoral e celular. A resposta imune humoral é
fundamental na neutralizagao de particulas virais livres e para impedir a entrada
do virus nas células do hospedeiro (WESESLINDTNER, 2009). Por outro lado,
apesar da existéncia de anticorpos neutralizantes, como aqueles contra a regiao
E2 HVR, a resposta humoral é muito ineficiente, talvez pela rapida selecao de
variantes de escape ou porque estes anticorpos falham em induzir a eliminagao
viral (HIROISHI et al., 2008). No entanto, a resposta imune celular (LT CD4+) é
critica para a geragao e manutengao de um estado antiviral, tanto pela secregao
de citocinas estimulatérias de linfocitos B, ativacdo de Linfocitos T CD8+
especificos como pela geracdo de uma memoria imune celular (KAPLAN et al.,
2007).

Os linfécitos T helper  (Th) sado fundamentais na coordenacao da
imunidade celular contra patdégenos intracelulares. Essas células reconhecem os
peptideos virais antigénicos ligados aos antigenos leucocitarios humanos (HLA)
de classe |l na membrana das células apresentadoras de antigenos. Os linfocitos
Th1 favorecem a ativagao de linfocitos T citotdxicos (LTc ou LTCD8*) especificos
responsaveis pela eliminacdo das células infectadas por virus, enquanto
linfécitos Th2 induzem a proliferacédo de linfécitos B especificos e a producéo de
anticorpos anti-HCV (HIROISHI et al., 2008).

Os linfocitos Th1 produzem citocinas (IL-2, IFN-y) que podem inibir a
replicagao viral, por induzir a ativagao e proliferacdo de LTc, NK e macréfagos.
Os LTc reconhecem os antigenos HCYV ligados ao HLA classe | na superficie dos
hapatécitos, promovendo a erradicagdo do HCV por destruicido dos hepatdcitos
infectados (HIROISHI et al., 2008). As respostas dos Linfocitos Th aos diferentes
antigenos virais, incluindo o do core, estdo associadas a uma evolugao benigna

da infeccao pelo Virus da hepatite C.

Estudos sugerem que a resposta de linfécitos T CD4* de padréao Th1
contra a fragcdo NS3 do virus e possivelmente a outras proteinas nao estruturais

do HCV (NS4 e NS5) contribuem para o sucesso da eliminacgao viral. Acredita-se
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que a eliminagao viral esta associado a uma forte resposta intra-hepatica
multiespecifica de linfécitos T CD8* contra o virus, enquanto que a persisténcia
viral tem sido associada a uma fraca e limitada resposta destes linfécitos
(WESESLINDTER et al., 2009).

A patogenia da hepatite C parece estar relacionada a intensidade da
resposta dos linfécitos T na fase inicial da infecgdo, a qual pode ser critica na
evolugdo da doenca (WESESLINDTER et al., 2009). E importante salientar que a
reatividade imune celular do hospedeiro, incluindo tanto os linfécitos TCD4+
quanto os linfécitos TCD8*, encontra-se ativada em pacientes infectados pelo

virus da hepatite C.

As citocinas sdo muito importantes na resposta imune contra as infecgdes,
como o Fator de necrose tumoral - alfa (TNF-a) e IFN-y. A produgéao de niveis
inadequados de algumas citocinas parece contribuir para a persisténcia do virus
e, também, influenciar a resposta a terapia antiviral na infecgcdo pelo HCV. Por
exemplo, a quantidade de interleucina-10 (IL-10) produzida pode potencialmente
influenciar a evolugédo da doenca, uma vez que a IL-10 parece ser capaz de
controlar a resposta imune antiviral do individuo, sendo que seu declinio precoce
pode favorecer uma mudancga da resposta imune tipo Th2 para Th1, levando a

uma resposta terapéutica sustentada (TORRE et al., 2004).

As células responsaveis pela produgcdo de IL-10 e TGF-B s&o os LTreg
(CD4+ CD25*), que tem o papel de regular a resposta imune, através da
supressao direta de LT. As proteinas NS3 e NS4 estimulam células
mononucleares do sangue a produzirem IL-10 em pacientes infectados com HCV
(HIROISHI et al., 2010). Segundo Torre e colaboradores (2004) os niveis séricos
de IL-10 e de outras citocinas de padrao Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) encontram-se
bastante elevados em pacientes com infecgdo cronica pelo HCV né&o tratados
quando comparados com individuos sadios, sugerindo que o desvio do perfil
imunoldgico para um padrdo Th2 poderia comprometer a resposta imune do

hospedeiro, resultando na infecgao crénica pelo HCV. Niveis séricos elevados de
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IL-10 também parecem estar associados com persisténcia da viremia e

resisténcia a terapia antiviral com INF-a.

A persisténcia da viremia esta relacionada a formacdo de quasispecies
durante o processo replicativo, onde favorece a falta de reconhecimento pelos
LTc e anticorpos e a tolerancia entre os LTc (HIROISHI et al., 2008). As mutagdes
podem promover troca de padrdo de resposta como se observa que a troca de
um aminoacido do epitopo da regidao NS3 reconhecidos por células Th1 resulta
em mudanga na secrecao de citocinas de Th1 para Th2. Th2 dominando pode
conduzir a diminuigdo da resposta antiviral (WANG et al., 2003, HIROISHI et al.,
2008). A figura 5 demonstra todas as células envolvidas na resposta imune
contra o HCV.
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Figura 05: Resposta imune na infeccdo pelo virus da hepatite C com
envolvimento da resposta inata, através da participagdo de células dendriticas
(DC), macrofagos, natural killer (NK) e a resposta adaptativa com participagao de
Linfocitos T (LT) auxiliares (H-helper) e citotoxicos (c). Sendo observada uma
resposta celular e humoral (através de anticorpos e citocinas).

Fonte: Hiroishi, K; Ito, T e Imawari, M (2008).
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O HCV apresenta mecanismos diversos para suprimir a resposta imune
através das suas proteinas estruturais e nao-estruturais. A proteina do core
interage com o gC1gR dos LT inibindo a ativagdo e proliferacdo dos LT e a
producao de IFN-y. A proteina NS4A/B bloqueia a expressdo do HLA 1 por inibir
o trafico do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi. As proteinas do
Core, E1 e NS3 inibem a maturagdo de células dendriticas, prejudicando a
resposta imune inata (HIROISHI et al., 2010). A figura 6 demonstra de forma

simplificada o mecanismo de inibicao da resposta imune pelo HCV.
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Figura 06: Atividade supressora da resposta imune pelas proteinas do virus da
hepatite C.
Fonte: Hiroishi, K; Ito, T e Imawari, M (2008).

2.6 Resposta imune em pacientes renais cronicos

Okuda e Yokosuka (2004) relataram que a infeccao pelo HCV em
pacientes renais crénicos apresenta uma histéria natural diferente do paciente
nao-renal, com uma atividade menos intensa de doenga, assim como uma
menor progressao para a cirrose, provavelmente devido a anormalidades na

resposta imunologica destes pacientes.
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Em um estudo classico da resposta imune celular e humoral, Giacchino e
colaboradores (1982), demonstraram que a imunidade celular estava muito
comprometida em pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC) inicial ou em
hemodiadlise, e menor comprometimento da imunidade humoral, com contagem
de linfécitos B e dosagens de imunoglobulinas normais, e somente uma redugao
de uma proteina do complemento (C3). Pacientes com IRC possuem uma
imunodeficiéncia caracterizada por complicagdes mais frequentes as infecgdes e
baixas respostas as vacinacgdes. Esta imunodeficiéncia é influenciada tanto pela
uremia, associagcao de multiplas doengas e pela terapia renal substitutiva (TRS)
(KAUL et al., 2000). Outros fatores que podem contribuir para diminuir a
resposta imune s&o a anemia e a desnutrigdo (BARROS & ROMAO, 1996).

A interferéncia da biocompatibilidade das membranas dialisadoras nos
niveis séricos de citocinas, durante o procedimento da hemodialise, € assunto
controverso. Acredita-se que essas membranas levem a ativagao da imunidade
humoral, do sistema complemento, causando liberacdo de C3a e Cb5a, de
neutréfilos (GIACCHINO et al.,, 1982) e levando os mondcitos a gerarem
citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a (PASTAN & BAILEY, 1998).

As moléculas médias do soro urémico sio retidas nas membranas, o que
pode, teoricamente, contribuir para diminuir a funcdo dos linfécitos T e,
consequentemente, inibir a estimulagdo de linfocitos pelos mitdgenos, a
proliferagdo de fibroblastos e a atividade fagocitica dos leucdcitos. Nota-se, por
exemplo, que a HD n&o parece contribuir para essas alteragdes; o que se
observa nesses pacientes, € a progressiva diminuigdo da imunidade, que tem
relacéo direta com o tempo de HD (GIACCHINO et al., 1982).

A resposta proliferativa das células mononucleares periféricas tende a
ser deprimida nos pacientes urémicos em relacdo aos controles nido urémicos,
a despeito das controvérsias a esse respeito. Estudos in vitro demonstram que
a producao do IFN-y pelos linfécitos, necessario para a ativacdo de

macroéfagos, linfocitos B e linfocitos T citotdxicos, é reduzida em pacientes
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urémicos (YOUSEFI et al., 1987), mas ndo nos pacientes em hemodialise
(DAICHOU et al., 1999).

Também se observa diminuicdo na produgao de Interleucina-2 (IL-2) e,
consequentemente, ha comprometimento da resposta proliferativa e da
diferenciacao linfocitica dos linfécitos B. Acredita-se que a HD possa remover
moléculas e, entre estas, a IL-2. A redugao da IL-2 na uremia tem sido um fator
fundamental para explicar a imunodeficiéncia que ocorre em pacientes
urémicos (WALDHERR et al., 1992). Todavia, a fungdo dos macréfagos parece
estar preservada em urémicos (YOUSEFI et al., 1987) e aumentada nos
pacientes hemodialisados (DAICHOU et al., 1999). No entanto muitos estudos
ainda precisam ser feitos para relacionar a infeccdo pelo HCV com a

imunidade.

2.7 Diagnéstico laboratorial

Somente apds identificagdo do genoma do HCV, foi possivel o
desenvolvimento de métodos de diagnostico utilizando-se de polipeptideos virais
derivados de recombinacbes e expressos em leveduras para realizagdo de

ensaios imunoenzimaticos (KUO et al., 1989).

O diagndstico depende, fundamentalmente, da demonstragdo dos
anticorpos contra o HCV. As técnicas passaram por varios estagios de
desenvolvimento. Os testes de primeira geragao (EIA | e RIBA |) detectavam
anticorpos contra a porcdo C100-3 e foram abandonados, pois podiam demorar
até 24 semanas para positivar na doenga aguda, além de apresentar um grande
namero de falso-positivos. Os testes ELISA de segunda geragcdo detectavam
anticorpos contra as particulas c200 (mistura de ¢33 e ¢100-3) e c22-3, com
sensibilidade e especificidade superior a 90% (BRANDAO et al., 2001).

Os testes de imunoblot recombinante (RIBA) Il detectavam os mesmos
antigenos individualizados numa faixa de nitrocelulose. Os testes de terceira

geragao adicionaram antigenos da por¢cédo NS5 do genoma viral, aumentando
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significativamente a sensibilidade e especificidade em relagdo aos métodos de
segunda geracdo (BRANDAO et al., 2001).

O diagnostico da HCV é baseado na detecgéo soroldgica de anticorpos
anti-HCV por teste imunoenzimatico (ELISA) suplementado com teste imunoblot
recombinante (RIBA) e deteccdo do RNA do HCV no soro ou outro liquido
corporal por reagdo em cadeia de polimerase (PCR), porque somente anticorpos
anti-HCV néo discrimina infeccao ativa de passada (BARRET et al., 2001).

A carga viral € um teste complementar ao diagndstico, devendo ser
utilizado para pacientes candidatos a terapéutica antiviral. O RNA-HCV torna-se
detectavel no soro de sete a 21 dias apds a exposi¢ao. Os anticorpos anti-HCV
aparecem dentro de 20 a 150 dias (em média 50 dias). A elevagado das
transaminases ocorre de forma oscilante, em geral, apos duas a quatro semanas
da infeccao (ORLAND et al., 2001).

O método mais direto e considerado como padrao para determinar o tipo
viral € o sequenciamento do genoma do HCV. A genotipagem analisa as
sequéncias de diferentes regides do genoma na diferenciagdo dos tipos e
subtipos do HCV podendo ser realizada por técnicas utilizando iniciadores,
hibridagdo com sondas ou digestdo enzimatica de produtos da PCR (NAKATANI
et al., 2008).

2.7.1 Reagao em cadeia de polimerase em tempo real

A reagdo em cadeia de polimerase (PCR) foi desenvolvida por Kary Mullis
em 1984 e foi a base para o desenvolvimento da PCR em tempo real, que prevé
a deteccdo do produto de amplificacdo a medida que vai sendo formado
(DEEPAK et a., 2007).

A PCR é realizada numa molécula de DNA, que pode ser fita simples ou
dupla. Para esta técnica sao utilizados dois iniciadores (primers) de
oligonucleotideos, que identificam a sequéncia de DNA que sera amplificada,

dNTPs (que sado os quatro nucleotideos — Adenina, Timina, Guanina e Citosina),



HCV : quasispecies e tesposta imune em pacientes renais cronicos 39

uma enzima termo-estavel e uma solugdo tamp&o com ions de magnésio. A
reacdo ¢é realizada com ciclos de temperatura, primeiro utiliza-se alta
temperatura para separar as fitas da dupla hélice de DNA, em seguida a
temperatura é reduzida para ligar os iniciadores (primers) na sequéncia de DNA,
(a temperatura de hibridizacdo é calculada de acordo com os nucleotideos
presente nos primers (KUBISTA et al., 2006)), e por ultimo a temperatura sobe
um pouco e € mantida em cerca de 72°C (que é 6tima para a polimerase que
estende os iniciadores por incorporacao de dNTPs (Figura 07) (KUBISTA et al.,
2006).
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Figura 07: O ciclo de temperatura da PCR: (1) a
temperatura € mantida por cerca de 95°C para
desnaturar a fita dupla do DNA (2) a temperatura é
reduzida para hibridizar os iniciadores (3) a
temperatura € modificada para 72°C para a
polimerase estender os iniciadores.

A temperatura de desnaturacdo completa de moléculas de DNA dupla fita,
sdo abreviadas como TD (TD = temperatura de desnaturagdo = temperatura a
qual os amplicons de DNA dupla-fita sdo desnaturados). E a temperatura de
desnaturagcao pela qual se utilizam sondas hibridas e tem uma sigla de
denominagéao especifica - TM (TM = temperatura de desnaturagdo (temperatura
a qual 50% das sondas alvo hibridas se dissociaram) de acordo com a com a
sequéncia, comprimento, e conteudo de GC, conduzindo assim a um padrao

caracteristico de cinética de fluorescéncia. (WATZINGER et al., 2006).

Perfis de temperatura de desnaturacdo podem ser usadas para separar

amplicons de comprimento longo de produtos mais curtos; diferenciar produtos
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de PCR néao-especificos que exibem uma sucessido diferente de amplicons
especificos, identificar diferencas de bases-unicas, podem ser exploradas para
identificar e genotipar virus homélogos (WATZINGER et al., 2006). Com a
analise da curva de desnaturacdo validada, é também possivel determinar a
quantidade de amplicons especificos como uma base para o calculo dos
numeros de copias da sequencia inicial (DUARTE, 2006; WATZINGER et al.,
2006).

A diferenca basica entre a PCR tradicional e a PCR em tempo real é a
necessidade de uma corrida eletroforética e a revelagdo do gel de agarose na
PCR tradicional e de uma molécula reporter na PCR em tempo real para
identificar a amplificagdo do produto (GASPARIC et al., 2010).

Existem diferentes tipos de reporteres a disposi¢cao no mercado, sendo os
mesmos classificados de acordo com a maneira que se ligam a molécula alvo,
como: sequéncia inespecifica de ligagdo ao DNA (SYBR GREEN), tecnologia de
primer-base (AmpliFluor, Plexor, Lux primers), técnicas envolvendo sondas de
identificacdo dupla, hibridizacdo comprometida (molecular beacon) e sondas de
hidrolises (TagMan, CPT, LNA, and MGB). Os repérteres mais comuns para a
PCR em tempo real sdo sonda TagMan e SYBR Green. Os reporteres
(moléculas quimicas fluorescentes) sao apresentados durante o momento de
anelamento dos primers e apés a extensao, quando as novas fitas de DNA sao
sintetizadas pela DNA polimerase (GASPARIC et al., 2010).

Os reportéres apresentam mecanismos de acodes diferenciados, como por
exemplo o SYBR GREEN que liga-se de maneira ndo-especifica as fitas duplas
do DNA (dsDNA) e emite fluorescéncia quando excitado por uma fonte de luz
apropriada (HIGUCHI et al., 1993, WATZINGER et al., 2006). Durante a fase de
anelamento e extensdo, a um aumento na contagem de reporteres ligados a
fitas de DNA sintetizadas recentementes conduzindo para emissao de
fluorescéncia maxima até o final da fase de alongamento. Quando o DNA é

desnaturado novamente devido ao ciclo da PCR, moléculas de repdrteres



HCV : quasispecies e tesposta imune em pacientes renais cronicos 41

intercalantes sao liberados na solugcao resultando em pico de fluorescéncia
(Figura 08) (WATZINGER et al, 2006)

1. Inicio da reagdo: O 3. Polimerizagdo: durante a 4. Polimerizagdo completa:

marcador SYBR  GREEN® extensao, ocorre 0 O marcador SYBR GREEN®
fluoresce com a ligacgao a fita anelamento dos primers e o ligado a fita dupla de DNA
duplade DNA produto de PCR é gerado. O aumentaa fluorescéncia
i ! : marcador SYBR  GREEN®
L S 3 ol. s fluoresce com a ligacdo a fita i B .
dupla de DNA que esta sendo 9- 6 -9 -6 -0
2. Desnaturagdo: quando o  formada. _,\_ N _6\_ _6_

DNA ¢é desnaturado, o SYBR i
GREEN ¢ liberado e a e

fluorescénciareduz. =S
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—_—

. . . rvease
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Figura 08: Mecanismo de acdo do marcador SYBR GREEN® na PCR
em tempo real.
Fonte: adaptado de VAR DER VELDEN et al., 2003.

A fluorescéncia é registrada depois de cada ciclo ao término da fase de
alongamento, e reflete o numero de produtos de PCR gerado durante o processo
de amplificacdo. A quantidade de sinal dos produtos acumulados inicialmente
aumenta de forma exponencial. E importante considerar que o numero de
reporteres intercalados é diretamente proporcional a quantidade de sinal de
fluorescéncia emitida que é influenciada fortemente pelo comprimento dos
amplicons da PCR. (WATZINGER et al., 2006).

Depois disso, os niveis do sinal param e saturam. O sinal de saturacao é
exatamente a parada da reacdo por falta de algum componente critico, que
podem ser iniciadores ou dNTPs. Na PCR a fluorescéncia desses reporteres
aumenta quando ocorre a producéo de duplas fitas, mas nao é estritamente em
proporcao porque a fluorescéncia do repérter depende da relagao reporter/
bases, que diminui durante o curso da reacdo (DUARTE, 2006; KUBISTA et al.,
2006).

Quando a fluorescéncia emitida pelo fluoréforo atinge determinado limiar

significativamente acima da fluorescéncia basal da reacéo e localizado na fase
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exponencial da mesma, o software do sistema correlaciona o ciclo que isto
ocorre com as informagdes decorrente da curva padrao paralela a reagao, o que

possibilita a quantificagdo das amostras (DUARTE, 2006).

Ao final da reagao, nos ultimos ciclos da PCR, o Delta Rn, variacédo na
fluorescéncia, que corresponde a quantidade de produto de PCR gerado, tende
a convergéncia (DUARTE, 2006). A analise de curva de desnaturagdo é
finalizada através de plotagem da intensidade de fluorescéncia contra o

gradiente de temperatura em uma escala logaritmica (WATZINGER et al., 2006).

E a propriedade de permitir uma avaliacdo da reagdo de PCR em sua fase
exponencial que qualifica a PCR em Tempo-Real como metodologia
quantificativa. Além disso, ndo existe comprometimento da sensibilidade original
associada a técnica de PCR, o que também a credencia como metodologia
qualitativa (DUARTE, 2006).

2.7.2 Detecgao de Quasispecies

End-point limiting-dilution real-time PCR assay (EPLD-PCR)

E um método desenvolvido recentemente por Ramachandran e
colaboradores (2008) para deteccéo e sequenciamento de quasispecies de HCV.
A técnica tem como base uma reagdo PCR “Hot-start” nested que é realizada
usando o kit LightCycler Fast Start DNA Master Plus SYBR Green (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). A analise da curva de desnaturagdo é
realizada apos a amplificagdo (RAMACHANDRAN et al, 2008).

Realiza-se, EPLD-PCR usando 5 dilui¢des seriadas do cDNA para chegar
no ponto extremo. Somente o PCR end-point é determinado para cada amostra,
as espécimes sao diluidas a titulos de diluicdo limite ou diluicdo de trabalho da
amostra. Moléculas unicas ou clones de variantes virais obtidas na diluicao limite
s&o amplificadas utilizando PCRs multiplos (RAMACHANDRAN et al, 2008).
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Com a diluigdo limite as fitas do DNA alvo sdo distribuidas de forma
Poisson, de modo que muitas rea¢des nao carregam moléculas molde, e nao
gere assim nenhum produto de PCR. Sob tais circunstancias, rea¢des positivas
sdo0 mais provaveis de serem iniciadas de uma unica molécula molde. Multiplas
amplificagdes PCR em tempo real e NESTED-PCR sao realizadas nesta
diluicdo limite para cada espécimes, e cerca de 50-60 amplicons positivos sao
identificados usando analises da curva de anelamento. Todos os produtos de
PCR sao sequenciados (RAMACHANDRAN et al., 2008).

Pirosequenciamento 454

Esta tecnologia foi descrita em 2005 pelo grupo Roche como um novo
sistema de sequenciamento de DNA. O sistema suporta a analise de amostras
de uma grande variedade de materiais, incluindo DNA gendmico, produtos de
PCR, BACs e cDNA. Amostras como DNA genémico e BACs sao fracionados em
pequenos fragmentos de 300-800 pares de bases usando um processo
mecénico (nebulizagdo). Para fragmentos menores, assim como pequeno RNA
nao-codificado ou amplicdes de PCR, a fragmentagcédo nao é necessaria. Usando
uma série de técnicas de biologia molecular padrdo, pequenos adaptadores
(iniciadores modificados, denominados A e B) sdo adicionados para cada
fragmento. Os adaptadores sao usados para purificagdo, amplificacdo e
sequenciamento. Fragmentos simples de DNA padrdo (sstDNA) com
adaptadores A e B compdem a biblioteca de amostras usada para trabalhos
subsequentes (DROEGGE & HILL, 2008) (Figura 9).

Durante o seguimento de processo de emulsdo da PCR (Figura 9) a
biblioteca dos fragmentos simples de DNA [sstDNA] & primeiro misturado com
um excesso de beads sepharose que apresenta na sua superficie
oligonucleotideos complementares, por exemplo a sequéncia do adaptador B da
biblioteca de fragmentos. Como resultado a maioria destas beads levam uma
unica fita simples de DNA da biblioteca de fragmentos. A biblioteca de beads é
entdo emulsificada com reagentes de amplificagdo em mistura agua-oleo. Cada

bead é entado capturada pelo microreator onde ocorrem amplificagdes clonais de
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sstDNA (10 milhdes de moléculas de DNA idénticas por bead) (DROEGGE &
HILL, 2008).

Nas preparacbes para a reacdo de sequenciamento, as beads da
biblioteca de sstDNA sao adicionadas no Mix de incubagcdo de beads de DNA
(contendo DNA polimerase) e sdo distribuidas em camada com beads de
enzima (contendo sulfurilase e luciferase) sobre o dispositivo 454
PicoTiterPlate™ (Figura 9). Esta placa de 70mm x 75mm é um dispositivo éptico
contendo 1.6 milhdes de pogos com um didmetro de 44um por pogo. Somente
uma biblioteca de beads (cerca de 30um) ajusta-se dentro de um pogo. A
camada de beads enzimaticas assegura que beads DNA permanegam
posicionadas nos pogos durante a reagao de sequenciamento. O processo de
deposicédo de beads maximiza o numero de pogos que contem uma biblioteca de
bead unica amplificada (evitando a deposigdo de mais de uma biblioteca de
beads sstDNA por poco) (DROEGGE & HILL, 2008).

O dispositivo de PicoTiterPlate carregado € colocado no instrumento
Genome Sequencer FLX™ (Figura 9). O reagente de sequenciamento
(contendo tampdes e nucleotideos) flui do sub-sistema de fluidos pelos pogos do
dispositivo. Nucleotideos sao transportados sequencialmente em uma ordem
fixada pelo dispositivo PicoTiterPlate durante a corrida de sequenciamento.
Durante o fluxo de nucleotideos, 100 de 1000 de cada bead carrega milhdes de
copias de uma unica fita simples da molécula de DNA que sao sequenciadas em
paralelo. Se um nucleotideo complementar para a fita modelo flui dentro do
poco, a polimerase estende a fita de DNA existente por adigdo nucleotideo(s).
Adigdo de um ou mais nucleotideos resulta em uma reagdo que gera um fraco
sinal que é capturado pela camera CCD no instrumento (Figura 9). Em uma
corrida limitada, a forga do sinal € proporcional para o numero de nucleotideos
incorporados em um fluxo de nucleotideos simples (Figura 9) (DROEGGE &
HILL, 2008).

Este procedimento apresenta trés caracteristicas principais: Média do

comprimento de leitura de 200-300 bases, a acuracia de uma simples leitura é
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maior que 99,5%, erros de substituicbes sdo excessivamentes raros (menos que
10-6) e apresenta uma grande corrida com mais de 400,000 leituras em média
com um comprimento de leitura de 250 bases, 1 gigabase de informagbes de
sequéncias pode ser gerada em 5 dias (DROEGGE & HILL, 2008).
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Figura 09: Etapas de execugao da tecnologia 454 sequencing.
Fonte: www.454sequencing.com
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar os diferentes subtipos e quasispécies do virus da hepatite C,
e analisar o perfil da resposta imune em pacientes renais crénicos em tratamento

de hemodialise na cidade de Manaus-AM.

3.2 Especificos

+ Caracterizar os gendétipos e os subtipos do HCV de amostras obtidas de

pacientes renais cronicos em tratamento de hemodialise.

+ Caracterizar a formacao de quasispecies do HCV em amostras obtidas de

pacientes renais cronicos em tratamento de hemodialise.

+ Relacionar as quasispecies encontradas com o perfil da resposta imune
celular (Linfocitos TCD4* e CD8* e Leucécitos ativados (CD69*) e humoral
através da concentragdo das citocinas Thy (IL-12 e IFN-y), Thz (IL-4),
supressora (IL-10) e inflamatdrias (IL-6, IL-8 e TNF-[3).
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4. METODOLOGIA

4.1 Descrigcao da area de estudo

O estudo foi realizado na Clinica Renal de Manaus, a qual foi fundada em
1980, sendo o segundo servigo de hemodialise criado na cidade. A clinica hoje &
uma referéncia em tratamento dialitico em toda regido, pois: Atende pacientes
oriundos de outros estados: Amapa, Para, Rondénia, Acre e Roraima; Mantém
no quadro efetivo o maior corpo de médicos nefrologista de Manaus; Atende em
média 820 pacientes por més em varias modalidades de tratamento dialitico
(Dialise peritoneal e Hemodialise); as sessbes de hemodidlise sdo geralmente
realizadas 3 vezes por semana, com duracdo de 4 horas e 0s pacientes sao
atendidos em horarios pré-fixados distribuidos em 3 turnos. Existe uma equipe
de profissionais diretamente envolvidos no atendimento dos pacientes em
programa de hemodialise, composta por médicos, enfermeiros, nutricionistas,

psicologos e assistente social.

4.2 Modelo do estudo

Trata-se de um estudo observacional descritivo do tipo nao-probabilistico
realizado em pacientes renais crénicos em tratamento de hemodialise com anti-
HCV reativo.

4.3 Aprovacao do Comité de ética em pesquisa

O estudo teve aprovacédo do comité de ética em pesquisa da FHEMOAM
(CAAE 0020.0.112.00-08) e do Conselho Nacional em pesquisa — CONEP
(342/2009). Sendo seguidas todas as consideragdes legais preconizadas pelas
resolucdes CNS 196/96.

4.4 Populagoes de estudo e casuistica

Foram incluidos no estudo pacientes renais crénicos em tratamento de

hemodialise e pacientes sem problema renal, ambos reativos para o virus da
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hepatite C e outro grupo negativo para HCV (doadores de sangue e Renais
cronicos) . Estes individuos participaram anteriormente do estudo desenvolvido
pelo grupo de pesquisa do HEMOAM, cujo titulo foi “Soroprevaléncia de
anticorpos contra o Virus da hepatite C (HCV) em pacientes em tratamento de
hemodialise” [dissertagao] (Laura Patricia Viana Maia, 2005) e “Avaliacdo da
resposta imune humoral e celular em pacientes com hepatite C com alteragdes
do sono” [dissertagcdo] (Carlos Mauricio Oliveira de Almeida, 2006), todos
aprovados pelo Comité de ética em pesquisa (pareceres em anexo). Assim,
foram utilizadas as amostras coletadas durante o periodo de desenvolvimento

dos estudos e que foram armazenadas para estudos posteriores.

e Os critérios de elegibilidades

Pacientes renais cronicos em tratamento de hemodialise: Foram incluidos 31

pacientes renais crénicos anti-HCV positivo, maiores de 18 anos, de ambos os
sexos e que estavam em tratamento de hemodialise na Clinica Renal de
Manaus. Os pacientes foram convidados a participar da pesquisa e submetidos a
novos testes de diagndsticos para analise do perfil sorolégico, bioquimico,
celular e humoral. Pacientes HCV positivos co-infectados com outras doencgas de
transmissao parenteral (HBV, HTLV, Doenca de Chagas e sifilis) também foram
incluidos na pesquisa. As amostras de sangue foram coletadas em mar¢o/2006 e
janeiro/2009 e armazenadas a -80°C. Os pacientes que concordaram em
participar do mesmo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (em
anexo).

Foram excluidos os pacientes renais que tiveram resultado negativo na

reacao em cadeia de polimerase e mulheres gestantes.

Pacientes sem problema renal HCV positivos (Grupo controle): Foram incluidos

no estudo 10 pacientes, com mais de 18 anos com diagndstico confirmatorio,
compostos de teste ELISA e Imunoblot positivos para o HCV, atendidos no
ambulatério de hepatite da Fundagao de Medicinal Tropical do Amazonas (FMT-
AM) antes do inicio do tratamento com interferon. Os pacientes que

concordaram em participar do mesmo foram convidados a assinar um termo de
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consentimento livre e esclarecido (em anexo). As amostras de sangue foram

coletadas entre junho/2006 a janeiro/2008 e armazenadas a -80°C.

Doadores de sanque e Pacientes renais cronicos, ambos HCV negativos: Foram

incluidos 19 pacientes de cada grupo para serem empregados como grupo
controle na analise da resposta imune. Todos apresentavam faixa etaria de 18 a
55 anos, de ambos os sexos. Estes individuos fizeram parte do estudo anterior
“Soroprevaléncia de anticorpos contra o Virus da hepatite C (HCV) em pacientes
em tratamento de hemodialise” [dissertacado] (Laura Patricia Viana Maia, 2005),
onde também foram empregados como grupo controle. As amostras foram
coletadas entre marg¢o/2006 a janeiro/2007. Os individuos que concordaram em

participar assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (em anexo).

4.5 Coletas das amostras de sangue

Foram coletadas através de pungdo venosa, amostras de 20 mL de
sangue periférico, distribuido em trés tubos: 10 mL no tubo sem anticoagulante,
5 mL no tubo PPT e 5 mL no tubo com EDTA para processamento e analise dos

testes.

Todas as amostras foram armazenadas em freezer — 80°C do laboratério
de sorologia da Fundagdo HEMOAM. Todas as consideragbes legais
preconizadas pelas resolugcbes CNS 196/96 e 347/2005 para autorizagdo do
armazenamento de amostras bioldgicas para estudos posteriores foram

realizadas conforme Norma institucional (em anexo).

4.6 Testes laboratoriais para triagem das amostras e analise do perfil da
resposta imune

Nos estudos anteriores de MAIA e colaboradores (2005) e ALMEIDA e
colaboradores (2006) as amostras passaram por uma fase de triagem para HCV

através dos testes ELISA e IMUNOBLOT e analise da resposta imune através da
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identificacdo celular (LTCD4+, LTCD8* e leucocitos CD69*) e dosagem de

citocinas (Th1, Th2, supressora e inflamatdria) como descrito abaixo.

Teste de triagem: Com o objetivo de selecionar os individuos para os estudos,
langcamos méo da utilizagdo do método imunoenzimatico anti-HCV. Este método
consiste na pesquisa de anticorpos especificos contra antigenos do virus da
hepatite C (C, NS3, NS4 e NS5). A reagédo é considerada positiva quando a
absorbancia da amostra é superior ao valor do cut off e foi utilizado neste estudo
o kit Abbott Murex anti-HCV versao 4.0 (Abbott diagnostic division, RSA) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Os testes foram realizados no
laboratério de sorologia da Fundagado HEMOAM em Manaus (pacientes renais

cronicos) e na FMTAM (pacientes sem problema renal).

Imunoblot: Uma vez que as amostras tenham sido selecionadas através da
triagem, o proximo passo foi uma analise complementar deste resultado, através
da técnica de Imunoblot. Este método baseia-se na pesquisa de anticorpos
especificos contra antigenos do virus da hepatite C. Os antigenos
recombinantes purificados do HCV (c100, ¢c33c, c22p e NS5) sdo submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida e as proteinas separadas sao transferidas
para uma membrana de nitrocelulose por eletroblotting. Foram consideradas
positivas as amostras que apresentaram duas ou mais bandas especificas
contra os antigenos virais, indeterminadas as que apresentarem uma unica

banda e negativas quando nenhuma banda foi encontrada.

O teste empregado foi kit Chiron® RIBA" HCV versdo 3.0 SIA (Chiron®
Corporation, Emeryville, CA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Os testes foram realizados no laboratério de sorologia da Fundagao HEMOAM
em Manaus (pacientes renais crénicos) e na FMTAM (pacientes sem problema

renal).

Quantificagcdo de Linfécitos T CD3*/CD4+ e CD3*/CD8+ e Leucbcitos

ativados (CD69*): através dos marcadores de superficie celulares: anti-CD8

Recombinant Immunoblot Assay ou Ensaio de Imunoblot recombinante.
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(code MHCDO0801, marca CALTAG, Caltag laboratories - invitrogen
immunodetection, CO, UK) e anti-CD69 (code MHCD6901, marca CALTAG)
marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) , anti-CD4 (code
MHCDO0404, marca CALTAG) marcados com ficoeritrina (PE) e anti-CD3 (code
MHCDO0306, marca CALTAG) marcado com terceira cor, foram identificadas as
populacdes celulares de Linfocitos T CD3*/CD4+* e CD3*/CD8* e Leucdcitos
ativados marcados com CD69+*. A leitura foi realizada no laboratério de
Citometria de Fluxo do HEMOAM (pacientes renais cronicos, pacientes sem
problema renal, doadores de sangue), no citbmetro de fluxo FACScalibur com
sistema de detecgdo de quatro cores (Becton, Dickinson and Company, NJ,
USA).

Dosagem de citocinas circulantes em sangue periférico: Utilizando o método
ELISA, realizou-se a quantificacdo das citocinas do padrdao Th1: IL-12 e IFN-y;
padrao Th2: IL-4; supressora IL-10 e inflamatdrias: IL-6, IL-8 e TNF-B
empregando anticorpos especificos (purificados e biotinilados) e citocinas
padrées. Foi utilizado o kit BD OptElA™ ELISA (Becton, Dickinson and
Company, NJ, USA) de acordo com as instru¢gdes do fabricante. A técnica se
baseia no ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sanduiche, utilizando
anticorpos monoclonais especificos para citocina a ser pesquisada impregnados
em uma placa de 96 pogos. Padrées e amostras sdo adicionados nos pogos
para que a citocina presente seja ligada ao anticorpo mobilizado. Adiciona-se
anticorpo biotinalado anti-citocina e marcado com uma enzima (ex. peroxidase),
produzindo o sanduiche (anticorpo-citocina-anticorpo). Os pog¢os sao lavados e
adicionados o substrato TMB, que produz uma coloragao (ex. azul), depois se
adiciona uma solugéo de parada que altera a cor (ex. azul para amarela), realiza-
se a leitura no comprimento de onda de 450nm. A intensidade da coloracéo e

proporcional a concentragao da citocina.

4.7 Testes Moleculares realizados no Centers for Disease Control and
Pevention (CDC/GA/USA)

As amostras anti-HCV positivas (pacientes renais crénicos e sem

problema renal) foram enviadas ao CDC para analise molecular. As amostras
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foram analisada através da amplificagdo da regiao NS5b e E1- HVR1. O Primeiro
passo foi identificar o gendtipo através da regido NS5b, e também, triar as
amostras que seriam encaminhadas para analise de quasispecies através da
amplificagdo da regido E1-HVR1. Todas as amostras também foram submetidas
a técnica de pirosequenciamento 454 para analise das quasispecies, como
mostra a figura 10. Em seguida estdo descritas as metodologias utilizadas para

extragao e amplificagdo das regides.

RT-PCR
NS5B Sequenciamento
Nested

Amostras Extracdo ( ‘
HCV + (RNA)

EPLD-PCR

S
HVR1 H Precipitagao H cDNA K,—

454 sequencing

-—

Figura 10: Fluxograma das técnicas realizadas no Centers for Disease
Control and Pevention (CDC/GA/USA).

4.7.1 Extracao do RNA

O acido nucléico total de espécies de anti-HCV reativo e Immunoblot
reativo ou indeterminado foram extraidos de 100uL soro através do MagNA Pure
LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) de
maneira automaziado através do instrumento Roche MagNA Pure LC, e diluido

com 50ul de tampao de acordo com as instrugdes do fabricante.

A técnica é baseada em beads magnética. As amostras sao lisadas por
incubacao com um buffer especial contendo um sal caotropico e proteinase K.
Particulas de vidro magnéticas (MGPs) sao adicionadas e os acidos nucléicos
virais totais contidos na amostra sao capturados para sua superficie.

Substancias ndo capturadas séo removidas por lavagens intensivas, e os acidos
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nucléicos virais totais purificados sao diluidos em 50uL de tampao de baixa

concentragao salina.

4.7.2 Precipitacao do RNA

A precipitacdo do RNA extraido foi realizada com o objetivo de se obter
uma concentracdo maior de RNA. O produto da extracdo (50uL de RNA) foi
transferido para um microtubo de 1,5mL, sendo adicionado 50uL de isopropanol
e 4uL de glicogénio (ambos gelados) e centrifugados por 30min a 4°C e
14000rpm. O sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 200uL de etanol 70%,
centrifugou-se novamente por mais 30min nas mesmas condi¢des. Desprezou-

se o0 sobrenadante e observou-se a formagao de um pellet (RNA precipitado).

4.7.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada usando o kit SuperScript Il First-Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). A reacdo foi
realizada com um volume final de 20uL contendo 10uL de 2x first strand reaction
Mix, 2uL Superscript enzyme, iniciador 1619R1 (1uM de concentragdo final) e
6ul agua livre de RNA/DNA. Os microtubos foram colocados em um termo-bloco
e aquecidos a 50°C por uma hora. Apds este processo foi aquecido a 85°C por
15min, para inativagado da enzima, estando o cDNA pronto para uso e estocagem
a-70°C.

4.7.4 Genotipagem através da regiao NS5b por RT-PCR

Para determinar o genotipo e subtipo do HCV utilizou-se o segmento da
regiao NS5b, entre as posigbes 5 8275-616 3’, usando iniciadores bem
conservados. As sequéncias de iniciadores utilizados foram: Iniciadores
externos, K1 (fwd) - 5TGG GGA TCC CGT ATG ATA CCC GCT GCT TTGA 3 e
K2 (rvs) — 5’GGC GGAATT CCT GGT CAT AGC CTC CGT GAA 3 (ENOMOTO
et al., 1990); e iniciadores internos, 122 (fwd)- 5°CTC AAC CGT CAC TGA GAG
AGA CAT 3’ (SIMMONDS et al., 1993) e R1(rvs) — 5GCT CTC AGG CTC GCC
GCG TCC TC 3 (ALTER et al., 1999) (Tabela 01 e Figura 11). A amplificagcéo da
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RT-PCR (Reagdo em cadeia de polimerase por transcriptase reversa) foi
realizada com volume final de 10uL contendo 5uL RNA, iniciador K1 (1uM de
concentragdo final) e K2 (1uM de concentragao final), empregou-se o Kit
QIAGEN OneStep RT-PCR (QIAGEN Inc.,Valencia, CA) utilizando 2 pyL de
QIAGEN One Step RT-PCR 5x buffer (1x e 2.5mM MgClz2), 0.5uL do mix de
desoxinucleosideo trifosfato (10mM cada), e 0.5uL do mix de enzima One Step
(QIAGEN Inc., Valencia, CA). A reagdo foi realizada no Thermal Cycler
(GeneAmp PCR system 9700, Applied Biosystems, Foster City, CA). O programa
de termociclagem consistiu de transcricdo reversa (50°C por 60 min); pré-
incubacao (95°C por 15min) para ativagdo, fase de amplificagdo conduzida por
40 ciclos — cada ciclo consistindo de desnaturacdo (95°C por 30sec);
hibridizagdo (58°C por 30sec) e extensao (72°C por 1min); um ciclo final de
extensdo (72°C por 15min) e resfriamento para 4°C. O produto da PCR foi

diluido em agua livre de RNase na concentragao de 1:5.

O NESTED-PCR foi realizado em PCR real-time com volume final da
reagao de 20puL contendo 2L produto RT-PCR, iniciador 122 (1uM), iniciador R1
(1MM), 4pl agua livre RNase e 10uL do Perfecta SYBR Green FastMix 2x (1x)
[Perfecta SYBR Green FastMix kit, ROX (Quanta Biosciences, Inc.,
Gaithersburg, MD)]. A plataforma RT-PCR foi Stratagene MX3005P thermocycler
(Stratagene Corp, La Jolla, CA). O programa de termociclagem consistiu de pré-
incubagao a 95°C por 5min para ativar, amplificacdo da PCR foi realizada em 30
ciclos, consistindo de desnaturagao (95°C por 20s), hibridizagao (56°C por 20s)
e extensdo (72°C por 1min). Apdés amplificacdo, analise da curva de
desnaturagao (curva melte) foi obtida por elevagao da temperatura para 95°C por
1s, 60°C por 1s seguida de 95°C por 1s, e resfriamento para 25°C. O produto do

Nested foi diluido em agua livre RNase na diluicao de 1:10.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados para a amplificagdo da regido NS5b do HCV.

Nome do A Produto Posicao na
L Sequéncias . Autor
Iniciador pb regiao
KA 5TGGGGATCCCGTATGATACCCGCTGCTTTGA 82538274 | Enomoto of al
342
K2 5'GGCGGAATTCCTGGTCATAGCCTCCGTGAA3 8617-8647 (1990)
122 5'CTCAACCGTCACTGAGAGAGACAT3' 8283-8307 S':}Tf;g‘;) et
295
, s Alter et al
R1 5'GCTCTCAGGCTCGCCGCGTCCTC3 8592-8615 (1650)

o @ oW oW o W ow ow

@ o w ow

H77 NC_0041021 - Sequéncia referéncia utilizada para calculo da posigdo na regidao NS5b.

TCTCGTATGATACCCGCTGTTTTGACTCCACAGTCACTGAGAGCGACATCCGTACGGAGGAGGCAATTTACCAATGTTGTGACCTGGACCCCCAAGCCCGCGTGGCCATC

. Il i 1 : 1 n 1 n Il . Il i I 4 1 n 1 3 1 . Il
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

AGAGCATACTATGGGCGACAAAACTGAGGTGTCAGTGACTCTCGCTGTAGGCATGCCTCCTCCGTTAAATGGTTACAACACTGGACCTGGGGGTTCGGGCGCACCGGTAG
NS5B RNA-dependert RNA polymerase

[ sequence for genotyping

NS5b_K1 primer
NSSb_122 primer
F § Yy o T R CF D S T ¥ T E § D | R T E E A | ¥ @ €C € D L D P G A R ¥V A I

AAGTCCCTCACTGAGAGGCTTTATGTTGGGGGCCCTCTTACCAATTCAAGGGGGGAAAACTGCGGCTACCGCAGGTGCCGCGCGAGCGGCGTACTGACAACTAGCTGTGS

" I X I : I n I " I . Il " I X I : Il " I . Il
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

TTCAGGGAGTGACTCTCCGAAATACAACCCCCGGGAGAATGGTTAAGTTCCCCCCTTTTGACGCCGATGGCGTCCACGGCGCGCTCGCCGCATGACTGTTGATCGACACC

NS5B RNA-dependent RNA polymerase

sequence for genotyping
K s L T E R L Y ¥ 6 6 P L T N S R G E N C G ¥ R R C R A& s G ¥ L T T s € G

TAACACCCTCACTTGCTACATCAAGGCCCGGGCAGCCTGTCGAGCCGCAGGGCTCCAGGACTGCACCATGCTCGTCTGTGGCGACGACTTAGTCGTTATCTGTGAAAGTG

. Il i 1 4 1 : 1 n Il . I X I 4 1 : 1 3 I . I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ATTGTGGGAGTGAACGATGTAGTTCCGGGCCCGTCGGACAGCTCGGCGTCCCGAGGTCCTGACGTGGTACGAGCACACACCGCTGCTGAATCAGCAATAGACACTTTCAC
NSSB RNA-dependent RNA polymerase

sequence for genotyping
N T LT c v | K A& R A& A C R A A G L @ b c T M L ¥ C G D D L ¥ V¥ | c E 8§

CGGGGGTCCAGGAGGACGCGGCGAGCCTGAGAGCCTTCACGGAGGCTATGACCAGGTACTCCGCCCCCCCCGGGGACCCCCCACAACCAGAATACGACTTGGAGCTTATA

L 1 : ! : 1 s 1 . 1 : 1 : 1 . } : 1 . 1 L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

GCCCCCAGGTCCTCCTGCGCCGCTCGGACTCTCGGAAGTGCCTCCGATACTGGTCCATGAGGCGGGGGGGGCCCCTGGGGGGTGTTGGTCTTATGCTGAACCTCGAATAT
NS5B RNA-dependert RNA polymerase

sequence for genotyping ]

8360

8470

8580

8690

Figura 11: Localizagao dos iniciadores para a regiao NS5b no genoma do HCV.
Utilizou-se a sequencia H77 como referéncia, depositada no Pubmed com

numero de acesso NC-004102.
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4.7.5 Sequenciamento da Regiao NS5b

Para a reagao de sequenciamento foi utilizada a regido entre as posigdes
5 8320-593 3’, sendo sequenciada no sentido 5’-3' e 3’-5’, para ser criada a
sequéncia consenso. As sequéncias de iniciadores utilizados foram: 122 (fwd)-
5CTC AAC CGT CAC TGA GAG AGA CAT 3 (SIMMONDS et al.,, 1993) e
R1(rvs) - 5’GCT CTC AGG CTC GCC GCG TCC TC 3’ (ALTER et al., 1999). A
reacdo de sequenciamento da regido NS5b foi realizada usando o kit de
sequenciamento quimico BigDye v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA). A
amplificacdo da PCR foi realizada em 10uL volume de reacéo final contendo 8uL
do produto do NESTED (diluido 1:10), iniciador (1uM de cada) e 1ul Big Dye. A
reacao foi realizada no Thermal Cycler (GeneAmp PCR system 9700, Applied
Biosystems, Foster City, CA), o programa de termociclagem consistiu de
amplificagdo conduzida por 25 ciclos — cada ciclo consistindo de desnaturagao
(94°C por 10s); hibridizagdo (50°C por 10s) e extensdo (60°C por 4min) e
resfriamento para 8°C. Os produtos foram sequenciados usando o sequenciador

automatizado 3130x| Genetic Analyzer, Applied Biosystems.

4.7.6 Detecgao de Quasispecies

4.7.6.1 End-point limiting-dilution real-time PCR (EPLD-PCR)

Para determinar as quasispecies do HCV utilizou-se o segmento da regiao
E1 e parte da E2 (HVR1), entre as posi¢cdes 5 1294-610 3’. A sequéncia de
iniciadores utilizados foram: Iniciadores externos, 1295F1 (fwd) -
5 TGGCTTGGGATA TGATGATGAACT 3 e 1619R1 (rvs) - 5’
GCAGTCCTGTTGATGTGCCA 3’ e iniciadores internos, 1302F2 (fwd)- %
GGATATGATGATGAACTGGT 3’ e 1610R2(rvs) - 5’
TTGATGTGCCAGCTGCCGTTGGTGT 3' (RAMACHADRAN et al., 2008) (Tabela
02 e Figura 12).
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Tabela 2: Iniciadores utilizados para a amplificagdo da regido E1-E2 (HVR1)
do HCV.

Nc_>rr_|e do Sequéncias Produt Posigio na AUTOR
Iniciador o regiao
1295F1 5 TGGCTTGGGATATGATGATGAACT 3 o1 1294-1317 RAMACHADRA
1619R1 5 GCAGTCCTGTTGATGTGCCA 3 1509-1619 | NN etal2008
1302F2 5 GGATATGATGATGAACTGGT 3 1301-1320 | RAMACHADRA
265 N et al 2008
1610R2 5 TTGATGTGCCAGCTGCCGTTGGTGT & 1586-1610

t } t } t } t t t } t } t t t t t } t } t + 1320

o
g GTTTACCTTCTCTCCCAGGCGCCACTGGACGACGCARGACTGCAATTGTTCTATCTATCCCGGCCATATAACGGGTCATCGCATGGCATGGGATATGATGATGAACTGGT
o

3 CARAATGGAAGAGAGGGTCCGCGGTGACCTGCTGCGTTCTGACGTTAACAAGATAGATAGGGCCGGTATATTGCCCAGTAGCGTACCGTACCCTATACTACTACTTGACCA

E1 protein
PRIMER 1295F1 - FIRST ROUND
| primer 1301 - Nested PCR
ES

F T F S P R R H W T T Q D C N C S | Y P G H | T G H R M A W D M M M N W

t } t } t } t t t } t } t t t } t } t } t + 1430

3
o
g CCCCTACGGCAGCGTTGGTGGTAGCTCAGCTGCTCCGGATCCCACAAGCCATCATGGACATGATCGCTGGTGCTCACTGGGGAGTCCTGGCGGGCATAGCGTATTTCTCC
° 1
3 GGGGATGCCGTCGCAACCACCATCGAGTCGACGAGGCCTAGGGTGTTCGGTAGTACCTGTACTAGCGACCACGAGTGACCCCTCAGGACCGCCCGTATCGCATAAAGAGG

E1 protein

L REGIAO SEQUENCIADA
s P T A A L ¥V ¥ A @ L L R I P @ A I M D M I A G A H W G ¥ L A G | A Y F S

N Il . 1 X I 4 Il n 1 . Il X Il : Il I 1 X I : Il 1540
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
TACCACCCCTTGACCCGCTTCCAGGACCATCACGACGACGATARACGGCCGCAGCTGCGCCTTTGGGTGCAGTGGCCCCCTTCACGGCCGGCGTGGTGCCGACCCGRAACA

E1 protein u E2 protein

3
o
g ATGGTGGGGAACTGGGCGAAGGTCCTGGTAGTGCTGCTGCTATTTGCCGGCGTCGACGCGGARACCCACGTCACCGGGGGAAGTGCCGGCCGCACCACGGCTGGGCTTGT
o
3

o [ HVR1

L REGIAO SEQUENCIADA
M ¥ G N W A K ¥ L ¥ ¥ L L L F A& G ¥ D A& E T H ¥ T G G S A G R T T A G L V

" I . Il X I " I " I " I " I " I " 1 " I " I 1650
t T T T T T t T T T T T T T T T T T T T T
ACCAGAGGAATGTGGTCCGCGGTTCGTCTTGTAGGTTGACTAGTTGTGGTTGCCGTCAACCGTGTAGTTATCGTGCCGGAACTTGACGTTACTTTCGGAATTGTGGCCGA

E2 protein

3
o
g TGGTCTCCTTACACCAGGCGCCAAGCAGAACATCCAACTGATCAACACCAACGGCAGTTGGCACATCAATAGCACGGCCTTGAACTGCAATGAAAGCCTTAACACCGGCT
o
3

HYR1 ]
° © PRIMER 1610 NESTEDPCR

PRIMER 16813R - FIRST ROUND

REGIAQ SEGUENCIADA
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w

o

Figura 12: Localizagdo dos iniciadores para a regiao E1-E2 HVR1 no genoma
do HCV. Utilizou-se a sequéncia H77 como referéncia, depositada no Pubmed
com numero de acesso NC-004102.

Esta metodologia é constituida por seis protocolos. O protocolo 1 e 2 tem
o objetivo de determinar o limite de diluicdo a ser utilizado, o protocolo 3 e 4
promove a amplificagdo dos clones por PCR em tempo real, o protocolo 5 é o
momento de selegcdo dos clones positivos e o protocolo 6 € a reagcdo de

sequenciamento dos clones.
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Determinacgao do limite de diluicao

Diluicdo da amostra - adicionou-se 100uL agua livre DNA/RNA na placa

de diluigao (placa de 96 pocos), transferiu-se 20uL cDNA para a primeira coluna
da placa de diluigdo e em seguida transferiu-se 20uL do cDNA diluido para a
sétima coluna. Fizeram-se diluicbes seriadas, transferindo 10uL para cada pocgo
(FIGURA 13).

20pL dilution
=z

20pL cONA

/

1 12

PN 1DuL m m m m m 100N/ 100N

o - - -

- R o

) - - ] O
Water

2

12
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lEO

Flgura 13: D|IU|goes das amostras para a tecnlca de EPLD-PCR.
FONTE: MAIA (2009).

Amplificacdo por PCR - Transferiu-se 2uL cDNA diluido em quadruplicata

de cada diluicdo para a placa de 384 pocos. A amplificacdo da PCR em tempo
real foi realizada em 10uL volume de reacao final contendo 2uL cDNA diluido,
iniciador 1295F1 (1uM) e iniciador 1619R1 (1uM), empregou-se o Kit Quanta
PerfeCta™ SYBR® Green FastMix™ (Quanta BioSciences, Gaithersburg, MD,
USA) utilizando 5 yL de PerfeCta SYBR Green FastMix 2x buffer (1.25x) e 1L
de agua livre de RNA/DNA. A reagao foi realizada no LightCycler 480 Roche
(Roche diagnostics Corporation, Indianapolis, USA), o programa de
termociclagem consistiu de pré-incubagédo (95°C por 5 min) para ativagao e fase
de amplificagcdo conduzida em 35 ciclos — cada ciclo consistindo de
desnaturagao (95°C por 10s); hibridizagdo (58°C por 20s) e extensao (72°C por
15s); a curva desnaturacdo foi obtida por aumento da temperatura para 95°C,
redugdo para 78°C e mantida por 1min, sendo as aquisigdes realizadas a 96°C,

seguida de resfriamento para 4°C.
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Amplificacdo por NESTED-PCR - A amplificacdo da PCR em tempo real

foi realizada em 10uL volume de reacgao final contendo 2uL do produto da
primeira PCR, iniciador 1302F2 (1uM) e iniciador 1610R2 (1uM), empregou-se o
Kit Quanta PerfeCta™ SYBR® Green FastMix™ (Quanta BioSciences,
Gaithersburg, MD, USA) utilizando 5 pL de PerfeCta SYBR Green FastMix 2x
buffer (1.25x) e 1uL de agua livre de RNA/DNA. A reacado foi realizada no
LightCycler 480 Roche (Roche diagnostics Corporation, Indianapolis, USA), o
programa de termociclagem consistiu de pré-incubacao (95°C por 5 min) para
ativacao e fase de amplificagcdo conduzida em 35 ciclos — cada ciclo consistindo
de desnaturagéo (95°C por 10s); hibridizacdo (58°C por 20s) e extensdo (72°C
por 15s); a curva de desnaturacao foi obtida por aumento da temperatura para
95°C, reducédo para 78°C e mantida por 1min, sendo as aquisi¢des realizadas a
96°C, seguida de resfriamento para 4°C. Analisou-se o resultado da diluigao,
escolhendo-se a diluicdo que apresentava dois pogos positivos e dois pogos
negativos ou um pogo positivo e trés negativos. Os picos das amostras positivas

ocorreram entre 81°C e 86°C.

Amplificagao dos clones por PCR real time com a diluicao padronizada

Amplificacdo por PCR real time - Foi utilizada a placa de diluicdo do

protocolo 1, identificando-se nesta placa a diluicdo escolhida no resultado do
protocolo 2. A amplificacdo da PCR em tempo real foi realizada em 10uL volume
de reacgdo final contendo 2uL cDNA diluido (transferido da placa de diluicdo do
protocolo 1), iniciador 1295F1 (1uM) e iniciador 1619R1 (1uM), empregou-se o
Kit Quanta PerfeCta™ SYBR® Green FastMix™ (Quanta BioSciences,
Gaithersburg, MD, USA) utilizando 5 pL de PerfeCta SYBR Green FastMix 2x
buffer e 1uL de agua livre de RNA/DNA, este procedimento foi repetido 96 vezes
por amostra. A reacgéao foi realizada no LightCycler 480 Roche (Roche diagnostics
Corporation, Indianapolis, USA), o programa de termociclagem consistiu de pré-
incubacado (95°C por 5 min) para ativagao e fase de amplificacdo conduzida em
35 ciclos — cada ciclo consistindo de desnaturagéo (95°C por 10s); hibridizagao
(58°C por 20s) e extensao (72°C por 15s); a curva de desnaturacdo foi obtida
por aumento da temperatura para 95°C, reducéo para 78°C e mantida por 1min,

sendo as aquisi¢oes realizadas a 96°C, seguida de resfriamento para 4°C.
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Amplificacédo por NESTED-PCR - A amplificagdo da PCR em tempo real

foi realizada em 10uyL volume de reacao final contendo 2uL do produto da
primeira PCR, iniciador 1295F1 (1uM) e iniciador 1610R2 (1uM), empregou-se o
Kit Quanta PerfeCta™ SYBR® Green FastMix™ (Quanta BioSciences,
Gaithersburg, MD, USA) utilizando 5 pL de PerfeCta SYBR Green FastMix 2x
buffer e 1uL de agua livre de RNA/DNA. A reacéo foi realizada no LightCycler
480 Roche (Roche diagnostics Corporation, Indianapolis, USA), o programa de
termociclagem consistiu de pré-incubacgédo (95°C por 5 min) para ativagao e fase
de amplificacdo conduzida em 35 ciclos — cada ciclo consistindo de
desnaturacao (95°C por 10s); hibridizagdo (58°C por 20s) e extensao (72°C por
15s); a curva desnaturagao foi obtida por aumento da temperatura para 95°C,
reducdo para 78°C e mantida por 1min, sendo as aquisicdes realizadas a 96°C,

seguida de resfriamento para 4°C.

Selecao dos clones

Os clones positivos (10uL) foram transferidos do protocolo 4 para uma

placa de 96 pocos.

Reacgao de sequenciamento

Preparou-se a reacao de sequenciamento, sendo realizado o
sequenciamento da fita sense e da anti-sense. Transferindo-se 2uL clones
(quasispecies) e diluindo-se com 20uL agua livre DNA/RNA. A amplificagdo da
PCR foi realizada em 10uL do volume de reacgao final contendo 2uL dos clones
diluidos, iniciador sense 1302F2 (1uM) ou iniciador anti-sense 1610R2 (1uM).
Empregou-se o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando 1 uL de buffer 5x, 1 uL de BigDye®
e S5uL de agua livre de RNA/DNA. A reacao foi realizada no Geneamp® PCR
system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O programa de
termociclagem consistiu da fase de amplificagdo conduzida por 25 ciclos — cada
ciclo consistindo de desnaturagao (95°C por 10s); hibridizacdo (50°C por 20s) e

extensdo (60°C por 4min) e resfriamento para 4°C e as amostras foram
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sequenciadas usando o sequenciador automatizado 3130xlI Genetic Analyzer,

Applied Biosystems, Foster City, CA.

4.7.6.2 Analise de quasispecies através do pirosequenciamento 454

Preparo do cDNA

Para analisar as quasispecies do HCV utilizou-se o segmento da regiao
HVR1, entre as posigdes 5 1294-1610 3’. A sequéncia de iniciadores utilizados
foram: Iniciadores externos, 1295 (fwd) — 5 TGGCTTGGGATATGATGATGAACT
3 e 1619 (rvs) — 5 GCAGTCCTGTTGAT GTGCCA 3’ (descritos por
RAMACHADRAN et al., 2008) (Figura 12); e iniciadores internos modificados,
1302 (fwd)- 5 GGATATGATGATGAACTGGT3 e 1610(rvs) — 5’
TTGATGTGCCAGCTGCCGTT GGTGT 3’ (descritos por RAMACHADRAN et al.,
2008) (Tabela 03, Figura 14 e 15) . A amplificagdo da PCR foi realizada em 22puL
volume de reacgao final contendo 5uL RNA, iniciador 1295F1 (1uM), iniciador
1619R1 (1uM) e 12ul agua livre de DNA/RNA, empregou-se o Kit QIAGEN
OneStep RT-PCR (QIAGEN Inc.,Valencia, CA) utilizando 2uL de QIAGEN One
Step RT-PCR 5x buffer (1x e 2.6mM MgCl.), 0.5uL do mix de desoxinucleosideo
trifosfato (10mM cada), e 0.5uL do mix de enzima One Step (QIAGEN Inc.,
Valencia, CA). A reacéo foi realizada no Thermal Cycler (GeneAmp PCR system
9700, Applied Biosystems, Foster City, CA), o programa de termociclagem
consiste de transcrigdo reversa (50°C por 60 min); pré-incubacgéao (95°C por
15min) para ativagéo, fase de amplificacdo conduzida por 40 ciclos — cada ciclo
consistindo de desnaturacdo (95°C por 30s); hibridizacdo (58°C por 30s) e
extensdo (72°C por 1min); um ciclo final de extensédo (72°C por 15min) e

resfriamento para 4°C.

O NESTED-PCR foi realizado em PCR real-time com volume final de
reacdo de 20uL contendo 2uL produto RT-PCR, 2 uL iniciador 1302F2
modificado (1uM), 2ul iniciador 1610R2 modificado (1uM), 4pl agua livre RNase
e 10uL do Perfecta SYBR Green FastMix 2x (1x) [Perfecta SYBR Green FastMix
kit, ROX (Quanta Biosciences, Inc., Gaithersburg, MD)]. A plataforma RT-PCR foi
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Stratagene MX3005P thermocycler (Stratagene Corp, La Jolla, CA). O programa
de termociclagem consistiu de pré-incubagao (95°C por 5min) para ativagao e
amplificagdo da PCR, a qual foi realizada em 45 ciclos, sendo cada ciclo
constituido por desnaturacdo (95°C por 15s), hibridizagcdo (58°C por 15s) e
extensdo (72°C por 32s). Apds amplificacdo, analise da curva desnaturagao foi
obtida por elevacao da temperatura para 95°C por 15s, reducéo par 70°C por 1s

e aumento para 95°C por 1s, finalizando com resfriamento para 25°C.

Tabela 3: Iniciadores utilizados para a amplificagao da regido E1-E2 HVR1 do
HCV pela Tecnologia 454 sequencing.

Nome do . Produto Posigéo na
X Sequéncias . Autor
Primer pb regiao
1205F1 | 5 TGGCTTGGGATATGATGATGAACT 3 " 12941317 | RAMACHADRAN
1619R1 5 GCAGTCCTGTTGATGTGCCA 3’ 1599-1619 ETAL 2008
P Posicao
Nome do Primer de Primer roduto na
Primer pb .
Sequenciamento Chave MID* de amplificagdo regiao
MID1302A 5GCCTCCCTCGCGCCA | TCAG | ACGAGTGCGT GOATATGATGAT 1301-
GAACTGGT3 1320
TTGATGTGCCAG | 269 1586,
MID1610B 5GCCTTGCCAGCCCGC | TCAG | ACGAGTGCGT | CTGCCGTTGGT 1610
GT3’

*As MIDs sofrem variagdes na sequéncia para serem utilizadas na identificacdo de cada
amostra, podendo ser analisado até 12 amostras agrupadas em um pool para emPCR e
sequenciadas. Apds o sequenciamento, o0 GS FLX software identifica automaticamente
e separa cada leitura por sequencia de MID especifica da amostra. Segue as variagoes
das MIDs utilizadas.

MID1  ACGAGTGCGT MID 5 ATCAGACACG MID 9 AGTATCAGC
MID2  ACGCTCGACA MID 6 ATATCGCGAG MID10 TCTCTATGCG
MID3  AGACGCACTC MID 7 CGTGTCTCTA MID11 TGATACGTCT

MID4  AGCACTGTAG MID 8 CTCGCGTGTC MID12 TACTGAGCTA
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Figura 14:: Iniciadores modificados utilizados na tecnologia 454 sequencing e
sua ligacdo com a sequéncia de interesse.
Fonte: www.454sequencing.com
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Figura 15: Fluxograma das MIDs de identificagdo usadas nos iniciadores

modificados para o 454 sequencing.
Fonte: www.454sequencing.com
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Preparacao da Biblioteca de amplicons

A amplificagcdo da PCR foi realizada em 52uL volume de reacéo final,
primeiro preparou-se o mix com 41ul agua livre de DNA/RNA, 5 pyL de 10x
FastStart High Fidelity Reaction buffer with 18mM MgCl> (1x e 1.8mM MgCly),
1uL do mix de desoxinucleosideo trifosfato (10mM cada), 1uL primer MID1302A
(0,2uM), 1pL primer MID1610B (0,2uM), 1uL do FastStart High Fidelity Enzyme
Blend (0,1U/uL) e 2 yL de cDNA. A reacédo foi realizada no Thermal Cycler
(GeneAmp PCR system 9700, Applied Biosystems, Foster City, CA), e o
programa de termociclagem consistiu de pré-incubagao (95°C por Smin) para
ativacao, fase de amplificacdo conduzida por 35 ciclos — cada ciclo consistindo
de desnaturacgéo (95°C por 30s); anelamento (58°C por 30s) e extensao (72°C

por 30s); um ciclo final de extensado (72°C por 7min) e resfriamento para 4°C.

Purificagao do produto amplificado

Apo6s a amplificagdo transferiu-se 45uL do produto para um tubo de
microcentrifuga de 1,7mL adicionando-se exatamente 72uL de Ampure SPRI
beads. Incubou-se por 5 min a temperatura ambiente. Através do Magnetic
Particle Collector (MPC) o sobrenadante foi removido e as beads lavadas duas
vezes com 200uL de etanol a 70%. Deixou-se o tubo secar completamente até
se observar craquelamento no pellet. O tubo foi removido do MPC, adicionado
15uL de Buffer TE 1x e homogeneizado para ressuspender as beads. O tubo foi
colocado novamente no MPC para a retirada do sobrenadante que contem a

biblioteca de amplicons.

Ao final deste processo as bibliotecas de amplicons prontas foram
encaminhadas para o laboratério co-facility, onde se encontrava o equipamento
454 sequencing (Roche Applied Science, Penzberg, Germany). Ao receberem as
amostras, realizaram uma quantificagdo dos amplicons padronizando
aproximadamente 200 copias/uL, em seguida captura de um amplicon por bead,
amplificagdo por PCR emuls&o e sequenciamento (como descrito no item 2.7.2 e

representado na figura 9).
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4.8 Analise e tratamento dos dados

Andlises preliminares das sequéncias foram conduzidas através do
Software SeqMan para criar as sequéncias consensos e corrigir erros de
interpretacédo entre as fitas. Em seguida as sequéncias de nucleotideos foram
alinhadas no programa Megalign usando o Clustal W (THOMPSON et al., 1994).
Clustal W produz alinhamentos de multiplas sequéncias biologicamente
significantes de sequéncias divergentes. Calcula-se a melhor partida para as
sequéncias selecionadas, e as alinham em ordem para identificar as sequéncias

semelhantes e diferentes.

As sequéncias de nucleotideos foram também alinhadas através do
programa MUSCLE versao 3.6 (EDGAR et al., 2004). Os gendtipos foram
classificados baseados na sequéncia NS5b através da comparacdo de cada
sequéncia com as sequéncias referéncia publicadas no GENBANK (numero de
acesso: NCO004102.1, NC009823.1, NC009826.1 NC009824.1 NC009827.1
NC009825.1, AF009606.1, M67463.1, D10749.1, AJ238799.1, AF483269.1,
AB080299.1, U16362.1, D14853.1, AY051292.1, Y13184.1, D10988.1,
AB047639.1, D84262.1, Y12083.1, Y11604.1, D49374.1, D28917.1, D17763.1).

A arvore filogenética foi construida no programa MEGA 5 (TAMURA et al,
2011) através do método de Neighbor-Joining e a substituigdo de nucleotideos
foi avaliada pelo método de Kimura-2-parametro, definido pelo programa
JmodelTest versdo 0.1 (POSADA et al., 2003). A reprodutibilidade do padrao de
ramificagdo foi determinado, usando analise de bootstrap (500 réplicas). A
distribuicdo das frequéncias de distancia pair-wise entre as sequéncias de

nucleotideos foram estimadas usando o MEGA 5.

O median-joining network (MJN) para a regiao HVR1 foi construido
usando o programa NETWORK 4.0b através do Median-Joining network (MJN)
(BANDELT et al., 1999). O método de MJN inicia a computagdo de minimas
arvores geradoras (grafico que conecta todas as sequéncias com o minimo
comprimento necessario dos ramos), em seguida todos os graficos construidos

sdo combinados com um unico (rede) network. = (BANDELT et al, 1999).
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Empregou-se o algoritmo de Parcimony, que soma algumas sucessdes de
consensos subsequentemente (chamando Vetores Medianos) de trés sucessoes
mutuamente intimas de cada vez. Estes vetores medianos podem ser
interpretados biologicamente, como possivelmente, existentes de sucessdes de
incontaveis ou sucessdes ancestrais extintas. A rede resultante regularmente
abriga todas as otimas arvores, como também numerosas ramificagdes com
baixa relacdo (BANDELT et al., 1999).

Para a anadlise da razdo Dn/Ds foi utilizado o programa Datamonkey
(WAYNE et al.,, 2010). Para a analise da diversidade genética utilizou-se o
programa ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005), para a analise da resposta
imune foi utilizado o programa GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad
Software, San Diego California, USA) e as analises estatisticas foram realizadas
através do programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).
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5. RESULTADOS

5.1 Analise do subtipo do Virus da Hepatite C através da regiao NS5b

Neste estudo foram inseridos dois grupos populacionais, o grupo de
renais crénicos constituido por 31 pacientes que apresentavam anticorpo contra
o virus da hepatite C (anti-HCV) e estavam em tratamento na Clinica de
Hemodialise em Manaus e o outro grupo, denominado grupo controle, composto
de 10 pacientes que ndo apresentavam problema renal e com sorologia anti-
HCV reativa. Para a analise do subtipo do HCV foi escolhida a regiao NS5B, por
ser uma regido bem conservada e essencial para a replicagdo viral. A
amplificagdo da regiao NS5b também foi utilizada como um fator de triagem das
amostras para a realizagcédo da técnica de EPLD-PCR que verificou a formagao
de quasispecies por amplificacdo da regiao E1-HVR1, por se tratar de uma

técnica com alto custo financeiro.

Entre as 41 amostras inseridas, 19 amostras dos renais crénicos e 9
amostras dos controles apresentaram-se positivas durante a RT-PCR sendo
possivel realizar a analise filogenética dos subtipos virais; e 12 amostras dos
renais cronicos € 1 amostra do controle foram RT-PCR negativas sendo
excluidas do estudo porque nao foi possivel a identificagdo do subtipo em razao
da baixa carga viral ou ndo detecgcdo do RNA viral. Apés a amplificacéo, estas
amostras com RT-PCR positivo seguiram para o estudo de quasispecies através
da analise da regiao E1-HVR1, obtendo como resultado clones de 17 amostras
de Renais cronicos e de 7 amostras do grupo controle. Desta analise foram
excluidas 2 amostras dos RC e 2 dos controles por se observar baixa qualidade
nas sequéncias obtidas. A figura 16 representa o fluxograma de processamento

e resultados obtidos nas amostras.
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Figura 16: Fluxograma de processamento das amostras para a regido NS5B e
HVR1 no grupo de Renais cronicos e grupo controle (pacientes sem problema
renal) ambos com sorologia reativa ao virus da hepatite C.

Os sinais positivos (+) indicam pacientes que foram mantidos para analise e o

sinal negativo (-) indicam os pacientes excluidos do estudo por n&o ocorrer
amplificacdo da regiao analisada.

Entre o grupo dos pacientes Renais crénicos observou-se 52,6% (n=10)
do sexo masculino com média de idade de 45,5£14,0 e 47,4% (n=9) do sexo
feminino com média de idade de 44,5+14,5. Dando uma raz&o entre homens e
mulheres de 1,1:1. O grupo controle foi formado por 44,5% (n=4) por pacientes
do sexo masculino com média de idade de 49,7t7,9 e 55,5% (n=5) do sexo

feminino com média de idade de 45,2+11,8.

A descrigao filogenética da regiao NS5b demonstrou a presenca de 3
grupos: 1a, 1b e 3a. O gendtipo com maior prevaléncia foi o gendtipo 1,
distribuido entre dois subtipos (a e b), o subtipo 1a foi observado em 57,9%
(n=11) dos pacientes em tratamento de hemodialise, onde 26,3% (n=5) eram do
sexo feminino e 31,6% (n=6) do sexo masculino. O subtipo 1b esteve presente
em 36,8% (n=7), sendo 15,8% (n=3) do sexo feminino e 21% (n=4) do sexo
masculino. Detectou-se o gendtipo 3a em 5,3% (n=1) das amostras. Os demais
gendtipos e subtipos ndo foram observados nas amostras analisadas (TABELA
4).
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Tabela 4: Distribuicdo dos gendtipos e subtipos do virus da hepatite C em
pacientes em tratamento de hemodialise obtidos através da amplificacdo da

regiao NS5b.
Controle Renais croénicos
GENOTIPO | SUBTIPO F M F M
n % n % n % n %
1 a 1 14,3 | 1 14,3 5 26,3 6 31,6
b 2 | 286 | - - 3 15,8 4 21,0
3 a 1 14,3 | 2 28,6 1 53 - -
Total 4 | 572 | 3 42,9 9 47,4% | 10 | 52,6%

Como mostra a Tabela 5, 31,6% (n=6) dos pacientes renais crénicos,

HCV+, também apresentaram reatividade para os marcadores anti-HBc e anti-

HBs, sendo 66,7% (n=4) do sexo feminino nos quais foram observados com
genotipo 1a (16,7%, n=1) e 1b (50%, n=3) e 33,3% (n=2) do sexo masculino com
o gendtipo 1a (TABELA 5). E um paciente do sexo feminino HCV+*, gendtipo 1a

apresentou co-infeccdo com HBV e HTLV.

Tabela 5: Distribuigdo dos gendtipos e subtipos do virus da hepatite C em
pacientes em tratamento de hemodialise que apresentaram co-infecgédo com o

virus da Hepatite B

Co-infecgao HCV e HBV
GENOTIPO | SUBTIPO sexo TOTAL
F M
1 a 1(16,7%) | 2(33,3%) 3 (50%)
b 3 (50%) - 3 (50%)
Total 4 (66,7%) | 2(33,3%) 6 (100%)
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A descrigao filogenética demonstrou um agrupamento bem definido junto
as sequéncias analisadas comparadas as de referéncia para os subtipos 1a, 1b
e 3a, sendo aplicada a analise estatistica de “bootstrap” observando-se
significancia estatistica para os nos principais correspondentes a estes subtipos

na arvore obtida (100% das replicatas produzidas no "bootstrap”).

As sequéncias pertencentes aos subtipos 1a e 1b se agruparam proximas
as sequéncias de referéncia dos mesmos, mas nado houve suporte estatistico
suficiente para as ramificagdes obtidas dentro do grupo do subtipo. Neste estudo

n&o foram identificadas amostras com os genotipos 2, 4, 5 e 6 (Figura 17).



HCV : quasispecies e tesposta imune em pacientes renais cronicos 71

g5 af009606-1a
86] NC 004102.1 genotype 1
m67463-1a
af290978-1a

HEM11

d10749-1a

HEM25

HEM35

HEM32

HEM29

HEM36

HEM15
HEM4

HEMA45
HEM23

74 HEM59

HEM43
100 HEM40
aj238799-1b
HEM31

100

%8 ab080299-1b
_(: u16362-1b
af483269-1b
HEM34
HEM47
m HEM2
d14853-1c
—wo': ay051292-1c
100 | NC 009826.1 genotype 5

ly13184-5a
d10988-2b

100 | E— NC 009823.1 genotype 2
100 b ah047639-2a

100 | NC 009827.1 genotype 6
100 | d84262-6b
y12083-6a
H 100 | NC 009825.1 genotype 4
ly11604-4a
d49374-3b
d28917-3a
HEM51

89 | d17763-3a
100 I NC 009824.1 genotype 3

74

96

S — |
0.05

Figura 17: Arvore filogenética obtida através da amplificacdo da regido NS5b
mostrando os subtipos do virus da hepatite C em pacientes em tratamento de

hemodialise.
Construida através do método de neighbor joining com aplicacéo de bootstrap de

500 réplicas e com fator de correcdo de p-distance. Proximo aos nods estao
expostos bootstrap com valores acima de 70. A analise envolveu 44 sequéncias
e foi conduzida no programa MEGAS5. A sigla HEM significa os pacientes em
tratamento de hemodialise. As sequéncias utilizadas como referéncias foram
retiradas do GenBank, de acordo com a numeracgao de acesso.
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Para analisar a relacdo entre as sequéncias dos pacientes Renais
cronicos (HEM) construiu-se uma arvore filogenética (Figura 18), onde foi
possivel observar a formagao de trés grupos monofiléticos que diferenciam os
genotipos e subtipos encontrados em 1a, 1b e 3a. Além disso, para confirmar
que as sequéncias analisadas se tratavam de genotipo e subtipos distintos,
calculamos a média de distancia entre e dentro dos subtipos (Tabela 6). A
distancia observada do subtipo 3a em relacido ao subtipo 1a foi de 0,341+0,026 e
em relacéo ao 1b foi de 0,355+0,027. Entre os subtipos 1a e 1b foi observado a
distdncia de 0,189+0,019. Enquanto que, a distdncia genética entre as
sequéncias do subtipo 1a foi de 0,043£0,007 e do 1b foi de 0,067+0,009.

Tabela 6: Média de distancia de nucleotideo para a regidao NS5B
dentro dos subtipos e entre os subtipos.

1a 1b
1a 0,043+0,007*
1b 0,189+0,019 0,067+0,009*
3a 0,341+0,026 0,355+0,027

Média dentro do subtipo (*) e entre subtipos e *
desvio padrao da média estimada pelo método
de bootstrap com 500 réplicas usando o
programa MEGAS.

Também foi possivel observar a formagao de dois grupos parafiléticos nos
subtipos 1a e 1b (evidenciados na arvore filogenética, através de um quadrado
tracejado e identificados por numeros). A distancia genética entre os dois grupos
formados no subtipo 1a foi de 0,05+0,01 e entre as amostras de cada grupo foi
de 0,033x0,006 (grupo 1) e 0,020£0,006 (grupo 2). Em relagdo ao subtipo 1b a
distancia entre os grupos foi de 0,079+0,012 e entre as amostras de cada grupo
foi de 0,043+0,011 (grupo 3) e 0,057+0,009 (grupo 4).
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Figura 18: Relacéo evolutiva dos taxons obtidas através da amplificagao
da regido NS5b.
A histéria evolutiva foi inferida usando o método de neighbor-joining e foi

conduzido o teste de bootstrap (500 réplicas). A distancia evolutiva foi
calculada usando o método de p-distance. Proximos aos nos estido
representados os valores de bootstrap acima de 70. A analise foi conduzida
no programa MEGAS.

5.2 Analise das quasispecies do HCV através da amplificagao da regiao E1-
HVR1

Para investigar o grau de variabilidade genética do virus através da
formacgao de quasispecies no grupo de pacientes renais crénicos, empregou-se a
técnica de EPLD-RT-PCR (end-point limiting dilution real time — Polymerase
chain reaction) com amplificagdo da regido E1-E2 (E1-HVR1), onde foi possivel
amplificar 17amostras (n=17/19). A analise das quasispecies revelou muitas
variantes (n=283) circulando e uma intra-diversidade no grupo. Obteve-se uma

quantidade minima de 15 clones (15%) e maximo 47 (48%) clones por amostra,
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sendo, portanto estes valores esperados para producdo de variantes
(quasispecies). O numero de clones obtidos é limitado pela carga viral presente
na amostra, pois quanto maior a carga viral, mais clones sdo possiveis de serem

obtidos durante a distribuicdo do cDNA.

Com o objetivo de analisar a distribuicdo dos variantes no grupo dos
Renais crbnicos construiu-se uma arvore filogenética, revelando que a maioria
das amostras formou um grupo distinto com as respectivas quasispecies. Porém
observou-se a formagao de trés grupos mistos (clado), formado pelas
quasispecies da amostra HEM25 e HEM32, HEM34 e HEMS9 e o outro clado
formado pelas amostras HEM45, HEM59, HEM04 e HEM23. Também foi
possivel observar a presenga de dois grupos de quasispecies da amostra
HEMS59, demonstrando a presenca de dois subtipos virais (1a e 1b). A analise

estatistica de bootstrap com valor maior que 90% foi considerada como forte

interacéo entre os grupos (FIGURA 19).

Controle

| |
0.08

Hemi 04

Figura 19: Arvore filogenética obtida através da amplificagdo da regido HVR1 do
virus da hepatite C em pacientes em tratamento de hemodialise.
Construida através do método de Neighbor Joining com aplicagdo de bootstrap

de 500 réplicas. A distancia evolutiva foi calculada usando o método p-distance.
O grupo controle sdo os pacientes sem problema renal com HVC positivo.
A analise foi conduzida no programa MEGADS.
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A Figura 20 representa a analise filogenética dos clados mistos. Através
da analise da figura 20a observou-se a formagao de quatro grupos sendo um
clado monofilético (HEM23) e trés clados parafiléticos (HEM04, HEM59 e
HEM45), a distancia intra-populacional observada entre as sequéncias do
HEMO04 foi de 0,078, no HEM23 de 0,011, no HEM45 de 0,141 e no HEM59 de
0,351. Na figura 20b observou-se a formacédo de dois clados parafiléticos, dos
quais amostras HEM59 e HEM34 estdo distribuidas de forma mista entre os
clados, com distancia genética entre as amostras de 0,262 e intra-grupo de
0,141 na amostra HEM34 e 0,326 no HEM59. Também foi observado na figura
20c a formacéo de dois clados parafiléticos distintos (HEM25 e HEM32) com

uma distancia genética entre eles de 0,127.



HCV : quasispecies e tesposta imune em pacientes renais cronicos

76

HEMO04-C14
HEMO04-C20
HEMO04-C23
HEMO04-C1
HEMO04-C9
HEMO04-C2

78 |r HEM04-C3
HEMO04-C38
HEM23-C24
HEM23-C32
HEM23-C6

HEM23-C15
HEM23-C17
HEM23-C3

HEM23-C41

oo HEM59-C20
E HEM59-C37

HEM59-C16

= HEM59-C23
9“3 [ HEM59-C7
HEM59-C29

HEM45-C15

1

HEM45-C35
HEM45-C17

HEM45-C13
HEM45-C25

HEM45-C23

97

I: HEM45-C5
99 HEM45-C41

H77
100 - HEM59-C4

L HEMSB9-C19
HEM59-C24

100

0.05

HEM59-C5
HEM59-C21

100 HEM59-C3
HEMS59-C45
HEM59-C9
HEM59-C18
HEM59-C39

81 HEM34-C25
HEM34-C26
HEM34-C23
HEM34-C47
HEM59-C39
HEM34-C2
HEM59-C9
HEM59-C45
HEM34-C21

100

HEM59-C18

HEM34-C1

HEM59-C3

HEM59-C21
HEM59-C5
HEM34-C24

100 - HEM59-C24

L HEM34-c3
r HEM34-C31

100 HEM59-C19
HEM59-C4
HEM34-C17

H77

| HEM59-C7

100 L HEM59-C23

HEM32-C35
—— HEM32-C41
HEM32-C1
—— HEM32-C15
—— HEM32-C36
—— HEM32-C45
—— HEM32-C6
HEM32-C44
—— HEM32-C39
HEM32-C24
HEM32-C12

87

HEM32-C17
HEM25-C3
HEM25-C23
HEM25-C24
HEM25-C1
HEM25-C44

H77

0.02

Figura 20: Arvores filogenéticas obtidas através da amplificacdo da regido HVR1
do virus da hepatite C em pacientes em tratamento de hemodialise.
A) Relacao filogenética das amostras Hem59, Hem45, Hem23 e Hem04, B)

Relacgéao filogenética das amostras Hem59 e Hem34, C) Relagao filogenética das
amostras Hem25 e Hem32. Todas as arvores foram Construida através do
método de Neighbor Joining com aplicagédo de bootstrap de 500 réplicas. A

distancia evolutiva

conduzida no programa MEGADS.

foi calculada usando o método p-distance. A analise foi
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A circulagéo continua de fitas de HCV em um grupo pode conduzir para
adaptagdes de fitas unicas de HCV sobre a acdo da pressao de selecdo na
populacdo. A pressdo de selecido pode ser detectada por determinacdo da
relacdo Dn/Ds (diversidade n&o-sinbnima e sinbénima), podendo ser selegéo
positiva (Dn/Ds>1), selegao negativa (Dn/Ds<1) e selegao neutra (Dn/Ds=1)
(QUEIROZ et al., 2010). Analise dos valores Dn/Ds da regido E1-HVR1 para
cada grupo de quasispecies das amostras mostrou que a evolugdo dessas
variantes de HCV foi direcionada predominantemente por selegcdo negativa e
neutra. As variantes que sofreram selec¢ao negativa (Dn/Ds<1) foram observadas
em 8 amostras, selegcdo neutra (Dn/Ds=1) 9 amostras e 1 amostra apresentou

selecao positiva (Dn/Ds>1) (Figura 21).
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Figura 21: Representacéo da relagdo Dn/Ds demonstrando o
tipo pressédo seletiva observada nas quasispecies
encontradas nos pacientes hemodialisados. Os circulos em
laranja significam amostras que sofreram pressédo negativa,
em verde pressao neutra e em azul pressao positiva.

A variabilidade dos aminoacidos da regido HVR1 nas quasispecies
obtidas de pacientes renais crénicos e grupo controle HCV positivos foi

comparada para observar as posi¢gdes mais conservadas e mais variaveis, como
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mostrada na figura 22. Observa-se que os cédons 2, 6 e 23 foram 100%
conservados nos dois grupos € a posi¢cao 7 e 26 foi conservada no grupo
controle e parcialmente variavel nos Renais cronicos. As posigdes 3, 14, 17 e 20
apresentaram a maior quantidade de alteracbes de aminoacidos nos dois
grupos. Dos 27 codons analisados o grupo controle apresentou 14 codons com

maior nimero de variacao que 0s renais cronicos.
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Figura 22: Analise comparativa da distribuicdo de aminoacidos na regido HVR1
do virus da hepatite C nas quasispecies encontradas em pacientes em
tratamento de hemodialise.

O grupo controle foi formado por pacientes HCV reativos sem tratamento de
hemodialise. Analise das propor¢des realizadas no programa R. O * significa
p<0,05.

A regido HVR1 é altamente imunogénica, devido a esta caracteristica
realizou-se a analise das caracteristicas quimicas dos 27 aminoacido desta
regiao (Figura 23). Observou-se que as regides 2, 6 e 23 foram ocupadas
exclusivamente por aminoacidos neutros: Treonina (T) e Glicina (G); as regides
1, 11, 25, 26 e 27 ocupadas por aminoacidos hidrofilicos: Glutamina(Q),
asparagina (N), lisina (K), histidina (H), glutamato (E) e arginina (R). As demais
posi¢cdes foram ocupadas por dois ou trés tipos de aminoacidos, constituindo

posi¢cdes variaveis.
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Figura 23: Analise da distribuicdo de aminoacidos na regido HVR1 do virus da
hepatite C em pacientes em tratamento de hemodialise.
Os aminoacidos hidrofilicos (KQNHEDR) estdo representados em azul, os

neutros (TSG) em verde e os hidrofébicos (FIWYLVMPCA) em vermelho. Para o
método de PCA (analise de componentes principais) foi utilizado o programa
Weblogo 2.8.2 disponivel no sitio HTTP://weblogo.berkeley.edu

Para visualizar a interconexdao genética entre as variantes do HCV e
demonstrar a frequéncia de variantes na populagdo foi utilizado o Median
Joining network (MJN). A analise dos resultados da arvore filogenética
desenhada por network demonstrou o grau de variabilidade (numero de circulos
observados) e o quanto ela se repete (tamanho dos circulos) durante o processo
de replicacdo. Demonstrou-se que a amostra de um paciente produziu 7
quasispecies (amostra HEM51 na figura 24) dos 13 clones gerados e que a

amostra HEM43 gerou 30 quasispecies dos 38 clones amplificados.

Através desta analise ficou claro a relacdo das variantes entre dois
individuos (Hem34 e Hemb59) onde se observou a presenga de variantes

idénticas e muito proximas entre eles.
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Figura 24: Network das quasispecies dos pacientes renais crénicos
em tratamento de hemodialise através da Técnica de EPLD-PCR.
Cada circulo indica a presengca de uma quasispecies, as cores
indicam os pacientes (cada cor representa um paciente) e o
tamanho variado indica 0 numero de quasispecies que se repetem
no grupo.

A analise da distribuicdo das quasispecies através da regiao E1-HVR1 de
acordo com o ano de soroconversdao demonstrou que o paciente que
soroconverteu em 1998 — 8 anos de infecgéo cronica (amostra HEM11 na figura
25) apresentou 22 quasispecies dos 24 clones obtidos e a amostra do paciente
que soroconverteu em 2004 — 2 anos de infeccdo (amostra HEM25 na figura 25)
apresentou 19 quasispecies dos 40 clones obtidos. A analise das variantes de
acordo com o tempo de infeccdo ndo demonstrou ser um fator relevante para a

formacao de quasispecies.
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Figura 25: Network das quasispecies distribuidos por ano de
soroconversao dos pacientes renais cronicos em tratamento de
hemodidlise através da Técnica de EPLD-PCR. Cada circulo
indica a presenca de uma quasispecies e o tamanho variado
indica o numero de quasispecies que se repetem no grupo.

81

Durante a analise das quasispecies através da construgdo da arvore

filogenética e do network, duas amostras (HEM39 e HEM34) compartilhavam

sequéncias idénticas ou com alguma semelhanca. Para analisar melhor esta

relacdo realizou-se o pirosequenciamento 454 utilizando amostras de dois

momentos diferentes, uma coleta em 2006 e outra coletada em 2009. A figura

26a demonstra as quasispecies encontradas na amostra coletada no primeiro

momento, e observou-se duas regides com sequéncias semelhantes. A figura

26b construida com as quasispecies observadas na amostra coletada em 2009

demonstrou a formacg&do de trés grupos distintos ndo havendo mais o

compartilhamento das sequéncias.



HCV : quasispecies e tesposta imune em pacientes renais cronicos 82

Figura 26: Arvore filogenética obtida através da amplificagdo da regido HVR1 do
virus da hepatite C em pacientes em tratamento de hemodialise.

Foram realizadas duas coletas de amostras: a primeira em 2006 (fig. 26 A) e a
segunda em 2009 (fig. 26 B), a técnica para amplificacdo foi o
piroseguenciamento 454. A amostra HEM34 esta representada em verde e a
HEMS59 em vermelho. Todas as arvores foram construidas através do método de
Neighbor Joining com aplicacédo de bootstrap de 500 réplicas. A distancia
evolutiva foi calculada usando o método p-distance. A analise foi conduzida no
programa MEGADS.

5.3 Resposta imune celular e humoral contra o virus da hepatite c em
pacientes renais cronicos em tratamento de hemodialise.

Foram incluidos na analise da resposta imune 5 grupos, sendo
denominados de Grupo controle (composto por 19 individuos de ambos os
sexos, sem problema renal e com sorologia negativa para HIV, HBV, HCV, HTLYV,
sifilis e Doencga de Chagas ); Grupo HCV- (19 pacientes de ambos os sexos e
em tratamento de hemodiadlise com sorologia negativa); Grupo PCR- (10
pacientes de ambos os sexos, em tratamento de hemodialise com sorologia
positiva para HCV e PCR negativo); Grupo Subtipo 1a e 1b (10 e 5 pacientes,
respectivamente, em tratamento de hemodialise com sorologia e PCR positivo
para HCV).
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5.3.1 Analise do perfil celular

Na figura 27 demonstramos a analise da frequéncia de populacdes de
linfécitos TCD3+/CD4+, LTCD3+/CD8* e sub-populagdes de leucdcitos ativados.
As populacdes celulares foram identificadas utilizando anticorpos monoclonais
anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 marcados com fluorocromos distintos (terceira
cor, PE e FITC, respectivamente) e anti-CD69 marcado com FITC, as células

foram identificadas no sangue periférico dos individuos presentes nos grupos.

A Figura 27A mostra que o grupo controle apresenta um percentual de
linfocitos TCD4+* maior que os grupos dos pacientes hemodialisados. Quando
comparamos 0s grupos através do teste de Kruskall-Wallis encontramos uma
diferenca estatistica significante entre o grupo controle e o grupo de
hemodialisados anti-HCV negativo (p<0,05), onde se observou uma diminuigéo
dos LTCD4* nos hemodialisados anti-HCV negativo, entre os demais grupos nao
houve diferenca estatistica. Ao analisarmos através do teste de Kruskal-Wallis as
médias percentuais de linfécitos TCD8* entre os grupos, observamos que néo
houve diferenga estatistica significante entre os grupos (FIG 27 B). As médias e
o desvio padrao estao representados como barras horizontais nos graficos e a

analise estatistica descritiva esta representada na tabela 08.

A média percentual de linfécitos CD69* (FIG 27 C) do grupo controle
demonstrou diferenga estatistica significante (P<0,05), pelo teste de Kruskal-
Wallis, quando comparado as médias dos grupos dos hemodialisados anti-HCV
negativo, anti-HCV+/PCR negativo e subtipo 1a, e foi observado um valor médio
maior nos hemodialisados quando comparados ao grupo controle. A populagao
de mondcitos CD69* (FIG 27 D) também demonstrou uma diferenca estatistica
significante entre o grupo de hemodialisados e o grupo controle, foi observado
uma media percentual aumentada no grupo controle. A figura 27E representa o
percentual de eosindfilos CD69*, ao compararmos os grupos pelo teste de
Kruskal-wallis obtivemos um percentual mais alto de eosindfilos ativados no
grupo controle quando comparado ao grupo hemodialisado anti-HCV negativo,

demonstrando uma diferenga estatistica significante (p<0,05), porém com os
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demais grupos nao houve diferenga significativa. Comparando o percentual de
neutréfilos CD69+ através do teste Kruskal-wallis observamos um maior
percentual de neutrdéfilos ativados no grupo 1a em relagdo ao grupo anti-HCV
negativo, sendo esta diferenca estatisticamente significante (p<0,05) (FIG 27 F),
entre os demais grupos nao foi observada diferenca estatistica. As médias e o
desvio padrao estdo representados como barras horizontais nos graficos e a

analise estatistica descritiva esta representada na tabela 08.

g 80+ i*_l . 801
+ [=]
<
- O ¢l v
S 60 & 260
o A v a n o
@ f'- Vy?Y [¥)
Q 40- #’ . y % 40-
o 4 L am
I £ o SR . A =
» .0
S 201 v 3 20 %- = e
8 € o = v
- 3 n
c
: 0 T T T T T 0 T T T T T
Controle HCV- PCR- 1a 1b Controle  HCV- PCR- 1a 1b
—— —
L Subtipos N Subtipos
L)
Pacientes hemodialisados Pacientes hemodialisados
C D ,
* | *
*
15+ « A/ 157§
+ *ﬁ v + °
a 1 2
8 | | Yy [a] LX)
o 104 0104 e
0 ] 2 . *
[ o hd
] A 'S =
= A S
~° [ ] " 0 A
wE s T vé
5 YYS wY * = ® » V 99
° Asa v S o0
L4 0 T T T T T
T T T T T
Controle HCV- PCR-  1a 1b Controle  HCV- ~ PCR-  1a ___1b,
——
L Subtipos 4 | — — S:bt'pos {
v L]
E Pacientes hemodialisados F acientes hemodialisados
15- 10+ d
v . R
*
Py 3 8 S
8 =)
O 104 o 6- v
2 ]
k) A = v
= oo 5 A v *
.g : 4 [ ] A
18 s : el
(<] e o
) 0 . ﬁ AT o 0 $ o e v $
T T T
Controle HCV-  PCR- 1a 1b Controle  HCV-  PCR- fa 1b
| Subtipos i i Subtipos

Pacientes hemodialisados Pacientes hemodialisados

Figura 27: Perfil da resposta imune celular em pacientes renais crénicos em
tratamento de hemodialise com anti-HCV reativo. Percentual dos linfécitos T
CD3+/CD4+ (A) e CD3*/CD8* (B); Descricdo percentual das células ativadas
(CD69*): Linfocitos (C), Mondcitos (D), eosindfilos (E) e Neutréfilos (F). O (%)
significa diferenca estatistica significante com p<0,05 através do teste de
Kruskall Wallis.
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5.3.2 Analise do perfil de citocinas

Na figura 28 demonstramos o perfil de citocinas de padrao Th1(IFN-y e
IL-12), padrao Th2 (IL-4), pré-inflamatérias (IL-8 e IL-6) e supressora (IL-10). A
concentragdo de citocinas foi avaliada através da técnica imunoenzimatica

(ELISA) no sangue periférico dos individuos presentes nos grupos.

A concentragdo de IL-4 circulante quando comparada entre os grupos
nao demonstrou diferenca estatistica significante, apesar de o grupo
hemodialisado apresentar concentragdes mais elevadas que o grupo controle
(Fig. 28 A). A figura 28B mostra que os grupos anti-HCV negativo e 1b
apresentam niveis de citocinas IL-6 maior que os grupos controle. Quando
comparamos 0s grupos através do teste de Kruskall-Wallis encontramos uma
diferenca estatistica significante entre os grupos controle com o grupo de
hemodialisados anti-HCV negativo e 1b (p<0,05), onde se observou uma
diminuicdo de IL-6 no grupo controle, entre os demais grupos nao houve

diferenca estatistica.

Ao analisarmos através do teste de Kruskal-Wallis a concentragao
média de IFN-y entre os grupos, observamos que n&o houve diferenga
estatistica significante entre eles (FIG 28 C). A concentragdo média IL-12 (FIG 28
D) do grupo controle demonstrou diferenca estatistica significante (P<0,05)
quando comparado as médias dos grupos dos hemodialisados anti-HCV+/PCR-,
subtipo 1a e 1b, e se observou um valor médio maior no grupo controle quando
comparado ao grupo hemodialisado. As médias e o desvio padrao estao
representados como barras horizontais nos graficos e a analise estatistica

descritiva esta representada na tabela 07.

A média da concentragéo de IL-8 (FIG 28 E) também demonstrou uma
diferenca estatistica significante entre o grupo controle e o grupo anti-HCV
negativo, observando uma media percentual aumentada no grupo anti-HCV
negativo. Também houve diferenga estatistica entre o grupo anti-HCV negativo

com anti-HCV+/PCR negativo, subtipos 1a e 1b, e o grupo anti-HCV negativo se
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manteve com concentragdo média superior aos demais grupos. A figura 28 F
apresenta a concentragdo de IL-10, ao compararmos o0s grupos observamos
uma concentragdo meédia maior no grupo dos hemodialisados quando
comparados ao controle, sendo esta diferengca estatisticamente significante
(P<0,05) entre o grupo controle e o subtipo 1a. As médias e o desvio padrao
estdo representados como barras horizontais nos graficos e a analise estatistica

descritiva esta representada na tabela 08.
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Figura 28: Perfil da resposta imune humoral em pacientes renais crénicos em
tratamento de hemodialise com anti-HCV reativo. Concentragéo das citocinas IL4
(A), IL-6 (B); IFN-y (C), IL-12 (D), IL-8 (E) e IL-10 (F) em dois grupos
populacionas controle (doadores de sangue) e pacientes hemodialisados (sendo
dividido em trés grupos: com anti-HCV-, anti-HCV*/PCR- e anti-HCV+/PCR*).
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Tabela 7: Analise estatistica descritiva do percentual de linfocitos T e
sub-populagdes de leucocitos .

GRUPO
VARIAVEI Anti-HCV - AntiiicVre Subtipo1a  Subtipo 1b
S : :

op

LTCD3* 44,

cD4+
LTCD3* 19, | 3 3 3 % % % %
cDs* 9 6,7 19,7 23,7 9,8 21,0 22,6 5,0

Linfécito = 21 |
CD69* 6
Monécito = 6,4
cD69* 8

Neutréfilo = 1,1 5 5 3 5 | | |
cD69* | 9 §O:9§ 1,0 0,7 0,4 0,6 2,1 1,3

Eosindfilo = 4,0 |
cD69* 8

Tabela 8: Analise estatistica descritiva da concentragao de citocinas no
sangue.

PCR -
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5.3.3 Analise da correlagao de Pearson

Correlagdao da populagcao de Leucécitos com a diversidade de

nucleotideos da regiao HVR1.

Ao correlacionarmos a populacdao de linfécitos T CD4*(Fig. 29 A) e
neutréfilos CD69+ (Fig. 29 E) com a diversidade de nucleotideos (eixo vertical)
pela correlacdo de Pearson observamos correlacdo positiva, isto €, quanto
maior o numero de células mais variagbes o virus sofre, promovendo a

formacgao de novas quasispecies

E a correlacédo entre a populagao de linfécitos T CD8* (Fig 29B) e de
eosindfilos (Fig. 29 F) demonstrou uma correlagdo negativa, ou seja, quanto

maior a populacao celular menor a diversidade de nucleotideos.

A populacado de linfécitos CD69+ nao apresentou correlagdo com a
diversidade de nucleotideos (Fig. 29 C). E os mondécitos CD69* apresentaram
fraca correlagdo negativa com a diversidade de nucleotideos, onde se observa

gue o aumento de mondcitos diminui a diversidade (Fig. 29 D).
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Figura 29: Correlagado entre a diversidade de nucleotideos da regido HVR1 do
virus da hepatite C e o percentual de leucdcitos circulantes no sangue
periférico dos pacientes em tratamento de hemodialise. Correlagcdo da
diversidade de nucleotideos com os linfécitos T CD3*/CD4+ (A) e CD3*/CD8+*
(B); Correlagao da diversidade com as células ativadas (CD69+): Linfécitos (C),
Mondcitos (D), Neutrdfilos (E) e eosindfilos (F).
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5.3.4 Correlagcao da concentragcdo de citocinas séricas com a
diversidade de nucleotideos da regidao HVR1.

Ao correlacionarmos a concentracao de citocinas IL-10 com a
diversidade de nucleotideos pela correlacdo de Pearson observamos
correlagdo negativa, isto €, quanto maior a concentracédo de IL-10 menor a
diversidade (Fig. 30A).

Ao realizarmos a correlagdo de Pearson entre a concentracao de IL-4
(Fig. 30B) e de IFN-y (Fig 30C) com a diversidade de nucleotideos
observamos uma correlagdo negativa, isto €, quanto maior a concentracédo da
citocina menor a diversidade. A concentragéao de IL-12, IL-8 e IL-6 néo
apresentaram correlagao com a diversidade de nucleotideos (Fig. 30 D, 30E e

30F, respectivamente), ndo mostrando influencia da dinémica viral.
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Figura 30: Correlagado entre a diversidade de nucleotideos da regido HVR1 do
virus da hepatite C e a concentracdo de citocinas circulantes no sangue
periférico dos pacientes em tratamento de hemodialise. Correlagcdo da
diversidade de nucleotideos com as citocinas IL10 (A), IL-4 (B); IFN-y (C), IL-12

(D), IL-8 (E) e IL-6 (F).
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Correlagdao da populagdao de Linfécitos T com a diversidade de
nucleotideos da regiao HVR1 em pacientes HCV positivo e co-infectados
(HCV+HBV).

De acordo com literatura, a co-infeccdo HCV com HBV esta associada
com reatividade de anticorpos reduzida, sugerindo que a co-infecgdo possa
provocar um aumento do efeito imunossupressor sobre os pacientes (DEVESA
et al, 1997), por esta razdo decidimos analisar o perfil de resposta imune
nestes pacientes e verificar se a co-infecgéo influenciava na resposta imune e

na dindmica viral.

Ao correlacionarmos a populagao de linfocitos T CD4+ (eixo horizontal da
figura) com a diversidade de nucleotideos (eixo vertical) pela correlagdo de
Pearson foi observada correlacédo positiva, isto €, quanto maior o nimero de
linfocitos T CD4+ mais variagbes o virus sofre, promovendo a formagcao de
novas quasispecies (Fig. 31 A) na populagdo de pacientes co-infectados (HCV
e HBV linha vermelha) e na populagdo monoinfectada pelo HCV (linha azul)

nao apresentou correlagao.

Para a populagdo de linfécitos T CD8* observou-se uma correlagao
negativa, ou seja, quanto maior a populagdo de LTCD8* menor a diversidade
de nucleotideos, na populagdo monoinfectada (linha azul) e o inverso foi
observado na populacédo co-infectada, da qual se observou uma correlagcéo
positiva, demonstrando que quanto maior a populacdo de LTCD8* maior a

diversidade viral.
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Figura 31: Correlagao entre a diversidade de nucleotideos da regido HVR1 do
virus da hepatite C e a populagdo de Linfocitos T circulantes no sangue
periférico dos pacientes em tratamento de hemodialise infectados com HCV
(linha azul) e co-infectados com HBV (linha vermelha). Correlagdo da
diversidade de nucleotideos com os linfocitos T CD4+ (A) e CD8* (B).



HCV : quasispecies e tresposta imune em pacientes hemodialisados 95

6. DISCUSSAO

6.1 Subtipos do virus da hepatite ¢

Os hemodialisados junto com os hemofilicos e usuarios de drogas
ilicitas sdo considerados grupos de alto risco para infeccédo por HCV e outras
doencas de transmisséo parenteral (HIV, HBV, HTLV etc) (SULOWICZ et al.,
2007), por estarem exposto ao contato com sangue e matérias
perfurocortantes. Os principais fatores de risco observados entre os pacientes
hemodialisados sdo a duracdo do tratamento de hemodialise, o numero de
transfusdo de sangue, falta de separacéo eficaz de pacientes infectados e o
namero de procedimentos intravenosos (MAIA et. al., 2009, SULOWICZ et. al.,
2007).

Em um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, a
soroprevaléncia de anti-HCV observada entre os hemodialisados foi de 13,9%,
a soroconversado ocorreu em 78,2% dos pacientes durante o tratamento de
hemodialise e 9,3% soroconverteram antes de 2 anos de tratamento, tendo o
maior percentual de soroconversao apos 8 anos de tratamento (MAIA et al.,
2009).

Através dos dados observados no estudo de Maia e colaboradores
(2009), observou-se a necessidade de empregar a biologia molecular e a
investigacado epidemiologica para avaliar os casos de suspeita de transmissao

do HCV de um individuo para o outro durante o tratamento de hemodialise.

A regiao NS5b é uma regidao bem conservada do genoma viral e é
amplamente utilizada para a determinagao do gendtipo (SIMMONDS et al.;
1993), outras regides conservadas podem ser utilizadas como 5UTR
(INAMULLAH et al., 2011), CORE e E1 (MURPHY et al., 2007a). Aregiao 5’UTR
€ a regido com maior conservagao, limitando portanto, a habilidade de
discriminar os genoétipos, como por exemplo o gendtipo 6 do 1 e subtipos
dentro dos gendtipos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 (MURPHY et al., 2007a). A regido NS5b é
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a regidao mais utilizada mundialmente para a caracterizagdo dos isolados, por
ser uma regidao nao totalmente conservada, e permitir detectar pequenas

variagdes que auxiliam na classificacdo de novos gendétipos e subtipos.

A identificacao do gendtipo do HCV isolado € de interesse clinico, sendo
um marcador de probabilidade da resposta a terapia combinada de interferon e
ribavirina e serve como um guia para o tempo de tratamento, sendo também
empregado para investigacdes de infecgdes, assim como para compreender a

epidemiologia e caracteristicas virais (MURPHY et al., 2007a).

No presente estudo, através da amplificagdo da regiao NS5b, foi
observado a presenca de dois gendtipos (1 e 3) entre os hemodialisados, com
a presencga de trés subtipos. O subtipo 1a foi o de maior prevaléncia, seguido
do subtipo 1b e 3a. Estes dados confirmaram estudos anteriores desenvolvidos
pelo nosso grupo, em doadores de sangue e pacientes com hepatite C cronica,
mostrando que o gendtipo 1 do HCV € o de maior prevaléncia no Estado do
Amazonas, seguido dos genétipos 2 e 3 (TORRES et. al., 2009, ARAUJO et al;
2011).

Campiotto e colaboradores (2005) realizaram um estudo abrangendo
todas as regides do Brasil e observaram a frequéncia de 64.9% para o gendtipo
1, 4.6% para o gendtipo 2, 30.2% para o gendtipo 3, 0.2% para o gendtipo 4 e
0.1% para o gendtipo 5, sendo que o0s gendtipos 4 e 5 foram descritos
somente na regidao sudeste. Assim como descrito por Campiotto et. al., (2005),
no presente estudo os gendtipos 4, 5 e 6 ndo foram encontrados na nossa
regido. Os gendtipos 1, 2 e 3 sdo encontrados em todos os continentes, mas
na Africa e sudeste da Asia, isolados virais sdo altamente divergentes e
predominam gendtipos e subtipos particulares (CAMPIOTTO et al., 2005). O
gendtipo 4 é mais prevalente na Africa do Norte e Oriente Médio, o genétipo 5
na Africa do Sul e o gendtipo 6 em Hong Kong (AL et al., 2010). Estimava-se a

presenca de 6 gendtipos, entretanto Murphy e colaboradores (2007b)
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descreveram a presenca de um novo genotipo, classificado como 7 e subtipo a,

circulando entre a populagao da Africa Central.

6.2 Quasispecies do virus da hepatite C

Com o objetivo de estudarmos mutagdes do HCV e sua relagdao com a
resposta imune, langamos méao da amplificacdo da regido E1-HVR1 através da
técnica de EPLD-PCR e extensivo sequenciamento dos clones obtidos, a partir
destes realizou-se a analise da relacdo entre as variantes encontradas nos

pacientes.

A regiao HVR1 é usada para descriminar entre isolados relacionados e
ndo relacionados do mesmo subtipo do HCV (SMITH & SIMMONDS, 1997).
Esta regido sofre mudangas de nucleotideos o que gera a formacdo de
quasispecies em resposta a pressao imune. Dados da literatura indicam que
uma forte resposta humoral direciona a evolucéo do virus e pode permitir que o
HCV se adapte ao hospedeiro e escape da neutralizagdo dos anticorpos.
Estima-se que esta variacdo esteja relacionada a persisténcia da infecgao,
onde a redugcdo da diversidade genética promova o aumento de uma
populagdo homogénea e a sua consisténcia associada a eliminagdo do virus
(THI et al., 2011).

Devido a esta caracteristica do HCV de promover mutagdes e escapar
do sistema imune e associado ao fato de pacientes renais crbnicos serem
submetidos a diversas transfusbes de sangue ao longo da vida, no presente
estudo observou-se a presenca de possiveis casos de transmissao nosocomial
entre estes pacientes, como mostrado na Figura 19. Detectou-se que no ano
de 2003 ocorreram 11 casos de soroconversao, em 2004, 5 casos e em 2005,
1 caso. Entre os 17 individuos analisados 10 individuos formaram clados
individuais sem apresentar relacdo com os demais e 7 formaram trés clados
mistos. Os clados mistos demonstraram que estes individuos foram infectados
com variantes do HCV proximas, mostrando uma possivel origem comum
(ROSS et al., 2009, GONZALES-CANDELAS et al., 2010).
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Na analise do clado formado por Hem 45, 59, 23 e 04 a soroconversao
ocorreu em 2003, no clado de Hem59 e 34 em 2005 e no clado do Hem?25 e 32
em 2004, sugerindo que a infecgédo tenha ocorrido de a partir de uma mesma
origem. Além disso, foi observado uma proximidade maior entre as variantes de
hem23 e hem04, sugerindo uma possivel transmissdo de hem23 para hem04.
Além disso, as variantes de hem25 e 32 apresentaram uma relacido de
proximidade entre si, sugerindo transmissdo de Hem32 que soroconverteu em
2003, para hem 35, da qual a soroconversdao ocorreu em 2004, ou ainda,

ambos poderiam apresentar a mesma origem de infecgéo.

Também se observou uma forte relacdo entre as variantes encontradas
no clado dos pacientes hem34 e 59, o primeiro iniciou o tratamento em 2005
com sorologia anti-HCV reativa e o segundo ja apresentava sorologia reativa
desde 2003. A andlise das variantes mostrou o compartiihamento de
sequéncias idénticas entre os individuos. O compartiihamento das variantes
pode ser considerado como uma comprovacgao de transmissdo (FORBI et al.;
2010). Observou-se também a presenca de dois subtipos virais (1a e 1b) no
paciente Hem59. De acordo com a literatura, por sequenciamento direto
somente as espécies predominantes da complexa populagdo de HCV
circulante em todos os individuos infectados € detectada (ROSS et al; 2002,
GONZALES-CANDELAS et al, 2010). Isto explica o fato de se detectar o
subtipo 1a através do sequenciamento direto da regido NS5b e por clonagem
através da regido HVR1 detectar-se os subtipos 1a e 1b. Portanto, estes dados
demonstram que o sequenciamento direto nao reflete com acuracia a

complexidade do gendtipo da populagdo do HCV no individuo infectado.

Por ser uma regido que apresenta epitopos para os linfocitos B, a HVR1
€ a posi¢cao que mais modifica a genética do HCV, e desta forma, substituicdes
de aminoacidos nestes epitopos ocorrem como um mecanismo de escape do
reconhecimento por anticorpos anti-HVR1durante o curso clinico da doenca.
(KATO et al., 1994).
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Os virus de RNA possuem uma alta e rapida taxa de substituicbes como
resultado da interacao de quatro fatores: taxa de mutagdo basal do genoma
viral, tempo de geragao do virus, tamanho populacional e a rapida fixagéo de
mutag¢des ndo sinbnimas em relagdo as mutagdes sinbnimas. Mutagdes sao as
alteragdes que ocorrem no gene sendo classificadas em sindnimas (Ds), sem
alteragao da proteina, e nao sinénimas (Dn) que alteram a proteina (QUEIROZ
et al., 2010).

Considerando-se estes parametros uma forma para se analisar a
pressao seletiva nas populacdes € através da razdo Dn/Ds, podendo observar
uma selegao positiva, negativa ou neutra entre elas. A selegao positiva significa
que as variantes apresentam mutagdes favoraveis e se proliferam, ja a selegéo
negativa significa que as variantes apresentaram mutac¢des deletérias e séo
eliminadas (QUEIROZ et al.,, 2010). E na auséncia de pressdo do sistema
imune, selecado neutra, o virus se mantém estatico ou retorna ao consenso do
seu genotipo (COX et al., 2005). No nosso estudo observamos que apenas um
paciente renal crénico apresentou selegao positiva, significando que novas
variantes tém um valor adaptativo maior do que os outros tipos existentes na
populagao viral, sugerindo uma falha do sistema imune em neutralizar e/ou
eliminar as particulas virais. Por outro lado, os demais pacientes apresentaram
selecdo negativa (8 pacientes) e neutra (9 pacientes), sugerindo que o sistema
imune conseguiu neutralizar o virus, impedindo sua replicagao e levando a uma
provavel eliminagéo viral ou uma provavel estabilidade genética do virus, onde
0 paciente nao produz anticorpos capazes de neutralizar as particulas virais,

sendo a resposta imune ineficiente.

Ao compararmos as substituicbes de aminoacidos na regido de HVR1
entre os pacientes renais cronicos e 0 grupo controle, observamos que o grupo
controle apresentou maior percentual de clones com variagdo de aminoacidos
que os renais cronicos. Estes dados sugerem uma pressao da resposta imune
contra o virus. Em estudos anteriores observamos que os pacientes que estéao

em tratamento de hemodialise apresentam um estado de imunossupressao ao
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compararmos com a populagdo saudavel (sem infecgdo por HCV), porém ao
apresentarem infeccao por HCV o percentual celular de linfocitos se equivalem
ao da populagdo saudavel (MAIA et al.,, 2009). Esta imunossupressao
observada parece estar relacionada diretamente com o processo de
hemodialise (WESESLINDTNER et al 2009).

Ao analisarmos o tipo de aminoacido em cada regido, observamos
quatro regides conservadas entre as espécies [posi¢cao 2 (T), 6 (G), 23 (G) e
26(Q)], sendo este resultado de acordo com o descrito por Kato e
colaboradores (1994), sugerindo que estas regides podem estar relacionadas
com a conformacao da proteina, para interagir com os receptores celulares ou

para manter a interacdo com o restante da proteina E2 (PENIN et al., 2001).

Kato e colaboradores (1994) relataram que mutagdes de aminoacidos
em regides do HVR1 podem fazer com que os anticorpos percam a afinidade
de ligagdo com as particulas virais, como por exemplo, a mutagdo de
glutamina(Q) para arginina (R) na posicédo 8 do HVR1. Kato e colaborador
(1994) descreveram dois epitopos constituidos de 11 aminoacidos cada,
epitopo 1 da posicdo 11 a 21 e epitopo 2 da posicdo 14 a 24, e que podem
ocorrer de 1 a 12 substituigbes em HVR1 durante um ano de infecgéo.
Considerando estes dados da literatura, podemos concluir que se trata de uma
regido que apresenta muitas substituicbes de aminoacidos e por isso, de
acordo com a pressdo imune o virus escapa da agao dos anticorpos preé-

formados.

De acordo com Penin e colaboradores (2001) posi¢ées do HVR1 que
possuem residuos hidrofébicos e neutros podem desempenhar um papel tanto
na ligacdo do HVR1 ao nucleo da glicoproteina E2 quanto na manutengao da
conformacao do HVR1. Baseado nestes dados, o proximo passo do presente
estudo foi analisar as caracteristicas hidropaticas. Os dados observados
demonstraram que 7 regides eram constituidas somente por uma classe de

aminoacido: hidrofébica, hidrofilica ou neutra e 7 com duas classes. Esses
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dados foram semelhantes ao descrito por Penin e colaboradores (2001), sendo
que estes autores demonstraram que duas regides apresentavam variagdes
das trés classes de aminoacidos, enquanto que no presente estudo,
encontramos doze regides apresentando estas variagdes. De acordo com o
observado, sugere-se um mecanismo de adaptacdo desenvolvida pelo virus ao
longo do tempo, para melhor adaptagdo ao organismo do individuo e evaséao
do sistema imune. Sabe-se que durante a infeccéo crénica a pressao seletiva
favorece a geragao continua de variantes de escape da imunidade humoral e
celular (HIROISHI et al.; 2008), permanecendo somente aquelas que sofreram

variagao para escapar dos anticorpos e Linfocitos T citotoxicos.

Como demonstrado na figura 26, apds 4 anos de infecgdo observou-se
uma alteragdo na distribuicdo das variantes, onde foram eliminadas as
variantes que sofreram sele¢ao negativa e permaneceram as mais resistentes.
Em pacientes com Hepatite C Crénica, a selegdo negativa favorece mudangas
sinbnimas e restringe o processo de diversificagdo, mantendo a populagéo
mais homogénea (FIGLEROWICZ et al.; 2010), e assim, contribuindo para a
acao dos anticorpos e linfocitos T citotoxicos, que atuam na eliminagao das
variantes. Estudos com multiplas infecgdes demonstram que frequentemente
somente uma fita de HCV domina apds exposicao a multiplas fitas, e que
infeccoes mistas com diferentes fitas podem ocorrer temporariamente (NAINAN
et al.; 2006). Estudos de transmissdo seletiva relatam que durante uma
transmissao as variantes em maior quantidade sao neutralizadas parcialmente
ou completamente pelos anticorpos e as variantes em menor numero tem uma
replicacado seletiva porque n&o sao inibidas pelos anticorpos neutralizantes
(CODY et al., 2002, NAINAN et al., 2006).

A analise através do network demonstrou a interconexdo genética e a
frequéncia de variantes ao mesmo tempo. A analise revelou uma complexa
transmissao do HCV, que pode ser relacionada com infecgbes frequentes com
mais de uma variante ou uma extensiva superinfecgao com diferentes variantes

(FORBI et al.; 2010). Neste estudo observou-se o compartiihamento de
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variantes entre hem34 e hem59, que de acordo com a literatura pode ser

considerado como prova de transmissado (ROSS et al., 2009).

E dificil identificar o mecanismo exato de transmissdo nosocomial do
HCV. Entretanto, sabe-se que o sangue e seus principais componentes
(plasma, soro etc) sdo as principais fontes de infecgcdo (SULOWICZ et al.;
2007). A inoculagdo de pequeno volume de sangue pode ser suficiente para
causar infeccdo pelo HCV (ROSS et al.; 2009). Com isto, todas as
manipulagcdes parenterais e todos os procedimentos com potencial de
exposicao a sangue contaminado impdem um risco de infec¢do nosocomial
que pode ser exacerbada por falta de técnicas assépticas (ALTER et al.; 2008,
ROSS et al.; 2009).

A literatura descreve algumas vias de infecgdo, como: maos infectadas
dos profissionais de saude, maquinas de hemodialise, outros equipamentos
médicos (esfingonandmetro), objetos circulando entre os pacientes como por
ex. gaze, ataduras, garrafas de desinfecgéo, bandejas, etc. (SULOWICZ et al.;
2007). A simples medida de separar os pacientes em turnos e em grupos
poderia reduzir o indice de transmissao, porém observa-se que esta medida
ainda nao foi capaz de reduzir, precisando ser complementada pelas praticas
seguras de manipulagcdo. Baseados no nosso estudo e na literatura,
concluimos que a transmissao nosocomial ocorre em diversos setores médicos
como, hemodialise, colonoscopia, procedimentos cirurgicos, cuidados médicos,
intradomiciliar entre outros, porém nao se determinando o mecanismo exato de

transmissao.

6.3 Resposta imune celular e humoral contra o virus da hepatite C

A infeccao pelo HCV na fase inicial pode apresentar dois tipos de

resposta imune; uma forte reposta LTCD4+* Th1 que induzira a eliminagdo do

virus, e ao contrario um padrao de resposta Th2, que poderia levar a infecgao



HCV : quasispecies e tresposta imune em pacientes hemodialisados 103

cronica (CHEIKHOUHOU et al., 2011). Isto nos sugere que uma eficiente
resposta imune celular € o mecanismo principal para o controle do HCV,
enquanto um defeito nesta resposta leva a cronicidade, ocasionando um
aumento no numero de novas variantes (quasispecies) e aumento da
heterogenicidade (KMIECIAK et al., 2005).

A analise da populagcdgo de LTCD4* demonstrou um percentual
equivalente entre os pacientes renais crénicos HCV* e o grupo controle, porém
observamos um percentual menor destas células nos renais cronicos HCV-
quando comparados ao grupo controle, sugerindo, como citado anteriormente,
um estado de imunossupressao, sem infec¢ao pelo HCV, e quando infectados
pelo HCV o percentual destas células é restaurado, assemelhando-se ao da
populacdo saudavel. O aumento destas células foi concomitante com o
aumento da concentragdo de IL-4 e IL-10. Estes dados demonstram que a
infeccao pelo HCV, induziu a polarizagao da resposta imune para o perfil Th2
com supressao da resposta Th1. A supressao da resposta Th1 foi confirmada
pela baixa concentragcdo de IFN-y nesta populagcdo de pacientes. Assim como
para o IFN-y, também né&o foi observado aumento da concentragao da IL-12. A
baixa de IL-12, com o aumento da IL-4, sugere mais uma vez um mecanismo
de escape desenvolvido pelo HCV para se evadir do sistema imune e
permanecer no organismo humano. Dados da literatura demonstram que as
proteinas E2/NS1 inibem a acdo do IFN-y nas células alvo e que a NS4

suprime a produgéo de IL-12 por células dendriticas (HIROISHI et al., 2008).

Por outro lado, foi observado aumento de LTCD8+, nos pacientes renais
cronicos infectados pelo HCV quando comparados ao controle e aos demais
grupos de hemodialisados estudados. Este aumento de LTCD8* sugere uma
resposta imune protetora por efeito citotdoxico (MAIA et al., 2009), o que
exerceria forte pressdo sobre o virus, no entanto devido as baixas
concentragcdes de IFN-y e IL-12, esta resposta parece ndo ser sustentada e
eficiente para a eliminacdo do HCV. A literatura descreve que as células T
citotoxicas desempenham um papel fundamental na eliminagdo dos

hepatdcitos infectados pelo HCV, podendo representar um fator determinante
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da evolucdo da doenga e na patogénese da doencga, sendo a especificidade de
LTCD4 + e CD8* correlacionados com a atividade da doenga (ALMEIDA et al.,
2011).

Para comprovarmos a acao do sistema imune sobre a diversidade do
HCV, analisamos a correlacdo entre os linfocitos TCD4+, TCD8+* e o numero de
mutacdes geradas nas quasispecies. Os dados demonstraram que houve
correlagao positiva de LTCD4+ com a diversidade do HCV. Este dado sugeriu
que devido a agao destas células o virus produz novas variantes para evadir da
resposta imune. Esta correlacdo nao foi observada em relagéao aos LTCD8,
demonstrando que as mutagdes induzidas pelo sistema imune ocorrem
diretamente pelos LTCD4* e poderiam estar relacionadas a produgdo de

diferentes citocinas, Th2 ou antiinflamatdérias, como citado anteriormente.

As mutagdes em regides imunogénicas resultam na ignorancia de LTC e
anticorpos, induzindo a tolerancia da infec¢ao por estas células (HIROISHI et
al., 2008). Quando correlacionamos o aumento de IL-10 com a diversidade, foi
observado que esta tendeu a diminuir, sendo um achado esperado, por se
tratar de uma citocina supressora do sistema imune. Por outro lado, 0 aumento
de IL-4 foi correlacionado com a diminuigao da diversidade, fortalecendo nossa
hipotese de que o HCV, induz mecanismos de escape para se proteger da agao
imune. Segundo Torre e colaboradores (2004) os niveis séricos de IL-10 e de
outras citocinas de padrao Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) encontram-se bastante
elevados em pacientes com infecgao cronica pelo HCV nao tratados quando
comparados com individuos sadios, sugerindo que o desvio do perfil
imunoldgico para um padréao Th2 poderia comprometer a resposta imune do

hospedeiro, resultando na infeccéo cronica pelo HCV.

Diversos mecanismos imunes sao descritos contra a infeccdo pelo HCV.
Cheikhrouhou e colaboradores (2011) descreveram que um dos mecanismos

de agado dos LTCD8* & induzir a apoptose de hepatdcitos através do sistema
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Fas, contribuindo para a eliminagdo de células infectadas. Na infeccdo pelo
HCV, a expressao de Fas em hepatécitos € regulada de acordo com a
gravidade da inflamagdo do figado. Quando células T citotéxicas HCV
especificas migram para os hepatdcitos e reconhecem o antigeno viral através
do receptor de células T, tornam-se ativadas e expressam ligante Fas que pode
converter o sinal de morte por apoptose dos hepatdcitos. Acredita-se que o
HCV seja um virus nao citopatico, e a resposta imune esta envolvida no dano
hepatico e fibrose que ocorre durante a infeccdo cronica (MORISHIMA et al.,
2006). Entretanto o virus, através da proteina do core, previne a apoptose dos
hepatdcitos infectados (HIROISHI et al, 2008).

Dados da literatura relatam que a co-infecgdo do HCV com HBV esta
associada com reatividade de anticorpos reduzida, sugerindo que a co-infecgéo
pode provocar um aumento do efeito imunossupressor sobre os pacientes
(DEVESA et al.,, 1997). Estes dados estdo de acordo com a observagéo
encontrada em nosso estudo, que demonstrou aumento de LTCD4+
concomitante com o aumento da diversidade nos pacientes co-infectados,
diferente do observado nos pacientes monoinfectados. Esta correlagdo também
foi observada quanto aos LTCD8*, mostrando que a diversidade aumenta de
acordo com o aumento de LTCD8* nestes pacientes, ao contrario do observado
nos monoinfectados. Estes dados sugerem que a infecgéo pelo HBV influencia

na evolucao da infecgao pelo HCV.

Desta forma podemos concluir que o entendimento da variabilidade viral
e da resposta imune, associada a maior compreensao dos determinantes da
eliminagdo viral e dos elementos necessarios para o desenvolvimento de
imunidade, assim como o maior correlagdes imunoldgicas podera favorecer a
busca de novas estratégias imunoterapéuticas eficazes contra o Virus da

hepatite C.
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CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos no presente trabalho podemos concluir que:

+ A andlise filogenética da regido NS5b do HCV confirmou a prevaléncia
do gendtipo 1 subtipo a e b, seguido do gendtipo 3 subtipo a, entre os

pacientes infectados pelo HCV;

+ A caracterizagdo das quasispecies do HCV através da regidao HVR1 nos
pacientes renais cronicos demonstrou um grande numero de
quasispecies circulando entre os pacientes, significando uma ampla

diversidade viral.

+ Através das quasispecies detectamos a presengca de transmissao
nosocomial confirmada entre dois individuos e outros casos sugestivos

desta transmissao durante o tempo de tratamento de hemodialise.

*+ Os dados demonstraram que a pressao imune, com predominio de
LTCD4+ e padréao Th2 em pacientes RC infectados pelo HCV induz maior

diversidade do virus, gerando um mecanismo de escape.
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ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Soroprevaléncia de anticorpos contra o virus da Hepatite C (HCV)
em pacientes em tratamento de hemodialise.

Justificativalobjetivos: Conhecer o nimero de casos de pessoas que passam a
apresentar resultado positivo nos testes para hepatite C durante o tratamento de
hemodialise através da analise laboratorial de amostras dos participantes.

Procedimentos: Para este estudo sera coletada amostra de 20ml de sangue. Serao
feitos testes para verificar a presenga do virus, a confirmagdo do diagndstico e o
acompanhamento laboratorial da infecgdo. Todos os testes serdo realizados no
HEMOAM em Manaus.

Riscos e desconfortos: Nio existem riscos associados a sua participagdo neste
estudo. O uUnico desconforto € a picada da agulha para a coleta de amostra de sangue.
Beneficios: A sua participacao neste estudo nao implica em nenhum beneficio direto e

imediato para o senhor(a). O estudo, contudo, proporcionara maiores esclarecimentos
sobre a prevencao e infecgdo pelo virus da hepatite C.

Acompanhamento assistencial: Sendo o senhor(a) participante deste estudo tera,
sempre que necessario, esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico e
laboratorial no que diz respeito a doenga em estudo, podendo entrar em contato com
Dr? Adriana Malheiro e Laura Maia (HEMOAM Tel: 3655-0111) e o Dr. Wornei S. Braga
(FMTAM). Sempre que necessario sera prestada orientacdo médica adequada ou
encaminhamentos necessarios, feitos pela equipe médica do HEMOAM.
Voluntariedade: A sua participacido neste estudo é voluntaria. O senhor(a) pode retirar
sua participacdo a qualquer momento, o senhor(a) nao tera qualquer tipo de prejuizo
para o seu atendimento dentro da Instituicdo onde faz o tratamento.
Confidencialidade, privacidade e anonimato: Os dados referentes a sua
participacao neste estudo permanecerao confidenciais, ndo sendo divulgados de
forma a declarar a sua identidade.

Uso de material biolégico coletado do participante/ metodologia: O sangue
coletado (20ml) sera utilizado para o que se propde neste estudo e sera armazenado
para estudos posteriores. Neste caso, podendo ser realizados estudos dos tipos de
virus HCV presente no sangue.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informacdes claras, eu concordo com minha participagao no estudo.

O Sr.(a) autoriza que o0 seu sangue seja guardado para pesquisas futuras para o
estudo dos tipos de virus? ( )sim ou ( )nao

Assinatura do participante Impresséo
dactiloscépica

Assinatura do pesquisador Manaus, /1
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QUESTIONARIO / DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS
Titulo do projeto: Soroprevaléncia de anticorpos contra o Virus da Hepatite C

(HCV) em pacientes em tratamento de hemodialise.

PARTE |: ENTREVISTA COM O PACIENTE

Dados pessoais/ demograficos: N° Ident.: 1 H H H H H H P
N° Ident. na clinicarenal : | TEEEBBBP

Nome:

Data de nascimento: /| Sexo: F M

Estado civil: [2JCasado [ZBolteiro [2putros

Profiss&o: [C3

Local do tratamento de hemodidlise: [2IClinica Renal [Zputro:

Dados complementares do caso antes do tratamento de hemodialise:
Tem vacinagdo contra: [2Hepatite A [2ZHepatite B

Paciente tem histéria anterior: [Z]ctericia [Zhlcoolismo

O paciente foi submetido ou exposto a:

[2Jransfusdo de sangue/derivados [zparto normal
Quando: [Zhcunputura

[2¥rogas injetaveis [ZJatuagem

(2}ransplante [Zpiercing

[2B ou mais parceiros sexuais [Z}ratamento dentario

[2Inedicamentos injetaveis
[2Jratamento cirurgico

Contato com paciente de Hepatite B ou C, ou com portador dos VHB ou VHC:
[Z}exual [ZHomiciliar (ndo sexual) [Zbcupacional

PARTE II: DADOS OBTIDOS A PARTIR DA FICHA MEDICA DO PACIENTE

Dados clinicos:
Doencga de base:

Data do inicio do tratamento por hemodialise:_ / / FreqUéncia/semana:
Sala e turno de didlise:
Sintomatologia associada ao HCV

[Z]ctericia [zPor abdominal ~ [2ZHepatopatia diagnosticada
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[2Hepatocarcinoma  [2ZHepatomegalia  [2putros

Esta em tratamento para HCV? [2Nao [2Bim

Qual?

Co-infecgao:

[zHiv data do diagnostico:___/ /
(zHBV data do diagnostico:___ /  /
(ZEifilis data do diagnostico:__ / _/
[2Poenca de chagas data do diagnostico:___/ /
[ZHTLV data do diagnostico:__ /| /

Testes laboratoriais para HCV:

Sorologia antes da hemodiélise: [2Negativa [2positiva
Marcadores anti-HCV
Marca:
Data do teste : [

Local da realizagéo do teste: [2Flinica Renal [2Putro
Do: Cut off:

Observacoes:

Sorologia durante a hemodialise :
Primeira sorologia reativa para HCV:
anti-HCV Marca:
Datadoteste: [/ [/

Local da realizagéo do teste: [2linica Renal [2]Outro
Do: Cut off:

Acompanhamento laboratorial na Clinica Renal:
Testes sorolégicos

anti-HCV Marca:

Datadoteste: [/ [

Local da realizagéo do teste: [2Llinica Renal [2]Outro
Do: Cut off:
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Observacoes:

anti-HCV Marca:

Datadoteste:  / [/

Local da realizag&o do teste: [2linica Renal [2]Outro

Do: Cut off:

anti-HCV Marca:

Datadoteste:  / [/

Local da realizag&o do teste: [2Llinica Renal [2]Outro

Do: Cut off:

Outros testes para HCV? [2N&o [2Bim
HCV RNA
Data:_ / [/

Resultado: [2Negativo [2Positivo
Local da realizacao do teste:

Genotipagem:
Data: / |/

Resultado:

PARTE lll: Acompanhamento laboratorial no HEMOAM

Registro LAP:

Testes sorologicos ELISA
Marca:
DATA TESTE DO CUT OFF RESULTADO
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Teste complementar Imunoblot
Marca:

BANDAS
DATA c100 c33c c22(p) NS5 hSOD
Observacaoes:
Testes bioquimicos
Aspartato aminotransferase:
Datadoteste: / / Concentracao:
Alanina aminotransferase:
Datadoteste:  / [/ Concentracao:
Bilirrubina direta:
Datadoteste:  / [/ Concentracao:
Bilirrubina total:
Datadoteste: [/ [/ Concentragao:
Testes de analise da resposta imunolégica
Resultado do teste de citocinas
Citocina Data do teste DO Concentracao OBS
IL-10
IL-4
IL-12
INF-y

O resultado do teste de citometria de fluxo sera anexado a esta ficha de

acompanhamento clinico e laboratorial

pesquisador responsavel
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Soroprevaléncia de anticorpos contra o virus da Hepatite C
(HCV) em pacientes em tratamento de hemodialise.

O estudo visa conhecer como é a defesa dos pacientes renais crénicos em
tratamento de hemodialise contra o virus da hepatite C, para se obter este
conhecimento é necessario a comparagdao com pacientes em tratamento de
hemodialise que nao estejam infectados com o virus da hepatite C.

Para este estudo sera coletada amostra de 10mL de sangue. Serdo feitos
testes para avaliar a defesa do organismo contra o virus da hepatite C. Todos
os testes serao realizados no HEMOAM em Manaus.

Nao existem riscos associados a sua participacdo neste estudo. O unico
desconforto € a picada da agulha para a coleta de amostra de sangue.

A sua participacdo neste estudo n&o implica em nenhum beneficio direto e
imediato para o senhor(a). O estudo, contudo, proporcionara maiores
esclarecimentos sobre a prevencgao e infecgao pelo virus da hepatite C.

Sendo o senhor(a) participante deste estudo tera, sempre que necessario,
esclarecimentos de duvidas, podendo entrar em contato com Dr? Adriana
Malheiro e Laura Maia (HEMOAM Tel: 3655-0111).

A sua participagdo neste estudo € voluntaria. O senhor(a) pode retirar sua
participacdo a qualquer momento, o senhor(a) ndo tera qualquer tipo de
prejuizo para o seu atendimento dentro da Institui¢ao.

Os dados referentes a sua participacao neste estudo permanecerao
confidenciais, ndo sendo divulgados de forma a declarar a sua identidade.

O sangue coletado (10mL) sera utilizado apenas para o que se propde neste
estudo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Ap0s ter recebido informagdes claras, eu concordo com minha participagao no
estudo.

Assinatura do participante
Impressao
dactiloscépica

Assinatura do pesquisador ou colaborador
Manaus, / /
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