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RESUMO

As hepatites virais sdo um grave problema de satude piiblica no mundo e no Brasil. Sdo doengas
de notificacdo compulséria e segundo estimativas, bilhdes de pessoas ja tiveram contato com
virus das hepatites e milhdes sdo portadores cronicos. A infec¢do pelo virus da hepatite C
(HCV) constitui um grave problema de satide publica mundial devido a elevada taxa de
progressdo para cronicidade, ao potencial evolutivo para cirrose e carcinoma hepatocelular,
principais complica¢des conducentes a morte. Em geral, pode-se dizer que na dltima década
houve grandes avancos no diagndstico da hepatite C. Nesse periodo houve progressiva melhora
na sensibilidade e especificidade dos testes utilizados para detec¢cdo de anticorpos contra o virus
HCV. Contudo, é necessdrio que sejam desenvolvidos testes de maior acuricia. Assim,
considerando que a preocupagdo com a deteccio da hepatite C aumenta a cada dia,
principalmente em bancos de sangue; os métodos diagndsticos desta infec¢do sdo de grande
relevancia clinica e podem ser utilizados como marcadores de cronicidade e indicativos da
eficdcia terap€utica. Portanto, esse trabalho propds avaliar a ligacdo e reconhecimento dos
anticorpos anti-HCV de amostras positivas e positivas genotipadas de pacientes portadores de
Hepatite C, através da padronizagdo dos procedimentos e solugdes utilizadas no ELISA
qualitativo. Realizou-se o processo de sensibilizacdo das microplacas com proteina recombinate
quimérica, fez-se a andlise da sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e validade do
método. Obtivemos a partir dos ensaios de padronizacdo do ELISA com proteinas
recombinantes um protocolo capaz de ter um bom rendimento dos principais componentes da
reacdo, antigenos e conjugado, com boa resolucdo. O presente estudo apresentou-se resultados
do ELISA com validade 95,69% , reprodutibilidade 100%, sensibilidade 94,5% e especificidade
99,3%, superior ao ELISA realizado com a proteina multiepitopo MEHCV que apresentaram
com sensibilidade (92,86%) e especificidade (82,89%). O ELISA padronizado pode ser
utilizado como uma técnica soroldgica qualitativa, visando a detec¢do de anticorpos anti-HCV,
pois mostrou-se com 6tima reatividade nos soros pacientes infectados com HCV.

Palavras-chave: Hepatite C, HCV, ELISA e Proteinas recombinantes.



ABSTRACT

Viral hepatitis is a major public health problem worldwide and in Brazil. They are notifiable
diseases and according to estimates, billions of people have had contact with the hepatitis and
millions are chronic carriers. Infection with hepatitis C virus (VHC) is a major problem
worldwide public health due to the high rate of progression to chronicity, the evolutionary
potential for cirrhosis and hepatocellular carcinoma, major complications leading to death. In
general it can be said that in the last decade there have been major advances in the diagnosis of
hepatitis C. In this period there was progressive improvement in sensitivity and specificity of
the tests used to detect antibodies against the VHC virus. However, it is necessary that more
accurate tests are developed. Thus, considering that the concern for the detection of hepatitis C
increases every day, especially in blood banks; the diagnostic methods of this infection are of
great clinical relevance and may be used as markers chronicity and indicative of therapeutic
efficacy. Therefore, this work proposed to evaluate the connection and recognition of anti-VHC
antibody positive and positive genotyped samples in patients with hepatitis C through the
standardization of procedures and solutions used in qualitative ELISA. There was the process of
awareness of microplates with recombinant chimeric protein, made the analysis of sensitivity,
specificity, reproducibility and validity of the method. We obtained from ELISA assays with
standardized recombinant proteins a protocol able to have a good performance of the main
components of the reaction, and antigens conjugated with good resolution. This study presented
ELISA results valid 95.69%, 100% reproducibility, 94.5% sensitivity and specificity 99.3%,
higher than the ELISA performed with multiepitopo protein MEHCV who presented with
sensitivity (92.86%) and specificity (82.89%). The standard ELISA can be used as a qualitative
serological technique aimed at detection of anti-VHC antibodies, as demonstrated with great
reactivity in patients infected with VHC.

Keywords: Hepatitis C, VHC, ELISA and recombinant proteins.
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1.INTRODUCAO

As hepatites sdo doencas de notificagdo compulséria e segundo estimativas,
bilhdes de pessoas ja tiveram contato com virus das hepatites e milhdes sdao portadores
cronicos. Estas sdo doengas provocadas por diferentes tipos de virus, sendo os mais
comuns os virus A, B, C, D e E, que possuem tropismo primadrio pelo tecido hepatico e
apresentam caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais semelhantes, porém,
com importantes particularidades. A distribuicdo das hepatites virais € universal, sendo
que a magnitude dos diferentes tipos varia de regido para regiao (Ministério da Saude,
2005).

A Hepatite C, causada pelo virus da Hepatite C (HCV), é uma doenca infecciosa
que vem sendo reconhecida mundialmente como um dos maiores problemas de saide
publica, inclusive no Brasil, pois, at¢ o momento nio estd disponivel uma vacina
preventiva € um grande ntmero de infectados apresenta a forma assintomatica da
doenca, geralmente sem o conhecimento prévio do paciente, aumentando a taxa de
cronicidade (DIPTT et al., 2006). H4& estimativas que apontam para prevaléncia global
de mais de 100 milhdes de pessoas infectadas pelo HCV em todo o mundo (MARTINS,
etal., 2011).

1.1.Virus HCV

O virus da hepatite C (HCV) foi identificado por Choo e colaboradores (1989)
através de técnicas de biologia molecular, sendo responsdvel por mais de 90% das
hepatites por virus anteriormente rotuladas de ndo-A e ndo-B e é considerado o
principal patégeno humano causador de infec¢des agudas e cronicas associadas a um
curso varidvel que pode levar a cirrose e ao carcinoma hepatocelular (CHOO et al.,
1989; WHO, 1997).

O HCV € um virus RNA pequeno (aproximadamente 50 nm) envelopado que
pertence a familia Flaviviridae, género Hepacivirus, com genoma em fita simples de
polaridade positiva medindo 9,7 kilobases de comprimento. Na poliproteina, com uma
longa fase de leitura aberta (open reading frame) distinguem-se as proteinas estruturais:
Core, E1 e E2 e as ndo estruturais ou NS (1 a 5), essas ultimas sdo responséveis pela

replicacdo viral (Figura 1) (KATO, 2000; LAI & WARE, 2000)
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Figura 1. Representacio esquematica do Virus da Hepatite C

proteinas do envalopa

profeinas do capsidio

RN A viral

O virus da Hepatite C é um virus de RNA da familia flaviviridae de 50nm de didmetro
(STRAUSS, 2001).

A proteina Core € procedente do nucleocapsideo viral, utilizada como
importante alvo antigénico em vdarios testes diagndsticos comerciais para a detec¢do de
anticorpos anti-HCV. E parecem estar associada a diversas fun¢des, como modulagdo
da transcri¢do génica, proliferacdo, morte e sinalizacdo celular, podendo interferir com o
metabolismo lipidico e deprimir a resposta imune do hospedeiro por mecanismos ainda
desconhecidos (KATO, 2000; LAI & WARE, 2000).

As proteinas E1 e E2 sdo constituintes do envelope viral e estdo relacionadas
com a adsorcdo e fusdo do virus a receptores na célula-alvo para indugdo da infecgcao
viral (BARTENSCHLAGER & LOHMANN, 2000; TRIYATNI et al., 2002;
BARTOSCH et al., 2003). A proteina p7 € codificada pela regido E2 e processada por
um precursor E2/p7. Estudos apontam que possa mediar a permeabilidade de fons e
formar hexameros e, até mesmo apresentar importante funcdo na maturacdo e
infectividade da particula viral (PAVLOVIC et al, 2003; SAKAI et al.,2003;
PREMKUMAR et al., 2004).
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As proteinas ndo estruturais (essenciais para o ciclo de vida do virus), NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A e NS35B, sdo codificadas na extremidade carboxi-terminal do
genoma viral (ZEIN, 2000; STRAUSS, 2001). A proteina NS2 e o dominio amino-
terminal da NS3 constituem a protease NS2-3 que catalisa a clivagem do sitio NS2-NS3
(BARTENSCHLAGER & LOHMANN, 2000). A NS3 apresenta trés atividades
enzimaticas: uma serina-protease na extremidade amino-terminal, que cliva os sitios
NS3/4A, NS4A/B, NS4B/5A e NS5A/B, uma helicase e uma nucleotideo-trifosfatase-
dependente de ATP na carboxi-terminal, essenciais para traducao e replicagdo do HCV
(Figura 2) (BARTENSCHLADER; LOHMANN, 2000).

A proteina NS4A forma um complexo heterodinamico com NS3, agindo como
um cofator necessario para a atividade protease de NS3 (BARTENSCHLAGER et al,,
1993; GRAKOUTI et al., 1993; TOMEI et al., 1993), enquanto que, a fun¢do da proteina
NS4B na replicacdo viral permanece indefinida. A proteina NS5A é uma fosfoproteina
cujo nimero de fosforilagdes € influenciado por NS4A, mediada por uma quinase
celular e pode estar envolvida na resisténcia a acdo antiviral do interferon (IFN)
(ENOMOTO et al., 1996; GALE et al., 1998). Ja a proteina NS5B é uma RNA
polimerase RNA-dependente, necessdria para a replicacdo gendmica e constitui um
excelente alvo para a terapia antiviral (BEHRENS et al., 1996; LOHMANN et al.,
1997).

Figura 2. Genoma do HCV

s B2 180 da poliproteina precursora s
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estruturais
p7 pes p70 D B8 a8

gp35 gp70 )8
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As caixas na cor verde mostram as regides 5’ nao traduzidas (5’-NCR) e a Regido 3’
ndo traduzida (3’-NCR). Na cor laranja sdo destacadas as regides que codificam
proteinas estruturais. Na cor azul sdo regides que codificam proteinas ndo estruturais
(ANZOLA et al., 2003).
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A andlise filogenética das sequéncias genOmicas permitiu a caracterizacdo de 6
genotipos (1 a 6) que sdo subdivididos em mais de 100 subtipos (la, 1b, 2a, etc.). Os
genotipos podem diferir de 30 a 35% entre suas sequéncias nucleotidicas, enquanto que
entre os subtipos essas diferencas podem variar de 15 a 20% (SIMMONDS, et al,,
1994). A distribuicao dos gendétipos e subtipos do HCV apresenta significativa variagao
geografica e na frequéncia em que sdo observados. Assim, os genétipos 1, 2 e 3
distribuem-se pelo mundo (ZIEN, 2000); o genétipo 4 € encontrado, principalmente, na
Africa Central, Egito e no Zaire; o 5 na Africa do Sul e 0 6 na Asia (NGUYEN et
al.,2005; NAINAN et al., 2006) (Figura3). O Brasil é um pais de dimensao continental
com uma populacdo de origens étnicas diferentes. Assim, uma grande variacdo nas
frequéncias dos gendtipos do HCV € observada em nosso pais (AMORIM et al., 2004;
CAMPIOTTO et al., 2005; MARTINS et al., 2011). Um estudo realizado em Sao Paulo
investigou a prevaléncia e distribui¢do dos gendtipos do HCV em diferentes populagdes
(doadores de sangue, hemodialisados, transplantados e portadores cronicos do HCV). A
frequéncia encontrada foi a seguinte: genétipo 1, 54,2%, genétipo 2, 20,8%, gendtipo 3,

25% e gendtipo 4, 0,3% (ARAIjJO etal., 2011).

Figura 3. Distribuicdo mundial dos genétipos do HCV

Podemos observar a distribuicdo dos genétipos nos graficos de “pizza” de acordo com
as cores da legenda. (Adaptado ZEIN, 2000).
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Quando analisadas as diversas regides do pais, os estudos t€m demonstrado
considerdvel variacdo na distribuicdo de gendtipos, mas de forma geral, observa-se
maior prevaléncia do genétipo 1, seguido pelos gendtipos 3 e 2 (Tabela 1).

Recentemente na cidade de Sao Paulo, foi realizado um estudo avaliando a
distribuicdo dos gendtipos do HCV em pacientes coinfectados com o virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV). O gendtipo 1 foi observado em 69% dos pacientes,
gendtipo 2 em 4%, gendtipo 3 em 26,3% e gendtipo 4 em 1%. E importante citar que
alguns trabalhos brasileiros relatam a ocorréncia de gendétipos incomuns, como € o caso
do gendtipo 4 e 5, numa frequéncia extremamente baixa (BASSIT et al., 1999; LEVI et
al., 2002; MENDES-CORREA et al., 2008).

Dentro de um mesmo gendétipo e subtipo podemos ainda ter variagcdes do HCV,
que sdao denominadas quasispecies. Isso € possivel devido a replicacdo imperfeita do
virus, com o surgimento de pequenas e constantes muta¢des. A maior ou menor
diversidade das quasispecies parece estar relacionada com a pressao imunoldgica, ja que
costuma ser pequena nas fases iniciais da doenca, com aminotransferases normais,
sendo de alta heterogeneidade nos casos de doenca hepatica mais avangada e/ou baixa
resposta terapéutica (Ministério da Saude, 2010).

A existéncia de quasiespecies e a grande capacidade mutagé€nica do virus
propiciam o constante escape a intensa resposta imunoldgica desenvolvida pelo
hospedeiro. Assim, cerca de 90% dos individuos infectados evoluem para a cronicidade.
A infeccdo cronica pelo HCV, além de evoluir lentamente, em anos ou décadas,
costuma apresentar um amplo espectro clinico, desde formas assintomdticas com
enzimas normais até a hepatite cronica intensamente ativa, cirrose e hepatocarcinoma

(MISSALE, et al. 1998).



Tabela 1. Distribuicao dos Genétipos no Brasil
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Autor/ano Local M2 Grupo de Técnica Prevaléncias
individuos | genotipagem | gendtipos 1, 2 3
KRUG et 1 (55%), 2 (8%),
al., 1996 Porto Alegre | 100 HCW + RFLP 3 (37%)
BASSIT et _ 1 163%G), 2
sP 348 HCW Innio-Lipa
al., 1899 N P (4,3%), 3 (31,3%)
CLIVEIRA Belo - 1 (84,1%),
44 | H fil RFLP -
etal, 1999 | Horzonte smotlices 3 (13,6%)
PARANA et _ _ 1163%), 2 (6%),
Bah 232 HCW I L
al., 2000 e * nno-tipa 3 (26%)
BUSEK et Belo Renais 1 (66,3%), 2
. g3 L RFLP _ 3 )
al., 2002 Horzonte Crénicos (24, 1%6), 3 (7,2%)
. 1 (63%), 2 (5%)
Sao Paul 840 ' :
=0 Fauio 3 (309%)
Rio de 1(79%%), 2 (5%),
_ 234 Segoénciamento | .} I: '
CAMPIOTTO Janeiro , i 3 {16%)
et al., 2005 HEV + Regio 5- T soo), 2 (2%
=g o o)
P b 122 NCR ' v
ernambuco 3 (37%)
. 1152%), 2 (6%),
P 156
arand 3 (42%)
SILVA ef 250 Paul - Doadores I ¥ 1 (45%), 2
a0 Paulo nno-Lipa
al., 2005 de sangue P [5,7 %), 3 (40%)
Rio Grande B97 1(53,9%), 2
SILVA ot dao Sul (5,4%), 3 (40,7%)
al., 2007 Santa 917 HCV + RFLP 1151%), 2
Catarina [2,9%), 3 (46,1%)
BEFERRA . 1 (47 ,4%), 2
Ceara a5 HCV RFLP
et al., 2008 N (8,4%), 3 (34,7%)
MEMDES-
. 1 (68,7%), 2
CORREA ef | Sao Paulo 100 IV Sequenciameanto 4%). 3 (26,3%
4 | Yo
al., 2008 i 5-NCR (), 3 (5,3%)

Nesta tabela podemos observar o estudo da frequéncia dos genétipos do HCV no Brasil,
publicados até 2008 (COSTI, 2008).

1.2. Ciclo Replicativo do Virus HCV

O modo de entrada do virus HCV na célula ndo estd completamente elucidado,

mas € um processo complexo que requer a acdo coordenada de diversas proteinas do



19

hospedeiro, incluindo glicosaminoglicanas (GAG), o receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDLR, do inglés low-density lipoprotein receptor), o receptor de
lipoproteina de alta densidade SR-BI, CD81, e duas proteinas de juncdo, claudina-1
(CLDN1) e ocludina (OCLN). E provavel que o virus utilize esses fatores de forma
sequencial (PILERI et al., 1998; BARTOSCH et al., 2003; EVANS et al., 2007; PLOSS
et al., 2009). Um grupo de receptores &, provavelmente, responsavel por mediar
interacoes iniciais de baixa afinidade, necessarias a entrada do HCV (MONAZAHIAN
et al., 1999; KOUTSOUDAKIS et al., 2006; ZEISEL et al., 2007).

A proteina de envelope E2 se liga a CD81. Em seguida, eventos de sinalizagao
sd0 necessarios para o recrutamento da CLDN1. O receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR, do inglés epidermal growth factor receptor) e receptor de efrina A2
(EphA2, do inglés ephrin type-A receptor 2) modulam a associacdo CD81-CLDNI.
Ap6s a ligacdo CD81-CLDNI1, o complexo HCV- receptor interage com a OCLN e é
internalizado nas jungOes celulares, via endocitose mediada por clatrina. O
desencapsidamento ocorre em endossomos acidificados (LUPBERGER et al., 2011). A
poliproteina do HCV ¢ traduzida na membrana do reticulo endoplasmatico rugoso, com
a fita positiva de RNA servindo de molde. A tradugcdo € iniciada de maneira
independente do cap, por meio do IRES localizado na 5’NTR. E produzida uma
poliproteina precursora de, aproximadamente, 3.000 aminoécidos, que € posteriormente
processada por proteases celulares (ex.: peptidases de sinal) e virais (NS2 e NS3) para
gerar as 10 proteinas virais: Core, E1 e E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B
(KIM; CHANG, 2013).

O genoma viral € replicado pela NS5B; a proteina NS5A tem papel regulatério
para a replicagdo do virus e a proteina NS3 possui uma por¢do com func¢do helicase, que
também € importante para a replicacdo do genoma viral. Finalmente, a NS4B € uma
proteina com papel importante no rearranjo de membranas da célula, levando a
formacdo da chamada “teia membranosa” (ou complexo de replicacdo) que suporta e
compartimentaliza a replicagdo do HCV. Esse complexo se associa a proteinas virais,
componentes celulares do hospedeiro e fitas nascentes de RNA (CHEVALIEZ;
PAWLOTSKY, 2012). Os estagios tardios do ciclo do HCV ndo estdo completamente
elucidados. No entanto, sabe-se que a montagem e liberacdo da particula sdo processos

firmemente regulados com a sintese de lipidios da célula hospedeira. Apds a clivagem
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pelas proteases celulares, a proteina do Core se realoca na membrana do reticulo
endoplasmatico em goticulas de lipidios (SCHEEL; RICE, 2013).

Acredita-se que o RNA viral € entregue ao Core pela NS5B, além de ocorrer
uma interacdo com NS5A. A interacdo NS5A-Core aciona a formagdo do
nucleocapsideo. Os capsideos recém-formados brotam do limen do reticulo
endoplasmdtico em um processo ligado a sintese de VLDL. Dessa forma, o brotamento
depende da sintese de VLDL e requer diversas enzimas do hospedeiro
(BARTENSCHLAGER; COSSET; LOHMANN, 2010). O ciclo replicativo do HCV

encontra-se representado esquematicamente na (Figura 4).

Figura 4. Ciclo replicativo do virus da hepatite C (HCV)

(+) RNA

(a) Contato e internalizacdo do virion na célula; (b) liberacdo do RNA viral no
citoplasma; (c) traducdo mediada por IRES e processamento da poliproteina viral; (d)
replicagdo do RNA viral; () empacotamento do RNA viral e montagem da particula; (f)
maturagdo do virion e liberacdo. (Adaptado de MORADPOUR et al., 2007).

1.3. Patogénese
O periodo de incubacdo da Hepatite C pode durar, em média de 6 a 8 semanas,

embora possa se estender por vdrios meses (BENENSON, 1995). O periodo de

transmissibilidade pode variar de uma a vérias semanas antes do inicio dos sintomas,
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mas pode persistir indefinidamente (BENENSON, 1995).

Aproximadamente 15% dos individuos infectados pelo HCV eliminam o virus
espontaneamente, 25% t€m doenca assintomdtica com aminotransferases
persistentemente normais e lesdes histoldgicas leves, enquanto 60% evoluirdo para
Hepatite C cronica progressiva. Além disto, cerca de 20% dos pacientes com Hepatite C
cronica evoluem para cirrose em 10 ou 20 anos e podem evoluir para 6bito em
decorréncia das complicagdes da cirrose ou surgimento de hepatocarcinoma
(MARCELLIN, 2002). Os mecanismos através dos quais o HCV causa lesdao
hepatocelular aguda dando inicio a sequéncia de eventos que levam a doenca hepatica
cronica evoluindo assim para cirrose e carcinoma hepatocelular, entretanto 0os mesmos
ainda ndo sdo bem conhecidos. E importante destacar que o HCV é o maior responsavel
por cirrose e transplante hepatico no Mundo Ocidental (CHISARI, 1997).

Algumas proteinas do HCV possuem a capacidade de disparar um sinal iniciador
de processos celulares como proliferacao, diferenciacdo ou apoptose, a proteina do Core
teria o sinal mais potente para iniciar as alteragdes celulares. Foi descrita a proteina -
CD81 que se ligaria a fracao E2 (envelope do virus), funcionando como um receptor ou
co-receptor encontrado tanto em hepatdcitos como em linfécitos periféricos. Assim, a
neutralizacdo do HCV poderia se fazer por intermédio desse receptor. (PILERI, et al.
1996; LERAT, et al. 1996).

A lesdo hepatocelular se faz pelo reconhecimento imunoldgico da célula
infectada e sua destruic@o. A dinamica desse processo mostra-se extremamente variavel,
fazendo com que a reac¢do necro-inflamatéria do figado tenha diferentes intensidades.
Admite-se que o processo inflamatério continuo e ineficiente, em termos de eliminagdo
total dos virus, constitui o principal responsavel pela fibrogénese. Argumenta-se que
fatores relacionados ao virus, como carga viral e gendtipo, poderiam influenciar a
evolucdo da hepatite cronica pelo HCV. Enquanto alguns estudos mostram niveis
séricos mais elevados em doengas mais avancadas, outros autores demonstraram de
forma definitiva que podem ocorrer niveis muito altos em pacientes com enzimas
normais, sem grandes alteracdes hepatocelulares (MARCELLIN, 1999).

Como os niveis séricos de RNA-HCV nio refletem corretamente os niveis de
RNA-HCV intra-hepatico, tornam-se necessarias investigagdes sobre essa varidvel, de
mais dificil acesso, assim como estudos sobre a replicagdo viral. Em relacdo ao

genotipo, o mais frequente deles - 1b € reconhecidamente aquele com pior resposta
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terapéutica, mas € discutivel ser ele causador de lesdes hepdticas mais graves. Os
estudos iniciais associavam o gendtipo 1b com evolucdo mais frequente para cirrose e
hepatocarcinoma, ndo confirmados quando afastados elementos de confusdo como
idade, duracdo da infecc@o ou forma de aquisi¢do do HCV (CHUTAPUTTI, 2000). Ou
seja, o gendtipo 1b associava-se com pacientes mais idosos, com muito tempo de
infeccdo ou nos pacientes com doenca adquirida por via transfusional. Estudos
demonstram que, a distribuicdo dos diferentes genétipos pode ser semelhante em
pacientes com enzimas séricas normais comparados aqueles com enzimas aumentadas.

A progressdo da lesdo hepdtica, da hepatite cronica para cirrose, pode ainda
relacionar-se a fatores do hospedeiro, ou seja, sexo, idade, uso de é&lcool ou
concomitancia com outros virus. (BENVEGNU, et al., 1997).

O mais importante dos fatores do hospedeiro, entretanto, parece ser o seu estado
imunolégico. Assim, uma resposta imunoldgica vigorosa pode eliminar o HCV em 15%
dos individuos que entram em contato com ele, enquanto em pacientes cronicos, ou
imunossuprimidos a doenc¢a evolui mais rapidamente para cirrose e hepatocarcinoma
quando comparada aos imunocompetentes. Portanto, apds transplantes hepaticos por
cirrose com HCV, recomenda-se que a terapia imunossupressiva seja a menor possivel
(FERAY, et al., 1999).

Na coinfeccdo HCV-HIV, a progressdo da doenca revela-se mais rdpida, se
comparada aos pacientes HIV negativos, de forma semelhante ao que ocorre na co-
infeccdo com o virus da hepatite B. Fatores hormonais e genéticos devem estar
implicados na patogénese da hepatite pelo HCV, sendo aceito que a doenca costuma
progredir mais rapidamente no sexo masculino. A idade do paciente ao adquirir a
infeccdo também mostra-se relevante, havendo pior prognéstico naqueles com idade
superior a 40 anos (SORIANQO, et al., 1999).

A maioria dos doentes infetados evolui para a cronicidade (cerca de 75-85% dos
casos). A Hepatite C cronica define-se pela persisténcia do dcido ribonucléico do HCV
por mais de 6 meses apds a transmissao virica . Esta transicao de infec¢do aguda para
infeccdo cronica €, frequentemente, sub-clinica. A fibrose é um processo dinamico,
muito heterogéneo e varidvel. Caracteriza-se pela deposi¢ao de matriz extracelular que
altera a arquitetura e a microcirculagdo hepdticas, conduzindo a faléncia do 6rgédo. O
estadio da fibrose é medida através de escalas de estadiamento como a METAVIR e

ISHAK. Este permite predizer a progressao para cirrose. Assim, a histéria natural da
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Hepatite C constitui o reflexo do estadio da fibrose e da velocidade da sua progressao
para cirrose. Outro importante fator, varidvel independente no progndstico evolutivo da
fibrose hepatica, € o consumo alcodlico. Os mecanismos, ndo bem elucidados,
envolvem aumento de carga viral induzida pelo dlcool, assim como lesdes

imunomediadas e hepatotéxicas (LOPES, 2015).

1.4. Transmissao

A investigacdo dos fatores de risco para infec¢ao pelo HCV pode ser realizada
por estudos prospectivos ou retrospectivos, sendo que diversos trabalhos apontam como
principais fatores de risco: transfusdo de sangue e hemoderivados de doadores ndo
testados para anti-HCV; transplantes de 6rgdos de doadores infectados; uso de drogas
injetaveis; terapias injetdveis com equipamento contaminado (ou ndo seguro);
hemodiélise; exposi¢do ocupacional ao sangue; transmissdao perinatal e transmissao
sexual (HOOFNAGLE, et al., 1986; KENNY-WALSH, 1999). Além disso, em
decorréncia da grande variedade de atividades humanas com potencial exposi¢cdo ao
sangue, existem diversos outros modelos biolégicos possiveis de transmissao do HCV.
Alguns exemplos incluem procedimentos estéticos, culturais e religiosos como:
tatuagem; piercing; servicos de barbearia; rituais de escarificagdo; circuncisao e
acupuntura (JOOQO, et al. 2000; KATO, et al., 2000).

Entre os diversos fatores de risco, os mais descritos na literatura sdo a transfusiao
sanguinea, uso de drogas injetdveis e terapias invasivas com equipamentos
contaminados (ou ndo seguros) (JARVIS, et al., 1998). Entretanto, ao longo do tempo e
em cada regido, ocorreu variacao significativa na importancia de cada um desses fatores
na transmissao da doenga (GAYOTTO, 2000).

A transmissdo do HCV acontece principalmente por via parenteral, por meio de
transfusdo de sangue e hemocomponentes, utilizacdo de agulhas e seringas
contaminadas e pelo transplante de 6rgaos e tecidos (SAEZ-ALQUEZAR et al., 2001).
Dentre as formas ndo-parenterais de transmissao, destaca-se a transmissao por contato
sexual, que, embora seja pouco frequente, se torna um importante fator de risco em
individuos com multiplos parceiros sexuais. A transmissdo materno-fetal pode ocorrer
principalmente na hora do parto, mas € pouco frequente (STRAUSS, 2001). No entanto,
num percentual significativo de casos, nao € identificada a via de infeccdo (FERREIRA;

SILVEIRA, 2004).
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A transfusdo de sangue e hemoderivados de doadores ndo testados para HCV é
considerada forma importante de transmissdo. Porém, apds a padronizacdo dos
processos de triagem pré-doacdo, houve significativa redugdo na transmissdo do HCV
por meio da transfusdo de hemoderivados (KIYOSAWA, et al., 1990).

Estima-se que entre 1960 e 1991, 5% a 15% dos receptores de produtos
sanguineos infectaram-se com HCV e que, atualmente, apds a adocdo dos testes de
rastreamento, o risco de infecc¢ao por transfusdo sanguinea estd em torno de 0,001% por
unidade de sangue transfundida (LAM, et al., 1997).

Apesar dessa significativa redu¢do observada nos ultimos anos, um estudo
realizado no maior banco de sangue de Santa Catarina revelou que a probabilidade de
contaminagdo pelo HCV ainda se mantinha na ordem de uma para 13.721 unidades de
sangue transfundidas, valor este, no minimo, 10 vezes mais alto que o encontrado em
paises desenvolvidos (LERAT, et. al., 1996).

As terapias injetiveis com equipamentos contaminados (ou ndo seguros) se
apresentam como outra forma possivel de transmissdo do HCV. Apesar da escassez de
dados confidveis, o National Institutes of Health (1997) estima que aproximadamente
dois milhdes de individuos se infectem anualmente por esta via. Em paises em
desenvolvimento, o suprimento de materiais esterilizados pode ser inadequado ou
inexistente. Além disso, fora dos centros médicos, terapias injetiveis podem ser
realizadas por individuos ndo habilitados; assim, ao longo da vida, uma pessoa pode
receber multiplas inje¢des com material contaminado, o que aumenta significativamente
o risco acumulado de infeccdo pelo HCV (SCHWIMMER, et al., 2000).

No Egito, o pais com a maior prevaléncia de Hepatite C no mundo, a maioria
dos individuos foi contaminada pela reutilizacdo de seringas de vidro durante
campanhas nacionais de tratamento da esquistossomose entre 1960 e 1987 (PILERI, et
al., 1998). Do mesmo modo, na India, a prevaléncia de HCV entre os pacientes que
receberam multiplos tratamentos injetdveis para Calazar é de 31,1%, o que ¢é
significativamente maior do que a prevaléncia observada na populagdo geral (PILERI,
et al., 1998).

No Brasil, a hepatite C teve como formas preferenciais de transmissao o uso de
drogas injetaveis, hemodidlise, transfusdo de sangue e hemoderivados e outros
procedimentos médicos invasivos, particularmente até o inicio dos anos 90, quando ndo

havia exame que permitisse diagnosticar o portador do HCV. Atualmente, as pessoas
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que usam drogas, injetdveis ou inaldveis, sdo um grupo de risco no Brasil, embora em
nimero bem menor do que na Asia, Europa e nos Estados Unidos. Entretanto, a
transmissao do virus ndo se restringiu a estes grupos. Assim, foram identificadas formas
adicionais de transmissdo em procedimentos estéticos (como manicure e pedicure); em
piercings e tatuagens; e durante outros procedimentos de servicos de saide (como
tratamentos odontoldgicos, uso de seringas de vidro, endoscopia digestiva alta, por
exemplo) e relacdes sexuais desprotegidas etc. A doenca também encontrou
oportunidades em populacdes que apresentam fatores adicionais de vulnerabilidade,
como transtornos mentais e privagao 11 de liberdade (CONITEC - Ministério da Satde,

2015).

1.5.Distribuicio da Doenca e Epidemiologia
Uma das maneiras de estimar a prevaléncia de hepatite C € por meio de estudos

de soroprevaléncia realizados em doadores de sangue. No entanto, por se tratar de uma
populacdo com caracteristicas especificas, tais estudos podem ndo representar de forma
acurada a verdadeira prevaléncia da doenca. Tal discrepancia foi demonstrada na
populacdo norte-americana, a qual apresentava na década de 1990 prevaléncias
estimadas de infec¢ao pelo HCV de 0,6% nos estudos com doadores de sangue e de
1,8% na populagao geral (ALTER, et al., 1999).

Estudos populacionais com amostras representativas de uma ou mais
comunidades serem mais adequados, esse tipo de estudo possui maior complexidade e
custo elevado e ndo pode ser executado na maior parte das regides do mundo. Mesmo
com essas ponderacoes, as estimativas apontam para prevaléncia global em torno de 2%
a 3%, ou seja, entre 123 milhdes e 170 milhdes de pessoas infectadas pelo HCV em
todo o mundo (SHEPARD, et al., 2005; WASLEY, ALTER, 2000). Apesar de a
Hepatite C ser considerada endemia mundial, existe um elevado grau de variacdo
geografica de sua distribuicdo. Em muitos paises faltam dados, e as estimativas sao
baseadas em médias ponderadas para as regies. A (Figura 5), mostra a prevaléncia
estimada de casos de infec¢do pelo HCV, segundo faixa etaria, de acordo com a regido

geografica do Brasil durante os anos 2004-2014 (Boletim epidemiolégico, 2015).
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Figura 5. Prevaléncia estimada da infeccao pelo HCV
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No gréafico observamos a distribui¢cdo da infeccdo pelo HCV, segundo faixa etdria,
Brasil e regides, 2004-201, sendo cada regido identificada por cores respectivas na
legenda. (Boletim epidemiolégico, 2015).

A prevaléncia da infeccdo pelo HCV € considerada baixa no Reino Unido,
Escandindvia (0,01% a 0,1%), Américas, Europa Ocidental, Austrélia e Africa do Sul
0,2% a 0,5%) (WASLEY, ALTER 2000; YEN, et al., 2003). Prevaléncias
intermedidrias sdo encontradas no Leste Europeu, Mediterraneo, Oriente Médio e India.
Outros paises com prevaléncia intermedidria incluem Brasil, Europa Oriental, partes da
Africa e Asia. O Egito possui alta prevaléncia de infec¢do pelo HCV (17% a 26%),
além de Hubei, Mongolia, Paquistao (PERZ, et al., 2004).

Globalmente, a epidemiologia da hepatite C também aponta maior
vulnerabilidade entre individuos de certas geracdes (GALBRAITH, et al., 2015). Em
recente andlise da série historica brasileira, realizada pela Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo (FMUSP), observa-se que o HCV acomete com maior

Casos Brasil
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frequéncia os individuos com mais de 40 anos de idade. (MESQUITA, 2014;
BURATTINI, 2014) Segundo a mesma andlise, estima-se que existam, no Brasil, entre
1,4 e 1,7 milhdo de portadores de hepatite C — nimero significativamente inferior as
estimativas da Organiza¢cdo Mundial da Satde. Grande parte dos portadores de hepatite
C desconhece o diagndstico e poucos sabem como ocorreu a transmissao e que existe
tratamento para a doenca. No Brasil, aproximadamente 10.000 casos sdo notificados a
cada ano. A epidemiologia da hepatite C ndo é homogénea no cendrio nacional: o
desconhecimento da doenca e a auséncia de um exame para o diagndstico dos
portadores assintomadticos levou a maior concentracdo da doenca em individuos
submetidos a transfusdo de sangue e hemoderivados. As regides em que o uso de
drogas injetaveis era frequente abrigam também um maior nimero de portadores do
HCV. (CONITEC - Ministério da Sadde, 2015).

Um estudo de prevaléncia nas capitais brasileiras de base populacional das
infecc¢des pelos virus das hepatites A, B e C encontrou as seguintes prevaléncias de anti-
HCV: 2,1% na Regido Norte, 0,7% no Nordeste, 1,3% no Centro-Oeste, 1,3% no
Sudeste; 1,2% na Regido Sul; e 0,8% no Distrito Federal. Os fatores de risco mais
relevantes encontrados na populacdo de 13 12 a 69 anos foram o uso de drogas,
particularmente drogas injetdveis com padroes de morbidade mais severos que drogas
inaladas. (ICICT/FIOCRUZ, 2014)

Existe apenas um ndmero limitado de trabalhos relacionando a prevaléncia da
infeccdo pelo HCV as diferentes faixas etdrias, e esses demonstram nao apenas as
variagdes regionais, mas temporais que refletem épocas de maior risco de transmissao
do HCV em cada regiao (YEN, et al., 2003). Nesses trabalhos percebem-se a0 menos
trés padroes epidemioldgicos distintos (Figura 6). O primeiro deles ocorre em paises
como Estados Unidos e Austrdlia, em que hd maior prevaléncia do HCV na populagao
entre 30 e 39 anos e menor prevaléncia nas pessoas abaixo de 20 e acima de 50 anos
(WASLEY, ALTER, 2000). Nesse caso, especula-se que as maiores taxas de
transmissdo do HCV tenham acontecido em um passado recente, aproximadamente
entre 10 e 30 anos. Em outro padrdao, como o que ocorre na Turquia, Espanha, Itdlia,
Japao e China, a maioria dos infectados pelo HCV estdo acima dos 50 anos, o que pode
indicar maior risco de infec¢do em um passado distante, aproximadamente entre 40 e 60
anos (SHEPARD, et al., 2005; ALTER, 2007). O terceiro padrdo é aquele que ocorre no

Egito, em que hd aumento do nimero de casos com a idade e a0 mesmo tempo grande
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nimero de casos em todos 0s grupos etarios, indicando risco aumentado de transmissao
em um passado distante que se mantém de forma continua (SHEPARD, et al., 2005).

A identificacdo desses padrdes especificos de prevaléncia da infec¢dao pelo HCV
nas diferentes faixas etdrias demonstra, provavelmente, caracteristicas epidemioldgicas
peculiares de cada regido. O reconhecimento do padrao de prevaléncia nos diferentes
paises e localidades pode permitir maior eficicia das medidas de deteccdo e de controle

da infec¢@o pelo HCV (FERREIRA, et al., 2004).

Figura 6. Prevaléncia da positividade de anti-HCV
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Podemos observar os padrdes de prevaléncia da positividade de acordo com a faixa
etaria. (WASLEY, ALTER, 2000).

O Brasil € um pais de propor¢cdes continentais e, portanto, com grandes
variagdes demogréficas, sociais e culturais entre as diferentes regides. Por esse motivo,
os estudos que avaliam a prevaléncia do HCV no Brasil sdo escassos e pouco precisos,

englobando, no geral, dreas geogréficas restritas ou populacdes especificas, como os
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doadores de sangue (FERREIRA, et al., 2004). Ha relatos de diversos estudos que traz
informacdes contraditrias, o que sugere a necessidade de estudos com metodologia
mais adequada.

Um inquérito realizado pela Sociedade Brasileira de Hepatologia revelou que,
dos 1.173.406 doadores de sangue avaliados, 14.527 (1,23%) foram reativos para o anti-
HCV. A (Figura 7), exibe a distribuicao espacial da prevaléncia de positividade para o
anti-HCV segundo os Estados. As maiores taxas de prevaléncia foram observadas nos
Estados da regido Norte (2,12%) (FERREIRA, et al., 2004). A regido Sul, por sua vez,
mostrou baixa prevaléncia de positividade para o anti-HCV (0,65%) (SBH, 1999). As
regides Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste apresentaram taxas intermedidrias (1,04%,
1,19% e 1,43%, respectivamente) (SBH, 1999). No entanto, conforme discutido
anteriormente, a utilizacdo de um grupo especifico como os doadores de sangue limita a
extrapolacdo dessas estimativas para a populacdo geral (FOCACCIA, et al., 1998) e
(MARTINS, et al., 2011).

Focaccia e colaboradores (1998) relataram um estudo de base populacional com
prevaléncia de 1,42% de positividade para o anti-HCV em 1.049 residentes do
municipio de Sao Paulo, as maiores prevaléncias foram observadas nos individuos
acima de 30 anos, sendo o pico de 3,8% observado na faixa etdria entre 50 e 59 anos.
Como discutido anteriormente, a maior prevaléncia de Hepatite C observada apds os 50
anos de idade sugere infeccdo em um passado distante, sendo possivel um deslocamento
gradual entre as faixas etdrias, com tendéncia de a maioria dos casos se concentrarem

entre 0s 1dosos.
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Figura 7. Prevaléncia de anti-HCV em doadores de sangue

Podemos observar a prevaléncia da positividade para o anti-HCV de doadores de
sangues nos diferentes estados brasileiros (FOCACCIA, et al., 1998), (MARTINS, et
al., 2011).

No Brasil, também h4d grande variacdo regional na prevaléncia de cada um dos
agentes etioldgicos, mecanismos de transmissdo e evolugdo clinica. Os sintomas sdo
pouco frequentes tanto nas infec¢des agudas quanto crOnicas, mas quando aparecem
podem caracterizar ictericia, fadiga, dor abdominal, ndusea e vOmitos, entre outros. As
hepatites virais tém grande importancia pelo nimero de individuos atingidos e pela

possibilidade de complicacdes das formas agudas e cronicas. Os quadros clinicos
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agudos das hepatites virais sdo muito diversificados, variando desde formas subclinicas
ou oligossintomaticas até formas fulminantes (Ministério da Sadde, 2010).

As aminotransferases (ALT/TGP e AST/TGO) sdao marcadores sensiveis de
lesdo do parénquima hepatico, porém ndo sao especificas para nenhum tipo de Hepatite.
A elevacdo da ALT/TGP geralmente € maior que da AST/TGO e ja € encontrada
durante o periodo prodromico. Niveis mais elevados de ALT/TGP quando presentes ndo
guardam correlacdo direta com a gravidade da doenca (LAUER, 2001; HEINTGES,
1997).

1.6. Diagnoéstico e Tratamento
A maior disponibilidade de ferramentas para o desenvolvimento de testes

diagndsticos ocorre desde 1989 (KUO, 1989), quando foi decodificado o genoma do
HCV por Choo e colaboradores (1989). Para confirmacdo diagndstica de Hepatite C
aconselha-se a determinacao qualitativa do RNA-VHC, de preferéncia pelo método da
PCR. As determinagdes quantitativas (carga viral), por outro lado, mostram-se muito
interessantes antes do inicio do tratamento, juntamente com a determinacdo do
genotipo, para definir-se a duracdo do tratamento. Elas também sdo utilizadas para
monitorar a resposta terapéutica ou para acompanhamento de casos nao tratados. O
desenvolvimento de testes imunoenziméticos para detec¢do do antigeno Core do HCV
apresenta como principal vantagem sua realizacdo em laboratdrios ndo especializados,
com diminuic¢do de custos e a possibilidade de substituir a complexa determinacdo do
RNA-HCV. A (Figura 8), apresenta um algoritmo com os exames a serem solicitados
em cada etapa, de acordo com a andlise conjunta dos dados clinicos e laboratoriais.

(SCHIFF, et al., 1999).



32

Figura 8. Algoritmo para confirmacao diagndstica da Hepatite C
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Esquema de diagndstico clinico - laboratorial utilizado para confirmagdo da Hepatite C
(SCHIFF, et al., 1999).

O tratamento indicado para Hepatite C como primeira escolha é a combinacdo
de injecdes semanais de Interferon alfa peguilhado (PEG-IFN) combinado com
Ribavirina durante o periodo de 24 semanas para genodtipos 1 e 4 e para os genotipos 2 e
3 s@o de 48 semanas. O tratamento com Interferon isoladamente também € possivel,
porém com pior resultado (HALLIDAY et al., 2011).

O tratamento é considerado efetivo quando ha resposta viroldgica sustentada
(RVS), ou seja, negativacdo para o virus HCV mantida por 6 meses apds término do
tratamento, sendo utilizada a técnica de PCR (polymerase chain reaction), para
identifica¢do do antigeno por amplificacio do DNA em amostra de sangue do paciente.

A indicacdo do tratamento depende de fatores variados como idade, estado geral de
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saude, probabilidade de resposta terapéutica e contra-indicacdes ao uso do Interferon
e/ou Ribavirina (STRADER, 2004; BRUNO, 2007).

O ELISA ¢ o diagnostico de triagem mais utilizado em laboratdrios, o principio
basico da técnica se baseia na imobilizacio de um dos reagentes (Antigeno ou
Anticorpo) na fase sélida, enquanto o outro reagente (Antigeno ou Anticorpo) estd
ligado a uma enzima, como mostra na (Figura 9). A fase sé6lida pode ser placas de 96
pocos de poliacrilamida, agarose e poliestireno, as microplacas de 96 pogos permitem a

realiza¢do de multiplos ensaios e automagao (GRETCH, 1997; SCHIFF, 1999).

Figura 9. Procedimento da metodologia ELISA
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Na figura acima é possivel verificar todas as etapas da metodologia do ensaio
colorimétrico imunoenzimdtico - ELISA. (Fonte: imagem adaptada site:
thttp://www.elisa-antibody.com/ELIS A-Introduction/ELISA-types data: 29/06/2015
as 17:20h).

A producio de antigenos e peptideos sintéticos possibilitou o desenvolvimento

do teste que permite a deteccdo de anticorpos contra o HCV (anti-HCV), o ELISA
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(enzyme-linked immunosorbent assay), assim o primeiro ELISA desenvolvido foi o de
primeira geracdo que tinha como alvo somente um antigeno, o polipeptideo c100-3, da
regido nao-estrutural NS4 do genoma viral. Esse método foi rapidamente abandonado
devido a sua baixa sensibilidade e especifidade, surgindo o de segunda geracdo, que
além da fracdo c100-3 incorporava as fragdes c33c (NS3) e c22-3 (core) (SAEZ-
ALQUEZAR et al., 2001). Em 1993, surgiu o ELISA de terceira geracdo, contendo
fragdes antigénicas das regides nado-estruturais NS3, NS4 e NS5 e da regido estrutural
Core. Além disso, grande parte dos testes de terceira geracdo substituiram algumas
fracdes antigénicas (obtidas por recombinacdo genética), tais como a ¢c100-3 e c33c, por
peptideos sintéticos correspondentes aos epitopos imunodominantes dessas fragdes,
melhorando tanto a sensibilidade quanto a especifidade (SAEZ-ALQUEZAR et al.,
2001).

Atualmente, ja existe o ELISA de quarta geracdo que contém fracdes antigénicas
do Core, NS3 e NS4, derivadas do gendtipo 1, incluindo também antigenos NS3 e NS4
de gendétipos diferentes do tipo 1, perfazendo um teste com aproximadamente 99,9% de
sensibilidade e especificidade (SAEZ-ALQUEZAR et al., 2001). Este método detecta
praticamente todos os portadores do virus, além de individuos que foram infectados e
ndo desenvolveram manifestagdes clinicas. Como vantagens apresentam rapidez no
processamento, facilidade de automacao, alta confiabilidade e custo relativamente baixo
(GRETCH, 1997).

O ELISA €é um dos testes de rastreamento mais utilizado, é um Ensaio
Imunoenzimético que utiliza anticorpos marcados com enzimas, seguidos da adicdo de
um substrato. Permite a detec¢do dos anticorpos anti-HCV. E um teste desenvolvido
com alta sensibilidade, especificidade, rdpido, de baixo custo, e pode ser adaptado a
diferentes graus de automacio. Ele € usado para definicdo da suspeita clinica, triagem
sorolégica em banco de sangue, selecdo de doadores e receptores de Orgdos para
transplante, prognéstico da doenca, critérios de cura, avaliacdo / monitoramento da
terapéutica, estabelecimento da prevaléncia da doencga, verificacdo de erradicacdo da
doenca e verificacdo de reintroducio de novos casos em dreas consolidadas. (GRETCH,
1997; SCHIFF, 1999). A metodologia ELISA pode ser qualitativa, semi-quantitativa ou
quantitativa. Qualitativo, mais usado para o diagnéstico de HCV, os seus resultados
informam apenas se houve ou ndo reagdo / deteccdo (positivo ou negativo). Semi-

quantitativo, se a amostra testada (soro) foi diluida, a maior diluicdo a apresentar reacao
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€ o seu titulo. Quantitativo, se é capaz de informar a quantidade absoluta do material
detectado. A segura interpretacdo do teste depende de algumas caracteristicas e
parametros que o definem, como: reprodutibilidade, validade, especificidade,
sensibilidade e valor preditivo. (BARRERA, 1995; UYTTENDAELE, 1994).

A maior ou menor sensibilidade e especificidade de um teste soroldgico
dependem de qual a sua finalidade. Para diagndstico € necessério a utilizacdo de testes
mais especificos. Nestes casos € importante que sejam evitados os resultados falso-
positivos. Para triagem em Banco de Sangue (ou outras finalidades similares) os testes
sao usados com fins preventivos, ou seja, a funcdo é prevenir a contaminagdo do
receptor. Aqui se busca evitar os resultados falso-negativos (a repeticdo de um teste com
resultado falso-positivo custa pouco, entretanto, a disseminacdo da doenca em
consequéncia de um resultado falso-negativo, tem que ser impedida a todo custo)
(RICHTER et al., 2003).

O teste de ELISA para detec¢do do anti- HCV € o mais comercializado pois,
apresenta vantagens, como rapidez no processamento, facilidade de automacdo, alta
confiabilidade e custo relativamente baixo (REIS, 1998). Para o controle da doenca, ha
somente kits importados testados e validados com amostras da regido que este foi
desenvolvido, os quais nem sempre apresentam a mesma especificidade em todo o
mundo, devido a alta heterogeneidade do virus da Hepatite C (HCV) (DIPTI et al.,
2006). Em geral, pode-se dizer que na ultima década houve grandes avangos no
diagnéstico laboratorial da Hepatite C. Nesse periodo houve progressiva melhora na
sensibilidade e especificidade dos testes utilizados para deteccao de anticorpos contra o
HCV, sendo possivel identificar pessoas infectadas com o virus de maneira rdpida e
relativamente barata. Contudo, € necessario que sejam desenvolvidos testes de maior
acurdcia na avaliacdo de determinados grupos de enfermos, como os imunossuprimidos
ou Hepatite aguda (BRANDAO, 2001).

Assim, considerando que a preocupacdo com a detec¢do da Hepatite C aumenta
a cada dia, principalmente em bancos de sangue é de grande relevancia o
desenvolvimento de um Kit diagndstico de alta especificidade, sensibilidade, baixo
custo e menor tempo de ensaio. Portanto, esse trabalho propds avaliar a ligacdo e
reconhecimento dos anticorpos anti-HCV de amostras positivas e positivas e
genotipadas de pacientes portadores de Hepatite C, através da padronizagdo da técnica

de ELISA qualitativo com uso de proteinas recombinantes quimérica.
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O teste mais comercializado para detec¢do do anti- HCV é o ELISA, que
apresenta vantagens como rapidez no processamento, facilidade de automacio, alta
confiabilidade e custo relativamente baixo (REIS, 1998). O teste ELISA de terceira
geracdo (ELISA III) incluiu antigenos recombinantes ou peptideos sintéticos para
captura de anticorpos e adicionado um antigeno da regiao NS5 (GRETCH, 1997).
Assim, houve um aumento na sensibilidade para detectar infec¢do pelo HCV, tanto em
doadores de sangue quanto em hepatopatas (BARRERA, 1995; UYTTENDAELE,
1994). Para o controle da doenga, ha somente kits importados, os quais nem sempre
apresentam a mesma especificidade em todo o mundo, devido a alta heterogeneidade do
virus da Hepatite C (HCV) (DIPTI et al., 2006). Em geral, pode-se dizer que na udltima
década houve grandes avancos no diagndstico laboratorial da Hepatite C. Nesse periodo
houve progressiva melhora na sensibilidade e especificidade dos testes utilizados para
deteccao de anticorpos contra o HCV, sendo possivel identificar pessoas infectadas com
o virus de maneira rdpida e relativamente barata. Contudo, é necessdrio que sejam
desenvolvidos testes de maior acurdcia na avaliacdo de determinados grupos de
enfermos, como os imunossuprimidos ou Hepatite aguda (BRANDAO, 2001).

Assim, considerando que a preocupacdo com a detec¢ao da Hepatite C aumenta
a cada dia, principalmente em bancos de sangue é de grande relevancia o
desenvolvimento de um Kit diagndstico de alta especificidade, sensibilidade, baixo
custo e menor tempo de ensaio.

Portanto, esse trabalho propos avaliar a ligagdo e reconhecimento dos anticorpos
anti-HCV de amostras positivas e positivas e genotipadas de pacientes portadores de
Hepatite C, através da padronizacio do ELISA qualitativo com uso de proteinas

recombinantes quimérica.
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2. JUSTIFICATIVA

O diagndstico inicial da Hepatite C pode ser realizado pela pesquisa de
anticorpos anti-HCV, através de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) utilizando testes
comerciais, que empregam antigenos virais recombinantes. A metodologia utilizada
para o desenvolvimento desses ensaios estd baseada na organizacao gendmica do HCV.
O ELISA disponivel no mercado € bastante util para andlises laboratoriais,
possibilitando a andlise de grande quantidade de amostras em pouco tempo, sendo, por
isso um teste mais rapido e de facil execucao. (GRETCH, 1997; SCHIFF, 1999).

A necessidade de se mostrar a qualidade de medicdes quimicas estd sendo cada
vez mais exigida e reconhecida, através da sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade. Resultados analiticos nao confidveis podem conduzir a decisdes
desastrosas, prejuizos financeiros irrepardveis. Para garantir que método analitico
desenvolvido gere informacdes confidveis interpretdveis sobre a amostra ele deve sofrer
uma avaliacdo denominada validag¢do. Para tanto, foi feito estudos em bulas de kits
presentes no mercado e avaliou-se a sensibilidade e especificidade, assim realizaram-se
experimentos e validagdo do teste a fim de, melhorar ou chegar o mais préximo de tais
valores, utilizando amostras de pacientes brasileiros positivos para o HCV. De acordo
com os critérios citados acima, desenvolveu-se a técnica padronizada de ELISA que os
resultados obtidos neste trabalho poderdo auxiliar no desenvolvimento de Kits
comerciais de ELISA para a populacdo brasileira, de baixo-custo, sensivel, especifico e

boa deteccao.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar e avaliar a interagdo entre os anticorpos anti-HCV, presentes em

amostras sabidamente positivas para o virus da Hepatite C, com proteina recombinante

quimérica por meio da metodologia Ensaio Imunoenzimaético - Elisa Qualitativo.

3.2 Objetivos Especificos

v

v

<\

Padronizar e determinar a melhor concentracdo da proteina recombinante
quimérica durante a adsor¢@o no pogo da placa;

Definir a solucao bloqueio a ser utilizada, escolhendo o Leite em p6 10% e BSA
10% como base para este bloqueio;

Determinar a dilui¢c@o ideal da amostra soroldgica;

Determinar a dilui¢do ideal do conjugado;

Fabricar microplacas com concentracdo da proteina recombinante-antigeno
padronizada;

Analisar a validade, reprodutibilidade, valor preditivo, sensibilidade e
especificidade;

Comparar o ELISA padronizado com kit de referéncia no mercado;

Comparar a sensibilidade e especificidade de kits referéncia no mercado com a

sensibilidade e especificidade do ELISA padronizado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao da proteina viral

As proteinas recombinantes e conjugado foram gentilmente doados pela FAPON
BIOTECH INC (Shenzhen/Guangdong - China) com a finalidade de utilizd-las na
sensibilizacdo das microplacas de ELISA, para deteccdo de anticorpos anti-HCV.

Alguns resultados desse trabalho ndo puderam ser descritos devido a sigilo empresarial.

O fornecedor nos doou as seguintes proteinas e conjugado para realizacdo dos

testes:

- Conjugado, anticorpos anti- IgG peroxidase;

- Proteina quimérica (multiepitopo) recombinante constituida pelos antigenos do Virus

da Hepatite C: core, NS3, NS4 e NS5 com aproximadamente 42 kDa, Img/mL e 95%

de pureza;

- Proteina individual NS3 com aproximadamente 31 kDa, 1,32mg/mL e 98% de pureza;

- Proteina Core com aproximadamente 14 kDa, 3,1 mg/mL e 95% de pureza.

Tais proteinas foram expressas em E.coli. Utilizou-se as proteinas no processo

de sensibilizacdo (adsor¢do) das microplacas de poliestireno com 96 pogos.
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4.2. Delineamento Experimental
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4.3 Amostras sorolégicas

As 388 amostras soroldgicas negativas, positivas e positivas genotipadas para
Hepatite C utilizadas neste trabalho foram gentilmente doadas pela Profa. Dra. Adriana
Malheiro - HEMOAM (Hemocentro do Amazonas — Manaus), estas foram obtidas de
projetos anteriores, com assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido) e concordincia do Participante de pesquisa para sua utilizacdo em
pesquisas futuras. Projeto avaliado em comité de ética: FMT- HVD - CAAE:
00330114000-09.
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4.4. Padronizacao da concentracio da proteina- antigeno na placa

Realizou-se o processo de sensibilizacio das microplacas de poliestireno
(Greiner Bio-one) com trés concentragdes das proteinas recombinantes quimérica 25, 50
e 100 ng/pocgo. Utilizou-se a solu¢do de Tampao carbonato 0,1M pH 9,6 para o preparo
das solucdes de sensibilizacdo com as concentragdes selecionadas das proteinas.
Identificou-se as microplacas com 96 pocos de fundo chato, com alta capacidade de
ligacdo, de cada concentracdo de proteina-antigeno e pipetou-se 100 pL/pogo das
respectivas solugdes de sensibilizagdo previamente preparadas, feito a sensibilizacdo
estas foram incubadas overnight em temperatura ambiente 22 a 25 °C em uma
incubadora timida.

Ap6s o periodo overnight, adicionou-se a soluciao bloqueio BSA 10% (Sigma) e
Leite em p6 10% (Molico) nas microplacas de cada concentracdo de proteina e incubou-
se duas horas a temperatura ambiente. Percorrido o tempo de incubacgdo, descartou-se a
solucdo de bloqueio e fez-se a lavagem na lavadora de microplacas - BrasSerum
modelo: BSII, com solucdo de lavagem (PBS 0,01M+Tween 20 0,1% (Vetec)), retirou-
se o excesso da solucdo de cada microplaca com papel absorvente e pipetou-se as
amostras soroldgicas (em todo os ensaios foram pipetadas em duplicatas) positivas e
negativas para Hepatite C diluidas 1/160, 1/80, 1/40 e 1/10 em tampao PBS 0,01M e
incubou-se por 30 minutos a 37 °C.

Fez-se 3 lavagens apds o tempo de incubagio e retirou-se o excesso da solucao
em papel absorvente e adicionou-se o conjugado (FAPON) diluido 1/8.000, 1/10.000,
1/12.000 e 1/15.000 e incubou-se as placas por 30 minutos a 37°C. Fez-se 3 lavagens
ap6s o tempo de incubagdo e retirou-se o excesso da solucdo em papel absorvente e
adicionou-se a solucao substrato TMB (Sigma) e incubou-se por 15 min ao abrigo da
luz em temperatura ambiente. Adicionou-se o inibidor da reagdo STOP (4cido sulfurico
2N (Vetec)), homogeneizou-se e fez-se a leitura em leitora de microplaca no

comprimento de onda de 450 nm.

4.4.1. Juncao das proteinas Core e NS3 individuais com a Quimérica
Fabricou-se microplacas sensibilizadas com a jun¢do da proteina recombinante
Quimérica com as individuais NS3 e Core na concentragdo de 25ng/cada, totalizando

75ng de proteina/poco, utilizando o mesmo procedimento técnico do item 4.3, assim
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testaram-se amostras positivas € amostras negativas em paralelo com a microplaca
sensibilizada com 25ng/poco de proteina recombinante quimérica, para avaliar se houve

melhor exposicao aos sitios de ligacdo.

4.5.Fabricacio das microplacas: avaliacdo do processo produtivo e teste de
homogeneidade do lote
Definiu-se a concentragdo de proteina recombinante quimérica e solucdes, entdo

fabricou-se microplacas com 96 pocgos sensibilizadas. Utilizou-se os critérios de
“processo produtivo” e teste de homogeneidade utilizado na empresa de
desenvolvimento de Kits diagnésticos - ELISA, Wama Diagndstica situada na cidade de
Sao Carlos-SP, no processo de fabrica¢do das microplacas.

Fez-se a identificagdo de cada microplaca e pesou-se antes e apds a pipetagem
da solucdo de sensibilizacdo e bloqueio e fez-se o cdlculo do processo produtivo
(Pesagem final - Pesagem inicial / 96 *1000), sendo eficaz as placas que apresentaram
resultados 100% (+/-) 2.

A homogeneidade da solucdo de sensibilizacio e bloqueio serviu para avaliar o
processo de pipetagem no momento da fabricagdo das microplacas, assim coeficientes

até 20% representaram que todas as placas tiveram a mesma distribui¢ao das solugdes.

4.6.Validacao

Fez-se a validagdo com amostras negativas e positivas para Hepatite C, o teste
consistiu na unido da acuidade, acurdcia ou exatiddao, grau em que o exame foi
apropriado para medir o verdadeiro valor daquilo que foi medido, observado ou
interpretado. Capacidade de obtermos valores muito préximos aos obtidos num ensaio

de referéncia no mercado (SILVA E OLIVEIRA, 2007).

Utilizou-se o calculo abaixo:

Validade: Numero de resultados corretos X 100

Numero total de resultados

4.7. Reprodutibilidade
Fez-se a andlise da reprodutibilidade utilizando amostras positivas e negativas,

foram repetidas 20 vezes e fez-se a média das DOs, desta forma seguiu-se os critérios de
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unido da confiabilidade, fidedignidade e precisdo; termos usados para testes
qualitativos tem por finalidade avaliar a capacidade da obtencdo dos resultados com
valores muito proximos entre si. Fez-se a média das amostras sabidamente positivas e
negativas repetidas 20 vezes em um mesmo ensaio fez-se calculo da reprodutibilidade

(SILVA E OLIVEIRA, 2007).

Utilizou-se a expressdo abaixo:

Reprodutibilidade (%) = Nudmero de resultados concordantes X 100

Numero total de resultados

4.8. Avaliacao da Sensibilidade
Fez-se o célculo da sensibilidade, que serviu para avaliar a capacidade que foi

detectada as amostras verdadeiramente positivas, esta foi avaliada através da seguinte

expressao (SILVA E OLIVEIRA, 2007):

Sensibilidade =  Amostras Verdadeiramente Positiva X 100

Amostras Verdadeiramente Positiva + Amostra Falso Negativa

4.9. Avaliacao da Especificidade
Fez-se o célculo da especificidade, que serviu para avaliar a capacidade que foi

detectada as amostras verdadeiramente negativas. O seu valor foi obtido através da

seguinte expressao (SILVA E OLIVEIRA, 2007):

Especificidade = Amostra Verdadeiramente Negativa X 100

Amostra Verdadeiramente Negativa + Amostra Falso Positiva

4.10. Valor Preditivo
Os valores preditivos de um teste variam de acordo com a prevaléncia da doenga

ou infeccdo, a prevaléncia corresponde ao nimero total de casos de uma doenca ou

infec¢cdo numa determinada populagdo, num periodo de tempo. Temos Valor preditivo
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positivo (VPP) e Valor preditivo negativo (VPN). O VPP € a probabilidade de que um
resultado positivo seja verdadeiramente positivo e 0 VPN € a probabilidade de que um

resultado negativo seja verdadeiramente negativo (SILVA E OLIVEIRA, 2007).

Utilizou-se a expressao abaixo para calcular os valores preditivos:

VPP =  Amostra Positiva X 100

Amostra Positiva+ Amostra Falso Positiva

VPN =  Amostra N egativa X 100

Amostra Negativa + Amostra Falso Negativa

4.11. Comparacao com Kit de referéncia no mercado
Utilizou-se um kit de referéncia no mercado para Hepatite C para avaliarmos a

eficicia do ELISA padronizado com as proteinas recombinantes. Assim fez-se os
ensaios em paralelo, pelo mesmo analista e mesmas condi¢des ambientais, utilizou-se a
bula do fabricante do kit de referéncia para realizarmos o procedimentos do ensaio.
ApOs realizou-se a andlise comparativas entre os kits de referéncia e o ELISA

padronizado com as proteinas recombinantes.

4.12. Analise comparativa da sensibilidade especificidade
Realizou-se uma busca na internet dos principais kits utilizados na detec¢do de

anticorpos anti-HCV, encontrou-se 04 marcas mais competitivas no mercado e fez-se a
andlise comparativa da sensibilidade e especificidade destes kits com o ELISA

padronizado com proteinas recombinantes-antigenos.

4.13. Anadlise estatistica
Os resultados foram expressos em porcentagem e com média SEM utilizado o

programa PRISMA, versdo 5 - Graph Pad (San Diego, Califérnia, USA) no qual, foram
analisados através da Densidade ()ptica (DO) obtida em cada teste e feito os calculos
das expressdes para Validacdo, Reprodutibilidade, Sensibilidade,Valor Preditivo e

Coeficiente de Variacdo (CV).
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5.0. RESULTADOS

5.1. Concentracao de proteina recombinante quimérica

Foram fabricadas microplacas com concentracdes de 25, 50 e 100 ng/poco de
proteina recombinante quimérica-antigeno. Realizou-se o ELISA com 03 amostras
positivas, 01 amostra negativa diluidas 1/10 na solu¢ao PBS 0,01 M e conjugado diluido
1/10.000 e 1/15.000.

Foram observados que, nas trés concentracdes testadas as amostras positivas
apresentaram DOs acima 0,5 (Figura 10 A e B) e reproduziram como positivas e as
negativas DOs abaixo 0,2 e reproduziram como negativa, houve discreto aumento de
DO, aproximadamente 0,02 DO, nas concentracdes de 50 e 100 ng/poco quando
comparados com a de 25ng/poco (Figura 10 A e B). J4 em relacdo a diluicdo do
conjugado podemos observar que, ambas apresentaram-se satisfatorias, com resultados
fidedignos das amostras testadas, houve um discreto aumento na DO na dilui¢do
1/10.000 (Figura 10 A) comparado com a dilui¢do 1/15.000 (Figura 10 B). Definiu-se
utilizar a concentragdo de 25ng/poco para a sensibilizacdo devido a diferenca entre as

concentracdes ndo serem significativas.



46

Figura 10. Padronizacdo da concentracdo da proteina de sensibilizacio na

microplaca
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(A) Média da DO das amostras de soro nas dilui¢des de 1/10, conjugado anti-IgG
1/10.000 e concentracdo das proteinas recombinantes-antigenos 25, 50 e 100 ng/pocgo.
(B) Média da DO das amostras de soro nas dilui¢des de 1/10, conjugado anti-IgG
1/15.000 e concentracdo das proteinas recombinantes-antigenos 25, 50 e 100 ng/pocgo.
Os dados representam a média com SEM utilizado o programa PRISMA, versdo 5 -
Graph Pad (San Diego, Califérnia, USA).
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5.2.Escolha da solu¢ao Bloqueio e diluicio da amostra

Realizou-se o teste com a microplaca sensibilizada na concentracdo padronizada
de 25ng/poco de proteina recombinante quimérica, conjugado anti-IgG diluido 1/10.000
e 1/15.000 e quatro amostras positivas diluidas 1/160, 1/80, 1/40 e 1/10. Assim, foram
fabricadas as microplacas com as solu¢des de bloqueio leite em p6 10% e BSA 10%,
em seguida realizou-se o ELISA com 01 amostra sabidamente positiva nas dilui¢cdes
descritas acima.

Podemos observar que, a dilui¢do 1/10 das amostras apresentou-se com melhor
resultado, com DOs acima de 1,5 indicando alta positividade, podemos observar
também que, em ambas dilui¢des do conjugado perfizeram resultados com DOs acima
de 0,5, o que demonstrou positividade da amostra em ambas dilui¢des. Ja em relacdo as
solucdes bloqueio os resultados foram satisfatérios utilizando Leite ou BSA na
concentracdo de 10%, notou-se que as DOs estdo discretamente elevadas nas
microplacas bloqueadas com BSA 10% na dilui¢do da amostra 1/10 com uma diferenca
de DO de 0,004, mas, levando em consideragdo que, todos os resultados das DOs foram
de 0,5, nas duas solucdes testadas, assim devido o custo da solucio de BSA ser
relativamente maior ao do leite em pod, decidiu-se utilizar o leite em p6 10% como

bloqueio das microplacas (Figura 11 A e B).
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Figura 11. Escolha da solucio de bloqueio e diluicao da amostra
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(A) Solucdes de Bloqueio Leite em p6 e BSA 10%, concentracdo das proteinas
recombinantes-antigenos 25 ng/pog¢o, média das DOs das dilui¢cdes das amostras de soro
1/160; 1/80; 1/40 e 1/10 e conjugado anti-IgG 1/10.000. (B) Solu¢des de Bloqueio Leite
em p6 e BSA 10%, concentragdo das proteinas recombinantes-antigenos 25 ng/poco,
média das DOs das diluicdes das amostras de soro 1/160; 1/80; 1/40 e 1/10 e conjugado
anti-IgG 1/15.000. Os dados representam a média com SEM utilizado o programa
PRISMA, versao 5 - Graph Pad (San Diego, Califérnia, USA).
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5.3. Definicao da diluicao ideal do Conjugado

Fez-se um ensaio para escolha da dilui¢do ideal do conjugado, utilizou-se as
dilui¢des sugeridas pelo fabricante 1/10.000 e 1/15.000 e mais duas. Realizou-se o
ELISA com as seguintes dilui¢des 1/8.000, 1/10.000, 1/15.000 e 1/20.000 do conjugado
anti-IgG com quatro amostras negativas e doze amostras positivas.

Podemos observar que, os resultados foram satisfatérios (Figura 12) para as
diluicdes 1/10.000, 1/15.000 e 1/20.000 sendo que, a dilui¢dao 1/8.000 e 1/10.000 ndo
foram satisfatérios apresentou-se com resultados de DOs muito elevados, acima de 3,0
para amostra positiva e 1/20.000 apresentou-se com DOs baixa para amostra positiva
quando comparadas com as da dilui¢ao 1/15.000. Definiu-se que, a dilui¢ao 1/15.000 do
conjugado foi ideal, pois demonstrou DOs das amostras positivas com intervalos entre
1,2 a 3,0, assim perfazendo uma distancia de 0,8 de DO das amostras negativas para
positivas isto favorece uma zona de indeterminados satisfatéria com melhor distribui¢ao
entre as amostras soroldgicas positivas e negativas, portanto a diluicdo de 1/15.000 foi

considerada como padrao.



Figura 12. Diluicoes do conjugado
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Concentracdo das proteinas recombinantes-antigenos quimérico 25 ng/poco, solucdes
de bloqueio leite em p6 10%, diluicdo da amostra de soro positivas e negativas 1/10 e
média das dilui¢des de conjugado anti-IgG 1/8.000, 1/10.000, 1/15.000 e 1/20.000. Os
dados representam a média com SEM utilizado o programa PRISMA, versao 5 - Graph
Pad (San Diego, Califérnia, USA).
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5.4. Analise da juncao das proteinas Core e NS3 individuais com a Quimérica
Fabricou-se microplacas sensibilizadas com a jun¢do da proteina recombinante

Quimérica as individuais NS3 e Core na concentracdo de 25ng/cada, totalizando 75ng
de proteina/pogo, assim testou-se doze amostras positivas € quatro amostras negativas
em paralelo com a microplaca sensibilizada com 25ng/poco de proteina recombinante
quimérica.

Podemos observar que, as amostras positivas apresentaram-se com DO acima
de 0,5. Destacou-se duas amostras positivas, Positivo 4 e 6, na juncdo das proteinas
individuais NS3 e Core, ocorreu a diminui¢do do sitio de ligacdo assim, obtivemos uma
DO mais baixa do que na placa com 25ng de proteina quimérica, e, a positivo 7
apresentou-se maiores exposi¢des de sitio de ligagcao, apresentou-se com DOs mais altas
do que quando a microplaca sensibilizada com 25ng de proteina quimérica (Figura 13 A
e B), assim ndo foram satisfatrios os resultados da jungdo das proteinas individuais a

proteina quimérica.
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Figura 13. Juncao das proteinas individuais a proteina quimérica
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(A) Sensibiliza¢do da microplaca com 75 ng/pogo (25ng de NS3, 25ng de Core e 25ng
de Quimérica) de proteinas recombinantes-antigenos, solu¢cdo de bloqueio Leite em pé
10%, média das DOs das amostras de soro diluidas 1/10 e conjugado anti-IgG 1/15.000.
(B) Sensibilizacdo da microplaca com 25 ng/poco de proteina recombinante-antigeno
Quimérica, solucdo de bloqueio Leite em p6 10%, média das DOs das amostras de soro
diluidas 1/10 e conjugado anti-IgG 1/15.000. Os dados representam a média com SEM
utilizado o programa PRISMA, versdo 5 - Graph Pad (San Diego, Califérnia, USA).
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5.5. Fabricacao de placas: analise do processo produtivo e homogeneidade

Padronizou-se as solu¢des de bloqueio, antigeno, conjugado e dilui¢do da
amostra fabricou-se um lote com 10 microplacas utilizando a andlise do processo
produtivo e homogeneidade do lote produzido.

Para andlise do processo produtivo pesou-se as microplacas identificadas como
1, 5 e 10 vazias e cheias, antes da pipetagem e apds a pipetagem, das solugdes de
sensibiliza¢do (Tabela 2) e bloqueio (Tabela 3), no qual, estes dados foram utilizados
para anélise do processo produtivo.

Utilizou-se para analisarmos a homogeneidade do lote 3 tiras (1, 6 e 12) com 8
pocos de cada microplaca fabricada identificada como 1, 5 e 10 e duas amostras, uma
positiva (Tabela 4) e outra negativa (Tabela 5), assim realizou-se o ELISA e comparou-
se as DOs entre as tiras.

De acordo com os resultados apresentados nas tabelas abaixo, estes se
apresentaram satisfatérios, os valores encontrados de vol/po¢o na andlise do processo
produtivo estdo dentro do esperado 100% (+/-) 2, e, no teste de homogeneidade a
amostra positiva teve CV 0,9% e a negativa CV 3,18%, ambos os coeficientes de

variacdo estdo abaixo de 20% perfazendo a qualidade da fabricagdo das placas.
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Tabela 2. Analise do processo produtivo-sensibilizacio

Placas 1 5 10

PO 47,71g 47,69g 47,69
P1 57,29¢ 57,26g 57,21
VOL/POCO 99,8 ulL 99,7ulL 99,2ul.

Placas identificadas de 1, 5 e 10 com PO = peso inicial, P1 = peso final e Vol/pogo =
100% (+/-) 2.

Tabela 3. Analise do processo produtivo-bloqueio

Placas 1 5 10

PO 47,87¢g 47,97¢g 47,93¢g
P1 57,51g 57,58¢g 57,55g
VOL/POCO 100,4ulL 100,1ulL 100,2ulL

Placas identificadas de 1, 5 e 10 com PO = peso inicial, P1 = peso final e Vol/poco =
100% (+/-) 2.



Tabela 4. Analise do CV do teste de homogeneidade com Soro HCV Positivo 2
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Placas Tira 1 Tira 6 Tira 12 Média DP CV(%)
1 1,860 1,830 1,890 1,860 0,030 1,61
Soro
HCV 5 1,965 1,814 1,960 1,889 0,086 4,54
Positivo 2 10 1,870 1,860 1,850 1,860 0,010 0,54
Média entre as placas 1,870 0,017 0,90

Andlise dos resultados da amostra positiva testada 8 vezes nas tiras 1, 6 e 12 das placas
fabricadas 1, 5 e 10. Feito cdlculo da média = 1,870, desvio padrao (DP) = 0,017 e

coeficiente de variagdo (CV) = 0,90.

Tabela 5. Analise do CV do teste de homogeneidade com Soro HCV Negativo 4

Placas Tira 1 Tira 6 Tira12 Média DP CV(%)
Soro 1 0,073 0,069 0,065 0,069 0,004 5,80
HCV 5 0,065 0,065 0,066 0,065 0,001 0,88
Negativo
4 10 0,065 0,065 0,066 0,065 0,001 0,88
Média entre as placas 0,067 0,002 3,18

Andlise dos resultados da amostra negativa testada 8 vezes nas tiras 1, 6 e 12 das placas
fabricadas 1, 5 e 10. Feito cdlculo da média = 0,067, desvio padrao (DP) = 0,002 e

coeficiente de variagdo (CV) = 3,18.
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5.6. Validacao

A validagao foi feita com 186 amostras, destas 138 eram negativas e 48
positivas, foi feito os testes nas placas fabricadas e em paralelo com kit referéncia de
mercado, apds realizou-se andlise dos graficos e o calculo de validade.

Podemos observar (Figura 14 A e B) destacado em vermelho oito amostras
(4,3%) foram discordantes quando comparados com os resultados obtidos com kit de
referéncia no mercado. O célculo feito para avaliar a validade obteve resultado de
95,69%, este valor nos mostra que, estd dentro do valor de referéncia 90 a 100%, assim
as placas fabricadas mesmo apresentando 4,3% de discordancia apresentaram-se
validadas, apropriadas para medir o verdadeiro valor daquilo que foi medido com a

capacidade de produzir valores muito proximos aos obtidos num ensaio de referéncia.
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Figura 14. Validaciao do ELISA
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(A) ELISA padronizado com 25ng/poco de proteina recombinante-antigeno quimérico,
testado com 186 amostras, destas 138 eram negativas e 48 positivas, podemos observar
destacadas em vermelho as amostras discrepantes. (B) ELISA HCV Kit de referéncia no
mercado, testado com 186 amostras, destas 138 eram negativas e 48 positivas, podemos
observar que ndo houve resultados discrepantes.



Calculo da Validade:

Validade: Numero de resultados corretos= 178 X 100

Numero total de resultados =186

Validade = 95,69%
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5.7.Analise das amostras HCV positivas genotipadas

Realizou-se testes com 79 amostras genotipadas com gendtipos 1, 2 e 3 para o
virus HCV, e verificou-se afinidade e ligacao dos anticorpos anti-HCV nas microplacas
sensibilizadas com a proteina recombinante-antigeno quimérica.

Podemos observar que, houve maior prevaléncia de portadores do virus HCV
gendtipo 1, destes 7 (8,9%) amostras dentre as 79 apresentaram-se com valores abaixo
0,5 de DO, sendo estas consideradas discordantes. As amostras com genotipo 2 e 3
apresentaram-se em menor prevaléncia, porém todas com resultados satisfatérios, DOs
acima de 0,5. Assim observamos que, das amostras genotipadas com gendtipo 1, 2 e 3
apenas 8,9% das amostras caracterizadas com gendtipos 1 apresentaram-se resultados
ndo satisfatorios, ndo apresentou anticorpos anti-HCV com afinidade e ligacdo com a

proteina recombinante-antigeno quimérica (Figura 15).
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Figura 15. Teste com amostras genotipadas
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Amostras genotipadas G1 azul = genétipo 1, G2 marron = gendtipo 2, G3 verde =
gendtipo 3. Amostras G1 apresntou-se 8,9 % de amostras discrepantes, com D.O.

abaixo 0,5.
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5.8.Reprodutibilidade

A anélise da reprodutibilidade foi feita com 26 amostras positivas e 13 amostras
negativas, os resultados foram plotados no grafico abaixo e avaliou-se em porcentagem
a reprodutibilidade obtida no teste com o calculo demonstrado na expressao abaixo.

De acordo com os resultados (Figura 16) observamos que, as DOs tanto da
amostras positivas como das amostra negativas apresentaram-se com valores muito
préoximos entre si, sendo que, as amostras positivas permaneceram na faixa de 1,7 a 1,79
de DOs e as amostras negativas de 0,1 a 0,2 de DOs, assim, de acordo com o célculo

feito houve 100% de reprodutibilidade no ensaio.
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Figura 16. Analise da reprodutibilidade
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A andlise de reprodutibilidade foi feito o ELISA com 26 amostras positivas e 13
amostras negativas e plotadas no grifico. Podemos obeservar que as amostras positivas
permaneceram com DOs de 1,7 a 1,79 e as amostras negativas com DOs de 0,1 a 0,2.

Célculo de reprodutibilidade foi feito pela expressao:

Reprodutibilidade (%) = Numero de resultados concordantes= 39 X 100 =100%

Numero total de resultados = 39

Reprodutibilidade (%) = 100%
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5.9. Avaliacao da Sensibilidade, Especificidade e Valor Preditivo

Realizou-se a andlise da sensibilidade, especificidade e valores preditivos com
309 amostras, destas 138 negativas e 171 positivas.

De acordo com os resultados apresentados (Figura 17) podemos observar que,
das 309 amostras testadas, em vermelho, destacou-se 10 (3,23%) amostras
caracterizadas no ensaio como discordantes, destas, 10 apresentaram-se Falso negativo e
1 apresentou-se como Falso positivo.

Em relacdo a sensibilidade e especificidade do teste fez-se os calculos e
observamos que, o ELISA padronizado apresentou-se 94,5% sensivel e 99,3%
especifico. Foi possivel caracterizar que 99,4% das amostras definidas como positivas
foram verdadeiramente positivas e 93,2% das amostras negativas foram

verdadeiramente negativas.
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Figura 17. ELISA para a Andlise da Sensibilidade, Especificidade e Valor
Preditivo
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Para os cédlculos da andlise da sensibilidade, especificidade e valores preditivos fez-se
ELISA com 309 amostras, destas 138 negativas e 171 positivas. Os resultados
apresentados no grafico mostram que, das 309 testadas, em vermelho destacou-se 10
(3,23%) amostras discrepantes caracterizadas no como Falso positivo e Falso Negativo.




O célculo do Valor Preditivo para amostras positivas foi feito pela expressao:

VPP = Amostra Positiva=171 X 100 =

Amostra Positiva+ Amostra Falso Positiva=172

VPP = 99,4%

O célculo do Valor Preditivo para amostras negativas foi feito pela expressao:

VPN =  Amostra Negativa=138 X 100 =

Amostra Negativa + Amostra Falso Negativa=148

VPN =93,2 %

O célculo da Sensibilidade foi feito pela expressao:

Sensibilidade = Amostras Verdadeiramente Positiva=171 X 100 =

Amostras Verdadeiramente Positiva + Amostra F N=181

Sensibilidade = 94,5%

O célculo da Especificidade foi feito pela expressao:

Especificidade = Amostra Verdadeiramente Negativa=138 X 100 =

Amostra Verdadeiramente Negativa + Amostra F P=139

Especificidade = 99,3%
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5.10. Comparacao da Sensibilidade e Especificidade com Kkits de referéncia no
Mercado

Os resultados de sensibilidade e especificidade obtidos nesta pesquisa foram
comparados com sensibilidades e especificidades de 04 kits de referéncias disponiveis
no mercado.

Podemos observar que, a placa fabricada com proteina quimérica apresentou-se
com 94,5% de sensibilidade e 99,3% de especificidade, ja os dados levantados de bulas
dos fabricantes dos kits referéncias disponiveis no mercado apresentaram-se com
sensibilidade de 99,5 a 100% e especificidade de 99,5 a 99,7% (Tabela 6).

Assim os resultados obtidos na placa fabricada foram possiveis observar que, a
especificidade possui valores proximos aos de mercado j4 a sensibilidade, estd
relativamente baixa quando comparados aos valores das sensibilidades dos Kkits

referéncias do mercado.
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Tabela 6. Analise da Sensibilidade e Especificidade

KITO01 KIT02  KIT03  KIT04 QUIMERICA
SENSIBILIDADE % 100 99.5 99.9 100 94,5
ESPECHZ;CIDADE 99.5 99.6 99.8 99,7 99.3

Valores de sensibilidade e especificidade obtidos nas bulas dos fabricantes de kits de
HCV referéncia no mercado comparados com o ELISA padronizado com proteina
recombinante-antigenos quimérico.
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6. DISCUSSAO

Como ndo hd trabalhos de comparacdo para o nosso ELISA qualitativo para
deteccao de anticorpos anti-HCV com uso de proteina recombinante quimérica FAPON,
partimos de valores na padronizacao (tipo de bloqueio, dilui¢do dos soros, concentra¢ao
do antigeno) citados pelo fornecedor FAPON e da dissertacdo desenvolvida pelo autor
SILVA e OLIVEIRA, (2007) que utiliza proteina multiepitopo para o desenvolvimento
do ELISA in house.

Obtivemos a partir dos ensaios de padronizacdo do ELISA com proteinas
recombinantes um protocolo capaz de ter um bom rendimento dos principais
componentes da reacao (antigenos e conjugados) com boa resolugao.

De acordo com a (Figura 10), das amostras utilizadas na padroniza¢ao observou-
se que, houve o mesmo padrdo das amostras de soro negativo, apresentando baixa
reatividade e as amostras soro positivos para HCV, apresentando alta reatividade com as
concentracdes de 25, 50 e 100 ng/poco de proteinas recombinantes quimérica, mas, a
concentracdo da proteina de 25ng/pogo apresentou-se com DO de 0,02 mais baixas do
que as concentragdes de 50 e 100 ng/pogo, porém diferenca ndo € considerada
significativa. A concentracdo 25ng/poco permite teoricamente, a fabricacdo de
aproximadamente 400 placas totalizando 38 mil testes com a quantidade de 1mg/mL de
proteina fornecida, assim esta concentracio é uma Otima candidata a fabricar
microplacas com baixo custo e relativamente mais rentavel.

Dipti e colaboradores (2006) relataram que, o uso de proteina multiepitopo leva
a uma considerdvel reducdo nos custos de producdo dos kits de deteccdo do HCV,
recentemente, expressaram com sucesso uma proteina multiepitopo consistindo de
vérios epitopos imunodominantes lineares de proteinas estruturais e ndo-estruturais do
principal sorotipo HCV presente na India. O gene sintético foi expresso com sucesso em
E. coli e a proteina recombinante purificada foi eficientemente testada em um kit de
diagnostico para hepatite C.

A escolha do melhor bloqueio para diminuir as reacdes inespecificas e a dilui¢dao
dos soros foram os principais fatores analisados (Figura 11). Os testes de diluicdo

demonstraram que, a diluicao 1/10 seria a mais indicada, de acordo com levantamento
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das bulas de quatro marcas de fabricantes de kits para Hepatite C, sendo que trés destes
fabricantes utilizam a diluicdo 1/10. A solucdo bloqueio com leite em p6 10%
apresentou diferenca de 0,04 DO quando comparado ao teste utilizando BSA 10%. O
leite foi escolhido como melhor solucdo para o bloqueio, por apresentar preco mais
baixo do que BSA e ndo haver diferengas significativas entre as duas solucoes testadas.

Estudos realizados para desenvolvimento do método de ELISA qualitativo para
deteccao e titulacdo de anticorpos de camundongos antigamaglobulina bovina (GGB)
demonstraram que, o uso de leite em p6 desnatado na concentragdo de 10% é um
excelente bloqueio das microplacas de poliestireno (MONTASSIER, 2015).

As microplacas foram fabricadas utilizando os critérios de andlise do processo
produtivo e teste de homogeneidade da fabricacdo do lote das microplacas de ELISA,
critérios estes adotados por empresas que fabricam microplacas para ELISA. As
andlises do processo produtivo da sensibiliza¢do (Tabela 2) e bloqueio (Tabela 3) das
microplacas apresentaram-se com eficiéncia de 100%, sendo este resultado satisfatdrio.
O teste de homogeneidade do lote foi conferido pelo coeficiente de variacao até 20%, a
amostra soro positivo apresentou CV: 0,9% (Tabela 4) e a amostra soro negativo
apresentou CV: 3,18% (Tabela 5) assim, apresentaram-se com resultados satisfatorios.

Virias indudstrias adotam o teste de homogeneidade, pois este garante a
certificacdo do lote produzido, como no caso silicio metélico, possui quatro etapas para
obtencdo de materiais de referéncia sélidos, consistem em preparar o material na
granulometria desejada, distribui-lo em frascos e verificar se a homogeneidade do
material nos frascos € confirmada, e, como consequéncia, obter a certeza de
homogeneidade do lote preparado. (VAN DER VEEN, et al., 2001). O planejamento do
experimento para verificar a homogeneidade de um lote de material preparado para fins
de certificacdo deve indicar as variabilidades devido a amostras dentro de frascos e as
variabilidades de amostras entre os frascos que contém os materiais que compdem o
lote, devidamente envasados (LINSINGER, et al., 2001).

Trabalhos com anticorpos monoclonais sdo de alto custo (ZORZETTO, 2014), o
conjugado utilizado nos kits de ELISA consiste no reagente que mais encarece o kit
devido utilizar anticorpos monoclonais, assim quanto menor a aliquota utilizada, menor
serd os custos, baseados nestas informagdes foram feitos testes com o conjugado de
acordo com as diluicdes indicadas pelo fabricante e definiu-se que, a diluicdo 1/15.000

do conjugado (Figura 12) apresentaram DOs das amostras positivas satisfatérias, com
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intervalos entre 1,2 a 3,0, desta forma houve uma distincia de 0,8 de DO das amostras
negativas para positivas, isto favoreceu uma zona de indeterminados, com melhor
distribuicao entre as amostras soroldgicas positivas e negativas.

Para avaliarmos se os sitios de exposicdo aumentariam, realizamos a
sensibiliza¢do da microplaca com a juncdo das proteinas quiméricas e individuais NS3 e
Core, e entdo testou-se as amostras positivas e negativas e observou-se que, em duas
amostras positivo 4 e 6 houve menor exposicao dos sitios de reconhecimento e ligacdao
assim diminuindo o reconhecimento e ligagdo dos anticorpos anti-HCV presentes nas
amostras positivas (Figura 13). SILVA e OLIVEIRA, (2007) relatou em seu trabalho
que, a concentracdo da proteina multiepitopo-MEHCYV utilizada foi aumentando de um
ensaio para o outro, isto, possivelmente, demonstra que, quanto mais pura estiver a
proteina, maior serd a concentracdo da mesma a ser utilizada para sensibilizacdo de
microplacas. Assim, podemos sugerir que, a concentracdo de 25ng/poco das proteinas
individuais foram consideradas baixas visto que, o grau de pureza da proteina Core é
95% e NS3 ¢é de 98%.

A distribui¢@o dos genétipos e subtipos do HCV apresenta significativa variacao
geografica e na frequéncia em que sdo observados. Assim, os genétipos 1, 2 e 3
distribuem-se pelo mundo (ZIEN, 2000). O trabalho mais recente sobre gendtipos
analisou 1.688 pacientes de diversas regides geograficas do Brasil. O genétipo 1 foi
encontrado em 64,9% dos paciente; genétipo 2 em 4,6%; gendtipo 3 em 30,2%;
genotipo 4 em 0,2% e genétipo 5 em 0,1% (CAMPIOTTO et al., 2005).

Podemos observar em nosso estudo que, o ELISA feito com 79 amostras de
HCYV positivas genotipadas (Figura 15) com genétipo 1, 2 e 3, houve maior prevaléncia
das amostras com genétipo 1, destas encontramos 8,9% das amostras positivas
caracterizadas com gendtipo 1 discordantes, com DOs abaixo de 0,5.

Além dos gendtipos caracterizados de 1 a 6, temos mais de 100 subtipos que
foram identificados e sdo classificados através de letras mindsculas do alfabeto por
exemplo la. Os genétipos podem diferir de 30 a 35% entre suas sequéncias
nucleotidicas, enquanto que entre os subtipos essas diferencas podem variar de 15 a
20% (SIMMONDS et al., 1994). De acordo com os resultados encontrados, podemos
sugerir que as amostras discordantes podem pertencer ao subtipo no qual, os anticorpos
anti-HCV ndo reconheceram as estruturas da proteina quimérica utilizada em nosso

estudo.
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Apresentando uma facil automacgdo, rapidez no processamento, alta
confiabilidade e custo relativamente baixo (BRANDAO et al., 2001), o ELISA € o teste
de triagem para deteccdo de anticorpos contra o HCV mais utilizado (CARITHERS et
al., 2000). Apesar do ELISA ser um 6timo teste de triagem e o RIBA apresentar uma
maior especificidade, estes ensaios para detec¢do de anticorpos possuem limitacoes
(MARCELLIN, 1999; SILVA; ROSSETTI, 2001). Individuos imunocomprometidos,
como renais cronicos e portadores de HIV, podem ter infeccdo cronica sem expressar
anticorpos em concentracdoes detectdveis, gerando resultados falso-negativos.
Resultados assim também ocorrem em recém-nascidos infectados durante a gestacdo,
visto que estes podem apresentar soroconversao tardia; e em individuos que estdo no
periodo de janela imunolégica (LHP, 2005), pois o tempo de incuba¢do médio do virus
para o aparecimento de anticorpos anti-HCV ocorre entre 7 e 8 semanas, podendo essa
faixa variar entre 2 e 26 semanas (DI BISCEGLIE, 1998; MARCELLIN, 1999; SILVA;
ROSSETTI, 2001). Portanto, esses individuos devem ser avaliados por testes
qualitativos detectores de RNA viral (WONG; LEE, 2006).

O presente estudo apresentou ELISA com validade 95,69% (Figura 14),
reprodutibilidade 100% (Figura 16), sensibilidade 94,5% e especificidade 99,3%
(Figura 17), superior aos ensaios realizados com a proteina multiepitopo MEHCV
SILVA e OLIVEIRA, (2007) apresentaram uma sensibilidade (92,86%) e
especificidade (82,89%).

Um estudo de Houghton e colaboradores (2002), utilizando as proteinas
multiepitopo TbF6 e TbF6-DPEP para deteccdo de anticorpos contra Mycobacterium
tuberculosis, obtiveram sensibilidade de 78,1% e especificidade de 53,8% para a
proteina TbF6, e de 85,7% e 64,1% para a TbF6-DPED, respectivamente.

Baseados nos trabalhos descritos sugerem que, o ELISA padronizado com a
proteina quimérica possui valores de sensibilidade e especificidade satisfatérios e

proximos aos kits de referéncia disponiveis no mercado (Tabela 6).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O ELISA desenvolvido demonstra ser uma técnica soroldgica qualitativa com
boa capacidade de deteccdo de anticorpos anti-HCV, com reatividades em soros de
pacientes com infec¢do viral confirmada pela técnica de biologia molecular. Desse
modo, nosso protocolo desenvolvido complementa o diagndstico qualitativo para
Hepatite C em laboratérios clinicos.

A técnica soroldgica qualitativa demonstra uma melhor detec¢ido de anticorpos
anti-HCV séricos com Otima reatividade na soroteca testada. No entanto seria
interessante um ndmero maior de ensaios para que a sensibilidade deste método seja

mais préximo possivel dos valores de referéncia dos kits de mercado.
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