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Center for Disease Control
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No Brasil, previne-se¢ a transmissdo por transfusio sangiiinea do virus da
hepatite C com a triagem dos doadores de sangue realizada por meio da pesquisa do anti-
VHC pelo método de EIA e dosagem dos niveis séricos da ALT. A especificidade da
triagem do anti-VHC por EIA, em populagbes de baixa soroprevaléncia, tem sido
questionada. Assim, para avaliar-se a eficacia desta triagem, pesquisou-se a presenga, com
o uso da RT-PCR, do RNA wviral em amostras de doadores de sangue, procurando-se,
também, estabelecer as associagSes entre os resultados desta reacio e os testes de EIA e
RIBA. Procurou-se, ainda, detectar marcadores teciduais para o VHC, com a utiliza¢éio de
um anticorpo  monoclonal especifico, pela técnica de imuno-histoquimica e

imunofluorescéncia em cortes de tecido hepatico parafinado.

Foram estudadas 196 amostras de soro, coletadas no periodo de janeiro de 1994
a dezembro de 1995. Entre estas, 178 foram selecionadas de uma populagio de doadores de
sangue voluntarios do Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia da UNICAMP ¢, 18 de
pacientes atendidos no Ambulatério do Grupo de Estudos das Hepatites da Disciplina de
Doengas Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Ciéncias Médicas desta Universidade.
Dos 178, 147 (82,6%) apresentaram-se 4 triagem com resultados repetidamente reagentes
para o anti-VHC e ndo-reagentes para o HBsBAg, anti-IBc, anti-HIV1/2, anti-HTL VI,
além de serem negativos para marcadores da Doenga de Chagas e Sifilis. Os 31 (17,4%)
restantes eram repetidamente negativos para todos os marcadores soroldgicos acima citados
e apresentavam niveis de ALT normais (grupo controle). As 18 amostras de pacientes
estudadas eram negativas para a pesquisa do anti-HIV1/2 e foram investigadas
sorologicamente para os diferentes tipos de hepatites, de acordo com a avaliagdo clinica. Os
147 doadores foram subagrupados de acordo com os critérios baseados nas leituras das
densidades Opticas das amostras em relagiio ao “cutoff” (DO/C) do teste de ElA para o
anti-VHC e o nivel de ALT. A seqiiéncia do RNA do VHC foi detectada pela RT- “nested”
PCR, utilizando-se “primers” da regifo 5’ndo-transcrita, que é a mais conservada do
genoma viral. O ensaio de “imunnoblot™ recombinante (RIBA-2) também foi realizado nas

mesrnas amostras.
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No subgrupo considerado EIA fortemente reagente, 95,4% apresentaram
aumento nos niveis séricos de ALT, enquanto que no sub-grupo EIA fracamente reagente
apenas, 47,1% tiveram niveis de ALT elevados. No subgrupo EIA fortemente reagente
houve 96,9% de co-positividade com o teste de RIBA. A realizagdo deste mostrou-se
necessaria para definir a condigdo sorologica dos individuos EIA fracamente reagente, uma
vez que apenas 53% confirmaram a positividade inicial, permanecendo 23,5% como
indeterminados e 23,5% como negativos. Observou-se uma relagdo direta entre a
reatividade contra o antigeno do core do VHC (c22.3) ¢ a presenga de particulas virais no
soro. Entre os RIBA indeterminados (reativos apenas para o ¢22.3), 87,5% apresentaram
positividade para a RT-PCR. Em 91,5% dos individuos com EIA fortemente reagente,
detectou-se ¢ RNA do VHC pela RT-PCR contra apenas 17,6% no subgrupo EIA
fracamente reagente. A concordancia entre os resultados positivos de RIBA e RT-PCR foi
de 85,9%. Por estes achados conciui-se que os dois testes devam ser aplicados 1solada ou
seqiiencialmente para confirmar a infec¢éo pelo VHC, principaimente em populagdes com
baixas prevaléncias da mesma, como € o caso dos doadores de sangue. Entre os individuos
com hepatite cronica histologicamente confirmada nio se encontrou nenhum caso com
resultado de RIBA negativo. Em 92,3% deste grupo observou-se positividade para o RNA
do VHC pela RT-PCR. Os testes de EIA e RIBA utilizados neste estudo apresentaram alta
sensibilidade e especificidade, considerando-se como populacdo positiva aqueles
individuos com diagnosticos histopatolégicos de hepatites cronicas, com positividade para
a RT-PCR.

Assim, conclui-se que a triagem soroldgica, em nosso servigo, para prevenir a
transmissdo do VHC, na transfusdo de sangue, mostrou-se eficiente ¢ capaz de selecionar
os doadores infectados, principalmente se for usada comeo critério a relagio DO/C no teste
de EIA. A utilizacdo do anticorpo monoclonal especifico, TORDIJI-22, em tecido hepatico
parafinado pela técnica de imuno-histoquimica ou Imunofluorescéncia, nio permitiu

evidenciar a presenca do VHC neste tecido em nossa casuistica.

Os testes de triagem sorolégica (EIA e RIBA) associados ao método de RT-
PCR e ao diagndstico anatomo-patologico propiciarfo ao clinico manipular melhor as inter-

relagdes e as variaveis envolvidas na infecgéo pelo virus C.
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1. INTRODUCAO




1.1. EVOLUCAO DOS CONHECIMENTOS

Desde as primeiras descrigSes de hepatite viral, ainda na Grécia antiga (SILVA,

1986), muito se discutiu sobre os agentes etioldgicos envolvidos nesta doenga.

Em relagio & hepatite transmitida por soro humano, a primeira descri¢ao clara
aconteceu em 18835, quando ocorreram casos de ictericia apds a vacinagdo antivaridlica de
irabalhadores alemaes (AACH, 1981). Posteriormente notou-se a ocorréncia de ictericia,
relacionada ao uso de plasma humano em soros e vacinas (FOX ef al., 1942; SAWYER e
al., 1944), propiciando evidéncias para que estes produtos fossem considerados agentes
transmissores, o que foi reforgado com a observagdo posterior de casos em receptores de
plasma ou sangue total (NEEFE ef al., 1954, MURRAY et al.,1954). Isto levou, também os
estudiosos, como BEESON (1943), a aceitarem a etiologia viral nas hepatites pos-
transfusionais (HPT).

Nos anos 40, predominaram os estudos com voluntarios, onde se produzia
ictericia a partir da ingestdo de fluido duodenal, e da inoculagio de sangue, extraido de
doentes com hepatites agudas (HAVENS, 1948; MAcCALUM & BRADLEY, 1944). Em
1948, HAVENS considerava a hepatite infecciosa uma doenga de criangas, de carater
epidémico, e ressaltava suas diferengas com relagio a hepatite soro-homéloga, a qual
geralmente necessitava de inoculagdo parenteral para a transmissdo. Além disto,
preconizava que doadores de sangue, com historia anterior de hepatites, deveriam ser
descartados, ¢ recomendava a esterilizagdo de agulhas e seringas utilizadas em todos os
procedimentos terapéuticos, para prevenir sua transmisséo. Nos anos 50, foram observadas
hepatites soro-homdlogas em viciados em drogas (STEIGMANN, HYMAN,
GOLDBLOOM, 1950; APPELBAUM & KALKSTEIN, 1951). Nesta €poca, identificaram-
se, também, casos em receptores de unidades de sangue provenientes de doadores sadios,
sem histéna anterior ou quadro clinico sugestivo de hepatites no passado, sendo entdo
considerados portadores sdos da hepatite soro-homéloga (STOKES et al., 1954: NEEFE et
al. 1954, MURRAY et al., 1954).

Introducio 2



Mais tarde, notou-se que receptores de sangue apresentavam altas incidéncias
de hepatites pos-transfusionais (HPT), quando recebiam unidades transfusionais de
doadores com niveis elevados de aspartato aminotransferase (AST) em seus soros (BANG
et al., 1959). Além disto, foi observada associagdo direta entre 0 aumento no nimero de

unidades transfundidas e maior risco de HPT nos receptores (ALLEN & SAYMAN, 1962).

Em 1965, BLUMBERG, ALTER, VISNICH, publicaram ¢ que viria a ser uma
das mais importantes revelacGes sobre as hepatites: o encontro no soro proveniente de um
aborigene australiano, de um antigeno que reagia com soros de hemofilicos. Foi

denominado antigeno Australia e, inicialmente, associado as leucemias pelos autores.

KRUGMAN, GILES, HAMMONDS (1967), trabalhando com deficientes
mentais nos Estados Unidos, notaram a existéncia de dois tipos de hepatite viral, clinica e
epidemiologicamente distintos ¢ com caracteristicas imunologicas também diferentes.
Denominaram, entdo, a hepatite infecciosa de hepatite MS-1 e a soro-homéloga de hepatite

MS-2, ndo encontrando imunidade cruzada entre ambas.

No Japéo, OKOCHI & MURAKAMI (1968) estabeleceram a associacio entre a
presenca do antigeno Australia, em doadores de sangue, ¢ o desenvolvimento de HPT nos
receptores de unidades transfusionais positivas para este antigeno. O antigeno Australia foi
finalmente associado (BLUMBERG, SUTNICK, LONDON, 1969) as hepatites agudas ¢
cronicas e aos portadores s3os. Foi proposta a pesquisa rotineira, por imunodifusdo, para
tnagem dos doadores de sangue, principalmente nas areas onde o antigeno era altamente

prevalente.

Assim, no inicio da década de 70, foram estabelecidas as relacdes entre a
hepatite soro-homologa, ou MS-2, e o antigeno Australia (PRINCE, 1968, GILES ef
al ,1969). O encontro das particulas de Dane (DANE, CAMERON, BRIGGS, 1970), a
caracterizagio dos antigenos virais HBsAg (antigeno de superficie) e HBcAg (antigeno do
core) aliados a descoberta de seus anticorpos especificos, anti-IIBs e anti-HBc
(ALMEIDA, RUBEINSTEIN, STOTT, 1971, HOOFNAGLE et al, 1974), produziram
avangos significativos no entendimento da infecgio pelo virus da hepatite B (VHB).
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A introdugdo da triagem soroldgica com a pesquisa do HBsAg, entre 1972 ¢
1974, nos bancos de sangue americanos, foi incapaz de impedir totalmente o
desenvolvimento de hepatites pos-transfusionais (HPT) nos receptores de sangue. A
exclusio dos doadores positivos para ¢ HBsAg promoveu uma queda significativa na
transmissio destas infecgdes, porém, ainda continuou a ocorréncia de HPT (FEINSTONE
et al., 1975), sendo os casos residuais destas hepatites atribuidos a pouca sensibilidade dos
testes realizados (ALTER et al., 1972).

Nos EUA, PRINCE e¢f al. (1974), notaram o surgimento de grande nimero de
casos de HPT em receptores de sangue sorologicamente negativos para o virus da hepatite
B (VHB), inclusive em individuos anti-HBs positivos antes das transfusGes. Nesta ocasido,
os autores postularam que talvez um novo virus, que denomnaram virus C, fosse o
causador destas hepatites nio-A, nao-B (HNANB) nos receptores. ALTER et al. (1975)
confirmaram que 89% dos casos de HPT, nos EUA, eram devidos a outros virus, que néo o
da hepatite A (VHA) ou VHB,

A busca da caracterizacio de outro agente etioldgico para as HPT foi intensa na
década de 70. VILLAREJOS ef al. (1975), na Costa Rica, descreveram casos de hepatites
NANB nio transfusionais, que provavelmente ocorriam por contatos pessoais. RIZZETTO
et al. (1977a) descreveram o antigeno delta no nuclec de hepatdcitos de pacientes HBsAg
positivos. A hepatite delta foi observada em italianos provenientes da area do Mediterraneo,
€ em norte-americanos viciados em drogas, quando estes soros eram testados por
radioimunoensaio-(RIE)-(RIZZETTO et al., 1977b). O agente delta foi encontrado também
em indios venezuelanos, aparecendo sempre como superinfeccdo em populagdes HBsAg
positivas (HADLER ef al., 1984). BENSABATH et al. (1987), estudando a hepatite de
Léabrea, na Amazdnia, encontraramn o VHD associado a portadores assintomaticos do VHB
e a 100% dos doentes com HVB cronica, destacando sua alta endemicidade naquela regifio.
Tanto um possivel virus enteral (VILLAREJQOS et af., 1975), como o antigeno delta
(RIZETTO et al., 1977a, ROSINA, SARACCO, RIZZETTO, 1985; HADLER et a/., 1984)

néo puderam ser associados ao desenvolvimento de HNANB em transfustes de sangue.
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Desde os anos 70, o virus da hepatite nio-A, nio-B (VHNANB) tem sido o
agente etiologico predominante nas HPT, que em 50% dos pacientes evoluem para
hepatites cronicas. Durante muitos anos, o diagnostico das hepatites NANB foi baseado na
exclusio de outros agentes etiologicos das hepatites, tais como o VHA e VHB, o
citomegolovirus (CMV) e virus de Epstein-Barr (VEB) segundo RAKELA & REDEKER,
1979. Em 1980, KHUROO descreveu uma epidemia de hepatites NANB em Cachemira,
India, onde se constatou a ocorréncia de vérios casos intrafamiliares, e a evolugo para
quadros fulminantes, com alta mortalidade. Nesta epidemia, os reservatorios de agua da
regido foram reconhecidos como as fontes de transmissdo da hepatite NANB. No Nepal,
em 1981 e 1982, a Organiza¢io Mundial da Salide (OMS) ¢ o Center for Disease Control
(CDC) notificaram, também, uma prolongada epidemia de hepatite NANB, ‘transmitida por
via fecal-oral, porém com baixo contagio intrafamiliar. A inoculagfo de fezes dos doentes
em sagiis, permitiu isolar, nas fezes dos animais infectados, particulas de 37nm de
didmetro que foram consideradas como sendo o virus implicado e eram iguais as

observadas nas fezes humanas (KANE ef al., 1984).

AACH ef al. (1981), nos EUA, notaram que a transmissio das hepatites NANB
se processava mais facilmente quando os doadores de sangue apresentavam niveis elevados
de alanina aminotransferase (ALT) no soro. Foi proposfa 2 introdug?o da triagem de
doadores com ALT nos bancos de sangue dos EUA (AACH et al,, 1981; ALTER ef af,,
1981; SILVERSTEIN, MULLEY, DIENSTAG, 1984). Esta avaliagio era compensadora
do ponto de vista econdmico, com um custo consideravelmente menor em relagdo ao de
tratamento dos receptores de sangue que adquirissem HPT. Nos anos 80, observou-se
aumento na iransmissdo do VHB a receptores quando estes recebiam unidades tranfusionais
com altos titulos de anti-HBc (HOOFNAGLE et al, 1978, GERLICH, LUER,
THOMSSEN, 1980). Por isto foi proposta a pesquisa do anti-HBc, também como marcador
indireto de HNANB, em bancos de sangue, visando diminuir a incidéncia de HPT em

receptores de hemocomponentes.

Apesar da freqiiente ocorréncia da hepatite NANB, a detecgdo e caracterizagio

do seu agente causador s0 foi possivel em 1989, quando o virus da hepatite C
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(VHC), foi clonado (CHOO er al, 1989) e um antigeno viral foi expresso in vitro,
tornando-se o fundamento dos ensaios de triagem do VHC (KUO et ai., 1989). CHOO et
al (1989), nos EUA, a partir de plasmas de chimpanzés contendo o agente da hepatite
NANB, construiram um banco de genes que lhes permitiu isolar um clone de DNA
complementar. Observaram os autores que este clone nfo era derivado do DNA do
hospedeiro, mas sim das moléculas de RNA presentes nas hepatites NANB, sendo,
portanto, originario do genoma do virus da hepatite NANB (CHOO et al., 1990), a qual a
partir deste momento, foi denominada hepatite pelo virus C (HVC). Este virus (VHC) €
provavelmente um flavivirus, com menos de 80 nm de didmetro ¢ parece possuir um

envelope lipidico e uma molécunla de RNA em sen genoma.

KUO et al (1989) desenvolveram ainda reagdes especificas através do ensaio
imunoenzimatico (EIA) e por radioimunoensaio (RIE), para pesquisar o anticorpo anti-
VHC, baseado em um polipeptideo sinietizado em leveduras, a partir de clones
recombinantes do VHC. Este ensaio, realizado em 7 soros gue haviam produzido hepatites
NANB em chimpanzés, detectou o anti-VHC em 6 (todos provenientes de casos cronicos
de hepatites NANB), e apenas um (proveniente de caso agudo de hepatiie NANB)
apresentou-se negativo para o anti-VHC. Prosseguindo os estudos, estes autores detectaram
o anti-VHC em 71% dos americanos, em 84% dos italianos € em 78% dos japoneses com
hepatites NANB pos-transfusionais crénicas. Esta positividade foi apenas de 15% entre
japoneses com hepatites NANB agudas ou curadas. Considerou-s¢ que esta pequena
positividade do anti-VHC, nos casos agudos ou em resolucdo, era devida a uma muito baixa
estimula¢do sobre o sistema imune, diferentemente do que ocorre nas infecgdes persistentes
ou cronicas pelo VHC. Concliiram ser o VHC ¢ mais freqliente agente etiologico das

hepatites NANB, em todas as populagdes.

1.2, O VIRUS DA HEPATIIE C

Algumas propriedades caracteristicas do VHC sfo conhecidas a partir da sna
transmissdo a chimpanzés (TABOR ef al., 1978). Sabe-se que o virus C esta presente em
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baixos titulos na maioria das pessoas infectadas (BRADLEY & MAYNARD, 1986).
Considera-se que este virus tem um envelope lipidico, com um tamanho inferior a 80 nm
(BRADLEY et al.,1985; HE et al, 1987, YUASA et al, 1991) e se relaciona com os
pestivirus ou flavivirus (BRADLEY, 1985, HE er a/, 1987). Alguns flavivirus sdo
transmitidos por artrépodes, como no caso da febre amarela e da dengue, e possuem RNA
em seus genomas. O genoma do VHC ¢é constituido de uma molécula de RNA com, no
minimo, 9.400 nucleotideos (CHOO ez al., 1989), que se distribuem continnamente em uma
ORF (open reading frame) de aproximadamente 3.000 aminoacidos. Esta regiio ORF
contém varios genes, que codificam as diferentes proteinas virais estruturais (S) e ndo-
estruturais (NS, enzimas). Como se nota na figura 1, as regiGes estruturais t€m trés partes
(C, E1 e E2), e as ndo-estruturais quatro (NS2, NS3, NS4, NS5).

As regifes ndo-codificadoras (NCR) estdo localizadas no final da ORF. Entre
todos os VHC isolados, a regido 5° NCR representa a por¢do mais conservada (93%) e
desempenha um papel importante na replicagio viral (HAYASHI ef al., 1993). Apos esta
regido, encontra-se¢ grande porgdo codificadora de uma poliproteina com 3011-3031
aminoacidos, a qual pode ser clivada em suas proteinas constituintes por proteases celulares
e virais (CHOOQ et al., 1991; KATO ez al., 1990, TAKAMIZAWA et al., 1991). A regifio C
{core) codifica as proteinas que formam o nucleocapsideo interno, que envolvem o genoma.
As regides estruturais E1 e E2 (NS1) codificam proteinas que formam o envelope lipidico
do virus (SHERLOCK & DUSHEIKO, 1991),

A similandade observada entre a regiio 5' do genoma do VHC e a
correspondente dos flavivirus (HAN ez al., 1991, MILLER & PURCELL, 1990) tem levado
a especulagdes sobre uma possivel transmissio do VHC por picadas de insetos, sem ter
havido, contudo, confirmagiio deste fato.
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Organizacao genomica do RNA - VHC
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Figura 1. Organizacio basica do genoma do virus da hepatite C: pesos moleculares ¢
fungdes das proteinas virais e antigenos associados as regides ndo-codificadoras e

codificadoras.

Legenda da figura 1

OREF - Fase aberta de leitura

NCR - Regido ndo-codificadora

NS - Regido que codifica proteinas ndo-estruturais
E - Regifio que codifica proteinas do envelope viral

C - Regido que codifica proteinas do nucleocapsideo viral
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1.3. EFIDEMIOLOGIA DO VHC

O VHC se distribui universalmente. A prevaléncia da infecgiio na populagio
varia amplamente, sendo de 0,3% na Bélgica (De GROOT, 1991); 0,7% na Holanda (VAN
DER POEL ef al, 1990) e 14,5% em Camardes (NGATCHU, STROFFOLINI &
RAPICETTA, 1992). De maneira geral, nos EUA e nos paises europeus, estes indices sio
menores que 1%, sendo excegdo a Espanha, onde séo encontrados percentuais de infeccao
de até 2,2% (ESTEBAN er al, 1989). No Oriente, prevaléncias ao redor de 1,5% sdo
encontradas no Japdo (WATANABE ef al,, 1990). Em Taiwan, que apresenta altissimas
taxas de infecgdo pelo VHB, a prevaléncia do VHC é menor que 1% (CHEN et al., 1990).
No Brasil, em doadores de sangue da cidade de Campinas, observou-se prevaléncia de

2,1% com testes imunoenzimaticos de 1° geragiio (GONCALES Jr. ef al., 1993a).

1.4. TRANSMISSAQ POR SANGUE E DERIVADOS

A transmissdo do VHC se faz principalmente pelo sangue e seus derivados,
sendo o principal agente etiologico das hepatites pds-transfisionais no mundo (ALTER ef
al., 1989b; ESTEBAN et al., 1990). Em Campinas, Sio Paulo, a incidéncia das hepatites
pos-transfusionais, antes da pesquisa rotineira do anti-HCV, na triagem sorologica dos
doadores de sangue, era de 16,2%, sendo cerca de 89% dos casos associados ao VHC.
Acredita-se que a pesquisa obrigatéria do anti-HCV, na triagem sorologica dos bancos de

sangue brasileiros, diminuira sensivelmente esta incidéncia (GONGALES Jr. ef al., 1993c).

A presenga do anti-HCV em torno de 60 a 80% dos hemofilicos e de 50 a 70%
dos usuarios de drogas endovenosas, mostra bem o potencial do sangue de transmitir esta
virose (ZUCKERMAN, 1989). Existem mais usuarios de drogas com infecgiio ativa pelo
VHC do que com o VHB, pois 25% deles apresentam seqiiéncias de RNA do VHC em seus
soros (SIMMONDS et al., 1990), contra 12% de soropositivos para o HBsAg (VAN DER
POEL et al., 1990).
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1.5. OUTRAS VIAS DE TRANSMISSAO

Os parceiros sexuais de individuos infectados pelo VHB sdo considerados como
pertencentes a grupos de risco para a aquisigao deste virus (KOFF et. al., 1977, WRIGHT,
1975), bem como aqueles individuos com grande nimero de parceiros sexuais (ALTER
et al., 1986). Embora a atividade sexual tenha sido implicada na transmissdo da infecgdo
pelo VHB, ela ndio tem sido claramente responsabilizada como passivel de transmitir o
VHC (EVERHART et. al, 1990; EYSTER et al, 1991; TOR et al., 1990). Mesmo nas
populagbes de risco para aquisicio de viroses transmitidas sexualmente, atendidas em
clinicas especializadas, a transmissdo sexual do VHC ¢ infreqiiente (BENAMOUZIG,
EZRATY, CHAUSSADE, 1990) e o acometimento, quando ocorre, faz-se
predominantemente pelo uso de drogas endovenosas (WEINSTOCK et. al., 1993).

Nos grupos de homossexuais hiperativos e de prostitutas, a infec¢ao pelo VHC
ndo € encontrada com a mesma freqiéncia que a pelo VHB (EVERHART ez. al., 1990;
MELBYE et. al., 1990). Isto pode estar relacionado com a baixa viremia que comumente se
observa nos infectados com o VHC. Apesar de nio se descartar a transmissdo sexual do
VHC, esta ndo parece ser relevante na epidemiologia da doenca. Qutras vias de transmissio
do VHC tém sido consideradas, sendo descrita a transmissdo deste virus pela saliva (ABE
& INCHAUSPE, 1991) e através de mordida humana (DUSHEIKO, SMITH, SHEVER,
1990). A saliva poderia, portanto, teoricamente, representar um veiculo de transmissio

intrafamiliar da hepatite C.

Alguns estudos tém mostrado que a infecgdio pelo VHC se desenvolve em 13%
das criangas nascidas de mies anti-HCV reagentes (CILLA ef. al., 1992; LAM ef al., 1993;
RODOUT ef al,1993; WEJSTAL ef al., 1992). O risco de transmissiio do VHC ao
recém-nascido estd diretamente relacionado ac nivel de viremia materna. Qutra observagio
interessante € que as mies infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humapa (HIV) tém
maior potencial de transmitir o VHC a seus fithos do que as maes sem imunodeficiéncia.

Este maior potencial de transmissibilidade do VHC, entre individuos co-infectados pelo
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HIV, talvez seja devido ao aumento dos niveis virémicos do VHC nas mies, resultante da
tmuno-supressdo pelo HIV (GIOVANNINI ef al., 1990).

1.6. ASPECTOS CLINICOS DA HEPATITE C
1.6.1. Periodo de incubacéo

O periodo de incubagido meédio da hepatite por virus C pode ser medido nos
individuos com hepatite pos-transfusionais e tem sido estimado entre 50 e 71 dias (ALTER
et. al., 1989¢c, ESTEBAN ef. al., 1990; GONCALES Jr. ef. al., 1993b).

1.6.2. Hepatite C aguda

Como na hepatite B, os sintomas de fraqueza, cansag¢o, anorexia, nauseas,
vomitos e dor no hipocondrio direito podem estar presentes em tomo de 25 a 50% dos
casos, sendo uma infecgdo assintomatica a apresentagio usual desta hepatite. Em 75% dos
casos, a hepatite C ¢ anictérica e somente as dosagens de ALT e AST podem indicar, ao
clinico, a ocorréncia de uma infecco aguda. Mesmo quando presentes, os sintomas usuais

da hepatite C sdo indistingiiiveis dos observados nas hepatites causadas pelos virus A ou B.

Raramente a hepatite C tem um curso fulminante ¢ o VHC tem sido colocado
numa posigdo intermediaria, entre o VHA e VHB, como agente responsavel por esta forma
de evolugio da doenga (FAGAN & WILLIAMS, 1990). Enquanto a hepatite B, em sua
forma aguda, menos frequentemente, tem duragdo superior a 6 meses, tende-se a considerar
que a hepatite C, em sua forma aguda, pode se apresentar com discretas alteracdes de
ALT/AST até 9 meses apos o seu inicio. Aqueles individuos, que persistirem com aumento
de transaminases por mais de 9 meses, deverdo ser submetidos a bidpsia hepatica para
avaliar-se uma possivel evolugdo para hepatite cronica (GONCALES Jr & BARRAVIERA,
1995).
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1.6.3. Hepatite cronica

Como regra geral, considera-se que 50%(ALTER et af., 1989b; RAKELA &
REDEKER, 1979, REALDI ef al.,1982) a 80 % (ESTEBAN et al 1991) dos individuos
com hepatite C aguda evoluirdo para cronicidade. Esta passagem ¢ clinicamente inaparente,
¢ normaimente s4 se observam elevagdes persistentes nos niveis séricos das transaminases.
O padrio de aumento das transaminases varia de individuo para individuo. Alguns
pacientes manterdo uma elevagio continua nos niveis de ALT, enquanto outros
apresentardo periodos de normalizagfio, intercalados com outros de aumento da atividade
destas enzimas (FARCI ef @/, 1991). De maneira geral, os niveis séricos de ALT/AST sdo
bem menores que os observados na fase aguda da doenca. Com freqiiéncia, observamos
doentes que apresentam dosagens de transaminases repetidamente normais, por periodos
prolongados, durante a evolugio do quadro de hepatite cronica (ALBERTI et al., 1992).
Considera-se que a evolugio para cirrose hepitica ocorra em cerca de 20 a 50% dos doentes
€ e processara em um periodo de 10 a 30 anos (ALTER, 1990; DAVIS ef al., 1989). A
cirrose, quando se desenvolve, também ¢ clinicamente silenciosa. Os sinais de insuficiéncia
hepatica grave sdo manifestacGes que ocorrem tardiamente nesta doenga. Este curso lento
se acompanha de flutuagdes dos niveis de transaminases séricas. As elevagdes de ALT

devem representar periodos de viremia, associados a maior grau de necrose hepatocitica.

Quando a cirrose se estabelece, aumentara o risco do desenvolvimento de
hepatocarcinoma nos dez anos seguintes (KIYOSAWA ef al., 1984). Atualmente, existem
varias evidéncias de que o VHC ¢ o responsavel pelo aumento no mimero de
hepatocarcinomas, e que responde por maior nimero de casos como agente etiologico desta
neoplasia no Oriente ¢ no Japdio, em particular (SIMONETT! ef o, 1992).
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1.7. DIAGNOSTICO LABORATORIAL
1.7.1. Diagnéstico laboratorial inespecifico

Os principais exames laboratoriais inespecificos, utilizados pelo clinico para
diagnosticar ¢ acompanhar a evolugdo da hepatite pelo virus C, sio os niveis de
aminotransferases, especialmente a ALT. Estas dosagens, muitas vezes, nao se
correlacionam com as extensas lesoes observadas no estudo histopatolégico de determinado
paciente, podendo flutuar durante o evoluir da doenga (SCHMILOVITZ-WEISS er al.,
1993). Como regra geral, nas hepatites C agudas os niveis iniciais de ALT variam de 400-
800UY/1 e tendem 2 se normalizar em um periodo de 45 a 60 dias, podendo, no entanto,
persistir elevados por até 9 meses, nos casos de hepatites agudas prolongadas (VAN DER
POEL, CUYPERS, REESINK, 1994).

Outras provas utilizadas para o diagnéstico de hepatopatias, como a fosfatase
alcalina e o gamaglutamil transferase, tém pouco valor diagnéstico, embora possam estar
elevadas nos casos de hepatites colestdticas. As dosagens das bilirrubinas podem ser iiteis
nos casos de hepatites agudas ictéricas. Quanto s globulinas, mesmo nos casos de hepatite
cronica pelo virus C, nfio se observam aumentos nos seus niveis séricos (GONCALES Jr &
BARRAVIERA, 1995). As alteragbes dos fatores de coagulagio nio estio presentes nos
quadros usuais de hepatite C, aguda ou crdnica sem insuficiéncia hepatica (ANNICCHINO
- BIZZACCHI et al., 1993).

1.7.2. Diagnéstico laboratorial especifico

A pesquisa de infecgio pelo VHC se baseia em dois tipos de testes: os que
detectam anticorpos contra o virus da hepatite C, como no ensaio imunoenzimatico (E1A) e
no “immunoblot” recombinante (RIBA), ¢ os testes que pesquisam a presenca do RNA do
VHC pela reagio da transcriptase reversa e reagiio em cadeia da polimerase (RT-PCR).
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Virios testes sorologicos foram desenvolvidos com base na seqiéncia de
nucleotideos do genoma do VHC. Os primeiros ensaios (1° geragdo) detectavam a presenga
do anticorpo anti-VHC através do método de EIA, usando como antigeno um polipeptideo
recombinante, ndo-estrutural (c100-3), que resulta da unido do clone 5.1.1 com outros
clones. Este antigeno ¢ composto de 517 aminoacidos e originario da regidio NS4 do
genoma viral. O antigeno recombinante do VHC, utilizado nestes testes, foi produzido em
leveduras (antigeno ¢100-3) e em culturas Escherichia coli (antigeno 5.1.1) e representam a
regido ndo-estrutural (NS4) do genoma viral (CHOO et al., 1989; 1990 ).

Um dos achados mais importantes com o teste de 1* geracdo (EIA-1), para a
pesquisa do VHC, foi a constatagdo da alta propor¢do de casos anti-VHC positivos, de
transmissdo parenteral. Contudo, reagGes inespecificas para o teste de EIA de 1* geracio
foram descritas, ¢ davidas surgiram quanto a4 validade diagnostica do mesmo
(MACFARIANE ef al, 1990; WONG ez al, 1990). Com o intuito de melhorar a
sensibilidade do teste de EIA para o anti-VHC, introduziu-se um epitopo estrutural (c22-3)
¢ um epitopo ndo-estrutural (c33c) aos antigenos do ensaio de 1* geragiio, ¢100-3 e 5.1.1.
(VAN DER POEL ef al., 1991). O novo teste de EIA, contendo quatro porgbes antigénicas
do VHC, foi denominado teste de 2° geragio (EIA-2) para pesquisa do VHC.

De acordo com ALTER (1991), o EIA-2? geracdo apresenta uma sensibilidade
elevada, como demonstram em estudos com pacientes que adquiriram hepatite NANB, a
partir de doadores infectados. Em estudo prospectivo, este autor demonstrou que a
re-andlise de amosiras de doadores anti-VHC positivos, com EIA de 22 geragio, aumentou

de 75% para 89%. a proporgdo de casos de HVC identificados.

O diagnostico de infecgdo pelo VHC, baseado no EIA, apresenta problemas na
detecgBo de grande porcentagem de casos agndos da doenca, pois nesta situagio geralmente
ocorre soroconversdo tardia para o anti-HCV. Desde os estudos com os testes de
1" geragdo, o anti-HCV foi detectado em apenas 15% dos casos de hepatite NANB agudas
(KUO er al., 1989). Esta pequena positividade nos casos agudos foi explicada pela baixa

estimulagéo viral sobre o sistema imune, diferentemente do que ocorre nas infecgdes
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crénicas pelo virus C. Em casos de hepatites pds-transfusionais, ¢ possivel medir-se o
tempo decorrido entre o inicio do quadro agudo e 0 aparecimento dos anticorpos anti-HCV,
no soro dos doentes. Este tempo médio de soroconversiio foi de 154 dias, nos EUA
(ALTER et al.,, 1989¢c), de 101 a 132 dias na Espanha, (ESTEBAN et al., 1990) e de 135
dias, no Brasil (GONCALES Jr. et al., 1993b).

A especificidade do teste também € um determinante critico, nas triagens de
doadores de sangue ou em populagdes de baixo risco. Em estudo prospectivo com soros
estocados, ALTER (1991) mostrou que o teste de EIA de 2* geragio tem uma
especificidade superior a 90%, quando usado para testar pacientes que adquiriram hepatites
NANB a partir de doadores infectados. O teste de 2° geragio permite diagndstico mais
precoce da infecgdo pelo VHC, pois os anticorpos dirigidos contra a proteina do core (anti-
¢22) aparecem antes dos anticorpos contra a proteina ¢100-3 (DOURAKIS et al., 1992).
Assim, embora tenha ocorrido methora substancial no diagnéstico da HCV, com os testes
de EIA de 2° gerag8o, uma elevada freqiiéncia de falsos-positivos ainda tem sido observada.
Estes falsos-positivos tém sido atribuidos & anticorpos contra superoxido dismutase (SOD)
segundo IKEDA ef al. (1990), a fatores reumatdides (THEILMAN ef al, 1990) ¢ &
hipergamaglobulinemia, geralmente em associagio com doengas hepdticas auto-imunes
(LENZI et al, 1990). E claro que falsos-positivos diminuem a especificidade e os falsos-
negativos afetam a real sensibilidade dos testes de 2° geracio (BOUDART, 1990; LAU et
al,1993; MARTELL ef af, 1992). Em vista disto, foram desenvolvidos os testes
suplementares como “immunoblot” recombinante (RIBA), com intuito de se melhorar a

triagem sorologica para a HVC .

O RIBA ¢ um ensaio realizado sobre fitas de nitrocelulose, que contém bandas
com proteinas do VHC: o de 1° geracdo (RIBA-1) inclui o antigeno original 5.1.1., o ¢100-
3 ¢ uma banda de superoxido dismutase (SOD), que serve de controle; o RIBA-2 (2°
geracdo), além dos antigenos 5.1.1., ¢100-3 e SOD, incluem os antigenos c33¢ e ¢22 (VAN
DER POEL et al, 1991). Ambos (RIBA-1 ¢ 2) tém sido considerados como testes
complementares, ¢ ndo confirmatorios da HVC, devido s suas semethangas antigénicas

com o teste de EIA, utilizado em triagens, (Fig.2), no entanto, sdo utilizados para




discriminar os resultados falsos-positivos dos verdadeiros positivos obtidos com o teste de
EIA. Quando existemn evidéncias clinicas e laboratoriais de infecgio pelo VHC, o RIBA
geralmente confirma os resultados do EIA. Em contraste, na auséncia destas evidéncias
clinicas e laboratoriais, como ocorre em doadores de sangue, o0 RIBA confirma,
inicialmente, somente 75% dos casos (MENITOVE, RICHARDS, DESTREE, 1990).
Assim, o RIBA se torna um teste importante na identifica¢do dos individuos que foram

infectados pelo VHC.

ESTEBAN ef al.(1990) demonstraram que aproximadamente 80 a 90% dos
doadores RIBA-reagentes transmitem HVC para os receptores de sangue. Quando somente
um dos antigenos do RIBA reage contra os anticorpos do soro testado, computa-se o
resultado como RIBA indeterminado, o qual pode refletir estadios iniciais da infecgdo, ou
mesmo, indicar individuo cronicamente infectado que wvai persistir com RIBA
indeterminado por longe tempo (EBELING; NAUKKARINEN, LEIKOLA; 1990).
Recentemente, um teste de EIA de 3 geragiio (EIA-3) foi desenvolvido utilizando como
antigenos a proteina ¢22 do core e proteinas das regides NS3, NS4 ¢ NS5 (VAN DER
POEL et al, 1993). Este teste apresenta 90 a 100% de sensibilidade ¢ 99,8% de
especificidade. Podem, ainda, aparecer resultados falsos positivos, principalmente em
populagbes de baixo risco, como os doadores de sangue. Este teste de 3* geracio € a base,
também, do RIBA-3. Uma alta propor¢io de individuos positivos pelo RIBA-3 sio
virémicos, quando testados pelo PCR (CRAXI ef al., 1994),
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Figura 2. Detecgio do VHC por “immunobiot” (RIBA).

A PCR ¢ um método de biologia molecular que permite a produgio de grande
guantidade de fragmentos especificos de DNA a partir de substratos complexos e em
conceniragGes diminutas. Basicamente, possibilita a amplificagio de um fragmento
especifico de DNA, cuja concentragio final excede em milhares de vezes 4 do restante do
DNA presente na amostra analisada (SAIKI ez al, 1988). De maneira suscinta, esse
procedimento consiste em repetidos ciclos de sintese de DNA por meio de dois “primers”
ou iniciadores, com orientagdes opostas, isto €, dois segmentos de aproximadamente 20
nucleotideos, com seqii€ncias complementares as duas extremidades do fragmento-alvo e
levados a efeito por reacdo enzimdtica mediadas por uma polimerase, com atividade em
elevadas temperaturas, servindo como exemplo a Tag polimerase (ERLICH, GELFAND,
SNINSKY, 1991).

Cada ciclo da reag@io de amplificagdio é constituido por trés fases distintas: 1)
separagio das hélices do DNA a ser amplificado; 2%) ligagdo complementar entre os

“primers” ¢ 0 DNA e 3°) sintese do DNA pela 7ag polimerase. A orientagiio dos “primers”’
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faz com que a sintese de DNA ocorra na regido interna, entre eles. Assim o produto de
extensdo do “primers” € utilizado como substrato para o outro, resultando em cada ciclo, na
duplicagdo da quantidade de DNA sintetizada na fase precedente. Desta forma, o namero
de copias do fragmento alvo tem um crescimento exponencial, o que faculta, no final de 30
ciclos, aumentos da ordem de 10° copias, partindo-se de uma unica molécula (PEAKE,

1989; WRIGHT & WYNFORD, 1990}

A grande sensibilidade da PCR, que a transforma em poderosa arma na
detecgio de pequenas quantidades de particulas de DNA, tem como contrapartida um
grande problema: a contaminagio por produtos de uma reagio prévia da PCR durante o
manuseio das amostras. Esse problema € particularmente acentuado no exame de amostras
microbiologicas, no qual, a quantidade de substrato é, em geral, pequena (COSTA &
COSTA, 1992). Existem protocolos especiais para reduzir a contaminagio que inclui, entre
outras medidas, a utilizagdo de laboratorios, equipamentos e reagentes separados para
procedimentos pré e pos-reacdo da polimerase, além de limpeza escrupulosa do material e
utilizagio de enzimas que destruam todo DNA residual apds a reagio (KWOK &
HIGUCHI, 1989).

A PCR tem sido largamente utilizada para diagnostico de doengas
hereditarias(como anemia falciforme e hemofilia), em colagenoses (lipus eritematoso
sistémico ¢ artrite reumatoide), em medicina forense (exclusdo de paternidade, investigagio
de material bioldgico apds ato criminoso), e na detecgio de agentes infecciosos (HIV,
citomegalovirus, papilomavirus, VHB, VHC e etc.).

Alguns estudos tém sido desenvolvidos para pesquisar a presen¢a do VHC
através da técnica de PCR em soros (LAZIZI, ELFASSI, PILLOT, 1992; NISHIGUCHI ef
al., 1992; NOVATI ef al., 1992; GARSON et al., 1990a) e em tecidos (FONG et al_, 1991,
SHIEH ef al., 1991). LAZIZI ef al. (1992) destacaram a PCR, por ser um teste direto, mais
sensivel que os testes imunologicos para diagnosticar a infeccdo pelo VHC e se constitui na
methor prova para diferenciar os resultados verdadeiramente positivos dos falsos positivos

para o anti-VHC.




A pesquisa do RNA do virus da hepatite C tem sido utilizada principalmente
nos individuos com RIBA indeterminado, na detecgdo precoce de diferentes casos de
hepatites: pos-transfusionais (pois 0 mesmo se positiva de 5 a 10 dias apos a transfusio);
com sorologia negativa para o VHC pelo EIA; de transmissdo vertical, casos de hepatites
de possivel etiologia auto-imune e em grupos que podem apresentar testes positivos devido
a outros fatores, como alcodlatras e hemodialisados (TINE e al., 1991). NISHIGUCHI
et al. (1992) observaram a ocorréncia de resultados falsos positivos, para o anti-VHC, pelo
EIA, em individuos com hepatites auto-imunes. Estes resultados falsos positivos podem ser
devidos a infeccdes prévias pelo VHC, ou podem representar reagdes cruzadas com
epitopos do VHC. Em trabalho de transmissdo vertical, NOVATI et al. (1992) concluiram
ser a PCR o principal instrumento para o diagnostico direto e precoce da infecgdo pelo

VHC em neonatos.

O teste de PCR quantitativo pode ser utilizado para monitorar a terapéutica
antiviral, pois mede a carga infectante (LAU ef al., 1993). Sabe-se que esta carga viral
guarda relacdo direta com as alteragdes histologicas € com o potencial de transmissio mie-
filho (OHTO et al., 1994; WEJSTAL ef al., 1992). Tanto a quantificagio dos niveis de
RNA do VHC como a genotipagem tém sido importantes para avaliagio da terapéutica e da
evolugdo da doenga (HAGIWARA ef a/., 1993; YOSHIOKA et al., 1992).

FONG et al. (1991), descreveram um método que detecta os filamentos
positivos (génomico) e negativos (replicativo) do RNA do virus da hepatite C, usando a
PCR. Foram testados soros e fragmentos de tecidos hepaticos de nove pacientes com
hepatite crénica C. O filamento positivo (do RNA do VHC) foi detectado no soro e tecido
hepatico de todos os pacientes, enquanto o negativo, no tecido hepético € no soro,
respectivamente, em 89 e 55% dos casos. Em conclusdo, a presenga ou auséncia dos dois
filamentos do RNA. do VHC no tecido hepatico podem ser utilizados como marcadores da
resposta & terapia antiviral, em particular, para avaliar o tempo e eficacia da mesma.
Trabalhando com a técnica de PCR seguida de “Southern Blotting” para detecgio do VHC,
no tecido hepatico, SHIEH et al. (1991} concluiram que este método revela informacdes
valiosas sobre o diagnostico da infecgdo e da patogénese da hepatite crénica pelo virus C.

Pelo exposto, a PCR constitui-se num importante instrumental para um correto diagnéstico
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de infecgdes pelo virus da hepatite C, bem como, para medir a eficacia do tratamento anti-
viral, além de constituir-se, enquanto método diagndstico, num grande avango para um

melhor entendimento das doengas infecciosas.

Alguns métodos atuais buscam detectar o antigeno do VHC nos tecidos
afetados. Entre os testes propostos encontram-se as técnicas de hibridizacdo in situ, PRC in

situ € imuno-histoquimica.

A técnica de hibridizagio in situ (HIS), consiste na detecgio intracelular de uma
seqiiéncia de DNA-alvo pela introdugdo de uma sonda especifica de oligonucleotideos
marcada. Apesar dos varios trabalhos encontrados na literatura, a detecgiio do VHC-RNA
por hibridizagdo in situ parece ainda uma meta dificil de se alcangar.(YAMADA et al,
1993}. Os resultados parecem conflitantes em muitos aspectos; no que concerne ao tipo e
proporgio de células infectadas pelo VHC, na distribui¢o intracelular do RNA-VHC, na
associagdo topografica com as células lesadas e na quantidade de seqiiéncias gendmicas e
suas fitas replicativas intermediarias. Assim, como conseqiiéncia, ha vérias dividas acerca
da especificidade dos dados encontrados (NEGRO et al., 1992).

O termo PCR in situ (PIS) refere-se a direta incorporagio do nucleotideo
marcado dentro do produto da PCR na célula. Isto contrasta com hibridiza¢gio em PCR in
situ (HPIS), pois o produto da PCR ndo é marcado, sendo detectado sé posteriormente pela
adi¢do de uma sonda especifica marcada (HIS). A hibridizagdo em PCR in situ apresenta-se
como a melhor op¢do para detecgio do DNA viral em tecido, pois refme a extrema

sensibilidade do PCR e a capacidade de localizago celular da hibridizacio in situ.

Estudos do VHC com hibridizagio em RNA- ¢cDNA in situ sugerem que o
RNA viral n&o € encontrado em células inflamatérias ou no epitélio do ducto biliar lesado,
mas sim em hepatécitos periportais espalhados (NUOVO & BECKER, 1995). Um estudo
de NEGRO ez al. (1992) mostrou que o RNA viral pode ser detectado por hibridizagio i

situ, logo apos a infeccdo, mas ndo foi capaz de detecta-lo no figado de chimpanzé, trés
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semanas apos o inicio da mesma. Estes dados sugerem que o niimero de copias virais deve
decrescer com a progressdo da doenga. Um estudo, onde foram comparados os resultados
da hibridizacio em RNA-cDNA in situ com o cDNA amplificado pela PCR, sugere que ¢
possivel detectar, pelo uso da RT-PCR iz situ,a presenca do cDNA viral quando o nimero

de copias estd abaixo do limite de detecgio para hibridizago in situ (NUOVO et al., 1993).

O método de imuno-histoquimica permite a identifica¢o in sity do antigeno na
célula ou componentes teciduais, incluindo produtos de secrecSes, com base na interagdo
especifica do antigeno-anticorpo, que pode ser visualizada pela marcagio apropriada,
através do microscopio optico ou do eletrdnico. Os marcadores usados para visualizagio
sdo pigmentos fluorescentes (imunofluorescéncia), enzimas (método imunoenzimatico),
substéncias eletrodensas, particulas sensiveis 4 luz e imunocitoquimica para microscopia
eletrdnica (ouro coloidal, ferritina) e outras particulas. KRAWCZINSKI ef al. ( 1992)
identificaram a presenga do VHC em tecido hepatico de chimpanzé e humano, pela técnica
de imuno-histoquimica, usando como marcador o isotiocianato de fluoresceina, associado a
fragdo de imunoglobulina G, de soro de chimpanzé ¢ humano fortemente positivo para o
VHC. O antigeno foi localizado no citoplasma dos hepatécitos de 100% dos chimpanzés
com hepatites agndas, em 50% dos animais com infecgdes cronicas, e em aproximadamente
92% dos pacientes com hepatites cronicas pelo VHC. Destacaram também que uma

proteina da regido NS3 foi o componente hepatocelular mais proeminente.

YAP et al. (1992), para detectarem o VHC em tecido hepatico, investigaram a
imunorreatividade para um anticorpo monoclonal em tecido hepatico congelade de
chimpanzé e pacientes com hepatites cronicas NANB. O anticorpo  monoclonal foi
desenvolvido em camundongo imunizado com polipeptideo sintético, derivado do core do
VHC. O antigeno foi demonstrado como grimilos citoplasmaticos em namero varidvel,
porém, exclusivamente nos hepatdcitos, em 75% dos pacientes com hepatites cromnicas
NANB, que apresentavam resultados positivos para o anti-VHC ¢ VHC-RNA. A nio-
reatividade em 25% dos tecidos hepéticos de pacientes, com hepatites cronicas e que
apresentavam VHC-RNA e anti-VHC positivos, foi atribuida & concentragiio viral abaixo

do limite de detecgdo para a técnica de imuno-histoquimica enzimatica,
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No estudo de WELLMANN ef al. (1994) a detecgdio ¢ localizagio de um
antigeno citoplasmatico ndo-estrutural do VHC foram realizadas por imuno-histoquimica,
estudando-se cortes de bidpsias hepaticas fixados em formalina e parafinados. Utilizaram
como anticorpo monoclonal o TORDIJI-22 dirigido diretamente contra a regido NS4. A
imunorreatividade foi detectada pela presenca de granulos citoplasmaticos em 73% dos
pacientes com hepatite crdnica e em 100% dos pacientes com hepatite aguda, ndo sendo
demonstrada reag@io cruzada com hepatite B ou cirrose biliar primaria. O fato da baixa
detecgdio do antigeno do VHC, por esta técnica, parece dependente da reduzida taxa de

replicagéio viral, que ocorre em pacientes com hepatite cronica NANB.

O desenvolvimento ¢ padronizagio destes métodos sdo importantes ferramentas
para o diagnostico e reconhecimento do VHC em bidpsias hepaticas, indispensaveis para

determinacdo das causas ¢ efeitos desta doenga.
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2. OBJETIVOS




1 - Desenvolver e padronizar a metodologia para diagndstico laboratorial de infecgdo pelo

VHC, pela técnica da RT-“nested” PCR, em soro de individuos com hepatites cronicas,

2 - Usando a RT-“nested” PCR, investigar a presen¢a do RNA do VHC na amostra de

doadores voluntarios de sangue;

3 - Estabelecer as associagbes entre os resultados obtidos com o teste do RT-“nested” PCR,

com o teste de EIA e com o RIBA, em individuos selecionados, acometidos pelo VHC,

4 - Avaliar a eficiéncia dos testes de triagem na prevengiio da transmissio do VHC nas

transfusdes de sangue;

5 - Estabelecer as associagdes entre os testes de EIA, RIBA e RT- “nested” PCR e os

achados histopatolégicos observados nas bidpsias hepiticas.

6 - Detectar pela técnica de imunofluorescéncia e imuno-histoquimica, em cortes de tecido
hepatico parafinado, os marcados teciduais para o VHC, utilizando-se um anticorpo

monoclonal especifico.
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3. CASUISTICA E METODOS




3.1. CASUISTICA
3.1.1. Selecfio da amostragem

No presente estudo, no periodo de janeiro de 1994 a2 dezembro de 1995, foram
analisadas 196 amostras de soro. Deste total, 178 foram selecionadas a partir de uma
populacio de doadores de sangue voluntérios, do Centro de Hematologia e Hemoterapia da
Unicamp (Hemocamp), e as outras 18 foram coletadas de pacientes atendidos no
Ambulatério do Grupo de Estudos das Hepatites, da Disciplina de Doengas Infecciosas da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, para investigagio diagndstica.

Inicialmente, todas as amostras dos doadores de sangue foram processadas
pelos métodos de triagem do Hemocamp, segundo as normas técnicas estabelecidas pelo
Ministério da Salde, na Portaria 1376 de 19 de novembro de 1993. As amostras de
doadores de sangue selecionadas, apresentavam resultados sorologicos negativos para o
antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) e anticorpos anti-core do virus da
hepatite B (anti-HBc); para os anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia humana HIV),
para anticorpos anti-virus linfotrépico de celulas T humanas (anti-HTLV); para anticorpos
anti-7. cruzi ¢ para anticorpos anti-7. pallidum. Dos 178, 147 (82,6%) apresentaram-se a
triagem para o anti-VHC com resultados repetidamente reagentes, e os 31 (17,4%) restantes
eram anti-VHC repetidamente negativos, com niveis de ALT normais, portanto sem
alteragdes laboratoriais que indicassem hepatopatias. Consideraram-se estas 31 amostras
como grupo controle do estudo. Assim foram excluidos da amostragem doadores de sangue
que apresentavam outras infecgdes associadas a0 VHC e também com resultados do teste
de triagem inconclusivos para este virus. As 18 amostras de pacientes que participaram do
estudo eram negativas a pesquisa de anti-HIV e foram investigadas sorologicamente para os

diferentes tipos de hepatite, de acordo com a avaliagiio clinica.

Todos os doadores com resultados soroldgicos positivos para o VHC foram
encaminhados a0 Ambulatério do Grupo de Estudos das Hepatites para avaliacdo clinica.
Apos triagem clinica dos pacientes, procedeu-se a coleta dos exames laboratoriais e

anatomopatolégicos de acordo com a conduta médica. As amostras de sangue foram
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colhidas em “vacutainer” e centrifugados & temperatura ambiente, com intervalo maximo
de 4 horas para processamento, € os soros foram distribuidos em duas aliquotas de Iml
cada, em microtubos para 1,5ml. Uma aliquota foi estocada primeiramente a 4°C, antes da
aplicagdo e durante a execugdc dos testes para VHC, EIA, ALT (media de tempo a 4°C - 24
horas) e em seguida, estocada em “freezer” -20°C para posterior andlise do RIBA. A
segunda aliquota foi imediatamente estocada em “freezer” -20°C até analise subseqiiente da

RT-PCR para o VHC e seqtienciamento.

A indicacdo da biopsia obedeceu a critérios clinicos e laboratoriais pré-
estabelecidos pela equipe médica do Grupo de Estudos das Hepatites da Disciplina de
Doengas Infecciosas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp A coleta do material
da bidpsia hepatica foi feita por pungdo percutdnea, segundo critérios padronizados de
acordo com padrdes éticos exigidos. O fragmento de tecido hepatico colhido foi colocado
em formalina 10% e encaminhado ao Departamento de Anatomia Patologica da mesma
Faculdade para processamento, de acordo com a rotina. Do grupo de 147 doadores de
sangue acompanhados ambulatorialmente, 121 (82,3%) foram submetidos a biopsia

hepitica durante o processo de investigago clinica.

Do total de 178 doadores voluntarios de sangue selecionados, 163 {91,6%)
eram do sexo masculino e 15 (8,4%) do feminino. Por outro lado, entre os pacientes,
encontraram-se 8 (44,4%) do sexo masculine e 10 (66,6%) do sexo feminino. A baixa
porcentagem de individuos do sexo feminino estudada na amostragem de doadores de
sangue ¢ justificada pelo fato de que, no Hemocamp, apenas 17% das bolsas de sangue
coletadas provém de doadores do sexo feminino (dados levantados junto a Secio de
Informatica do Hemocamp). A distribuiggo dos grupos, segundo a vanavel idade, foram

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Distribuigio dos grupos segundo a variavel idade

~Tamanho do grupo 8 147 31

Mediana 34,5 33 33

Desvio 96 8,2 8,6

Minimo 18 19 18

Maximo 53 59 49
3.2. METODO

3.2.1. Andlise sorolégica
3.2.1.1. Ensaio sorologico

O teste de triagem utilizado para a detecgio do VHC foi o ensaio
imunoenzimatico (EIA 2nd geragio-ABBOTT Laboratories, North Chicago,IL) que contém
antigenos recombinantes do VHC derivados dos genes nfio-estruturais (5.1.1., ¢100.3 da
regido NS4 e c33c¢ da regido NS3) e estrutural (c22.3 da regifio do nucleocapsideo).

Resumidamente, foram pipetados 10ul de soro, em cada cavidade da placa
numerada, e adicionados 400ul do diluente da amostra. . Apés diluigdo, fez-se a incubacio
das amostras com uma esfera de poliestireno recoberta com antigenos recombinantes do
VHC, a 40°C, durante uma 1 hora. Neste estigio, as amostras que continham anticorpos
ligaram-se 2 esfera recoberta com antigeno. Todos os residuos nio-unidos i esfera foram
eliminados das placas através de lavagens com 4gua destilada ou deionizada. Detectaram-se

as imunoglobulinas humanas que se ligaram 4 fase sélida, incubando-se o complexo esfera-
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antigeno-anticorpo, com 200u! de uma solugdo que contém anticorpos de cabra, dirigidos
contra as imunoglobulinas (cadeias pesadas e leves) humanas marcadas com peroxidase de
rabano. Apds o periodo de incubagdo, 30 minutos a 40°C, eliminou-se o conjugado
enzimatico nao-ligado, através de lavagens com agua destilada ou deionizada. Em seguida,
as esferas foram transferidas para tubos numerados e adicionaram-se 300l de uma solugio
de substrato o-feniletilenodiamina 2HC] (OPD) que contém perdxido de hidrogénio e fez-se
a incubagio no escuro, por 30 minutos, 4 temperatura ambiente. Neste periodo houve uma
reagdo de oxidagdo do substrato pela enzima, que resultou em uma reacdo colorimétrica.
Depois da incubacio, observou-se uma coloragio amarelo-alaranjada, cuja intensidade foi
diretamente proporcional a quantidade de anti-VHC unido a esfera. A reagdo enzimatica foi
bloqueada pela adigdo de 1ml de acido sulfiarico 1N, submetendo-se as amostras & leitura
no espectrofotbmetro a 492nm. Incliiram-se dois controles positivos e trés negativos por
rotina, ¢ o valor do “cut off” (corte) foi calculado como a média dos controles negativos
mais a meédia dos positivos mutiplicadas por 0,25. A anilise dos resultados obedeceu
criterios baseados nas leituras de densidades épticas das amostras em relagdo ao valor de
“cut off” do teste. Amostras com densidade Optica acima do valor do “cut off” foram
consideradas reagentes. Amostras inicialmente reagentes ou inconclusivas foram testadas

em duplicata.

O resultado do anti-VHC foi expresso em uma razio umitaria obtida com a
divisdo da densidade optica da amostra pelo valor do “cut off” (DO/C). A razio unitiria
DO/C de cada amostra reagente ou inconclusiva foi calculada pela média das trés
replicatas. Os soros foram classificados como EIA negativos quando apresentaram valor de
DO/C menor que 0,7. EIA fracamente reagente se o valor esteve entre 1,0 e 3,0 e EIA
fortemente reagente com DO/C maior que 3,0. Nio foi estudada nenhuma amostra na zona
cinza entre 0.7 e 0,99,

3.2.1.2. Teste complementar “ immunoblot”recombinante (RIBA-2)

Todas as amostras também foram testadas através do RIBA-2 (ORTHO
Diagnostics Systems, Raritan, N.J), que tem como base metodologica os testes tradicionais
de “Western e Dot blotting”. O RIBA-2 apresenta 4 antigenos recombinantes codificados
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pelo VHC, fundidos com superdxido dismutase humana (hSOD), imobilizados como
bandas individuais sobre uma membrana de nitrocelulose, no formato de tiras. Os antigenos
virais utilizados sio derivados dos genes no estruturais do VHC (c33¢ da regifio NS3 e
cl00.3 e 5.1.1 da regido NS4 } ¢ de um gene estrutural provavelmente da regizo do
nucleocapsideo (core) ¢22.3. Os antigenos 5.1.1 e ¢33c sdo produzidos por engenharia
genética em bactéria (£. coli) e ¢100.3, c22.3 e SOD em levedura (S. cerevisae). Uma
banda de controle de hSOD foi incluida na tira para permitir 2 detecgio de anticorpos
contra hSOD os quais nfio sio especificos da por¢io codificadora dos antigenos

recombinantes do VHC.

Para o ensaio, utilizaram-se tubos individuais numerados para cada uma das
tiras de nitrocelulose e adicionaram-se 1ml de diluente da amostra e 20l do soro. Os tubos
foram agitados por 4 horas & temperatura ambiente, em agitador orbital. Apds a incubagdo,
o liquido foi aspirado e cada tubo foi lavado duas vezes com tml de tamp3o de lavagem.
Neste 1? estagio, ligaram-se as bandas antigénicas correspondentes os anticorpos contra os
antigenos especificos presentes na tira. A remogdio de outros componentes do soro ou

plasma foi feita por aspiragio e lavagem.

Apds este periodo, as tiras de nitrocelulose foram colocadas em uma vasilha, e
lavadas trés vezes com tampo de lavagem. Entdo, adicionou-se 1ml de antiimunoglobulina
IgG de cabra, conjugada com peroxidase de rabano para cada tira incubando-se no agitador

orbital a temperatura ambiente por 30 minutos.

Fez-se a decantagdo do conjugado e as tiras foram lavadas com 60ml de tampé@o
de lavagem por trés vezes. No 22 estagio, ocorreu a ligagio do conjugado com a por¢io IgG
humana do complexo antigeno-anticorpo. A remogio de conjugado nio-ligado foi feita pela

decantagdo e posteriores passos de lavagens.

Foi adicionado 1mi de substrato (4-cloro-1naftol) para cada tira, ¢ incubou-se
em agitador orbital & temperatura ambiente, durante 15 minutos. Neste estigio, houve
ligagéio do conjugado € ocorreu uma reagio colorimétrica da enzima com o substrato, o que
gerou um produto colorido insolivel, azul escuro, em cada banda especifica do antigeno do

VHC ou para as dos controles. A reagdo colorida envolve inicialmente a oxidagao divalente
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da enzima peroxidase pelo peroxido de hidrogénio. Subseqiilentemente, a reducéio da
peroxidase do estado inicial, devido a duas interagbes sucessivas univalentes com o 4-
cloro-1-nafiol solivel, resulta em um produto de reagdo colorido insolavel, azul escuro.
Apods o desenvolvimento da cor sobre as tiras, a reagdo ¢ bloqueada pela remogdo dos

reagentes por decantagfo e lavagem.

O substrato foi decantado, e as tiras lavadas duas vezes com 4gua destilada ou
deionizada e colocadas sobre papel absorvente para secar, 20 minutos antes da

Interpretacdo visual.

O padrio visual das bandas foi resultado da reatividade dos anticorpos
especificos ligados a cada antigeno recombinante na tira. Segundo as instrugbes do
fabricante, a amostra foi considerada positiva, quando reagiu (com uma intensidade maior
do que a banda de controle mtemo da tira, IgG humana de baixo nivel) com pelo menos
duas bandas especificas do VHC na auséncia de banda SOD; indeterminada, se somente foi
detectada uma banda de antigeno VHC ou se apresentaram uma ou mais bandas com
intensidade menor que a banda de controle interno da tira ou SOD e negativa, quando nfio

reagiu com nenhuma banda.

3.2.2. Anailise Bioquimica
3.2.2.1. Dosagens de transaminases

As dosagens bioquimicas da alanina aminotransferase (ALT) ou transaminase
glutamico-pinivica (TGP) foram feitas através de um ensaio cinético quantitativo a 37°C
com um “Kit SGPT-Activated” (ABBOTT Laboratories,North Chicago, IL), utilizando-se
um analisador automatico bicromatico (VP-ABBOTT). A reago ocorreu quando a ALT
catalizou a transaminacéo da alanina e o cetoglutarato, produzindo piruvato e giutamato, de

acordo com a equagio:

ALT

(1) L - alanina + o cetoglutarato piruvato + L - ghitamato
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O piruvato assim produzido (1) foi medido através de uma segunda reagdo,

envolvendo a lactato desidrogenase (LDH):

(2) Piruvato + NADH+H" _ "M T _factato + NAD*

A taxa de desaparecimento do NADH e o decréscimo resultante na absorbéncia
a 340 nm foram diretamente proporcionais & quantidade produzida de piruvato. A
velocidade de reagdo foi medida apés um periodo de 5 minutos, para que o piruvato
endogeno do soro fosse consumido pela reagio do LDH (2) e para permitir que a possivel
apoenzima inativada de SALT (ALT sérica) fosse totalmente ativada pela combinagdo com
sua coenzima especifica piridoxal-5-fosfato. O resultado foi definido através da Unidade
Internacional (U), definida como a quantidade de atividade enzimética que converteu o
substrato em produto, a uma velocidade de lpum por minuto.A atividade de SALT foi

expressa em U/l e considerou - se normal o intervalo de 8.4 a 53,5.

3.2.3. Anglise Molecular

Transcrigio reversa (RT) e amplificagdo “nested” pela reaciio em cadeia da

polimerase (PCR):

O método de RT-“nested” PCR utilizado foi o descrito por RAVAGGI, PRIMI
& CARIANI (1992), com modificagdes dos “primers”, temperatura, tempo e nameros de
ciclos. Este métode consiste em uma técnica rapida e simples de transcrigio reversa e
amplificagdo do RNA do VHC do soro humano, sem necessidade prévia de extragio do
acido nucléico (RNA). Para o “nested” PCR foram utilizados dois pares de “primers,”
localizados na regifio 5° nfo transcrita do genoma viral (OKAMOTO et al.,1990), sendo um
denominado externo (F;, Ry,) e outro interno (Fs, R3), apresentados na tabela 1. Cada
amostra foi submetida ao teste da RT-“nested” PCR pelo menos trés VeZes, em ensaios
diferentes. O resultado final foi obtido pela concordancia intertestes, isto é, considerou-se

como amostra positiva quando, em pelo menos duas das determinagdes, pode-se registrar
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no gel o produto amplificado. As amostras que apresentaram resultados discordantes foram
colhidas novamente, repetindo-se o procedimento anterior desde o inicio. Foram
consideradas negativas para a RT- “nested” PCR as amostras que, em triplicata, ndo
apresentaram o produto amplificado visualizado no gel de agarose, corado com brometo de
etidio. A mclusao de dois controles negativos (H20), um no inicio e outro ao final de todas

as reagdes, foi considerada essencial para atestar a validade da reacgfo.

Tabela 2. Sequéncia de oligonucleotideos sintéticos

Externo

Senso (Fy) | -18 a-38 GGCGACACTCCACCATAGATC
Reverso{R;) -341 a-321 GGTGCACGGTCTACGAGACCT
Interno
Senso (F3) -45 a -65 CTGTGAGGAACTACTGTCTTC
Reverso (R3) -301 a-281 CCCTATCAGGCAGTACCACAA

3.2.3.1. Transcricio reversa (RT)

Uma aliquota de 300 a 500ul de soro foi transferida para um tubo de
microcentrifuga de 1,5ml e submetida a desnaturagio por 30 segundos, a 92°C. Apés
desnaturagdo, as aliquotas foram centrifugadas 15 minutos a 4°C. Do sobrenadante foram
retirados 31l e adicionados diretamente 4 uma solugio de tampfo para transcricio reversa
(RT Mix). Para solu¢do RT Mix utilizaram-se 50mM Tris - HCL pH 8.2, 70 mM KCl, 10
mM MgCl,, 4mM DTT, 12 unidades de inibidor da ribonuclease placentiria humana
(RNAguard, Pharmacia Biotech, ref. 27-0815-01), 0,4 % Nonidet P-40, 50 pmoles do
“primer” especifico Reverso R, 250uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP,
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dCTP, dGTP, dTTP), 6U da enzima transcriptase reversa (AMYV, United State Biochemical,
Ohio, USA, ref 70041) em um volume final de 25ul.

Esta solug¢do contendo o material a ser transcrito foi incubada a 42°C, por 60
minufos. Neste passo, o RNA viral presente na aliquota através da agio da trancriptase
reversa foi totalmente transcrito em DNA complementar (cDNA). O cDNA sintetizado foi
entdo adicionado diretamente ao tampac de amplificagio ou armazenado a -20°C até o

momento do uso.

3.2.3.2. “Nested” PCR

As amostras de cDNA foram amplificadas através da “nested” PCR, técnica
adaptada do método proposto por GARSON ef a/.(1990a). Este método propde duas etapas
de amplificagdo, 0 que permite um aumento da sensibilidade e facil visualizagio do produto
em gel de agarose, sem necessidade de hibridizagdo por sonda radioativa. Na primeira
etapa, utilizaram-se os “primers” externos F; e R; (30ciclos), gerando um produto de 324
pares de bases. Para a segunda etapa foram usados os “primers” internos F3 e R; (30 ciclos),

obtendo-se um produto final de 256 pares de bases.

Resumidamente, um total de 5pl de cDNA foi amplificado em 451l da mistura
de reaglo, contendo 20 mM de Tris-HCI, pH 8.4, 50mM de KCI, 2 mM de MgCl; , 100
pmoles de cada “primer” (Fy, R; ), 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) e 2,5 unidades de Yaq polimerase.(GibcoBRL,18038-042). Apos a
adi¢do da Tag polimerase, a reagdo foi submetida a repetidos ciclos de variagio de
temperatura, em um termociclador (Perkin Elmer-Cetus, Cetus Corp, Boston, MA, USA).
Inicialmente, 4 temperatura 94°C por 5 minutos, para permitir a desnaturagio das moléculas
de cadeias duplas do DNA alvo para cadeias simples. Apos este periodo de desnaturacio
inicial, segui-se mais 1 minuto a 94°C e o resfriamento a 55°C por 1 minuto, intervalo que
permitiu o enovelamento do “primer” com sua respectiva cadeia de DNA. Finalmente,
elevou-se a 72° C por 1 minuto, temperatura Gtima para a atividade da polimerase, com

conseqiiente extensio da cadeia complementar de DNA na dire¢do 5° para 3°. Entdo,
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reverteu-se novamente a 94°C, e repetiu-se por mais 29 ciclos. Ao final da 1° reagéio de
PCR, uma aliquota do produto (5ul) foi reamplificada (nested), utilizando-se os “primers”
F3 e Rs. O produto final foi entdo examinado por eletroforese, em gel de agarose 2% corado
pelo brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta. Fotografia “polaroid” em branco e
preto foi tirada para registro permanente de cada reagfo. A fim de testar a especificade da
amplificagdo pela “nested” PCR, em alguns casos submeteu-se o produto obtido 3 técnica

de seqitenciamento de nucleotideos.

3.2.3.3. Método de seqiienciamento por incorporagio de *SPAATP

O sequenciamento dos produtos de PCR, obtidos na amplificagio simétrica do
DNA, foi realizado utilizando-se o “Kit Sequenase PCR Product”, (United States
Biochemical, Cleveland, Ohio, US70170). Este método nfio requer purificagdo ou
separacdo do produto amplificado. Toda purificacio de gel, sedimentagio, filtragdo e
separagio magnética sfo eliminadas pelo uso de duas enzimas, as quais efetivamente

removem o excesso de dNTPs e “primers” do DNA amplificado.

A - Pré tratamento enzimitico do produto da PCR

Para 5ul do produto da PCR (10 a 20 ng/ul), adicionou-se 1ul de exonuclease I
(10U/pl) e 1pl de fosfatase alcalina de camardo (2U/ul), em um volume final de 7yl. Fez-se
a mistura e incubou-se a 37°C por 15 minutos, no termociclador. Nesta etapa, as duas
enzimas removeram todos os residuos de dNTPs e “primers” que permaneceram intactos e
que podiam interferir com o método normal de seqiienciamento. A inativagio destas duas
enzimas ocorreu pelo aquecimento 2 80°C por 15 minutos. Apbs este pré-tratamento, o

DNA foi submetido & reaggo de seqlienciamento com a polimerase DNA “sequenase”.,
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B - Reacao de seqiienciamento

A 3pl do produto do PCR tratado (0,5 pmol), foram adicionados 1l “primer”
F3 (5-10 pmol/ul), 61 de agua destilada estéril para um volume final 10ul. Realizou-se a
desnaturag¢do por aquecimento a 100°C por 2 a 3 minutos, e imediatamente resfriou-se em
banho de gelo, por 5 minutos. A seguir, iniciou-se a reagdo de marcagio e sintese da fita
complementar, utilizando-se 5uCi de *>SIATP, 3,2U de “sequenase” DNA polimerase, 1l
DTT 0,1 M, 2ul do tampZo 5x concentrado e 2ut de desoxinucleotideos trifosfato (dGTP,
dCTP, dTTP 7, 5uM) diluidos na proporgio de 1:5 em agua. A reagdio foi incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos . Uma aliquota de 3,5 pl foi entdo transferida para cada
um dos 4 tubos, contendo quantidades limitadas de 2 3-ddNTP (2,3-ddATP; 2,3- ddCTP;
2,3-ddGTP; 2,3-ddTTP) e 2-dNTP, previamente aquecidos a 37°C por 1 minuto. A adigdo
dos didesoxinucleotideos trifosfato provoca a terminacio das cadeias sintetizadas, enquanto
o excesso de ANTP produz a polimerizagdo das cadeias sintetizadas em que nenhum ddNTP
foi incorporado. Apos a transferéncia, prolongou-se a incubacio a 37°C por 10 minutos. As
reagdes foram interrompidas pela adigdio de 4yl de uma solugio de formamida 95%, EDTA
20mM, azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol 0,05%.

O gel de seqiienciamento consistia de um gel de poliacrilamida 8% em tampao
taurino 0,8 x concentrado(Glicerol-tolerant gel buffer-United States Biochemical,
Cleveland, OH -cat. 71949), uréia 8M em placas de 33x38cm, com expessura de 0,4 mm.

Aproximadamente 4yl do produto da reagdo do seqiienciamento foi desnaturado
a 100°C por 5 minutos e aplicados no gel. O TEB diluido 1:20 foi o tamp3o utilizado na
eletroforese realizada a 75W por 2 a 3 horas a temperatura ambiente. O gel foi seco a 80°C
colocado em um cassete com filme de raio-X, e a auto-radiografia foi revelada apés 16

horas de exposigio.
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3.2.4. Anidlise Histopatolégica

Foram levantados no arquivo do Departamento de Anatomia Patolégica os
blocos parafinados de biopsia hepatica dos 121 pacientes selecionados para o estudo e
enviados para o preparo das liminas. As laminas foram submetidas as coloragdes pela
hematoxilina eosina (HE), Tricrémio de Masson, Gomori (para fibras reticulinicas) e Perls.
De acordo com as alteragGes histologicas observadas, os diagnosticos foram classificados
em: inespecificos (esteatose, figado reacional) e hepatites cronicas e cirrose. A presenca ou
auséncia de necrose hepatocelular periportal (piece-meal necrosis) permitiu subdividir as
hepatites cronicas em ativa ou persistente, sendo as ativas graduadas em leve, moderada e
intensa, dependendo do grau de atividade. Os cortes foram feitos em série de 5 por bloco
selecionado,com espessura de 3 a Sum e preparados sobre ldminas com silano, numeradas
em ordem crescente. O iiltimo corte destinou-se a coloragio pela hematoxilina-eosina (HE),
com intuito de se verificar a integridade e quantidade presentes de tecido hepatico. As

outras laminas foram utilizadas nas técnicas de imuno-histoquimicas.

3.2.4.1. Técnica de coloracio pela hematoxilina-eosina (H.E.)

Esta € a técnica utilizada habitualmente em laboratédos para estudos
morfologicos, permitindo evidenciar as estruturas celulares presentes. Nesta casuistica,

utilizou-se a técnica descrita por ALLEN (1992),

3.2.4.2, Técnica de imuno-histoquimica
A - Preparacio das Fiminas com silano

A utilizacdio do silano nas 1dminas tem como finalidade permitir uma maior
adesdo dos cortes possibilitando tratamentos drasticos do material, como os exigidos por

técnicas de imuno-histoquimica com microondas.

As laminas foram lavadas, enxaguadas e colocadas em um suporte e a seguir,
mergulhadas em uma solugio de HCI 1N, por 20 minutos. Foram mergulhadas em trés
cubas de agua destilada por cinco vezes, passando-se, em seguida, no alcool absoluto. As
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laminas foram incubadas em uma solugo de dlcool absoluto e acido acético 3:1 por 20
minutos €, a seguir, deixadas na estufa, para secar, por 5 minutos. Este procedimento é

necessarto para desengordura-las totalmente e possibilitar a adesdo do silano.

Para isto, as ldminas foram incubadas por 5 minutos em uma solugio de
“organosilano™ a 2% em acetona (Organosilano-3’aminopropiltrietoxisilano, Sigma 919-
30-2). A seguir, mergulhadas em duas cubas de acetona pura por 5 vezes. Para o enxagiie,
utilizaram-se duas cubas com agua destilada, onde as ldminas foram merguthadas trés

vezes. Foram secas ao ar livre ¢ armazenadas em caixas até 0 momento do uso.

B - Reaciio de imunoperoxidase

Esta reagdo permite a localizagdo de antigenos celulares via enzima peroxidase,
em conjugagdo com um anticorpo especifico. A visualizagdo dos imunocomplexos
formados € possivel através da reagdo colorimétrica da enzima com o substrato, que gera
um produto colorido insolavel que se precipita no local da reagdo. A reacio é proporcional
a quantidade de antigeno e os componentes celulares s3o contrastados através da contra-
coloragdo, com hematoxilina de Mayer. Para detecgdio do antigeno no tecido, foi usadoz
anticorpo especifico primario monoclonal anti-HCV (clone TORDJI-32, Clonatec, Biosoft-
Paris, ref. 217-90), o anticorpo secundario conjugado com a biotina (Multi link, Dako, ref,
E453) e o complexo de peroxidase conjugado 2 estreptavidina e biotina(S-ABC, Dako, ref
K377).

A estreptavidina contém quatros sitios para ligagio da biotina, um dos quais
devera ser ocupado pela biotina ligada ao anticorpo secundario e os outros trés acoplados

ao complexo biotina peroxidase da reagio.
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Imunohistoquimica
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Figura 3. Representagdo esquematica da reagdo de imuno-histoquimica em tecido.
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Figura 3a. Representagdo esquematica do sistema de revelagdo estreptavidina-biotina-

peroxidase
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Sumariamente, cortes de 3um de tecido de bidpsia hepatica foram colados em
laminas previamente silanizadas. As laminas com os cortes foram deixadas & temperatura
ambiente até 0 momento da reagio imuno-histoquimica, conforme recomendado por HSU,
RAINE & FANGER (1981).

Procedeu-se & desparafinago das l4minas através de banho em xilol a 60°C por
15 minutos, seguido por dois banhos de xilol 4 temperatura ambiente, durante 10 minutos
cada um, para retirar o excesso de parafina. A hidratagio do materal foi realizada em
gradiente decrescente de dlcoois 4 temperatura ambiente, através de trés banhos: uma de
alcool absoluto, 2 minutos; outro em élcool 80%, por 2 minutos ¢ finalmente em icool
50%, 2 minutos. Seguiu-se a lavagem em agua corrente por 2 minutos e passagem em 4gua
destilada. Com a finalidade de inibir-se a peroxidase endégena, preparou-se um banho em
solugdo a 3% de peroxido de hidrogénio em metanol por 15 minutos, a temperatura
ambiente. Apés este banho, as liminas foram lavadas em agua corrente e passadas em agua
destilada. Em seguida, procedeu-se 4 digestiio enzimatica, com uso de uma solugdo de 0,1%
de protease (Protease tipo XXIV, Sigma ref. 8038) diluida em solugio tampéo de tris- HCI
0,5M pH 7.5 por 30 minutos. Como alternativa, foi realizada a recuperagio antigénica em
forno de microondas com tamp3o de citrato pH 6,0, duas vezes, por 5 minutos em ebuligéo.
Incubou-se em seguida em tampéo PBS pH 7,6 (tampéio salina-fosfato). Visando evitar que
o anticorpo primario se ligue a outros antigenos do tecido (reagio inespecifica de fundo)
fez-se a incubagdo das laminas com soro ndo-imune de um animal diferente daquele onde é
produzido o anticorpo primario, ¢ de preferéncia, igual ao secundario. O soro normal
utilizado foi o de suino, na diluigdo de 1:10, com incubagiio por 20 minutos em cimara
umida, 4 temperatura ambiente. A seguir, retirou-se o excesso de soro normal, sem lavagem
posterior. Procedeu-se entio 2 incubagio com o anticorpo primario anti-HCV (clone
TORDII 32, Clonatec, Biosoft-Paris) monoclonal produzido em camundongo, diluigio 1:10
em PBS com 0,1% de soro albumina bovina, pela noite (14 a 16 hs) a 4°C. Apé6s o periodo
de incubagio, retirou-se ¢ excesso do anticorpo primario e seguiram-se trés lavagens, de 5
minutos cada, em PBS 4 temperatura ambiente. A seguir, incubou-se com anticorpo
secundario (Multi Link, Dako ), diluicio 1:200 em tampZio PBS com azida, durante 30
minutos em cdmara Umida, 4 temperatura ambiente. Apds a retirada do excesso do

anticorpo secundario biotinilado, seguiram-se trés lavagens em PBS, 5 minutos cada uma,
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em temperatura ambiente. Seguiu-se, entdo, a incubagio com o complexo S-ABC (Dako ),
diluigdo 1:50 em tampdo PBS, 30 minutos em cimara umida 4 temperatura ambiente,
colocando-se, entdo, em uma cuba com tampdo PBS. A etapa de coloragio foi realizada
com DAB (3,3”tetra-hidrocloreto diamino-benzidina, Sigma DS3637), substincia
cromogénica que produz uma coloragio marrom impregnando o local de reagio. A
preparagio do DAB foi feita adicionando-se 40mg de DAB em 100ml de tampdo PBS ¢
40ul de peroxido de hidrogénio 30%. As ldminas foram deixadas na solugiio cerca de 2 a 3
minutos, 4 temperatura ambiente, ou até visualizagio de coloragio levemente acastanhada
dos cortes. Apos esta etapa, as ldminas foram lavadas em agua corrente e passadas em agua
destilada. Finalmente, realizou-se a contracoloragdo com hematoxilina de Mayer, durante 1
minuto, & temperatura ambiente. Em seguida, fez-se a lavagem em 4gua corrente com
algumas gotas de amoniaco, para evidenciar a contracoloragio e obter-se um contraste

melhor,

Para montagem das 1dminas procedeu-se & desidratagdo com trés passagens em
alcool absoluto, acompanhados de quatro banhos em xilol. Em seguida, montaram-se as
laminas com Entellan (Merck,No7961), fazendo-se entfio a leitura ao microscépio dptico

comum.
3.2.4.3. Reacio imunofluorescéncia (IF)

A reagdo de imunofluorescéncia indireta baseia-se na ligacdo de um anticorpo
menoclonal (primario), ndo-marcado, com um antigeno especifico no tecido, que é revelado
por um anticorpo secundario marcado com um fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina-
FITC), que foi produzido em outra espécie de animal, contra o anticorpo primério. A leitura
foi feita em microscépio de imunofluorescéncia. Para detecgdo do antigeno deo VHC no
tecido hepatico, foram utilizados o anticorpo monoclonal primario especifico anti-VHC
(clone TORDJI-32, Clonatec Biosoft-Paris, ref. 217-90) e o anticorpo secundario
conjugado com FITC (Anti-mouse IgG , Fab specific, -FITC, Sigma,ref.5262 ). A técnica, a
seguir, constava nas especifica¢des do fabricante.

Resumidamente, aderiram-se secgdes de 2 a 3um de tecido hepatico a laminas

com silano. As faminas preparadas permaneceram 3 temperatura ambiente até o momento
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da reagfo. Procedeu-se a desparafinagio das mesmas através de banho de xilol a 60°C, por
15 minutos, seguido por outro banho de xilol 4 temperatura ambiente, por 10 minutos, para
retirar-se o excesso de parafina. A hidratagio do material foi realizada em gradiente
decrescente de alcoois 4 temperatura ambiente, através de itrés banhos: um de alcool
absoluto, 2 minutos; outro em alcool 80%, por 2 minutos e finalmente em 4lcool 50%, 2
minutos. A reidrata¢do foi completada pela permanéncia das ldminas em banho contendo
solugdo de PBS pH 7,2 por 30 minutos. Em seguida fez-se o tratamento do material pela
digestdo enzimatica, com uma solugio de 0,1% de protease tipo XXIV (Sigma) diluida em
uma solugiio de tampdo trs-HCl 0,5M pH 7,5, a 37°C por 30 minutos. A digestdo
enzimatica permite uma melhor exposi¢do dos antigenos levando a uma marcagio mais
cfetiva dos antigenos especificos. Apos a digestdo enzimatica, fez-se a transferéncia das
l&minas para um banho com PBS pH 7.2, por 5 minutos. A seguir, o excesso de PBS foi
retirado e as liminas incubadas com anticorpo priméario anti-HCV monoclonal produzido
em camundongo, diluigdo 1:10 em PBS, com 0,1% de soro albumina humana, mantendo-se
em temperatura ambiente por 2 horas. Apos o periodo e incubagdo, retirou-se o excesso de
anticorpo primdrio e fez-se transferéncia das Idminas para um banho em PBS pH 7,2 por 30
minutos. Em seguida, aplicou-se o conjugado marcado com FITC, {(desenvolvido em cabra)
contra anticorpos de camundongo (antimouse FITC conjugate, Sigma, ref 5262), diluido

1:150, incubando-se por 30 minutos & temperatura ambiente.

Apds a retirada do excesso do conjugado, transferiram-se as laminas para o
banho com PBS pH 7,2 por 5 minutos. Apds esta etapa, foram montadas com glicerina
tamponada pH 8,5 e laminula, cobertas ¢ imediatamente levadas a leitura no microscépio
de imunofluorescéncia equipado com epiiluminagio. As [dminas foram analisadas e

fotografadas com filme Ektachrome 100.

3.2.5. Anilise Estatistica

Na andlise estatistica deste trabalho foram utilizados os testes de X2 e o teste

exato de Fisher,
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4. RESULTADOS




4.1. RESULTADOS DO ELISA E RIBA

Dos 178 doadores de sangue, 147 (82,6%) foram classificados como EIA
reagentes (1) e 31 (17,4%) como EIA ndo-reagentes (<0,7). Do total de 178 amostras, 130
(73%) foram EIA fortemente reagentes (EIA 2 3), 17 (9,6%) EIA fracamente reagentes
(BIA 21 € < 3) ¢ 31 (17,4%) ndo apresentaram reatividade para o EIA (< 0,7). Entre os 130
doadores de sangue EIA = 3 (fortemente positivos), 6 (4,6%) apresentaram valores normais
de ALT (<1), enquanto que 124 (95,4%) apresentaram alteracGes nos niveis de ALT (>1).
Destes 124, em 52 (41,9%) os niveis de ALT variaram de 1 e 2 vezes o valor normal e em
72 (58,1%) foram 2 vezes maiores. Entre os 17 doadores com EIA =1 e < 3 (fracamente
reagentes), 9 (52,9%) apresentaram niveis de ALT dentro dos padrGes normais e 8 (47,1%)
tiveram os niveis de ALT aumentados. Destes 8 EIA fracamente reagentes ¢ com ALT
aumentada, 6 (75%) apresentaram os niveis de ALT entre 1 ¢ 2 vezes o valor normal,
enqguanto apenas em 2 (25%) o valor de ALT foi 2 vezes maior. Nos 31 individuos
considerados EIA <« 0,7, todos apresentaram valores de ALT dentro dos padrdes de
normalidade. Ao final, guando se analisou apenas o padrao de ALT encontrado na amostra,
verificou-se que em 46 (25,8%) os niveis de ALT foram normais e em 132 (74,2%)

encontravam-se aumentados.

Usando-se o teste de ¢~ podem ser observadas evidéncias de associagdo entre o
graun de positividade do EIA e o nivel de ALT (p < 0,05). Estes dados estdo sumarizados na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Distribuicio dos 178 doadores de sangue com base no resultado do EIA e os

valores do ALT observados na amostra.

EIA*?_S 6 “4,6) 352 (419 72 (581) 124 (954) 130 (100}

EIA*>1e<3 9 (5290 o (5) 2 (25) 8 @ 17 (100)

EIA*<0,7 31 (100} - - - — - - 31 (100)

EIA* = Densidade 6ptica da amostra / valor de corte

ALT* = valor em Ul/l da amostra / valor em UV} normal

Na tabela 4, observa-se que dos 130 doadores de sangue EIA fortemente
reagentes (23), 126 (96,9%) apresentaram resultados positivos pelo RIBA-2, enquanto que
apenas 4 (3,1%) mostraram resultados indeterminados. Nenhum destes doadores foi
negativo. Entre os 17 considerados EIA fracamente reagentes (1 e<3), encontraram-se 9
(53,0%) RIBA-2 positivos, 4 (23,5%) indeterminados ¢ 4 (23,5%) negativos. No grupo
considerado controle (EIA < 0,7), os 31 doadores tiveram resulitados negativos no RIBA-2.
Das 178 amostras submetidas ao RIBA, 135 (75,8%) apresentaram resultados positivos, 8
(4,5%) foram mdeterminados ¢ 35 (19,7%) resultaram negativos. Utilizando-se o teste
exato de Fisher pode-se concluir que existem evidéncias de associacio entre os resultados
do EIA e do RIBA-2 (p < 0,05).
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Tabela 4 - Distribuigio dos valores dos 178 doadores de sangue, considerando-se os

resultados do EIA em relagfio ao teste complementar RIBA-2 .

Total '. -
ElJAZ21e<3 9 (53,0) 4 (23,5) 4 (23,5) 17 (100)
EIA <0,7 - - - -~ 31 (100) 31 (100}

Total - - - —(00)

Figura 4. Resultado do RIBA para anticorpos ao VHC: 9 - controle positivo (padrio +2);
i0 - controle positivo (padrio +4); 11 - conirole negativo; 12,18,19 - pacientes com RIBA negativo
(padrdo 0); 13 € 16 - pacient¢ com RIBA indeterminado (padriio +1); 14,20 e 22 - paciente RIBA positivo
(padrdo +4); 15 e 21 - paciente RIBA indeterminado (padrio +2 fraco ¢ +3 fraco) ¢ 17 - paciente RIBA
positivo (padrio +2).

Na tabela 5, estratificaram-se os 178 doadores de sangue de acordo com a razio
de positividade do EIA, associado ao valor de ALT, e com os resultados de RIBA. Entre os

EIA >3, o RIBA mostrou-se positivo em 6 (100%) dos individuos com ALT normal e em
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120 (96,8%) dos individuos com ALT aumentada. Apenas em 4 (3,2%) dos EIA fortemente
reagentes (=3) com ALT aumentada encontrou-se o resultado de RIBA indeterminado.
Nenhum individuo com EIA 2 3 fo1 negativo pelo RIBA, independentemente dos niveis de
ALT dosados. No grupo dos EIA 21 e <3, nota-se que, entre os individuos com ALT
normal, 4 (44,4%) foram positivos, enquanto entre os § individuos com ALT aumentada,
foram 5 (62,5%). Todos os individuos RIBA negativos encontrados neste estudo
apresentavam ALT normais ¢ EIA 21 ¢ <3. No grupo com EIA < 0,7, todos os individuos

apresentaram niveis de ALT normais € o0 RIBA negativo.

Tabela 5 - Resultados de EIA associados aos niveis de ALT ¢ o resultado do RIBA 11, nos
178 doadores de sangue estudados.

EIA > 3.

ALT>1 120 (96,8 4 (3.2) - - 124 (100)

ALT+1 4 (M4 1 (11,2) 4 (444 9 (100)
EIA21e<3

ALT>1 5 (62,5 3 (315 - - 8 (100)
EIA< 0,7 ALT+1 - - - - 31 (100) 31 (100)
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Os dados sumarizados na Tabela 6 mostram que, dos 147 doadores de sangue
EIA reagentes, 135 (91,8%) apresentaram resultado do RIBA positivo, 8 (5,5%)
indeterminados, e 4 (2,7%), negativos. Analisando-se os dois subgrupos de EIA, nota-se
que nos EIA 23 com ALT normal e EIA 21 e <3 com ALT normal, ocorreram 100 e 44,5%
de positividade, respectivamente, para o0 RIBA. Nos individuos EIA fortemente reagentes
(23) com ALT aumentada de 1 a 2 vezes o valor normal, houve 98,1% de positividade ao
RIBA, em contraste com os 66,7% observados no subgrupo EIA z1 ¢ <3 com ALT também
aumentada de 1 a 2 vezes o normal. No subgrupo de EIA fortemente reagente (23) ¢ ALT
maior que 2 vezes o normal, nota-se 93,8% de positividade para o RIBA, enquanto no
subgrupo EIA fracamente reagente (21 e <3) com ALT também maior (2 vezes) que o valor
normal, notam-se 50% de soropositividade para 0 RIBA. Nota-se que no subgrupo de EIA
23 e ALT normal auséncia de resultados indeterminados ou negativos no RIBA, e 11% de
RIBA indeterminado ¢ 44,5% de resultados RIBA negativo no subgrupo EIA 21 e <3 e
ALT normal. Verifica-se ainda que, enire os EIA 23 com ALT aumentada, encontraram-se
resultados de RIBA indeterminados (1,9%) nos individuos com niveis de ALT 1 a 2 vezes
maior que 0 normal ¢ 4,2% entre individuos com ALT 2 vezes maior que o normal
Contrastando com isso, observou-se que havia 33,3% de RIBA indeterminado no subgrupo
com EIA 21 e <3 e ALT 1 a 2 vezes o valor normal e 50,0% de RIBA indeterminado entre

doadores com EIA 21 e <3 e ALT maior que o normal (2 vezes).
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Tabela 6 - Andlise dos 147 doadores de sangue que apresentaram EIA reagente associado

aos diferentes niveis de ALT, considerando-se sua correlagio com os resultados de
RIBA-2.

EIA >3 ALTi1-2 51 (98.1) 1 (1,9 -- 52 (100)
ALT>2 69 (95.8) 3 4.2) - -- 72 (100}
ALT»1 4 (44,5) 1 (11,0 4 (44,5) 9 (100)
ElIA>le<3 ALTF1-2 4 (66,7) 2 (33,3 - - 6 (100}
ALT>2 1 (50,0 1 (50,0) -- - 2 (100)

Na Tabela 7, buscou-se associar as bandas presentes no RIBA-2 aos dados de

ElA ¢ ALT. Entre os EIA fortemente rcagentes (= 3) e nfvel de ALT normal (1),
encontraram-se 6 (100%) casos com reatividade contra os 4 antigenos presentes. Na andlise
dos EIA = 3 com ALT aumentada (>1), foram encontrados 78 (63%) casos com reatividade
aos 4 antigenos, 22 (17,7%) com positividade para duas bandas, sendo que 21 (16,9%)
apresentavam reatividade para as bandas ¢22.3 e ¢33¢c) e 1 (0,8%) para as bandas 5.1.1 ¢
¢100.3. Observaram-se, ainda, entre os EIA > 3 com ALT >1, 20 (16,2%) com reatividade
para 3 antigenos, sendo 15(12,1%) positivos para o ¢100.3; ¢22.3; ¢33c, e 5 (4,1%) para os
antigenos 5.1.1; ¢22.3; ¢33c. Entre os EIA fracamente reagentes (=1 e < 3), com nivel de
ALT « 1, encontraram-se¢ 4 (44,4%) individuos com RIBA negativo, 1 (11,2%) RIBA
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indeterminado com reatividade para a banda c22.3 ¢ 4 (44,4%) com RIBA positivo e
presenga de 4 bandas. Porém, entre os EIA fracamente reagentes (21 e <3) e com niveis de
ALT aumentado (>1), 5 (62,5%) apresentavam reatividade as 4 bandas, 3 (37.5%) foram
considerados como indeterminados, sendo 2 (25%) reativos & banda ¢22.3 ¢ 1 (12,5%) com

reatividade ao ¢33c.

Tabela 7 - Distribuicdo dos 147 doadores de sangue com EIA positivo, com diferentes

niveis de ALT associados as bandas presentes no RIBA-2.

Auséncia de bandas - - 4 (44.4) 4 2,7

(c22.3) - - 4 @3 1 Ly 2 (@25 7 (4,8)
(e33¢) - - - - - - 125 1 0,7)
(¢ 22.3;¢33c) - - 2 (169 - -~ - - 21 (14,2)
(€100.3; 5.1.1) 1 (08 - - — - 1 ©7
(c100.3; c22.3; ¢33c) - — 15 a2y - —~ - - 15 (10,2)
(5.1.1; 22.3; c33c) - - 5 4 - - - 5 (34)

{5.1.1: c100.3;c22c3c33¢) 6 (1000 78 (63) 4 44.4) 5 (62,5) 93 {63.3)

4.2. RESULTADOS DE RT-“NESTED” PCR

Na Tabela 8, foram smmarizados os dados correspondentes aos resultados
encontrados nas amostras dos 178 doadores de sangue, quando submetidos ao teste de
RT-PCR. Entre o grupo de individuos EIA fortemente reagentes (23), foram encontrados
119 (91,5%) resultados de RT-PCR positivos, enquanto entre os EIA fracamente reagentes
(=1 e <3) apenas 3 (17,6%) apresentaram positividade 4 RT-PCR. Na anilise dos resultados
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negativos para RT-PCR, observa-se que entre os EIA fortemente reagentes houve apenas
11 (8,5%) e 14 (82,4%) foram entre os individuos EIA fracamente reagentes (=1 ¢ <3).

Quanto aos EIA ndo-reagentes(< 0,7), todos se apresentaram negativos a pesquisa pela RT-
PCR. Na andlise dos 147 doadores do grupo dos EIA positivos estudados, 122 (83,0%)
apresentaram positividade quando submetidos 4 pesquisa RT-PCR e 25 (17,0%) mostraram

resuitados negativos para RT-PCR.

A andlise dos dados, usando-se © tesie exato de Fisher, mosirou uma forte
associacao entre 0s resultados do EIA e da RT-PCR (p < 0,05).

Tabela 8 - Correlacio entre os resultados do EIA e do RT-PCR do VHC nos 178 doadores

de sangue.

>3 119 (91,5) 11 (8,5) 130 (100)
>1 e<3 3 (17,6) 14 (82,4) 17 (100)
<0,7 - — 31 (100) 31 (100)
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< 256 pb

Produte de amplificagio do RNA do VHC por RT-"nested” PCR, em
eletroforese de gel de agarose corado com brometo de etidio.
1 - Marcador de peso molecular (Ladder 100 pb).

2 - Controle negativo,

3 - Controle positivo.
4,5, 6,7 ¢ 8 - Amostras de doadores de sanguc ETA posilivos.

Figura 5.

Linha

Produto de amplificacio do RNA do VHC por RT-"nested” PCR, amostras de
soro de doadores positivos para anticorpos a0 VHC por EIA. Eletroforese em
gel de agarose corado com brometo de etidio.

Linha: 1 - Marcador de peso molecular (Ladder - 100pb)

2 - Controlc negativo
3, 4,5,6,7c¢8 - Soros de doadores positivos para anti-VHC por EIA.

Figura 6.

Resuitados



Figura7. Produto de amplificacio do RNA do VHC por RT-“nested” PCR, em
eletroforese de gel de agarose corado com brometo de etidio.
Linha 1 - marcador de peso molecular (Ladder 100pb}.
2 - controle positivo.
3,4, 5, 6,c7 - Soros de doadores EIA anti- VHC positivos.
8 - controle negativo,

M CN a b c d e f

Figura 8. Produto de amplificacio do RNA do VHC por RT “nested” PCR em amostras de
pacientes. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio.
M - marcador de peso molecular (Ladder 100 pb)
CN - controle negativo
a,b,c.e.f - Amostras de doadores negativos para pesquisa do RNA do VHC (VHC-EIA
positivo)
e - Amostra de doador positivo para pesquisa do RNA do VHC { VHC-EIA positivo)
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& 256 pb

<&~ 256 pb

9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 9. Gel de agarose corado com brometo de etidio de RNA do VHC em amostras de
doadores de sangue, apds amplificacio por RT“rested” PCR. (“Primers” da regido
5’ ndo-transcrita)
Linhas: 1 e 9 - Marcador de peso molecular (Ladder 100pb)
2 - Controle negativo (H,Q)

3 - Conltrole positivo
4,5,6,7,8,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 - Doadores de sangue anti-VHC positivos por EIA.

4,5 6,7 8 11, 12, 13, 14, 15 - Amosiras de doadores positivos para pesquisa do RNA-
VHC.
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G

Figura 10. Auto-radiografia do gel de seqiienciamento do fragmento de DNA de pacientes,
amplificado e sequenciado com o “primer” F; da regifio 5’NCR do VHC.

Como controie da especificidade do fragmento de DNA amplificado, algumas amostras foram submetidas ao
seqiienciamento de nucleotideos. Os dados obtidos mostraram-se de acordo com a seqiiéncia de nucleotideos
descrita para o virus C. A figura 10 representa a por¢io seqiienciada da amostra que corresponde a regido 5°
NCR do VHC(-120 A 169}, idéntica & descrita na literatura (TANAKA er al., 1992).
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Na andlise da Tabela 9, pode-se observar que entre os doadores EIA positivos
com niveis de ALT normais, 8 (53,3%) mostraram-se positivos pelo método da RT-PCR.,
e 7 (46,7%) negativos. Em contrapartida, entre os doadores com niveis de ALT >1, 114
(86,4%) mostraram resultados da RT-PCR positivos e 18 (13,6%), negativos. Utilizando-se
o teste exato de Fisher, pode-se observar na populacdo EIA positiva, forte associacio entre
os niveis de ALT e o resultado da RT-PCR (p<0,05).

Tabela 9 - Nivel de ALT comparado com os resultados do RT-PCR para o VHC entre 147
doadores de sangue positivos pelo EIA.

8 (33.3) 7 (46,7) 15 (100)

>1 114 (86,4) 18 (13,6) 132 (100)

Os dados relacionados na Tabela 10 mosiram que, entre os individuos EIA
positivos com resuitado de RIBA positivo, 116 (85,9%) apresentavam RNA do VHC nos
soros que foram detectados pela RT-PCR, enquanto que em 19 (14,1%) os resultados foram
negativos. Entre a populagio RIBA indeterminado, conseguin-se detectar a presenga do
VHC em 6 (75%) pela RT-PCR, e em 2 (25%) os resultados foram negativos. Todos os
individuos que apresentaram RIBA negativo também se mostraram negativos pela
RT-PCR. O teste exato de Fisher permitiu observar evidéncias de associacio entre o0 RIBA
e a RT-PCR (p<0,05).
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Tabela 10 - Correlagdo entre os resultados de RIBA II dos 147 doadores EIA positivos e da
RT-PCR.

Positivo 116 (85,9) 19 14,1 135 (160)
Indeterminado 6 (75) 2 25) 8 (100)
Negativo -- -- 4 (100) 4 (100)

Na Tabela 11a foram sumarizados os dados dos dois subgrupos EIA reagentes

que apresentaram resultado de RIBA positivo, correlacionadas com o resultado da
RT-PCR. Houve 100% de positividade para a RT-PCR no subgrupo EIA >3 e ALT 1, ¢
90,8% mo EIA 23 e ALT >1. Neste subgrupo (EIA>3/ALT >1) foram observados
11 (9,2%) resultados de RT-PCR negativos. Analisando-se o subgrupo EIA =1 e <3 ¢ ALT
normal, todos apresentaram resultados negativos para a RT-PCR. Entre os EIA 21 e <3
com ALT alterada,1 (20%) doador foi encontrado com RT-PCR positivo e 4 (80%) com
resultados negativos para a RT-PCR. Assim, entre os doadores de sangue com RIBA
positivo, 116 (85,9%) apresentaram RT-PCR positivos e 19 (14,1%) tiveram resultados da
RT-PCR negativos.
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Tabela 11a - Resultados dos EIA associados aos niveis de ALT, entre os RIBA positivos,
correlacionados com o resultado da RT-PCR.

ALT+1 6 (100) - 6  (100)
EIA > 3.
ALT>1 109 (90,8) 11 (9,2) 120 (100)
ALT » 1 4 (100) 4 (100)
EIA>2le<3
ALT >1 1 (20,0) 4 (80) 5 (100)

Os dados sumarizados na Tabela 11b correspondem aos doadores EIA

reagentes associados ao valor de ALT, gue apresentaram o resultado de RIBA
indeterminado. Analisando-se o grupo de 8 doadores com RIBA indeterminado, notou-se
que entre os EIA 23 todas as amostras foram positivas para a RT-PCR, ¢ apresentavam
niveis de ALT aumentado. Em um dnico caso EIA >1 e <3 com ALT»1, a RT-PCR foi
negativa. Entre os EIA 21 e <3 com ALT alterado, nota-se que 2 (66,7%) foram RT-PCR
positivas e 1 (33,3%) apresentou resultado da RT-PCR negativa. Assim, entre o grapo dos
doadores com RIBA indeterminado, 75% apresentaram RT-PCR positiva, e 25% foram

caracterizados como negativos.
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Tabela 11b - Resultados dos EIA associados com os niveis de ALY entre os RIBA

indeterminados, correlacionados com o resultado da RT-PCR.

El1A 2 3.
ALT>1 4 (100) - -- 4 (160)
ALT « 1 -- - 1 (100) 1 (100}
EIAZle<3
ALT >1 2 (66,7) 1 (33.3) 3 (100}

Na tabelallc, foram sumarizados os dados relativos aos resultados de EIA,
associados a ALT e ao RIBA negativo e em correlacio com os resultados de RT-PCR. No
grupo RIBA negativo, todas as amostras apresentaram valores de ALT «1. Entre os
resultados de EIA analisados, ndo se encontrou nenhum caso de EIA fortemente reagentes
(23) associado a0 RIBA negativo. Entre os EIA fracamente reagente (=1 e <3) foram
encontrados 4 casos de RIBA negativo com RT-PCR negativo. No subgrupo com EIA
negativo (<0,7), que corresponden a0 grupo controle, 31 casos foram estudados, todos

apresentaram RIBA negativo e RT-PCR negativo.
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Tabela 11c - Resultados dos EIA associados aos niveis de ALT entre os RIBA negativos,

cormrelacionados com 0s resultados da RT-PCR.

(100)

ElIA>Te<3 ALT-1 - -

EIA <0,7 ALT « 1 -- - 31 (100) 31 (100}

A tabela 12 apresenta os dados obtidos quando se analisa o padrio das bandas
do RIBA, encontradas no estudo, entre os EIA positivos, comparados com o resultado da
RT-PCR. Pode-se verificar das 147 amostras de doadores de sangue, 93 (63,3%)
apresentaram reatividade para os 4 antigenos do VHC presentes no RIBA II (padrio 4+).
Destes, 78 (83,9%) eram EIA >3 ¢ RT-PCR positivas e 15 (16,1%) RT-PCR negativas,
sendo 6 (40%) EIA 23 ¢ 9 (60%) EIA 21 e <3. Em 20 casos (13,6%) de RIBA positivos,
padrao 3+reatividade para 3 antigenos do VHC no RIBA), 19 (95%) eram EIA >3 com
RT-PCR positivas e 1 (5%) era EIA >3 e RT-PCR negativa. A presenca de reatividade para
2 antigenos do VHC ro RIBA II (padriio 2+) foi encontrada em 22 casos (14,9%), sendo 19
(86,4%) EIA 23 e RT-PCR positiva ¢ 3 (13,6%) EIA 23 e RT-PCR negativa. No padrdo 14
(reatividade para apenas 1 banda do RIBA), RIBA indeterminado, encontraram-se 8 casos
(4,5%), dos quais 4 (50%) eram EIA =3 e RT-PCR positiva, 2 (25%) eram EIA >1 ¢ <3
com RT-PCR positiva e 2 (25%) EIA 21 ¢ <3 ¢ RT-PCR negativa. Foram também
encontrados 4 casos (2,7%) de RIBA negativo entre os EIA 21 e <3 e RT-PCR negativa.
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Tabela 12 - Padrio do RIBA-2 de acordo com o ntmero de bandas presentes nas 147
amostras de soros de doadores EIA positivos comparadas com os resultados da RT-PCR
para 0 YHC.

5.LL c100.3; 22 3:c33¢ 78

) - < 9 @y %
c100.3; ¢22.3; c33¢ 3+ 15 (125 - - - - - - 5 (10,2)
9.1.1;¢22.3; c33¢ 3+ 4 (3.3) 1 (10 -- - - - 5 (3.4}
5.1.1; c100.3 2+ - - 1 (10 - - - - 1 (0,7
€22.3; c33¢ 2+ 19 (159 2 (20 -~ - - - 21 {14.2)
223 1+ 4 (33 - - 2 (o) 1 (66 7 4.3
¢33¢ 1+ - - - - - - I (6,6) 1 (%))
auséncia de bandas 0 — - - - - - 4 (268) 4 (2,7

Na tabela 12a relacionaram-se os resultados do RIBA com os resuitados da
RT-PCR. Entre os 135 casos considerados RIBA positivos (padrio 4+; 3+; 2+ da tabela
12), encontraram-se 116 (85,9%) de RT-PCR positivas ¢ 19 (14,1%) de RT-PCR negativas.
Dos 8 casos de RIBA indeterminados presentes na amostra (padrdo 1+ da tabela 12), houve

6 (75%) com resultados de RT-PCR positivos, enquanto 2 (25%) eram negativos. Entre os
35 casos de RIBA negativos (padrio O da tabela 12), encontram-se os 31 (88,6%)
mdividuos do grupo controle e 4 (11,4%) casos de ELA fracamente reagentes.
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Tabela 12a - Resultados do RIBA comparados com os resnltados da RT-PCR para o VHC

em 178 doadores de sangue.

'.RNA.VHC T e (85,9) 6 : (75) = - DR :

RNA-VHC Negative 19 (14,1) P (25) 35 (100) 56 (3L

Na Tabela 13 pode-se observar que, entre os 147 casos estudados, 91
apresentavam a0 exame histGlogico do figado evidéncias de hepatites crmnicas pelo VHC,
30 foram classificados como doentes com alterages hepdticas inespecificas e outros 26 nio
foram submetidos a bidpsias hepéticas. Entre os 91 casos com hepatite cronica, 88 (96,7%)
apresentavam o EIA para o anti-VHC fortemente reagente («3) ¢ 3 (3,.3%) EIA fracamente
reagentes (»1 e<3). Quando se submeteu esta mesma populagdo ao teste de RIBA,
observou-se que 87 (95,7%) eram RIBA positivos e 4 (4,4%) indeterminados. Em relaggo,
20 estudo deste grupo pela RT-PCR, nota-se que 84 (92,3%) apresentavam resultados
positivos e 7 (7,7%), negativos. No estudo do grupo classificado como portadores de
alteracGes histologicas hepéticas inespecificas, pode-se observar que, 24 (80%)
apresentavam EIA fortemente reagente e em 6 (20%) o EIA foi considerado fracamente
reagente. Analisando-se, esta mesma populagio, pelo RIBA, nota-se que 26 (86,7%) foram
positivos, 3 (10%) indeterminados e 1 (3,3%) negativo. No estudo do grupo com alteracies
inespecificas pela RT-PCR pode-se notar que em 22 (73,4%) o resultado foj positivo ¢ em 8
(26,6%) o resultado foi negativo. O grupo sem estudo histolgico apresentou 18 (69,3%)
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casos com EIA fortemente reagente e 8 (30,7%) com EIA fracamente reagente. O resultado
de RIBA neste grupo mostrou 22 (84,6%) positivos, 1 (3,8%) indeterminados e 3 (11,6%)
negativos. O resultado da RT-PCR observado neste grupo apontou 16 (61,5%) positivos e
10 (38,5%) negativos.

Tabela 13 - Apresentagio dos dados de EIA, RIBA I ¢ PCR em relagio aos achados
histopatolégicos em bidpsia de figado.

n 91 (100) 30 (100) 26 (100}
EIA
o3 88 (96,7) 24 t9)} 18 (69,3)
«le<3 3 3.3 6 20 8 (30,7)
RIBA II n Yo n % n %
Positivo 87 (95.6) 26 (86,7 22 (84,6}
Indeterminado 4 4,49 3 10 1 (3,8)
Negativo - - 1 (3.3) 3 (11,6)
RT - PCR n % n To n %o
RNA-VHC Positivo 84 (92,3) 22 (73.4) 16 (61,5)
RNA-VHC 7 a.n 8 (26,6) 10 (38,5)
Negativo

Os 7 casos de RT-PCR negativos com hepatite cronica eram todos RIBA
positivos, padriio 4+; 5 eram EIA 23 ¢ ALT aumentada, dos quais 2 apresentavam hepatite
crnica persistente e 3 hepatite crénica ativa. Os 2 outros casos eram EIA > 1 e <3 , sendo 1
com ALT normal ¢ diagndstico histolgico de hepatite crdnica ativa e o outro com ALT

aumentada e hepatite crbnica persistente.
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Entre 0s 18 pacientes estudados, 14 (77,7%) apresentavam EIA > 3 ¢ 4 (22,3%)
EIA =1 ¢ <3. Em relagdo aos EIA 23 ¢ ALT «1 (normal), encontron-se 1 caso (50%) com
resultado da bidpsia hepdtica rotulando-o como figado normal e 1 caso (50%) onde o
exame histopatolégico ndo foi realizado. Entre os EIA =3 com niveis de ALT aumentados
(>1), encontramos & (66,7%) pacientes com hepatites crOnicas, 1 (8,3%) como esteatose e 3
(25%) nao foram submetidos 4 bidpsia hepética no momento do estudo. Na avaliacio dos
pacientes que apresentaram EIA = 1 e <3 com ALT normal («1), encontrou-se 1 caso
(100%) com diagnéstico da bidpsia hepdtica de hepatite crénica. Porém, quando avaliou-se
os pacientes com EIA 2 1 ¢ <3 com ALT aumentada (>1), verificou-se que 1 (33,3%)
apresentava figado reacional e 2 (66,7%) ndo foram submetidos & biGpsia hepdtica. Entre os
individuos com hepatites cronicas 8/9 (88,9%) apresentavamn EIA fortementemente
reagente com ALT aumentada. Apenas 1/9 (11,1%) dos pacientes com hepatites crénicas
histologicamente documentadas mostrou ser EIA fracamente reagente e também

apresentava ALT dentro dos valores normais.

Tabela 14 - Apresentag@o dos dados referentes aos resultados de EIA e ALT encontrados

entre os 18 pacientes estudados.

Hepatites Cronicas 8 (667) 1 (100) 9 (50)

Esteatose - - 1 83 - - -- -- 1 (5.5)
Figado reacional -- - - - -- -- 1 (333 1 5,5)
Figado normal I (0 - - - - - - 1 (5,5)
Sem dades 1 50 3 (25) 2 (667) 6 (335
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Entre os RIBA e RT-PCR positivos, encontraram-se 5 (100%) de casos de
hepatite cronica. O estudo também mostrou entre os RIBA positivos ¢ RT-PCR negativos,
3 (33,3%) de casos de hepatite cronica, 1 (16,7%) de figado normal, 1 (16,7%) de esteatose
¢ 1 (16,7%}) caso que n3o foi submetido 4 biépsia hepdtica. Entre os 2 casos de RIBA
indeterminados  todos foram negativos para a RT-PCR e ndo avaliados pela bidpsia
hepdtica. Entre os pacientes com RIBA e RT-PCR negativos observaram 1 (20%) caso de
hepatite crénica, 1 (20%) caso de figado reacional e 3 (60%) casos nos quais nfo foi
realizada a biGpsia hepatica. Entre 9 pacientes do subgrupo com hepatites cronicas
histologicamente documentadas, observamos 8 (88,9%) com RIBA positivo e 1 (11,1%)
com RIBA mnegativo. Neste mesmo subgrupo 5 (55,6%) eram positivos para a RT-PCR.
Houve 1 caso (11,1%) com RIBA ¢ RT-PCR negativos. A RT-PCR s6 foi positiva no

subgrupo com hepatiies cronicas.

Tabela 15 - Distribuicio dosl8 pacientes considerando-se 0s tesuitados do RIBA e

RT-PCR e correlacionados com os dados histolégicos.

Hepatites Crémicas 3 (333) 5 (000 - -~ 1 @0 5 G0
Esteatose 1 167 ~  — o~ o~ 1 (55
Figado reacional -- - -- - - - 1 20) 1 5,5
Figado normal 1 (167 —- o~ -~ 1 (55
Sem dados 1 (67 -  ~ 2 (100 3 (60) 6 (333
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Fig. 13: Hepatite cronica com intenso grau de atividade .100 x HE
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Fig. 16: Esteatose. 200 x HE
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43. RESULTADO DO ESTUDO DE CORTES DE TECIDO HEPATICO
PARAFINADO

4.3.1. Imuno-histogquimica e Imunoftuorescéncia

De todos os pacientes biopsiados apenas 35 foram submetidos ao estudo imuno-
histoquimico. Dos casos estudados, as ldminas coradas pelo HE (iliimo corte) mostraram
material adequado, em quantidade e gualidade, para diagndstico morfolégico de infecgdo
pelo VHC.

Quando realizada a técnica de imunofluorescéncia indireta para tecido
parafinado com anticorpo monoclonal TORDII-22 anti-VHC (segundo especificacdes do
fabricante), nao se obteve a fluoresc€ncia citoplasmdtica preconizada em nenhum dos casos
estudados. Observou-se uma quantidade muito grande de pontos fluorescentes no
citoplasma ¢ micleo, denotando reagdo imespecifica. O padrdo do controle negativo foi o

esperado para a técnica de imunofluorescéncia (auséncia de fluorescéncia no tecido).

A técnica de imuno-histoquimica padronizada, com utilizacdo de digestio
enzimética pela protease XX1V, por 30 minutos & 37 °C (de acordo com as especificactes
do fabricante do anticorpo monoclonal TORDJI-22 anti-VHC), levou a uma digestao
excessiva do tecido, o que impediu a leitura, uma vez que a positividade era esperada no
citoplasma dos hepatdcitos. A modificagio do tempo de digestio enzimdtica para
15 minutos, a 37 °C, com preservagio dos outros parfimetros da técnica, conseguin-se a
mtegridade do tecido, porém ndo se observou a presenca de grinulos acastanhados no
citoplasma dos hepatéeitos do controle positivo e sim reagbes nucleares inespecificas. O

controle negativo apresentou uma coloracio de fundo bastante importante.

Modificou-se a técnica de imuno-histoquimica anteriormente padronizada pela
utilizagio do microondas, com a finalidade de se expor mais os antigenos, permitindo uma
melhor ligacao antigeno - anticorpo. Utilizaram-se todos os passos da técnica anterior, sem
digest&o enzimdtica, que foi substitufda pela presenga do microondas (tampao citrato ph6,

0, ebalicio 3 vezes 5 minutos ¢ incubagcio 2 horas, i temperatura ambiente). Nio foi
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possivel a identificacio de reagdo positiva citoplasmdtica devido a presenga de uma reacio

inespecifica de fundo, muito intensa.

A iltima modificacio foi realizada com intuito de melhorar a qualidade da
reagdo através do aumento de teropo de contato do anticorpo com o antigeno do tecido,
passando de 2 horas de incubagdo para 18 horas. O tempo de digestdo enzimética foi
diminuido para 20 minutos, para evitar 0 .excesso de digestdo tecidual Nio foi observada
positividade esperada para este tipo de reacdo, que € a presenga de grannlos acastanhados

no citoplasma do hepatécito. Observaram-se reagdes nucleares inespecificas.
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5. DISCUSSAOQO




A clonagem e o seqiienciamento do genoma do VHC, no inicio desta década,
por CHOO et al.(1989), representaram o passo fundamental no estudo da infecgdio por estes
virus. Os resuliados obtidos neste estudo, facilitaram o desenvolvimento de testes
sorolégicos e permitiram sua aplicagio, em larga escala, como instrumento de investigagio
e diagndstico. Assim, foi possivel determinar a prevaléncia de infec¢io pelo VHC, medida
pela presenca do anticorpo anti-VHC em soros, de diversos grupos populacionais. Além
disto, diversos mecanismos e fatores relacionados com a HVC puderam ser estabelecidos.
Foi possivel constatar que a positividade para o anti-VHC estava correlacionada com
infecgdo prévia por este virus, com ou sem desenvolvimente de imunidade, com evolugio
para estado de portador ou para quadros de hepatites crénicas. Por isto, pela simples
pesquisa de anticorpos, niio se consegue determinar em qual estdgio o individuo infectado
pelo VHC se enconira (GARSON et al., 1990a; HOUGHTON et al., 1991; PUOTI et al.,
1992).

Algumas limitacOes dos testes sorolégicos para o anti-VHC (EIA, RIA)
tornaram-se rapidamente conhecidas. O fendmeno conhecido como soroconversio tardia
para o anti-VHC, observado por alguns autores (ALTER et al., 1989c; ESTEBAN et al.,
1990; GONCALES Jr. et al, 1993b), permitiu supor que os baixos niveis virémicos na
HVC produzem urna leve estimulagio do sistema imune com a produgio de anticorpos em
baixos titulos, apds longo tempo. Assim, é comum observar-se a soroconversio somente
alguns meses apds o quadro de hepatite aguda pelo VHC. Esta dindmica produz
dificuldades diagnésticas em casos de individuos sabidamente portadores do virus, que

estejam nos primeiros meses de infeccio (GIUBERTI et al., 1994).

Desde o inicio, observaram-se resultados falsos positivos para o anti-VHC,
quando eram utilizados iestes de EIA de 1* geragio (COUROUCE et al; 1991,
NICHOLSON et al., 1991), principalmente em populactes de baixo risco, como doadores
de sangue, e na presenca de hipergamaglobulinemias (ALTER, 1991; MACFARIANE e
al., 1990). Com o intuito de mefhorar a sensibilidade ¢ especificidade do teste de EIA de 1*
geragio, foi desenvolvido um novo teste denominado EIA de 2* geragdo. Foram

introduzidos entfio, dois antigenos recombinantes, sendo o primeiro, o ¢33c (provivel
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protease/helicase) e o segundo, 0 ¢22-3 (proteina do core). Isto conferiu ao teste maior
sensibilidade, mas a questdo da especificidade ainda permaneceu em aberto (FROSNER,
1991, McHUTCHINSON et al., 1992), mostrando que estes testes comerciais podiam ainda
apresentar resultados falsos-positivos (DOW et al., 1993).

A busca de testes complementares, como ¢ “immunoblot” (RIBA-2), visou
eliminar principalmente resuitados falsos-positivos e diagnosticar casos dentro do periodo
de soroconversao tardia (VAN DER POEL er al., 1991). O teste de “immunoblot”, na
verdade, também procura detectar a presenga de anticorpos anti-VHC e para tanto utiliza as
mesmas proteinas antigénicas enconiradas nos testes de EIA-2, portanto apresenta os
mesmos problemas de resultados positivos e indeterminados que ndo se confirmam por

técnicas de pesquisa de antigeno, como a PCR.

Deste modo, tornou-se necesséria a introdugo de novos testes para detecgio do
VHC, visando reduzir os resultados indeterminados e detectar infecgio corrente sem
necessidade de testes confirmatérios. Foram entdo desenvolvidos novos ensaios
denominados de 3* geragfio (EIA-3 e RIBA-3), que inclufram 2 antigenos recombinantes do
VHC (¢33 produzida em E. coli ¢ NS-5, produzida em fungo) e 2 peptideos sintéticos
derivados do nucleocapsideo (c22) ¢ da regifo ndo-estrutural (¢100) do genoma do VHC
(VAN DER POEL er al., 1993). O estudo conduzido por GARCIA-SAMANIEGO er al.
(1993) mostrou que estes testes permitiam eliminar resultados falsos positivos produzidos
pelos de 2* geragdo. Porém, o mais importante foi a demonstracio de que uma propor¢io
significativa de doadores com RIBA-2 indeterminados eram considerados pelo RIBA-3
como positivos ou indeterminados. Como cerca de 30% destes casos apresentaram
positividade para a pesquisa do RNA do VHC, parece razo4vel a reavaliagio do conceito de
falsa positividade em casos de RIBA-2 indeterminado, principalmente quanto aos critérios
sugeridos pelos fabricantes. Assim, de acordo com dados obtidos por alguns autores (YUN
et al., 1993; WAUMANS ez al.,1993; CRAXI et al., 1994), os resultados de RIBA-2
mmdeterminados merecem uma avaliacdo mais detalhada, com novos métodos diagndsticos,

como a pesquisa da presenga do RNA do VHC por PCR.
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Um dos maiores problemas enfrentados na pritica clinica é decidir se um
paciente ¢ infectado, uma vez que, em um grande nimero de casos, 0s testes comerciais nio
fornecem dados suficientes para decidir se a infecgio pelo VHC est4 ativa. Assim, entre os
vérios problemas encontrados, estio os resuliados falsos negativos devido 2 demora do
aparecimento do anti-VHC durante infecgio aguda, amostras gue apresentam baixa
reatividade a0 EIA/RIBA (pacientes imunossuprimidos, por exemplo) ou pacientes com
sinais clinicos de hepatites, mas com sorologia negativa. A deteccio do RNA do VHC por
PCR, nestes casos, pode ser o meio para obtegio um resultado definitivo (NOWICKI &
BALISTRERI, 1995).

A PCR detecta particulas de RNA viral, permitindo assim a identificacfio direta
da presenca do virus. Esta viremia pode ser detectada por este método poucos dias apds a
exposi¢io ao virus ¢ vérias semanas antes da elevagio dos niveis de ALT e anticorpos no
soro (SHIMIZU ez al, 1990). A PCR também fornece informacdes importantes quanto ao
status quo da infeccdo, quando os anticorpos anti-VHC estio presentes e as funcdes
hepaticas sio normais (ALBERTI ez al., 1991). Além disso, 2 PCR & wtil para monitorar a
eficicia terapéutica (KANALI ez al., 1990) e o diagnéstico de infeccdo pelo VHC, em
pacientes com hepatites cronicas ndo-A, nfo-B que apresentam resultados sorolégicos
negativos ou indeterminados. Finalmente, a PCR & de particular interesse para o estudo da
transmissio materno-fetal do VHC (THALER et al., 1991; RODOUT-THORAVAL er al.,
1993).

E importante salientar que a correlagao entre os testes sorolégicos gue detectam
antigenos e as alteragdes bioquimicas e histolégicas presentes nestas infecgdes pode
fornecer dados adicionais para uma melhor compreensio dos mecanismos envolvidos na
dinimica da infecgdo pelo VHC ( ZEUZEM et al., 1996).

No nosso estudo comparamos os testes de triagem sorologica (EIA-2) com o
teste complementar (RIBA-2), com o teste bioquimico (ALT) e com um método de biolo gia
molecular para pesquisar sequéncias do VHC genSmico no soro. Para o estudo molecular,

optou-s¢ por um método cuja utilizacio permitisse que amostras de soro
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submetidas a0 aquecimento prévio ndo necessitassem da extraciio clissica do RNA. Este
método foi baseado no teste desenvolvido por RAVAGGI ez al. (1992), que se mostrou
mais ripido ¢ sem influéncia significativa no resultado final. Todas as etapas de execucio
da técnica seguiram rigidamente os padroes descritos por KWOK & HIGUCHI (1989) para
se evitar contaminagao e resuitados falsos positivos. Também foram usados dois pares de
“primers” da regiio 5’nmfo-transcrita (NCR) do genoma do VHC, por apresentarem
homologia em 98% dos VHC isolados, o que diminui a chance de resultados falsos
negativos (OKAMOTO er al., 1990a; CHOO et al., 1991; HOUGHTON et al., 1991;
FUCHS et al, 1991).

Assim, pudemos observar (tabela 3), uma relagio direta com evidéncias de
associa¢do (p<0,05%) entre os soros com maiores graus de positividades para o EIA-2 e
niveis elevados de ALT sérica. Estes achados também foram observados por outros autores
(CARDOSO et al.,1993). Entendemos que esta associaciio se estabelece porque nos EIA
fortemente reagentes, a infecclio € de longa data. Presurmimos que exista maior carga viral,
¢ como o VHC € citopético (GONZALEZ-PERALTA er al, 1994) em sua esséncia,
produzird maior grau de lesdo hepatocitica e, portanto, maiores niveis séricos da enzima.
Nesta tabela, notamos também que o grupo de EIA fracamente reagente, apresentou uma
alta propor¢io (52,9%) de individuos com dosagens de ALT normais, contrastando com a
baixa porcentagem de dosagens de ALT normal (4,6%) entre os EIA fortemente reagentes.
Em nossa opinifio, a razio unitdria (DO/C), utilizada para expressar a reatividade da
amostra deve constar na emissdo do resultado para que o clfnico seja informado sobre a
intensidade da infecg¢3o, com orieniagio sobre as relagSes deste resultado com o observado
nos niveis de transaminases, ¢ que, em f1iltima andlise, reflitird o comprometimento

hepético.

Houve, conforme podemos constatar na tabela 4, alio gran de co-positividade
entre os resultados dos tesies de EIA e do RIBA (96,9%) entre os individuos EIA
fortemente reagentes. Entre os 3,1% restantes, todos apresentaram resultados de RIBA
indeterminado. Cabe ressaltar, que estes individuos RIBA indeterminados nesta populagio

eram positivos para a presenga do amticorpo comtra o antigeno do core (c22.3) ¢
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apresentaram positividade para 0 RNA do VHC pela PCR (tabelas 7 e 12). Esta observacio
permite supor que casos com RIBA indeterminado e com presenca isolada da banda ¢22.3
podem ser, na verdade, positivos. Esta observacio também foi sugerida em estudo
recentemente publicado (ZEIN et al, 1997), que considera que amostras com forte
reatividade para a banda ¢22.3 estdo provavelmente associadas com viremia para o VHC e
também se associam com gendtipos menos fregiientes do VHC. O estudo de TANAKA ¢t
al.(1993) também mostron a presenca constante de viremia em individuvos com HPT
causadas pelo VHC, cujos soros eram reagentes para os anticorpos anti-core (p22). Isto
demonstra, a nosso ver, que em populagtes EIA fortemente reagentes a realizacao do teste
complementar pode ser desnecesséria, pois ndo observamos a ocorréncia de falsos positivos

para o anti- VHC neste grupo.

Entretanto, quando analisamos o grupo dos individuos com resultados do EIA
fracamente reagente, notamos que apenas 53% dos casos confirmam 2 infecgdo pelo VHC,
enquanto 23,5% permanecem com resultados indeterminados e 23,5% com RIBA negativo.
Isto somado represenia 47% dos casos, que necessitam de exames complementares para
definicio de suas reais condicdes frente 2 infeccdo pelo VHC. Entre os RIBA
indeterminados deste grupo, 75% apresentaram reatividade para a banda ¢22.3 ¢ 25% para
¢33c¢ (tabela 7). Em 50% dos RIBA indeterminados deste grupo, confirmou-se a presenca
do RNA do VHC pela PCR, ambos apresentando reatividade para a banda ¢22.3 (tabela
12). Por outro lado, VAN DER POEL ez al.(1994) observaram que entre os doadores de
sangue EIA-2 positivos 31% apresentaram RIBA indeterminado, com 58% reagindo com o
antigeno ¢22.3, dos quais 8% apresentaram-se positivos pela PCR. Qutros autores também
relataram a presenca de RNA do VHC em pacientes cronicamente infectados com EIA
fracamente reagentes (LAZIZI et al., 1992). Estes achados nos permitem afirmar que,
frente a resultados de EIA fracamente reagentes para o VHC, é imprescindivel
complementar a investigacdo pelo RIBA ¢ posteriormente sua confirmacio pela PCR,

principalmenie em populagGes onde as prevaléncias desta infecgéio sdo baixas.

Na andlise dos dados presentes nas tabelas 5 e 6, quando correlacionamos os

resultados do EIA com o RIBA e os niveis de ALT, notamos que entre os EIA fortemente
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reagentes o RIBA confirma a quase totalidade dos casos (96,8%), independentemente do
nivel de transaminases. Nos raros casos (3,2%) em que se mostrou indeterminado, na
verdade, havia anticorpos anti-core (c22.3) presentes, e a pesquisa do RNA do VHC pela
RT-PCR foi positiva. De acordo com estes dados, podemos inferir gue a concordancia do
EIA fortemente reagente e do RIBA-2 positivo, em nosso estudo, foi de 100% e nio
dependeu do nivel de ALT para confirmar a infeccdo. Estes dados estio de acordo com os
trabalhos encontrados na literatura, onde foi observado que durante a infecgio pelo VHC
ocorrem marcantes flutuagdes nos niveis de ALT, com stbitas elevagdes seguidas por
meses de normalizacio (ALTER et al., 1992). A causa destas flutuages ainda é incerta,
mas a reinfecgio por alguma variante do VHC € uma hipétese concebivel, assim como pela
regenera¢ao de células hepéticas danificadas ou pela infecgio e morte de novos hepatécitos
(ALTER er al., 1991). Na populagdo EIA fracamente reagente também notamos que o
resultado do RIBA se relacionou mais com a intensidade de reagdo do EIA do que com os
diferentes niveis de ALT. Excegfo deve ser feita ao grupo EIA fracamente reagente com
ALT normal, onde encontramos cerca de 45% dos individuos com RIBA negativo, o que
difere do observado na populagdo anterior, onde isto niio ocorreu. Estes achados poderiam
ser explicados como resultados falsos positivos do EIA fracamente reagentes. Quanto 3
populagdo EIA fortemente reagente, a ocorréncia de falsos positivos nfo se confirmou neste
estudo. As afirmacdes contririas (DOW et al, 1993) devem ser consideradas como

verdadeiras para populages EIA fracamente reagentes,

Quando analisamos o padrao das bandas do RIBA-2 em nosso estudo, notamos
que 62,5% apresentavam reatividade aos 4 antigenos presentes na fita, sendo que o padrio
c100.3 ¢ 5.1.1 o menos prevalente (0,7%) para o padrdo de positividade. Estes dados
mostram que, se o teste utilizado para tnagem soroldgica fosse o EIA-1 (5.1.1 e ¢100.3),
ndo teriamos detectado 29 (19,7%) casos positivos deste estudo (tabela 7). Por outro lado,
dos 8 casos indeterminados de nosso estudo, 7 (87,5%) apresentaram o padrdo ¢22.3, dos
quais apenas 1 ndo foi confirmado pela PCR. Se o teste de triagem fosse o EIA-1, estes 8
casos indeterminados ndo teriam sido detectados e, portanto, poderia haver transmissio de
HVC aos receptores de sangue, e estariam engrossando as estatisticas das hepatites pos-

transfusionais por este virus.
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Em muitos estudos, os autores buscam associa¢io entre a resposta a um
anticorpo em particular ¢ viremia. PARVAZ et a/.(1994) néo acharam associagdo entre a
resposta a um anticorpo particular (contra ¢100.3; 5.1.1; ¢33¢ ou ¢22.3) e viremia. Por
outro lado, notaram que a presenca de resposta a mais de um anticorpo associava-se
dirctamente & presenga do virus no soro. Por outro lado, KRADJEN er al (1996)
observaram que a reatividade contra o antigeno do core do VHC (c22.3) estava diretamente
relacionada com a positividade do PCR, nfo observando o mesmo com as amostras que
eram positivas apenas para os antigenos ¢100.3 e ¢33c. Isto sugere que o padrdo de resposta
aos diversos antigenos do “immunoblot” € importante para a caracterizar a infeccio
(BUSCH e al, 1993; CRAXI er al., 1994). Em estudos recentes ficou demonstrado, pela
detecgdo do RNA do VHC no soro, que alguns casos de infeccdo pelo VHC ndo sio
passiveis de detecgdo pelos testes comerciais disponiveis no mercado, por nio apresentarem
reatividade a nenhum deles (CERINO er al, 1997). Isto mostra a necessidade de
desenvolvimento de novos testes bem como a melhora dos testes em uso com novas
porgdes antigénicas do VHC, a fim de se garantir maijor sensibilidade e especificidade aos
testes de triagem (FEUCHT et al., 1995).

Com o teste da RT-PCR pudemos detectar a presenca do RNA viral em cerca
de 91,5% dos casos EIA fortemente reagentes e em somente 17,6% fracamente reagentes,
como observamos na tabela 8. Entre os EIA fracamente reagentes notamos o inverso, on
seja, a freqiiéncia de resultados negativos pelo teste de RT-PCR foi cerca de dez vezes
maior quando comparada com a do grupo EIA foriemente reagente. E razodvel
imagmmarmos que nos EIA fortemente reagentes altas concentragbes de anticorpos sdo
acompanhadas por RNA viral detectdvel, fazendo supor uma maior transmissibilidade e
infectividade destes individuos. A presenga destes anticorpos seguramente nio protege os
mdividuos da agressdo viral nem leva ao clareamento do vims diferentemente do observado
em outras viroses, como por exemplo, a hepatite B. Nao houve casos de falsa positividade
com o teste de RT-PCR empregado. Seria interessante, no futuro, fazer a correlagio dos

titulos expressos no EIA com as cargas virais, para melhor entendermos estes achados.

O encontro de forte associagio entre altos niveis de ALT na populacio EIA

reagentes com a RT-PCR pode ser explicada pela maior lesdo hepatocitica, decorrente da
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presenca de grande quantidade do virus no hepatécito, dado o grande efeito citopético
presente nesta infecgio (KUMAR, THOMAS & MONJARDING, 1994) ou pelo maior
tempo de doenga (tabela 9). De 122 casos com RNA do VHC positivos, enquanto 114
(93,5%) apresentam niveis de ALT alterados, em & (6,5%) encontram-se niveis de ALT
normais. Isto sugere que existe uma porcentagem de casos de infecgio ativa pelo VHC que
nio apresentam evidéncias bioquimicas de hepatite. Esta afirmagio encontra referéncias no
trabatho desenvolvido por AREIAS et al.(1996) que, estudando pacientes portadores de
HVC com niveis de ALT persistentemente normais, puderam constatar que os nfveis de
viremia eram mais baixos do que nos pacienies com niveis de ALT aumentados, porém, a
injiiria hepatocitica era freqiiente. Além disto, observaram também que estes casos nio se
correlacionaram com nenhum genétipo viral significativamente diferente da outra

populacao.

Neste estudo pudemos também observar uma forte correlacio entre os
resultados de RIBA e da RT-PCR (85,9%), mostrando que estes testes, isolados ou
. sequencialmente realizados em individuos EIA repetidamente reagentes, sio capazes de
confirmar a doenga para o clinico (tabela 10). Em outro estudo onde correlacionaram a
presenca do RNA do VHC no soro com a positividade para o teste de RIBA-2, os autores
encontraram 89% de confirmagdo pelo PCR (KOERNER er al., 1995), mimero bastante
préximo do observado em nosso estudo. Dados semethantes foram referidos por ZHANG et
al.(1993), que mostraram uma alta taxa de correlagiio entre os resultados do RIBA e do
PCR. A correlagio de positividade entre estes testes foi de 89 a 93%, enquanto a de
negatividade foi de 100%.

A correlagio dos testes EIA, RIBA e RT-PCR permite algumas observagoes.
Assim, nos individuos com EIA fortemente reagente com ALT alterada ¢ RIBA positivo,
confirmamos 2 presenca do RNA do VHC pelo PCR em 90,8% dos casos (tabela 11a).
Entendemos que em 9,2% dos individuos, embora sejam EIA fortemente reagente com
niveis de ALT aumentados e RIBA positivo, niio se verificou a presenca do RNA viral ou
porque nao o tinham mais e 2 alteragiio do nivel de ALT ocorreu por outras razdes, oun
porgue, na verdade, eram individuos com concentragbes virais abaixo do limite de
sensibilidade da RT-PCR (ZHANG et al., 1993). E possivel considerar, também, que estes
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apresentavam pequenas cargas virais que se perderam devido 2 degradacio do RNA por
RNAses (HALFON et al., 1996) ou ainda, pela persisténcia de anticorpos para 0 VHC sem
viremia (PORCHON er al., 1992). Sabemos que testes de quantificagio viral, que utilizam
metodologias de PCR ou similares (NASBA), nfio detectam cargas virais abaixo de um
determinado mimero de c6pias (limite de detecgio). Consideramos assim, que estes casos
estao abaixo do limite de detecgdo da reacfic do RT-"nested”’PCR ou representam, na

verdade, resultados falsos positivos para o VHC no EIA .

No grupo com EIA fracamente reagente com ALT normal e RIBA positivo,
verificamos 100% de resultados negativos para a RT-PCR. Em contraposicio, observamos
100% de positividade para a RT-PCR do VHC entre os casos de EIA fortemente reagente
com niveis de ALT normais e RIBA positivo. Parece clara, a necessidade de se realizar a
pesquisa do RNA do virus nos individuos com EIA reagente ¢ ALT normal, pois s6 assim
poderemos identificar casos de portadores bioquimicamente normais. Somente o estudo
histolégico mostrard se estes individuos apresentam lesdes hepatociticas e qual o grau deste
comprometimento. Como ji referido por outros autores (MAcMaHON et al., 1994),
existem periodos em que individuos sabidamente portadores do VHC podem apresentar-se
normais do ponto de vista bioqufmico (niveis de ALT na faixa da normalidade), devido a
niveis virmicos baixos no momento da andlise. Entretanto, do ponto de vista histols gico,
mostram imeportante comprometimento hepético caracterfstico das hepatites crnicas
(NATITO et al., 1994).

GRETCH, LEE & COREY (1992), no estudo comparativo do EIA com RIBA ¢
ALT, encontraram 93% de especificidade para o EIA e ressaltaram que, para o célculo da
especificidade do RIBA, deve-se interpretar o real significado de um RIBA indeterminado.

Assim, quando estes autores consideraram o RIBA indeterminado como um
resultado positivo, a especificidade deste teste foi de 94%. Por outro lado, se todos 0s Casos
de RIBA indeterminado forem considerados negativos, a especificidade sers de 100%. No
final, devido a existéncia de RIBA indeterminados com PCR positivos, 0s autores
consideraram, que o resultado para 2 especificidade mais préxima do real seria de 94%.
Utilizando este mesmo raciocinio para nossa casuistica, observamos que em 147 casos, se

considerarmos o PCR e o RIBA (apenas os positivos) como “gold-standard” a
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especificidade do EIA utilizado serd.respectivaments de 83% (122) e 92% (135). Se
considerarmos o PCR como “gold-standards” para o cdlculo da especificidade do RIBA,
assumindo-se 0 RIBA indeterminado como positivo, a especificidade do RIBA neste estudo
serd de 85 % (122, em 143 casos).

Na populagio que apresentou RIBA indeterminado, notamos também dois
padres: nos EIA fortemente reagentes, a RT-PCR se mostrou positiva, independente dos
valores de ALT; nos individuos com RIBA indeterminado e EIA fracamente reagente,
33,3% mostraram-se negativos para pesquisa do antigeno pela RT-PCR, enquanto 66,7%
foram positivos para a mesma. Estes individuos apresentaram niveis elevados de ALT.
Assim, cabe destacar, que cerca de 75% dos individuos com RIBA indeterminados
mostraram-se positivos para a RT-PCR. Estes achados podem talvez indicar a detecgiio de
individuos no inicio da soroconversio. Por estes resultados é imperativa a realizagio da
RT-PCR em casos de RIBA indeterminado. Nos casos em que o RT-PCR foi negativo
(25%), poderfamos considerar que havia imunidade ao VHC, ou ainda, que estaviamos
frente a pacientes com baixas concentragdes virais, como observado por ULRICH et al
(1990). A presenca de viremia intermitente durante a infecgio pelo VHC é destacada por
outros autores (ALLAIN er al., 1991; PRINCE et al., 1993: PETERS et al., 1994), bem
como a ocorréncia de falsa-positividade do teste de EIA (TOBLER et al., 1994), Segundo
alguns autores (Di BISCEGLIE er al,1991; ALTER et al.,1992), devido A alta taxa de
cronicidade associada a infecgdo pelo VHC, estes doadores deverio ser comsiderados
potencialmente infecciosos. J4 ma populagio RIBA negativo com EIA negativo, nio
encontramos nenbum caso da RT-PCR positivo (grupo controle).

Entre os individuos com hepatite cronica, confirmada Hhistologicamente,
pudemos verificar que 96,7% apresentaram EIA fortemente reagentes (tabela 13), fazendo
SUpOT que nestes ¢asos, com o maior tempo de exposicdo 4 doenga, havia maior grau de
lesdio hepatocelular e portanto uma exacerbacio da resposta imune. Como se sabe, a
infecgdo pelo VHC fregiientemente evolui para um quadro crbnico, com persisténcia viral e
continua lesdo hepdtica de baixo grau. O modo pelo qual o VHC estabelece infecgao
persistente e causa lesdo hepatocelular de longo tempo & pouco conhecido, porém, parece

que 0s mecanismos virus-relacionados e imunolégicos jogam um papel importante, O VHC
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parece ser capaz de reduzir ou baixar a taxa de replicagdo, inibindo a regulagdo
imunolégica, nos periodos silentes da doenca. Estes dados sugerem que durante estes ciclos
da doenga, a replicacio viral é minima, o virus estd em laténcia, como para evitar a
detecgdo pelo sistema de defesa do hospedeiro. Este pode ser um dos mecanismos pelo qual
o VHC sobrevive no hospedeiro ( FARCI er al., 1991). Assim, a baixa resposta imune do
hospedeiro pode providenciar protegdo para o virus, contribuindo para a lesio hepitica
(SPENGLER et al., 1996).

Entre os casos de individuos com hepatites cronicas histologicamente
determinados, observou-se que 95,6% apresentavam RIBA positivos € apenas 4,4% RIBA
indeterminado, n3o se encontrando menhum caso negativo. O papel de exame
complementar do RIBA fica bem evidente, principalmente se considerarmos como
infectados pelo VHC os casos de RIBA com presenca de ¢22.3. Neste estudo pudemos
verificar que os testes de EIA/RIBA utilizados apresentaram altas sensibilidades e
especificidades, quando consideramos como “gold standard”a populagio com diagnéstico

histolégico de infecgio pelo vitus C.

Nos individuos em que o exame histopatolégico mostrou apenas alteracBes
inespecificas, encontramos 86,7% de RIBA positivo e 10% de RIBA indeterminado. Estes
dados nos mostram que as alteragSes inespecificas podem ser causadas pela presenca do
VHC no tecido hepdtico (tabela 13). Assim, necessitamos de métodos teciduais que nos
permitam esclarecer estes casos, uma vez que a infecgiio pelo VHC pode nfio produzir
nenhum sinal ou lesdo especifica no tecido hepatico (GOODMAN & ISHAK, 1995).

Consegiientemente, um diagnéstico seguro requer a demonstragio do virus no
soro do paciente ou no tecido hepitico, preferencialmente pela presenca de RNA viral
através da reacio de RT - PCR. Uma grande variedade de técnicas tem sido utilizada para
demonstrar e localizar o virus em cortes teciduais, mas aenhuma ainda é segura o bastante

para ser usada no diagndstico de rotina.

No grupo de individuos com diagnésticos histopatolégicos de hepatites
cronicas, a positividade para a RT-PCR foi de 92,3%, o que nos leva a buscar métodos

teciduais para a comprovagio de 7,7% dos casos restantes. A presenca do RNA do VHC
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detectdvel no soro é um indicador confidvel de infectividade (FARCI et al., 1991), mas a
sua auséncia ndo assegura o estado de nao-infecgdio (GARSON et al., 1990b). As limitaghes
da pesquisa do RNA viral no soro ficam evidentes nestes casos, talvez por uma baixa
quantidade de virus circulantes (HAGIWARA er al., 1993) ou porque outros agentes
possam ser 0s verdadeiros responsidveis pelas alteragBGes hepdticas encontradas nestes
individuos. Cabe ressaltar, no entanto, que estes outros agentes atuariam associadamente ao
virus C, dada a presenga de alteragdes bioquimicas e sorolégicas observadas nestes
individuos. Nas populagdes cujos laudos histopatolégicos mostraram alteragbes
inespecificas, encontramos 73,4% de resultados positivos pela RT-PCR no soro. E licito
afrmar que o laudo histopatolégico de alteracbes inespecificas em individuos
sorologicamente reagentes para o VHC, e que tenham RT-PCR positivo deve ser analisado
com cuidado. A presenca do virus no sangue e lesbes hepdticas ndo caracteristicas de
hepatites crbnicas podem significar estadios iniciais oun intermedidrios desta infecgio, que
mais tarde se expressardo com o desenvolvimento de lesdes histopatolégicas caracteristicas

de hepatites crOnicas.

Analisando-se os resultados do RIBA e do RT-PCR nos 8 pacientes RIBA
positivo (tabela 15 e figura 11 ) com hepatite cronica pelo VHC (pacientes ntimeros 1, 8, 9,
10, 15, 16, 17 e 18), notamos que 3 (37,5%) eram RIBA isoladamente PoSItivos, enquanto 5
(62,5%) apresentavam-se com RIBA ¢ RT-PCR positivos. Os pacientes 1, 9, 10, 15 e 17
apresentavam niveis de ALT aumentados, EIA foriemente regente (tabela 14), RIBA E
RT-PCR positivos e risco epidemioiégico para VHC. Os pacientes de nimeros 8, 16 ¢ 18
apresentavam EIA reagente, niveis de ALT aumentados, risco epidemiolégico para o VHC
(pacientes 8, 18), RIBA positivo e PCR negativo. O paciente 8 era usudrio de drogas
endovenosas e também apresentava marcadores soroldgicos para o VHB. Neste caso, a
presenca do HBsAg e do anti- HB¢ indica que o quadro histolégico de hepatite cronica
existia provavelmente pela presenca de VHB, uma vez que niio foi possivel detectar o RNA
do VHC no soro. De acordo com os resultados, este paciente seria classificado como imune
a0 VHC (EJA e RIBA positivos ¢ PCR negativo). Poderia também estar com o nivel de
viremia abaixo do limite de detecgao do teste e ser portador de hepatite cronica pelo VHB e
VHC. Somente a demonstracio de marcadores teciduais do VHC poderia eliminar esta

divida.
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O paciente mimero 16 foi diagnosticado posteriormente como infectado pelo
virus da hepatite G (VHG). Neste individuo foi possivel confirmar e seqiienciar o VHG.
Somente os marcadores teciduais do VHC poderiam diagnosticar esta mfeccio neste
paciente, pois, a RT-PCR foi exaustivamente repetida, inclusive com técnica de extragio do

acido nucléico sendo repetidamente negativa.

A paciente de nimero 18 apresentava-se também com aumento das
gamaglobulinas na eletroforese de proteinas, porém sua investigagio nio foi completada
pois perdeu-se o contacto com a mesma. Isto poderia caracterizar falsa positividade do teste

de EIA ou seria um caso de infecgdo pelo VHC curado ou nio detectado por este método.

Poucos trabalhos relatados na literatura referem com sucesso na obtencdo de
reatividade para o VHC, utitizando-se técnicas imuno-histoquimicas em tecido hepdtico
mcluido em parafina (INFANTOLINO ez al., 1990; YAP ¢t al., 1992; WELLMANN et al.,
1994). Outros autores referem que muitos anticorpos dirigidos diretamente contra as
regibes NS1, N§3, NS4, NS5, core ¢ envelope do VHC requerem criofixagiao do tecido
hepético para apresentarem reatividade (HIRAMATSU er al., 1992: YAP ef al, 1992;
BLIGHT et al, 1994). Esta técnica seria de grande aplicagdo pritica para o
histopatologista, uma vez que os achados morfolégicos sio, no conjunto, sugestivos, porém
nio patognomonicos (FISHER ez al., 1996). A determinacdo in situ da presenca do virus
viria confirmar as suspeitas levantadas & microscopia de rotina, a exemplo de outros
agentes como o papilomavirus, o virus da hepatite B, o citomegalovirus, o virus de Epstein-
Barr, além de outros. Nosso objetivo ao estudar este material foi o de avaliar se esta técnica
poderia ter utilidade na rotina, uma vez que os casos estavam bem estudados do ponto de
vista clinico, morfolégico e laboratorial. Isto tera como conseqgiiéncia a introducio do
método em nosso Servigo. Porém, infelizmente, a constante negatividade, quer utilizando-
se a técnica preconizada pelo fabricante do anticorpo TORDJI-22 (rmunofluorescéncia),
quer as variantes desenvolvidas em nosso Laboratdrio de Imuno-histoquimica foram
infrutiferas. A tentativa em cories congelados ndo foi feita, mesmo porque fugiria a uma
conduta rotineira da hepatopatologia ¢ deveria ser feita prospectivamente. Por outro lado,
métodos moleculares executados sobre material de biépsias hepéticas preparados com

fixadores de rotina, fregiientemente geram resultados falsos negativos, devido a problemas
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com as amostras, baixa carga viral ¢ degradacio do RNA npas células infectadas
(KOMMINOTH et al., 1994). Ainda, segundo KOMMINOTH et al.(1994), a andlise do
RNA do VHC por RT-PCR, em extracio total do tecido, é mais sensivel que a RT-PCR
in situ ou hibridizac¢@o in situ. Pelo exposto, fica evidente que as técnicas in situ s3o mais
complexas que as soroldgicas, impedindo sua realizagio na rotina. Por isto, agnardamos a

produgdo de anticorpos monoclonais mais sensiveis para que esta técnica se torne realidade.

O acompanhamento de casos de hepatites virais tem trazido aos clinicos muitas
dividas diagnédsticas e dificultado as correlagBes anatomoclinicas. A andlise de nossos
dados mostram que devemos incorporar todos os dados clinicos, laboratoriais e
anatomopatolégicos, a fim de buscarmos entender e elucidar as inter-relagbes e as varidveis

envolvidas na hepatite pelo VHC.
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6. CONCLUSAO




O presente estudo permitiu as seguintes conclusdes:

E possivel desenvolver-se um método para deteccdo de particulas virais do VHC no
soro, sem a extracio clissica do RNA viral, pela RT-PCR, utilizando-se dois pares de
“primers” da regido 5'ndo-tanscrita do genoma do VHC, que permitem detectar a
maioria dos genétipos do VHC conhecidos, uma vez que fazem parte da regifio mais

conservada do genoma deste virus.

A utilizagio deste método possibilitou identificar particulas virais do VHC no soro de

89,5% dos doadores de sangue positivos para o teste de EIA-2 .

Existe forte assoclacdo entre 0 grau de positividade do EIA e do RIBA ¢ a presenga de
particuias virais no soro pela RT-PCR.

O RIBA mostrou-se necessario para definir a condigfio soroldgica dos individuos com
baixa reatividade para o anti-VHC-EIA, uma vez que em apenas 53% se confirmou a
positividade inicial do teste de EIA. permanecendo 23,5% como indeterminado e
23,5% como negativo. Deste modo, o0 RIBA permitiu a exclusio dos resultados falsos-

positivos do EIA.

Pode-se observar uma correlagio direta enire a reatividade contra o antigeno do core
do VHC (c22.3) ¢ a presenca de particulas virais no soro. Nestes casos de RIBA
indeterminado verificaram-se 87,5% de positividade para 0 RNA-VHC pela RT-PCR.

O RNA-VHC foi detectado pela RT-PCR em 91,5% dos casos com elevada reatividade
para o EIA. Observou-se ¢ inverso nos casos de EIA com baixa reatividade, ou seja, a
freqiiéncia de resultados negativos para 0 RNA-VHC pela RT-PCR foi de cerca 10
vezes maior. Estes dados fazem supor que a presenca de altas concentragoes de
anticorpos se acompanha da presenga de antigeno detectdvel, ¢ portanto de uma maior
transmissibilidade e infectividade destes individuos.
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7- Houve concordincia de 85,9% entre os resultados positivos de RIBA ¢ RT-PCR. Por
1sto, conclui-se que, estes dois testes devem ser aplicados isolada ou seqiiencialmente
para confirmar a infeccio pelo VHC, principalmente em populacdes onde as

prevaléncias desta infec¢io sio baixas.

8- Nos individuos com hepatites crénicas histologicamente confirmados néio se encontrou
nenhum caso com resultado de RIBA negativo, e houve 92,3% de positividade para o
RNA do VHC por RT-PCR. Estes dados nos fazem supor que individuos cronicamente

infectados apresentam particulas virais circulantes no soro.

9-  Os tesies de EIA ¢ RIBA utilizados apresentaram altas sensibilidades e especificidades,
no grupo de individuos com diagndstico histopatolégico de hepatites crbnicas que
apresentaram positividade para 0 RNA do VHC pela RT-PCR.

10- A triagem soroldgica utilizada para prevenir transmissio do VHC na transfusio de
sangue mostrou-se¢ eficiente ¢ capaz de selecionar os doadores infectados,

principalmente se for nsada como critério a relagio DO/C no teste de EIA.

11- A utilizaggo do anticorpo monoclonal especifico, TORDJI-22, em tecido hepatico
parafinado, pela técnica de imuno-histoquimica ou imunofluorescéncia, nio permitiu

evidenciar a presenca do VHC no tecido hepdtico em nossa casuistica.

12- A utilizacdio dos testes de triagem soroldgica (EIA e RIBA) associada ao método da
RT-PCR e ao diagnéstico anatomopatoldgico, propiciard ao clinico identificar e
estadiar a infec¢do, bem como entender melhor as inter-relacSes e as varidveis

envolvidas na infeccio pelo virus C.




7. SUMMARY




The transmission of hepatitis C virus in Brazil is currently monitored either by
an anti-HCV enzyme-immunoassay (EIA) or by the determination of ALT serum levels.
However specificity of the anti-HCV EIA in low seroprevalence populations has been
questioned. In order to evaluate the efficiency of this test, blood samples were screened for
the presence of viral RNA using RT-PCR and the results then compared with thdse of the
EIA and recombinant protein immunoblot assay (RIBA) tests. Immunohistochemistry and
immunofluorescence of paraffin embedded hepatic tissue were employed to detect HCV

tissue markers using a specific monoclonal antibody.

A total of 178 serum samples obtained from voluntary blood donors at the
Hematology and Hemotherapy Center (UNICAMP) and 18 samples from patients who
were attended by the Hepatitis Group of the Infectious and Parasitic Diseases Unit were

studied between January, 1994 and December 1995.

One hundred and forty-seven samples (82.6%) consistently reacted with anti-
HCYV antibody but not with HBsBAg, anti-HBc, anti-HIV1/2, or anti-HTLVI/II antibodies;
these samples were negative for syphilis and the Chagas® disease. The remaining 31
samples (17.4%) were consistently negative for all of the above serological markers and
showed normal ALT levels (control group). The 18 samples obtained from hepatitis

patients were negative for anti-HIV1/2 antibody.

The 147 positive donors were divided into subgroups based on the cutoff (C)
for the optical density readings (OD) of the anti-HCV EIA test and on their ALT levels.
The RNA sequence of HCV was detected by RT-nested PCR using primers from the 5’
non-transcribted region which is the most conserved of the viral genome. A RIBA-2 was

also performed on these samples.

The majority (95.4%) of the samples that gave a strongly reactive EIA result
also showed an increase in the serum ALT levels while only 47.1% of the weakly reactive
EIA subgroup had elevated serum ALT levels. The co-positivity of the EIA test with the
RIBA test in the strongly reactive EIA subgroup was 96.9%.The RIBA test proved to be

important and necessary in deftning the serological status of the weakly reactive EIA
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subgroup; thus, 53% of the samples were EIA positivite, 23 5% were negative and in 23.5%

was not determined.

There was a direct positive relationship between the reactivity to the HCV core
(c22.3) and the presence of serum viral particles. Among indeterminate RIBA results
(reactive only to ¢22.3) 87 5% were positive by RT-PCR. HCV-RNA was detected in
91.5% of the strongly reactive EIA samples compared o only 17.6% observed in the
weakly reactive EIA group. There was a high level of agreement 85.9% between the RIBA
results and RT-PCR test. Based on this findings these two tests may be used either
separately or sequentially to confirm an HCV infection, particularly in populations whese
the prevalence of this infection is low (as in the case of blood donors). There were no RIBA
negative results in ‘ndividual with histologically confirmed chronic hepatitis. Using RT-
PCR, RNA-HCV was detected in 92.3% of this group. Our results showed a high
sensitivity and specificity for E1A and RIBA tests in individuals with a histopathological
diagnosis of chronic hepatitis and who were positive by the RT-PCR test.

In conclusion, the serological screening as performed in our laboratory for HCV
transmission in blood transfusions is efficient and capable of detecting infected donors,
particularly if the OD/C report of the EIA test is used as a criterion. The specific
monoclonal antibody TORDJI-22 was unable to detect the presence of HCV in the hepatic

tissue evaluated by immunohistochemical or immunofluorescent techniques.

The EJIA and RIBA tests, association with RT-PCR method and anatomico-
pathological diagnosis, may be useful in evaluating the relationships and parameters

involved HCV infections.
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