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1. RESUMO

No presente estudo foi otimizado uma metodologia de nested-
PCR em tubo Unico para a detecgdo do RNA-HCV. As condigbes da nesfed-PCR
em tubo dnico foram estabelecidas utilizando um controle recombinante,
produzido pela amplificagso da regido 5-UTR do genoma do HCV, clonado no
vetor pBluescript KS', do qual removeu-se 72 nucleotideos da regiao interna do
fragmento clonado através da digestso com a enzima PpuM 1. A amplificacio de
um unico fragmento ao térr__r;ino da reagéo da nested-PCR em tubo dnico foi
aicangado quando foram ufillilzadas as seguintes concentragfes: 2 mM de MgCi,, &
nM e 200 nM de primers externos e internos respectivamente, e temperaturas de
hibridag@o de 72°C e 46°C para a primeira e segunda etapas da reagdo. Foram
utilizados 20 ciclos para a primeira etapa e 35 ciclos para a segunda etapa da
reagdo. Ensaios de sensibilidade usando diferentes numeros de copias do
controle recombinante (pB-HCV-2), detectaram um minimo de 900 cdpias, que
comparado com a nested-PCR convencional mostrou sensibilidade 10 vezes
inferior. A diferenga na sensibilidade observada entre as duas metodologias ndo
interferiu na deteccdo do RNA-HCV quando af;ostras biologicas foram testadas.
Nossos dados indicam que a nested-PCR em tubo Gnico desenvolvida pode ser
empregada para a detecgio do RNA-HCV mostrando potencialidade para o uso

na clinica, como um método alternativo para a deteccdo do RNA-HCV.



2. ABSTRACT

In the present study a methodology was optimized to a nested-
PCR in single tube for the detection of RNA-HCV. The sequences of primers were
chosen allowing different optimum annealing temperature between the first and
second PCR reaction in single tube. PCR conditions were established using an
control produced by amplification of 5 NCR from genome that is highly conserved
deleting 72 nucleotides with the enzyme PpuM 1 and cloned into pBluescript K5~
vector. The amplification of a single fragment at the end of a single tube reaction in
the nested-PCR was reach;ed when concentrations of 2 mM of MgCli2, 5 nM and
200 nM of external and internal primers, were used respectively. The temperature
of annealing used was 72°C and 46°C for the first and second stage of the nesfed-
PCR reaction, with 20 and 35 cycle of amplification respectively. Sensibility tests
using different numbers of copies of the conirol {(pB-HCV-2) were able to detect
about 800 copies using our method. The conventional nesfed-PCR showed
sensibility 10 times higher, detecling 90 copies. The difference in the sensibility
observed between the two methodologies didn't interfere in the detection of RNA-
HCV when biological samples were tested. (5ur data indicated that the nested-
PCR in single tube developed can be used for the detection of RNA-HCV as an

alternative method for the detection of RNA-HCV in ciinical samples.




3. INTRODUCAO

O virus da hepatite C (HCV) e responsével pela maioria dos casos
de hepatite crénica, como consequéncia da capacidade do virus em replicar-se
com uma alta taxa de mutacao, produzinde uma série de variantes distintas
imunclogicamente. Devido a sua baixa antigenemia, o diagnostico da hepatite C &
. realizado por meio de testes imunoenzimaticos que detectam anticorpos anti-HCV.
Esses testes sdo correntemente utilizados na triagem em bancos de sangue, bem
como na abordagem inicial do diagnostico da hepatite na clinica médica.

Entretanto, esses testes tém mostrado baixa eficiéncia quando utilizados para a

-

iriagem de amostras provenientes de popuiagbes de baixo risco, como é o caso de
bancos de sangue, que representa uma importante via de transmiss&o, e ainda na
popuiagio assintomatica onde ndo possibilita a diferenciagéio entre infecgbes em
curso e adquiridas anteriormente. Esses aspectos levavam a necessidade do uso
de procedimentos mais invasivos como o exame histopaldgico. Re.centemente
com o avanco tecnoldgico favorecendo a detecgao do proprio virus por meio da
Biologia Molecular nas amosiras biologicas, tem minimizado o uso dos testes
soroiogicos e histopatologicos. Além disso, a detecgdo gendmica possibilita o
diagnostice da doenca em pacientes imunossupriﬁwidos como também nos recém-
nascidos e ainda permite quantificar a carga viral auxiliando no monitoramento da
terapia.

Dentre as metodologias de amplificagbes de gene pode-se
salientar a nested-PCR que apresenta alta sensibilidade e especificidade, devido

ac processo de dupla amplificacéo. Contudo, z alta sensibilidade da nested-PCR
3



pode aumentar a probabilidade de contaminag8o com produtos previamente
ampiificados, durante a transferéncia para a segunda etapa de amplificagéo.

Assim ¢ objetivo do presente trabalho foi o de otimizar a técnica
da nested-PCR em fubo unico para a detecgdo do RNA-HCV, de maneira a reduzir
0 risco de contaminagdo por carreamenio, 0 tempo de execucdo e 0s custos,
atraves da produgio de um controle recombinante para a padronizagio da nested-

PCR em tubo Unico e o monitoramento da PCR.




4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. HEPATITES VIRAIS

Hepatite € um termo genérico que designa a inflamacéo do figado
com etiologia variavel, tais como, infeccdes virais, bacteriénas e parasitarias, bem
como, intoxicagbes por medicamentos, élcool, entre outros, O agente causador da
hepatite aguda mais comum é o de natureza viral.

Ate o momentto, foram identificados cinco tipos de virus (A, B, CD
e £) causadores das principais hepatites virais, além de outros associados a esta
patologia (HGV, TTV e SEN-V). Estes virus se diferenciam em vérios aspectos: na
estrutura, contetdo de dcidos nucléicos, nas vias de transmiss@o e quando
infectam © homem a evolugdo clinica & significativamente diversa. As
caracteristicas desses virus tém sido descritas por vérios autores (HOLLINGER &
E}REESMAN, 1997; SHERLOCK & DOOLEY, 1997; CRAWFORD, 1999).

O virus da hepatite A (HAV) é um membro da familia
Picornaviridae, seu genoma ¢ constituido por acido ribonuciéico (RNA) de fita
simples com aproximadamente 7,5 Kb, apresentando-se como uma particula
cubica de 27 a 32 nm desprovido de envo!tério.”lo perfodo de incubag#o varia de 2
a 7 semanas, com a maioria dos sintomas aparecendo entre 21 a 35 dias épés a
infeccdo. A transmisséio ocorre por via fecal:oral. O virus da hepatite A ndo causa

hepatite crénica e raramente causa hepatite fulminante, sendo a taxa de fatalidade



associada a0 HVA em torno de 0,1% (HOLLINGER & DREESMAN, 19897:
SHERLOCK & DOOLEY, 1997, CRAWFORD, 1999). |

O virus da hepatite B (HBV) &€ um membro da familia
Hepadnaviridae, seﬁ genoma é constituido por dcide desoxirribonuciéico (DNA) de
fita dupla, circular (3,2 Kb), apresenta-se como uma particula esférica de 42 nm e
possui envoltdrio. O periodo de incubagéio da infegdo pelo HBV é de 4 a 26
semanas, sendo que a transmiss@o ocorre principalmente por via parenteral. O
virus da hepatite B pode produzir hepatite aguda, hepatite crénica nao
progressiva, hepatite cronica progressiva, cirrose, hepatite fulminante com necrose
macica do figado e condig:ép de portadores assintomaticos com ou sem doenca
subciinica progressiva, e pﬁde permitir a infecgéo pelo virus da hepatite D (HDV)
(HOLLINGER & DREESMAN, 1997; SHERLOCK & DOOLEY, 1997; CRAWFORD,
1999).

O virus da hepatite C (HCV), denominado anteriormente hepatite
ndo A, ndo B (NANB) tem o seu genoma constituido por uma fita de RNA de
polaridade positiva com um comprimento de 9,4Kb, com envoltério e pertence a
familia Flavivindae. A hepatite causada pelo HCV tem um periodo de incubagéio
de 5 a 12 semanas. O HCV tem sido implicado como o principal agente infeccioso
da hepatite C transmitida parenteraimente. Em relagfio ao HBV, o HCV tem uma
elevada taxa (superior a 50%) de evolugdio para a doenca crﬁhica, ou
eventualmente cirrose (HOLLINGER & DREESMAN, 1997, SHERLOCK &
DOGLEY, 1997, CRAWFORD, 1999).

O virus da hepatite D (HDV) é um virus RNA incompleto, que

necessita das fungbes do HBV para sua replicacdo e sobrevida. Apresenta-se
6




como uma particula esférica com aproximadamente 36 nm de diametro. O virus da
hepatite Delta ¢ classificado como um agente subviral pertencente ac género
flutuante Delta virus. O HDV causa infecgéio somente guando é encapsulado pelo
HBsAg (antigeno de superficie do virus da hepatite B) do virus da hepatite B.
Embora taxonomicamente distinto do HBV, o HDV é absolutamente dependente
das informagbes genéticas do HBV para sua multiplicagdo causando hepatite
somente na presenca do HBV. O periodo de incubacio da hepatite causada pelo
HDV & de 4 a 7 semanas (HOLLINGER & DREESMAN, 1997; SHERLOCK &
NOOLEY, 19897, CRAWFORD, 1999).

O virus da hepatite E (HEV), previamente conhecido como
hepatite ndo A, ndo B trans;*nitida ertericamente (ET-NANB), possui um genoma
de RNA poliadenilado de 7,6 Kb com polaridade positiva e pertence a familia
Caliciviridae. A via de transmissao & fecal-oral. O HEV néo esta associado com
doenca cronica do figado ou viremia persistente. Um aspecto caracteristico da
infeccio ¢ a alta taxa de mortalidade enire mutheres grévidas, sendo de
aproximadamente 20%. O periodo medio de incubagéo apods a exposicio éde 2 a
8 semanas (HOLLINGER & DREESMAN, 1997; SHERLOCK & DOOLEY, 1987,
CRAWFORD, 1998).

O virus da hepatite G (HGV) efou (HGBV-C) é um virus RNA de
fita simples de tamanho aproximado de 9,3 Kb e pertence & familia Flaviviridae. E
transmitido parenteralmente e esté presente em aproximadamente 1% a 2% dos
individuos saudaveis. Compartilha os fatores de risco e transmisséo com HBV e
HCV. Até o momento ha poucas evidéncias sobre a participagio do HGV no

desenvolvimento da hepatite aguda. Uma associagéo entre o HGV e hepatite
7



aguda adquirida pela comunidade, aliada a falha hepatica aguda ou cronica de
forma fulminante € de rara ocorréncia. Alem disso, a co-infecgdo do HGV com ©
HCV provavelmente n&o aitera ¢ curso natural da evoluc8o da doenca. Ha
necessidade de estudos adicionais antes de se afirmar ser o HGV ou HGBV-C um
virus hepatotropico. Assim, tem sido sugerido a denominagéo “hepatite GBV-C”
para esse virus, do que o prematuramenie denominado "hepatite G" (BATTS,
1997).

Outro virus também associado com hepatite pds-transfusional de
gtiologia desconhecida denominado TTV, pertence ao género Circuvirus, possui
um genoma de DNA de fita: simples, circular, sem envoltorio, e foi descrito em
1997 por NISHIZAWA, Se;rleihante.ao "virus G", com uma ailta prevaléncia de
infecg&o na populagé&o em geral, e com auséncia de dano significativo do figado,
sugere que o TIV, possa ser um exemplo de um virus que infecta o homem sem
nenhurmna associacao clara com doenca (NAOUMOW ef /., 1998).

Dados recentes (1999) reportam a descoberia de um novo virus
associado a hepatites aguda e cronica de etiologia até entio desconhecida. O
virus foi denominado SEN-V, descoberto pela equipe do Dr. DANIELE PRIM! no
centro de Pesguisa Biomolecular Diasorin na Bréscia, italia. Em 31 casos de
hepatites n&o-A a néo-E, o virus foi encontrado em 68% dos casos cronicos e 83%
dos casos pos-transfusionais. A prevaléncia do virus na populagdo geral é mencr
do que 1% (hitp.// www. diasorin. com/news/senv_discovery_white_paper.htm.}

Outros virus podem também causar hepatites, porém néo sio
hepatotropicos. Nesse contexto, temos as infecgdes virais sistémicas que podem

acometer o figado, tais como: a mononucleose infecciosa causada pelo virus
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Epstein-Barr, que causa uma hepatite branda durante a fase aguda; a infecgdo por
Citomegalovirus, particularmente  em  recém-nascidos e  pacientes
imunossuprimidos e a febre amarela, que tem sido a causa mais frequente das
hepatites nos paisés tropicais. O figado pode ser afetado também durante o
desenvolvimento das infecgbes pelos virus da rubéola, adenovirus e herpesvirus.
Recentemente, o Parvovirus humano B19, foi associadeo com casos de hepatite
fulminante em criangas na Europa (HOLLINGER & DREESMAN, 1997; SHEILA &
DOOLEY, 1997, CRAWFORD, 1999; SOKAL ef a/., 1998).

Em geral, as hepatites virais agudas estdo associadas com um
amplo espectro de manifestagfies clinicas e bioguimicas semelhantes entre si, que
variam desde a auséncia '-de evidéncias da doenga e a!teragées. minimas das
fungbes do figado até doenca fulminante, tornando os testes laboratoriais um

recurso imprescindivel na identificacéo do agente etioldgico.

4.2, HEPATITE C
4.2.1. Caracteristicas gerais

Das hepatites virais, a hepatite causada pelo HCV é caracterizada
por altas taxas (60-80%) de cronificagdo em relacdo as demais, estando
associada com o baixo grau de multiplicagfio viral e sua persisténcia no paciente
{DUVOUX, 1985 ¢ NOUSBAUM ef al., 1995).

A fase aguda da infeccdo por HCV, cujo periodo de incubagdo
varia de 5 a 12 semanas, é usualmente anictérica e assintomatica, Estima-se que
10-25% dos individuos infectados com o virus sdio sintomaticos, observando-se

ictericia (SHERLOCK & DOOLEY, 1997; HOLLINGER & DREESMAN,1997). A
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atividade das transaminases, alanina aminotransferase (ALT) e aspariato
aminotransferase (AST) estdo, em geral, moderadamente elevadas em cerca de
15 vezes o valor de referéncia, que geraimente séo detectados entre 7 e 8
semanas apds a infecgdo. Consequentemente, na maioria dos casos, devido a
auséncia de sinfomas ou outras indicacbes para a realizagdo de teste laboratorial
confirmatorio, o diagnéstico da hepatite C n&o € solicitado ou realizado.

Apds aproximadamente 6 semanas da infecg@o peio HCV, os
anticorpos anti-HCV podem ser detectados no soro quando se utiliza teste de
segunda geracdo (WILBER & POLITO, 1995). O RNA-HCV & detect.ado o soro
em uma ou duas semanas; apds a exposigdo, quando se utilizam técnicas
molecufares como a reag:élo em cadeia pela polimerase {(PCR) (FARC! ef a/,
1991),

A hepatite C raramente evolui para um quadro agudd fulminante. A
principal consequéncia esta relacionada a infecgdo cronica, presente em 80% dos
casos de individuos infectados pelo virus C (ESTEBAN ef a/, 1991, GERBER,
1993). Além disso, dados obtidos em estudos longitudinais mostraram que 20-30%
dos pacientes infectados com HCV desenvolveram cirrose (Di BISCEGLIE et al,
1891; ALTER, M.J., 1995; TAKAHASHI ef af., 1993; TREMOLADA ef al., 1982).

A infeccdo por HCV estd também associada com ©
desenvolvimento de carcinoma hepatoceluiar (HCC) (TSUKUMA ef al, 1993}
Analise retrospectiva de 21 receptores transfundidos que estavam associado a
infeccdo com HCV no Japao, apresentaram respectivamente evolugdo para
hepatite C cronica, cirrose & HCC apds intervalos médios de 10, 19 e 29 anos pds-

transfusado (KIYOSAWA ef af., 1990).
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Os fatores gue induzem & cronificagdo ainda ndc estdo bem
definidos. O mecanismo de persisténcia do virus no organismo pode resuitar da
capacidade do virus_ em replicar-se com uma alta taxa de mutacgdo, produzindo
uma série de variantes distintas imunclogicamente ou quasispecies que permite
ao virus escapar do controle imunoldgico do hospedeiro (OGATA ef al., 1991;
STUYVER ef al, 1996, TOKITA ef al, 1994). Esse fator esta relacionado
principalmente com a alta taxa de mutacéo no gene E2 do RNA-HCV, denominado
de regido hipsrvariavel que codifica o envolidrio viral e possibilita o aparecimento
de quasispecies do HCV em um mesmo hospedeiro infectado (WEINER ef af,
1992; ENOMOTO ef al, 1994; KATO ef al, 1994, HOOFNAGLE, 1997). Nesse
aspecto, um estudo iongitu;iinai gue comparou o genoma do HCV em um mesmo
paciente com hepatite € crénica por um periodo de 13 anos, revelou gue 28,2%
dos nucleotideos dessa regifo estavam alterados (OGATA et al, 1891).

O conceito e a importancia da hepatite C ganharam maior crédito
apds a caracterizagdo dos virus da hepatite A (HVA) e virus da hepatite B (HVB),
tornando possivel descrever um outro virus hepatotréfico (denominada virus ndo-A
e nao-B) que estava implicado em um numero significativo de casos de hepatite
pos-transfusional (DIENSTAG, 1990). imediatamente ap6s a identificacdo do HCV,
em 1989 por CHOO ef al, tornou-se evidente‘(que esse virus era o responsavel
pela maioria dos casos de hepatite ndo-A e ngo-B pos-transfusional (AACH ef al,,
1991; KUQ ef al,, 1989; FEINMANN ef &/, 1991). Em estudos refrospectivos, 90%
dos pacientes com hepatite pds-transfusional apresentaram soro-conversio para
anti-HCV e desses, 70-80% desenvolveram hepatite cronica (ALTER, H.J., ef al,

1889; AACH ef al,, 1991, ESTEBAN et g/, 1990; TREMOLADA ef /., 1992).
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4.2.2. AGENTE ETIOLOGICO

A descoberta do virus da hepatite C foi descrita como um evento
totaimente dependente das tecnicas de Biologia Molecular. No final da década de
70, estudos de transmissé&o da hepatite C humana a chimpanzés utilizando plasma
de pacientes portadores de hepatite C, sugeriam que o agente etioldgico dessa
doenga fosse um virus (BRADLEY, 1985, HE, 1987). Porém, dificuldades
relaciohadas principalmente com a baixa conceniragdc do antigenc obtide,
impediam de se obter resultados conclusivos nos ensaios imunoldgicos
empregados. Isso levou CHOO ef al, 1989, a investigar provaveis &cidos
nucléicos presentes no plésma de chimpanzeés infectados com hepatite C. Esse
estudo 1oi iniciado por ultracentrifugacéo de um grande volume de plasma de
chimpanzés apresentando um alto titulo de infectividade (10° doses infeciosas/
mL). A seguir os acidos nucléicos foram extraidos, transcritos em cDNA e
clonados no vetor (fago A gT11) e expressos em E. cofi. As proteinas expressas
por inducdo dos vetores foram analisadas por imuncensaios utilizando soros
provenientes de pacientes com hepatites néio A e ndo B.

A analise da seqiiéncia oligonucleotidica do HCV revelou que a
organizacio gendmica era similar a dos virus"bertenoentes a familia Flaviviridae.
Consequentemente o HCV foi classificado como um novo género dentro desta
familia (CHOO ef al,, 1991; HAN ef a/,1991; HOUGHTON ef a/, 1991). Segundo
estudos realizados por microscopia eletronica por KAITO ef al. (1894), o virion do

HCV é uma particula esférica de 55 a 65 nm de didmetro com projegdes
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semelhantes a espiculas € um nucleo de 30 a 35 nm mostrando similaridade com
os virions dos Flavivirus, que apresentam um envoltério de 7 nm de espessura,
com projecdes finas na superficie, circundando um nucleocapsideo esférico.

O genoma do HCV € uma molécula de acido ribonucléico (RNA)
de fita simples (CHOO ef a/., 1989), com polaridade positiva, de aproximadamente
9.400 nucleotideos. O genoma do HCV contém uma Unica e longa fase de leitura
aberta (ORF - Open Reading Frame) que codifica uma poliproteina precursora de
3.010 a 3.033 aminoacidos. Esta poliproteina é clivada em proteinas estruturais e
nao estruturais por enzimas virais e do hospedeiro. A regido N-terminal codifica as
proteinas estruturais do nL]gieo e duas proteinas do envoltério (E1 e E2), bem
como, a proteina p7, codificada pela regido E2 e processada a partir de um
precursor E2-p7. A regi@o C-terminal codifica as proteinas ndo estruturais NS2:
NS3; NS4A; NS4B; NS5A e NS5B que estdo envolvidas no ciclo de replicagéo
viral (VAN DOORN, 1994; BRECHOT, 1996). A Figura 1 mostra um esquema
simplificado da organizagdo genética do genoma do HCV e as proteinas
antigénicas utilizadas em testes sorologicos para a deteccdo de anticorpos anti-

HCV.



ESTRUTURA GENOMICA DO HCV

estrutural ndo-estrutural
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1 1000 .., 2000 3010

Nemero de aminoacidos

Figura 1- Representacdo esquemdtica do genoma do HCV com as regibes nao
codificadoras (NC), estruturais e ndo estruturais e as posicdes das proteinas
utilizadas nos imunoensaios.

O genoma do HCV contém regides n&o transcritas (UTR
untranslated region) em ambas as extremidades. A UTR da extremidade 5 (5'-
UTR) esta envolvida na iniciagdo da tradugdo. A estrutura secundaria funcional
dessa regido foi identificada e uma estrutura de stem loop foi caracterizada como
sitio interno de entrada ribosomal (internal ribosomal entry site - IRES), permitindo
tradugdo '"cap'-independente do RNA viral. A UTR da extremidade 3' (3'-UTR)
parece ter extens&o e sequéncia variaveis, estando provavelmente envolvida na
terminacdo da tradugéo e inicio da replicagéo do RNA viral ( VAN DOORN, 1994,

BRECHOT, 1996).
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Uma das caracteristicas dos virus RNA é a alta freqéncia de
mutacbes que ocorrem durante a replicagfo devido a perda da atividade da
correcBo de leitura (proof reading) da polimerase dependente de RNA. Como
resultado, os virus ﬁNA, in vivo, formam diversas populagdes, denominadas de
quasispecies que contem uma ou mais seqiéncias principais e um largo espectro
de variantes completamente relacionados (STEINHAUER & HOLLAND, 1887). As
mutagbes na seqiéneia nucleofidicas s@o toleradas se as mesmas ndo
prejudicarem o ciclo de vida do virus. O virus da hepatite C, apresenta uma
diversidade genética, indicando uma alta freqiiéncia de mutagfio (OSHIMA ef al,
1991, OKADA ef al., 1992). A heterogeneidade tem sido identificada em isolados
de HCV de individuos de c&iferentes regides geograficas, em isolados de HCV de
diferentes individuos na mesma regifio e em isolados do mesmo individuo (CHAN
ef al, 1982, TAKADA ef al, 1993). Alteragbes genéticas do HCV tem sido
estudada por analise seriada de nucleotideos em humanos e chimpanzés
infedados peio HCV (OKAMOTO ef al, 1992a). Esses estudos sugerem uma taxa
de mutaco de aproximadamente 1,44 x 107 a 1,92 x 10° substituicdes de base
DOr ano.

Atuaimente € aceito a existéncia de 6 principais tipos de HCV
{(SIMMONDS et al., 1893a), com base em analises filogenéticas da regido 5' UTR,
Andlise filogenética das regides varidveis que codificam o nucleoccapsideo, o
envoltério (E1) e a regido ndo estrutural NS5, indicam que os tipos principais sso
compostos de no minimo 30 subtipos (SIMMONDS ef af,, 1993b; STUYVER ef a/,
1993).
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Algumas classificacbes para os diferentes isclados do virus da
hepatite C foram propostas (OKAMOTO et al, 1991, CHAN ef al, 1982
SIMMONDS ef al, 1993a). Contudo, recentemente, a uniformizacic da
nomenclatura dessés gendtipos que € aceita pela comunidade cientifica
internacional (SIMMONDS ef al., 1994), baseia-se nas variagbes dos nucleotideos
na regido NS5 e de outras regides, fais como do nucleocapsideo e do envolidrio

E1.
4.2.3. GENOTIPOS DO HCV

Foram deécritos varios gendtipos, no entanto, os aceitos pela
comunidade cientifica s&o seis, que so designados pelos nimeros arabicos de 1
a 6, sendo os subtipos designados com a combinacéio das letras mindsculas de a
ate #, ou seja, temos 1a; 1b; 2a; 2b e etc. (SIMMONDS et a/, 1993a, SIMMONDS
et al, 1996, STUYVER et al, 1993). A homologia da regido gendmica ndo
estrutural do HCV & inferior a 68% entre os diferentes gendtipos e, de 77-80%
entre os diferentes subtipos de um mesmo gendtipo (MAERTENS & STUYVER,
1897).

Varios métodos tem sido usados para genotipar o HCV. A PCR
permite fazer a detecgdo dos gendtipos: 1a, 1b, 2a, 2b, e 3a, utilizando -4 pares de
primers para os subtipos especificos que amplificam um fragmento da regido do
riucleocapsiden, previamente amplificado pelo uso de primers universais

(OKAMOTO ef al., 1992b, SMITH et a/,, 1995).
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Outro metodo gue tem sido empregado para a andlise dos
gendtipos do MCV ¢ o estudo de polimorfismoe no comprimento de fragmentos de
restrigao (restriction fragment length polymorfisms - RFLP) pds PCR da regigo 5'-
UTR (CHAN ef al, 1892) e N85 (NAKAOQ ef &/, 1891), onde ap6s a amplificacdo
da regido de interesse, o produto é digerido com as enzimas de restricdo, os
fragmentos gerados s&@o separados por eletroforese e transferidos para
membranas e nitrocelulose ou nylon onde s&o hibridados com sondas marcadas.
Esse método permite a caracterizac@o dos genodtipos de 1 a 86, assim como
diferenciam os subtipos do HCV.

A genotipagem do HCV pode também ser realizada pela técnica
de hibridacdo reversa (Lii’A - Line Probe Assay - Innogenstics, Zwiindrecht,
Bélgica) (STUYVER ef al, 19683). Os produtos da PCR, gerados apds a
ampiificagdo com primers marcados com biotina, séo aplicados sobre fitas de
nitrocelulose que possuem sondas imobilizadas. As sondas sdo sintetizadas com
base nas sequéncias especificas 5-UTR que definem seqliéncias espeé:fﬁcas de
tipos e subtipos do HCV. A hibridac&o ocorre em condigbes de alta estringéncia e
a revelacdo se faz adicionando o substrato, caso haja reagfo ocorre a formacado
de um produto colorido, que se precipita na membrana.

0O meétodo de deteccho de gendtipe do HCV mais eficiente é o
sequenciamento dos produtos de PCR das regiSes §-UTR, do envoltdrio e NS5,
diretamente ou apds a subclonagem. A maioria dos procedimentos, avaliam as
seqléncias das regides 3-UTR e 5-UTR e seqUéncias das regides do nicleo, E1

e NS5,
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A distribuicdo dos tipos e subtipos do HCV difere entre as vérias
areas geograficas. Os gendtipos tipos 1, 2 e 3 do HCV séo distribuidos em todo
mundo, predominando na Europa, Japdo, Estados Unidos, China e Brasit (BUKH
ef al, 1995; KLETER ef al., 1998, SIMMNONDS, 1997; STUYVER e af, 1995,
STUYVER ef al,, 1993 ¢ BASSIT ef al,, 1994; KRUG ef al.,, 1896). Por ouiro lado,
outros gendtipos parecem ser restritos a areas mais especificas, como o gendtipo
tipo 4, na Africa Central e do Norte e Egito; e os gendtipos 5 e 6 que sdo mais
freqiientes na Africa do Sul e sudeste asidtico, respectivamente (McOMISH ef af,
1994; SIMMONDS 1997).

Com reiagéo:, aos subtipos, existe uma freqiéneia relativamente
alta dos gendtipos 1a e 3a hos paises do noroeste europeu, em contraste com as
infeccbes mais freqlentes com o tipo 1b em doadores de sangue na regido da
Hungria, Alemanha, Russia e Turquia. Na América do Norte s@o encontradas
maiores frequéncias dos gendtipos 1a e 1b. No Jap&o e Taiwan, os gendtipos 1b,
2a e 2b s&0 as variantes detectadas. Na Africa do Sul predomina o tipo S5a, e o
gendtipo 6a tem sido detectado em Hong Kong e Macau (EBELING, 1998), |

No Brasil, observa-se com maior freqiéncia o genétipos 1b e 3a
na populacdo doadora de sangue, sendo também encontrados, os subtipos 1a, 2a,
2b (BASSIT ef a/,, 1994).

Estudos da distribuicio e vias de transmissdo, tém demonstrado
que os gendtipos 2 e 1b estdo freqlientemente associados com a transmissdo
sanglinea, e os gendtipos 1a e 3a, encontram-se associados com usudrios de
drogas endovenosas (EBELING, 1998). Esses dados, também foram semelhantes

aos estudos prévios realizados na Franga e ltalia, mostrando que usudrios de
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drogas sdo predominantemente infectados com os subtipos 1a e 3a (NOUSBAUM
et af., 1995).

A variago epidemiologica dos gendtipos do HCV ao fongo do
tempo foi descrita | na Frangca, com a diminuigdo do numero de pacientes
infectados pelo HCV tipo 1b, que predominava no periodo anterior & intfroducéo da
triagem dos anticorpos anti-HCV nos bancos de sangue (POL. ef al, 1995),
aumentando a ocorréncia do gendtipo 1a e 3a, originado, principalmente, pelo uso
de drogas (NOUSBAUM ef al, 1995; PAWLOSTSKY ef a/., 1995).

Qutro aspecto, também relacionado com a variagdo genetica do
HCV pode ser estimado pglas diferencas bioldgicas observadas em pacientes
infectados frente a respuété ao tratamento com IFNa (interferon alfa). Em um
estudo realizado por BELL ef al,, 1997, a normalizacdo sustentada da ALT e a
eliminagdo da viremia foram alcangadas somente em 11% dos pacientes
infectados pelo tipo 1 do HCV comparado com taxas de respostas de 60 e 33%
para 0s tipos 2 e 3 do HCV, respectivamente. Elevado indice de respondedores,
particularmente entre os individuos infectados com o tipo 1, tem sido atingidos -
com a utilizagéo de altas doses de IFNo (8 MU, 3 vezes por semana, durante 12
meses) (CHEMELLO ef al, 1995) ou com a combinacdo com ribavirina
(BRACONIER et al., 1995; CHEMELLO ef al., 1995).

A proteina NS5 do genoma do HCV tém uma por¢ac amino
terminal denominada de NS5A e a porgdo carboxil terminal denominada de NS5B.
A regifio NS5SB codifica a RNA polimerase, que replica o genoma do HCV (VAN

DOORN, 1994). Estudos de ENONOTO ef af. (1995, 1986) tém sugerido que a
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resisténeia do tipo 1b do HCV ao tratamento com IFNo esta relacionada com
alteracbes na seqiéncia de nucleotideos na regido NS5Az0s224s. A relagio entre
o tipo de sequéncia NS5Az200.2248 © © nivel de RNA-HCV sugere que NS5Ax0e2048
tem uma importante funcéo na replicag@o do HCV. Desse modo, mutagbes na
NS5Az05.2248 pOdem suprir a replicacdo do HCV e aumentar a suscetibilidade ao
INFa. Foi recentemente reportado que os residuos de 2200 bp a 2250 bp que
incluem a regido NSBA zmooopae, 580 essenciais para a fosforilaggo da regido
NS5A. Alternativamente a NS5Ame.224s pode ser um alvo direto das proteinas
anti-virais induzidas pelo INFa. Consistente com esta hipotese, existern relatos de
que a infeccdo pelo 1b esta'l_ associado com a carga viral mais elevada do gque os
gendtipos 2 ou 3 (SIMMO!;JDS, 1997). Contudo, estudos usando ensaios de DNA
ramificado (branched-DNA [bDNAJ-Chiron Corporation) que so iguaimente
sensiveis para diferentes gendtipos do RNA-HCV, tém mostrado que a carga viral
dos gendtipos 1 a 6 sdo similares (SMITH ef a/., 1995, HAWKINS ef a/., 1897).
Esses achados mais recentes mostram que carga viral e o gendtipo do HCV s&o

fatores presdisponentes, embora independentes para a resposta ao IFNa.
4.2.4. EPIDEMIOLOGIA

Revisdo de dados epidemioldgicos da hepatite C descrita por
ALTER, M.J. (1995}, mostrou que através da reavaliagdo de estudos prospectivos
de individuos transfundidos, os quais contrairam hepatite ndc-A & ndo-B, 60 a

90% desses pacientes desenvolveram anticorpos anti-HCV. E ainda, segundo o
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autor, uma taxa de incidéncia de hepatite C pds-transfusional variando de 5 a 13%
foi observada em 1986, sendo detectado um declinio de 1,5% a 9% no perfodo de
1986 a 1980. Subsequente a realizagdo da triagem de anti-HCV no soro de
doadores a partir dé 1990, observou-se uma redugdo na taxa de hepatite pos-
transfusional ao nivel de 1%.

HEINTGES & WANDS, 1997 e TIBBS, 1997, em suas revisSes
demonstraram que o HCV tem distribuicdo cosmopolita. A taxa de prevaléncia
varia entre 0,.3% e 14,5% entre doadores de sangue, em diferentes regibes
geograficas, quando os anticorpos anti-HCV sdo avaliados por imunoensaios de
segunda e terceira gerac;éo.g_.Observa-se uma prevaléncia relativamente baixa (0-
1%) de anticorpos anti~HCi/. em doadores norte americanos e do norte da Europa,
incluindo-se Alemanha, Franca e Reino Unido. Altas taxas de prevaléncia tem sido
encontradas no Sudoeste Asidtico, tais como Tailandia, Maldsia e india
Prevaléncia entre 1,4% e 2,1% tem sido observadas no Norte da Africa e paises
Arabes, tais como, Libia, Arabia-Saudita e Etiépia. Prevaléncia acima de 14,5%
tem sido observada nos paises da Ucrénia e paises da Africa Centrai e
Camarbes, bem como Egito. No Brasil, a portaria 1.376 da Coordenadoria de
Sangue e Hemoderivados do Ministério da Satde (COSAH/MS) tcfnou obrigatoria
a realizacdo do teste sorolégico para anti-HCV-na triagem de doadores de sangue,
a partir de novermnbro de 1993. Dados dessa Coordenadoria, em 1995, mostraram
que os percentuais de descarte de bolsas de sangue com reatividade para anti-
HCV nas cinco macro regides do Brasil foram: 2,1% no norte; |1,3% no nordeste e

centro oeste; 1,2% no sudeste e 1,1% no sul (SAEZ-ALQUEZAR, 1996).
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A infecgdio por HCV em alguns paises tem sido associada a
valores culturais como praticas de sacrificios tradicionais e circuncisdo cuja
reutilizacao de instrumentos contaminados pode ser mais uma via de infecgdo. £
importante ressaltar \que a transmiss&o por esta via & muito dificil de comprovar
(TIBBS, 1997).

Em Taiwan, foi demonstrada a associacéio entre a hepatite C e
aplicacéo de tatuagem (KO ef a/., 1992). No Jap&o ha evidéncia de que a hepatite
C é mais comum em vilas onde a préatica fradicional de ventasés "cupping” 8
realizada (HONDA et al, 1993). Nesta pratica um recipiente de vidro é colocado
$0b a pele da pessoa doentq,- produzindo uma boiha de sangue qué deve sangrar
fiberando o sangue para &éntro do recipiente, o qual se reutifizado por outro
individuo, pode ter como conseqéncia a transmissao do HCV (HONDA et al,
1993).

Estudos no Egito tem demonstrado que ha implicacdo da brética
médica na transmiss&o do virus da hepatite C. Esse fato estaria relacionado com a
observacéio de que a maioria das pessoas com mais de 40 anos .-residentes na
area do Nilo e participantes da campanha de vacinacao anti-esquistossomose na
década de 50, eram portadoras do HCV. Isto possivelmente foi decorente da
reutilizagao de aguthas, inadequadamente esterilizada, o que teria propiciado uma
contaminagéo em massa dos participantes da campanha (KO ef a/., 1892).

A prevaléncia da infecgdo por HCV varia em diferentes paises e
esta associada & detecclio de anticorpos anti-HCV na populacdo doadora de
sangue que excluem individuos infectados por outros agentes que possuem a

mesma via de transmiss@o. Segundo DHILLON & DUSHEIKO (1995), os
22




procedimentos de selegdo dos doadores de sangue, influenciam os dados
epidemiologicos em relacdo a ocorréncia da hepatite C.

Segundo TIBBS, 1997, a composicéo demografica da populacdo
doadora de sangue varia de um pais para outro. Deste modo, no norte da Europa
& na América do norte a maioria dos doadores de sangue sao voluntdrios de
origem caucasiana e predominantemente de classe média. Em contraste, em
muitos paises tropicais os doadores de sangue podem ser pagos e geralmente
s&0 provenientes de setores da sociedade com nivel sécio-ecénomico mais baixo.
Considerando que a infecgdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tem-se
tornado um fator dominante na selecéo de doadores, qualquer individuo que
apresente algum fator fde risco possivel para a infecgdo por HIV é
automaticamente excluido para a doagdo de sangue. Este fato promove um efeito
seletive do uso de doadores de sangue em estimar a prevaléncia da hepatite C na
populagao. Outros autores também concordam que a prevaléncia do HCV em
doadores de sangue ndo necessariarmente refletem a prevaléncia do virus em uma

populagio geral (DHILLON & DUSHEIKO, 1885; EBELING, 1998).

4.2.5. VIA DE TRANSMISSAQ
QO HCV é basicamente transmitido por via parenteral. O modo de
transmissao mais comum envolve transfusdes sanglineas e/ou contato parenteral
com hemoderivados (HEINTGES & WANDS, 1897). Antes que fosse possivel
iniciar a triagem de anticorpos anti-HCV nos hemoderivados, aprcximadarﬁente

10% a 20% dos individuos, que receberam transfusdes mditiplas ou derivados do
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plasma, tornaram-se anti-HCV positivos. Desse modo, © risco relativo de adquirir
hepatite C foi de 0,45% por unidade tfransfundida (GUTENSOHN ef al, 1992,
DONAHUE et al., 1992). Contudo, o uso da deteccfic de anticorpos anti-HCV
usando os procedimlentos de triagem correntes para hemoderivados, tém reduzido
a taxa de transmissao do HCV. O risco de adquirir HCV pela transfuséo sangtinea
é de 1/100.000 de unidades transfundidas (SCHREIBER ef al., 1986).

As intervengOes odontoldgicas e cirlrgicas, especiaimente as
cirurgias obstétricas e ginecoldgicas, foram fortemente associadas com a
positividade para o anti-HCV em estudo realizado na italia. (MELE ef &/, 1994). A
associagio de cirurgias odoptclégicas com o aumento de risco de transmisséo do
HCV, tém sido relacion;a.da com a contaminagdo pelo sangue, como foi
demonstrado pelos achados de RNA-HCV em diferentes instrumentos cirargicos
odontolégicos (ABE & INCHAUSPE, 1991).

Os fatores de risco para infecgéo por HCV incluem. também o uso
de drogas intravenosas, transfus@o de hemoderivados, hemodialise, aplicacao de
tatuagem, comportamento sexual de alto risco, exposi¢io ocupacional e o
tfranspiante de Org&os provenientes de doadores RNA-HCV positivos { ALTER,
M.J. 1980; EBELING, 1998; TiBBS, 1997).

Em determinadas populagdes o uso de drogas injetaveis tém-se
apresentado como fator de risco superior a 50%, chegando a 100% para a
infecgdo com HCV (FINGERHOOD ef al, 1993; WOODFIELD et af, 1993). A
prevaléncia de anticorpos anti-HCV em usuarios de drogas que empregam vias de
administracio oral efou nasal, ao invés da via intravencsa, € substancialmente

menor (5%) porém € mais elevada dou que em doadores de sangue (WOODFIELD
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ef al, 1993). Desse modo, provavelmente a transmiss&o ndo parenteral do HCV
em usuarios de droga parece possivel.

A infecgdo por HCV em hemofilicos é comum. As taxas de
prevaléncia de anti~HCV positivo excedem a 90% em pacientes hemofilicos, que
sdo freqlentemente transfundidos com concentrados de fatores da coagulacéo
nao ftratados (ALTER M.J., 1995). Pacientes hemofilicos que recebem tais
preparados pelos procedimentos atuais de inativacio de virus, sfo raramente
positivos - para anticorpos anti-MHCV (MAUSER-BUNSCHOTEN ef al, 1995).
Todavia, a meédia de positividade de anticorpos anti-HCV é ainda de
aproximadamente 76% entr:e os hemcfilicos (WAGNER & ROTTHAUWE, 1994;
MAUSER-BUNSCHOTEN ef al., 1995),

A infecgdio por HCV é freqlente entre os pacientes sob
hemodiglise, sendo de 20%, em média, a prevaléncia de anticorpos anti-HCV varia
porém, entre as diferentes regides geogréaficas (ALTER, M.J., 1995, HEINTGES &
WANDS, 1997)_. indices menores de prevaléncia tém sido relatados no Reino
Unido (1% a 2%), Africa do Sul (5%) e Escandinavia (6%-15%) e indices maiores
de prevaiéncia tém sido relatados no leste Europeu (20% a 91%). Os fatores que
estéo associados com as altas taxas de infecgio por HCV nesses pacientes nao
foram precisamente definidos. O uso compariithado de equipamento de didlise
parece NAo ser o principal meio de transmisséo, uma vez que centros que utilizam
equipamertos individuais também apresentam pacientes anti-HCV positivo
{HEINTGES & WANDS, 1997). Contudo, a transfus@o sangtinea dos
hemodializados ¢ freqUente, e a transmisséo indevida do HCV de paciente a

paciente por outros procedimentos médicos também é possivel. Por exempio,
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existemn relatos em que os investigadores observaram diminuic&o da incidéncia da
infecg@o por HCV quando se instituiu a troca de luvas durante a manipulagéo de
solugbes de dialise entre os pacientes (OKUDA ef al,, 1995).

A trénsmisséo do HCV por outros fiuidos bioidgicos, tais comeo,
saliva, lagrima, ur}na, sémen e secre¢do vaginal ocorre com menor frequéncia,
provavelmente devido ao baixo titulo (10° - 107 copias /mL) do virus C, na maioria
dos portadores de HCV (REICHARD, 1994 ).

A transmisséo sexual da infeccdo por HCV é menos fregiente.
Estudos nos Estados Unidos e Europa fem revelado baixas taxas de infecgéo (0%
a 6,3%) enire parceiros he?terossexuais de individuos com hepatite C cronica
(MEISEL et al., 1995; GOI&)ON etal, 1992, SOTO ef a/., 1994),

Os fatores que podem levar a um aumento do risco de
contaminagdo por HCV através de contato sexual incluem: muitiplos parceiros,
doenga sexualmente transmissivel, comportamento homossexual, casal com
convivéncia prolongada e com viremia elevada (GSHI & LAU, 1997).

A transmiss&o do HCV de mée para filho teve seu primeirc caso
relatado apods a identificagéo da homologia na seqiéncia do HCV entre a avé, a
mée e a crianga (INOUE et al,,. 1991). Isto também indica que a infeccdo pode
persistir por décadas sem causar nenhum sintoma (INOUE ef al, 1992).
Recentemente, foi mostrado que a transmiss8o do HCV de maes infectadas para
criangas, estava relacionada a viremia das méaes (OTHO ef al, 1994). Nesse
estudo, as maes que apresentaram anticorpos anti-HCV e que eram RNA-HCV
negativas ndo transmitiram HCV para seus bebés. Maes RNA-HCV positivas,

cujas criangas tornaram-se infectadas, mostraram uma tendéncia de desenvolver
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titulos 100 vezes maior de viremia do que maes RNA-HCV positivas cujas
criancas nao adquiriram o HCV.

Cabe salientar que a exposicBo a uma quantidade relativamente
pequena de sangué ou de outros fluidos bioldgicos pode tomar-se um fator de
risce significativo para a infecgéio por HCV NOs casos em que os niveis de virus

circulantes sejam elevados (ALTER, M.J., 1994).

4.2.6. TRATAMENTO

Nos aitimos;tm anos, ensaios clinicos aleatdrios, duplo cego e
controlados tem sido amg;lamente aceitos como padrées eficazes em avaliar a
eficacia terapéutica. Tais ensaios, algumas vezes, tem limitado a generalizagao
guando a freqléncia dos eventos € baixa ou quando os eventos ocorrem em um
pericdo de tempo prolongado. Esses ensaios requerem um nimero substancial de
pacientes ou longe tempo de seguimento, resultando em alto custo. Fm casos
onde o prognostico € ruim como no caso da sindrome da imunodeﬁciéncia
adquirida (AIDS) ha unanimidade no reconhecimento de que a manutengac de um
grupo placebo conirolado ou o acesso limitado a um medicamento, até que as
avaliagbes sejam concluidas, é anti-ético (BENNETT ef a/., 1996).

Apesar de dificultar o desempenho dos ensaios clinicos e
aumentar a controversia entre a comunidade de pesquisa clinica, a Food and Drug
Administration (FDA) tem permitido rapidamente a aprovagéo de medicamentos
que sdo usados nesses ensaios com base nos marcadores de progndstico

intermediario, em vez de esperar por critérios clinicos de longo prazo como a
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sobrevivéncia (BENNETT ef al,, 1996). No caso da hepatite C, o primeiro estudo
multicéntrico randdmico controlado para avaliar o fratamento dos pacientes com
hepatite C cronica, foi realizado por DAVIS ef al. em, 1989. Nesse estudo, foram
avaliados 166 paciéntes, dos quais 51 ndo receberam fratamento. Os demais
receberam tratamento com interferon alfa 2b recombinante (IFNa2b) (Intron A,
Shering-Pecugh, Kenilwork N.J.), administrado por via subcutanea, 3 vezes por
semana, durante 24 semanas. O esquema de tratamento envolveu dois grupos,
um que recebeu 3 milhGes de unidades (MU) de IFNo2b por dose e outro que
recebeu 1 MU por dose. Os resultados do estudo mostraram reducéio na atividade
sérica da enzima ALT e melhora dos parémetros histoldgicos no grupo de
pacienies que reeeberarr{ tratamento quando comparados com os do grupo
controle. Dentre os grupos tratados, os melhores resultados foram obtidos com os
pacientes submetidos ao tratamento com 3 MU de IFNa2b. Resuliados similares
tambem foram encontrados por D! BISCEGLIE ef a/,, 1989, ao realizar um estudo
randdmico com pacientes tratados e ndo tratados. Nesse estudo, o grupo que
recebeu a dose de 2 MU de IFNa2b mostrou melhores resultados ferapéuticcs do
que © grupo que recebeu 1 MU e o grupo controle (nfo tratado).

Em 1993, a FDA, nos Estados Unidos, com base nos resultados
obtidos nos estudos de eficacia do uso do inté}'feron alfa (IFNa} no tratamento da
hepatite C aprovou o IFNa2b (Intron A, Schering-Plough; IFN) para o tratamento
da hepatite C cronica (DAVIS ef a/,, 1989y DOUGLAS ef a/, 1983). O esquema

terapéutico padréo é de 3 MU IFNo2b, trés vezes por semana, administrado por
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via subcutdnea, durante 12 meses, medida essa também aprovada pela FDA, nos
Estados Unidos em 1996 (LINDSAY, 1997).

A resposta ao tratamento geralmente é avaliada pela normalizagéo
da atividade sérica da ALT e viremia indetectavel do HCV por transcricio reversa
seguida da reagBio em cadela pela polimerase (RT-PCR), no término do
tratamento (resposta completa) e no sexto més apés o término do fratamento
{resposta sustentada) (CRAXI ef a/., 1996).

Cerca de 50% dos pacientes apresentam normalizacio das
enzimas hepéticas durante o tratamento, o RNA viral torna-se indetectave! e a
atividade inflamatdria diminu!__i no figado { HOOFNAGLE ef a/,, 1986; MARCELIN ef
al., 1891). Contudo, someﬁfa 10% a 25% dos pacientes tem resposta sustentada
(TINE et al,, 1991; HOOFNAGLE ef al., 1993)

Varios aspectos clinicos e laboratoriais podem ser avaliados antes
de iniciar a terapia e podem predizer uma menor resposta ao tratamento com o
IFNa. Entre eles, evidéncia histologica de cirrose; periodo longo de duragdo da
infecg@o efou idade avangada; alto valor de viremia do HCV e infectividade com
HCV tipo 1b, s&o amplamente reconhecidos como indicadores de falha na
resposta terapéutica ao IFNo. Outros fatores como o nUmero de mutacGes na
regi@o NSOA e a variabilidade viral, também s@o propostos como indicadores de
mau prognodstico (CRAX! ef af, 1996; GERVAIN & GéGL, 1998).

Pelo fato da resposta sustentada ocorrer em uma taxa menor que
25%, tratamentos alternativos tem sido investigados. Dados preliminares indicam

resultados promissores para fratamento combinado de IFNa com Ribavirina
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(analogo de guanosina) (BRILLANTI ef al, 1994). Cerca de 50% dos pacientes
poder&o alcangar uma resposta sustentada com este fratamento combinado,
quando tratados por 6 meses ou mais (Di BISCEGLIE ef a/., 1992; KAKUMU ef a/,
1993). |

A monoterapia com Ribavirina parece ser incapaz de eliminar o
virus HCV (REICHARD ef al., 1991; BODENHEIMER ef al, 18987} e o aspecto
histologicas do figado n&o demonstra regress&o da infeccdo. A monoterapia com
Ribavirina podera ser de interesse somente em pacientes com contra indicagdo
para a terapia com IFNa. GANE ef al. (1896) reportaram sua ea;periéncia com
Ribaviring em 7 pacientes apods transplante de figado, mostrando redugdo nos
valores das transaminaseé séricas e melhora do aspecte histoldgico do figado,

embora a eliminagdo do virus n&o tenha sido observada.

4.2.7. DIAGNOSTICO

4.2.7.1. DIAGNOSTICO SOROLOGICO

O diagnéstico soroldgico da hepatite C é basicamente realizado
pela detecgéo de anticorpos anti-HCV, uma vez que a detecgéo do antigeno ndo é
possivel devido a baixa antigenemia do HCV. )

A clonagem e a carac%erizag:éo completa do genoma do HCV
(CHOO et af, 1989; CHOO ef al., 1991) possibilitou a produgdo de grandes

quantidades de proteinas virais recombinantes em microorganismos. Quando

purificados, os polipeptideos recombinantes foram usados para produzir ensaios
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de captura sensiveis para anticorpos especificos, indicando a exposicdo dos
individuos ao HCV.

O primeiro antigeno viral recombinante a ser utilizado foi 0 ¢100-3,
que comresponde a fusdo do clone 5-1-1, primeiro clone isolado por CHOO ef al.
em 1988, com clones overfapping, correspondendo a regiao gendmica NS3 e NS4
(Fig.1). O antigeno ¢100-3 foi associado com o gene da superdxido dismutase
humana (SOD) e expresso em levedura como uma grande proteina de fuséo
recombinante. O antigeno ¢100-3 foi usado pela Ortho Diagnostic Systems
{Raritan,NJ) e Chiron Corporatiocn (Emeryville,CA) para desenvolver um ensaio
imunoenzimatico (Enzyme immunoassay-EIA) em microplaca, que foi aprovado
pela Food and Drug Admihistration (FDA), em maio 1890. O teste foi instituido
comeo rotina na triagem de doadores nos bancos de sangue dos Estados Unidos.
Em julho de 1990, a Abbolt Laboratories (Chicago, IL) desenvolveu um EIA
utilizando © mesmo antigeno em micro pérolas, que também foi aprovado pela
FDA (WILBER & POLITO, 1995).

Os ensaios imuncenzimdticos de primeira geracfo, ELISA
(Enzyme-Linked immunosorbent Assay), apresentaram eficiéncia de 80% a 90%
na detecgdo do anti- HCV em pacientes com hepatite cronica portadores de HCV
(ALTER, H.J. ef af., 1989; ALBERT!, 1991). Por outro lado, o teste anti-HCV (anti-
¢100-3) mostrou-se um marcador pouce eficiente para ¢ diagnéstico de hepatite C .
aguda, devido a janela imunolégica ter um periodo de 10 a 15 semanas podendo
ser de 8 a 12 meses em alguns casos (RUBIN,1984; WILBER & POLITO, 1595).

Qs testes anti-HCV (anti-c100-3) mostraram {ambém baixa

sensibilidade, principalmente na iriagem de individuos de baixo-risco, como por
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exemplo doadores de sangue, produzindo um grande nimero de reagfes falso-
negativas. Segundo FEINAMAN et al. (1991) doadores anti-HCV positivo sempre
transmitem a hepatite C, porém, foram detectados alguns receptores que
desenvolveram hebatite, apés serem fransfundidos com doadores anti-HCV
negative. Achados similares foram reportados por ESTEBAN ef a/, 1990, que
concluiram que a triagem de doadores de sangue para anti-HCV (anti ¢100-3)
pode somente prevenir metade dos casos de hepatite C pés-transfusional.

Qutras limitagbes da utilizagdo dos ELISA de primeira geracéo
para anti-HCV ¢ a reatividade falso-positiva devido & presenca de anticorpos anti-
S0OD que podem ocorrer em pacientes com doenga hepdtica ou com hepatite
cronica autoimune ativa,’ .assim como o0s positivos para fator reumatdide,
hiperglobulinemia, e paraproteinemia (ALBERT!, 1991).

Para auxiliar na identificacdo de anticorpos anti-HCV foram
desenvolvidos ensaios complementares, baseados na metodologia de
Immunoblot. Os antigenos s&o imobilizados individualmente em tiras de
nitrocelulose, reconhecendo a especificidade dos anticorpos para cada fragdo
antigénica do HCV. O primeiro teste complementar foi 0 imunoensaio em fita (Strip
Immunoassay-SlA), desenvolvido pela Chiron Corporation, Emeryvillie, CA, e
denominado RIBA (recombinant immunobiot assay). A primeira versdo disponivel
apresentava o antigeno original 5-1-1 produzido em E. coli, o antigeno ¢100-3
produzido em levedura, uma fragmento SOD e bandas controles de IgG, fixados
em uma membrana de nitrocelulose. A amostra era considerada reativa quando
reagia com ambas as bandas do HCV com intensidade igual ou maior do que com

a banda controle de igG e ndo com a banda da SOD, que representa a proteina
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carreadora (WILBER & POLITO, 1995). Resultados similares de sensibilidade
foram observados entre os métodos de ELISA e RIBA. Contudo, aiguns soros anti-
HCV ELISA positivos mostraram um padréo de RIBA inconclusivo. Todavia, o
RIBA anti-HCV é méis especifico do que o ELISA para estabelecer a infecgéo pelo
HCV (EBELING ef &/, 1980).

Novos testes foram desenvolvidos adicionando outros antigenos,
oS quais passaram a apresentar maior sensibilidade do que os testes de primeira
geracdo. Os ELISAs utilizando antigenos mdaltiplos (ELISA de segunda geracéo)
foram aprovados pela FDA em 1992 (ALTER, H., 1992). Os novos antigenos
incorporados foram ¢22-3 (gegiéo do core), ¢33c {regido ndo estrutural NS3). O
33¢ foi combinado com c; ¢100-3 para formar uma Unica proteina de expressao
codificada pelas regides NS3 e N84, denominada ¢-200.

A adigao dos antigenos c22-c e ¢33¢ resultou na deteccdo mais
precoce de anficorpos anti-HCV e a identificagdo de um maior ndmero de
pacientes com HCV do que os ensaios de primeira geragio, reduzindo o periodo
da janela imunologica para 6 semanas (VAN DER POEL, 1991; CHEMELLO,
1983).

ALBERTI, 1991, estudando a especificidade dos testes em
amostras de soro de 27 pacientes com hepatite grave, avaliados semanaimente
durante a fase aguda, demonstrou gue os anticorpos anti-c-33c e anti-c22
precedem ao aparecimento do anti-c100-3., Como resultado dessas avaliagSes foi

possivel diagnosticar a hepatite C no primeiro més da doenga em cerca de 50%

dos casos.
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O RIBA HCV (vers&o 2.0) foi aprovado pela FDA em junho de
1993, desenvolvido com os mesmos antigenos, presentes no ELISA de segunda
geragao, ou seja, 5~1-1, a partir de £ coff, ¢100-3, e os antigenos ¢22-3 a partir de
levedura, c33-c a pértir de E. coli;, SOD e os fragmentos de IgG controle (WILBER
& POLITO, 1995). A interpretag8o dos resultados faz-se através do seguinte
procedimento: positivo (reag&o com dois ou mais antigenos), inconclusive (reacao
com um antigeno) ou negativo, auséncia de reatividade. (YOUNOSSI &
McHUTCRHISON, 1892). A interpretacio da sorologia do HCV depende da
condigao de risco do paciente. Na triagem de banco de sangue (populacio de
baixa prevaléncia), aproximgdamente 40% a 50% das amostras com resultados
positivas para a presang:e; do HCV pelo ELISA séo negativos pars o RIBA-2,
indicando um vaior preditivo para o EiA-2 de 50% a 60%. Considerando essa
populacdo ainda, poucas amostras com resultados RIBA-2 inconclusivo sdo RNA-
HCV positivo (EVANS ef al, 1992, ALTER H, ef al, 1991). Em contraste, na
populagéo de alto risco, aproximadamente 93% das amostras positivas para EIA-2
s&@0 tambem positivas para o RIBA-2 e menos do que 1% das amostras positivas
para HCV pelo método EIA-2 s&o negativas para o RIBA-2 (EVANS ef al., 1892
ALTER, H. et al, 1991). Tais resuitados indicam que os testes anti-HCV
complementar n&o sdo necessarios na triagem de populagdes de alto risco.

Uma terceira verso do teste de triagem anti-HCV (ELISA 3.0) foi -
infroduzido na Europa em 1993 (WILBER & POLITO, 1995; GRETCH, 1997) e
aprovado pela FDA em 1996 (hitp:.//www.FDA.govicber). Esse teste contém
antigenos sinteticos do nucleocapsideo reconfigurado, o antigeno da regido N83,

0 ¢-200 e a adigdo do antigeno da regido NS5 ngo presente no teste de ELISA
34




2.0. O tempo de soro-converséo em receptores de transfuséio sangiinea foi mais
curto de 2 a 3 semanas em relagfo gos testes de ELISA anteriores (BARRERA, ef
al., 1995, UYTTENDAELE et al,, 1994). A sensibilidade para a detecgdo anti-HCV
em grupos de alta pfevaléncia foi melhorado para 97% (KAO et al., 1996).

Segundo GRETCH, 1897, embora tenha havido um aumento na
sensibilidade do ensaio de ELISA verséo 3.0, isso ndo foi o suficiente para sua
classificacdo como um teste de terceira geragéo pela FDA, assim como também a
especificidade do EIA no diagndstico de alta prevaléncia néo tenha sido
estabelecido. Adicionado as essas observagbes, também ndo se tem verificado
uma utilidade clinica para -a reatividade da NS5 isolada, na capacidade de
determinar a viremia do HCV {DAMEN et al., 1995; GRETCH, 1997).

Uma terceira gerag@o de teste complementar (RIBA 3) foi
introduzido na Europa em 1993 (WILBER & POLITO, 1995 e GRETCH, 1997,
DAMEN ef al., 1995) e aprovado no FDA em 1999 (http:/iwww. FDA.govicber).
Nesse teste de terceira geragdo, dois antigenos recombinantes (c33c e NS5) e
peptideos sintetizados a partir do nucleocapsideo (c22) e regides NS4 (ct 00-3)
foram usados. Os peptideos sintéticos foram escolhidos: para gvitar a reatividade
cruzada (néo especifica) e para promover aumento da sensib’iiidadé. O novo teste
& capaz de identificar cometamente RNA-HCV positive @ RNA-HCV negativo em
individuos, que apresentaram resultados de RIBA 2 inconclusivo
(CHICHEPORTICHE et al., 1993; ZAAIJER, 1984). Estudos realizados por esses
pesquisadores mostraram que o teste de RIBA 3 resolveu 33 dos 39 (85%)

pacientes RIBA 2 inconclusivos com suspeita da doenga. Vinte e cinco dos 32
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(78%) dos c22 e ¢33 inconclusivos foram positivos para o RIBA 3, bem como para
o RNA-HCV. |

Atualmente os testes sorologicos para anti-HCV apresentam
sensibilidade de 97% e especificidade de 95% e de 100% para populagdo de
baixo risco e de alto risco, respectivamente (GRETCH, 1997). Porém, os
resultados falso-negativos, principalmente na populagédo de baixo risco, que s&o
ainda observados nos ensaios atuais tem sido atribuidos a existéncia de diferentes
tipos de virus da hepatite C, isto se deve principalmente porque os testes sdo
produzidos a partir de sequéncias de genétipos predominantes de HCV do tipo
1a, ndo detectando ant'rcorlpos de pacientes infectados com gendtipos fnenos
comuns (SALMERON et a?. 1996; SIMMONDS, 1997). Resultados falso-negativos
podem também ser observados em pacientes imunocomprometidos que perdem
marc._adores sorologicos de infecgdo para qualquer agente etioldégico. Outro
aspecto, é o fato de que os imunoensaios podem determinar a exposi¢ao ao HCV,
porém s&o incapazes de diferenciar eatre uma infecgcdo presente ou passada
(GARSON & TEDDER, 1993). A perda da capacidade de determinar a infecgao
por meio dos imunoensaios € observada também em amostras que apresentam
baixos niveis de indicadores sorologicos no inicio da infecgdo passando
desapercebidas ou evidenciando reacbes fracas com resultados inconclusivos.

(GARSON & TEDDER, 1993).
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4.2.7.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Na auséncia de um sistema de cultura celular in vitro para o
isolamento do HCV, os métodos de detecgdo do genoma viral tornaram-se um
importante instrumento de diagnostico da hepatite C, assim como no
acompanhamento terapéutico com IFNa. Os testes de RNA-HCV tem sido
particularmente Uteis em pacientes soro-negativos com hepatite C cronica,
especialmente nos individuos imunocomprometidos, que perdem a capacidade de
resposta imune, apresentando resultados sorolégicas inconclusivas para infecgao
por HCV, apesar das evidénpias clinicas e moleculares da hepatite C. A pesquisa
de RNA-HCV é particuléfmente atii nos pacientes anti-HCV positivo que
apresentam valores séricos normais da enzima ALT. Esses pacientes, tanto
podem ter elirﬁinado o virus (RNA-HCV negativo) quanto podem manter a viremia
(RNA-HCV positivo), apesar dos valores normais das enzimas hepaticas. O teste
RNA-HCV permite também avaliar a trans-misséo do virus entre maes e filhos,
onde a transmissao perinatal do HCV é verificada pela presenga do RNA-HCV no
sangue do recém-nascido. Qutra aplicagdo € a quantificagdo da viremia antes do
inicio da terapia e no monitoramento da resposta terapéutica anti-viral. Os testes
de RNA-HCV s&o portanto, os mais adequados para determinar o diagndstico
diferencial entre presenca e auséncia de infeccdo (GRETCH, 1997; MEDINA &
SCHIFF, 1995).

Os testes de amplificagdo do genoma viral por reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR) foram os primeiros é serem introduzidos para o diagndstico

do RNA-HCV. Neste método ha necessidade de produzir um DNA complementar
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(cDNA) por transcrigéo reversa (RT), antes da amplificag@o por PCR, denominado
de RT-PCR (WEINER ef a/., 1990; GARSON et al., 1990a).

O uso da RT-PCR possibilitoy a redugéo do tempo de diagnéstico
da infeccdo pelo HCV, devido a alta sensibilidade da técnica. FARCH ef af, (1991),
demonstraram a presenca do RNA-HCV no soro de individuos, uma a duas
semanas apds a transfusac sanglines, antes da manifestacdo clinica da infeccio
pos-transfusional pelo HCV.

A primeira investigacdo da detecgio do RNA-HCV usando RT-
PCR foi descrita por WEINER et af (1990), usando primers especificos para a
regiao NS3 do genoma viral.g_,:Os autores avaliaram amostras de soro, plasma e de
biopsia de figado provenieﬁtes de pacienteé e chimpanzés infectados. A deteccéo
do RNA-HCV foi realizada pela hibridagdo dos produtos de PCR com um
fragmento de cDNA do HCV marcado radioisotopicamente com 3p.

Na detecgdo do RNA-HCV a escolha dos primers adequados para
fins diagnésticos & de fundamental importancia, esses devem reconhecer
sequéncias gendmicas bem conservadas para as diferentes variantes do genoma
do HCV, de modo a garantir boa sensibilidade {(GARSON ef al; 1980; OKAMOTO
et al, 1990; BUKH ef al. 1992; SCHLAUDER et al, 1992) O estudo mais
abrangente foi realizado por OKAMOTO et af. (1990) que avaliaram 10 grupos de
primers. Os resultados indicaram que os primers derivados da regido 5'-UTR e da
regido do “core”, foram squivalentes na sua capacidade de detectar o RNA-HCV
em 10 soros anti-HCV positivos provenientes de individuos japoneses. Resultados
de maior eficiéncia no uso dos primers da regido 5'-UTR para RT-PCR, também

foram obtidos por SCHLAUDER ¢f al., 1992, Os autores avaliaram primers da
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regido NS3 e 5'UTR em 14 amostras, sendo que 3 dessas foram positivas guando
analisadas com 5'UTR e negativas para os primers NS3. Outros estudos também
tém demonstrado mai_or sensibilidade na detecgéo do RNA-HCV utilizando primers
da regi@o S5-UTR comparada com aqueles especificos para outras regides
(CRISTIANO et al, 1991, FARCI ef al, 1991, KANEKO ef al, 1990). Esses
resultados demonstram que primers provenientes da regidio 5-UTR do genoma do
HCV s&0 0s mais efetivos na detecgdio do RNA viral usando a técnica do RT-PCR.
A possibilidade em detectar diferentes tipos de HCV, por RT-PCR da regido 5'-
UTR, se deve ao fato que os primeiros 330 nucleotideos desta regido apresentam
98% de homologia entre os diferentes isclados (OKAMOTO ef af, 1990).
Usualmente os produtos c;e PCR s@o revelados por hibridacdo com sondas
marcadas radioativamente ou enzimaticamente. No caso das sondas marcadas
radioativamente, apos a transferéncia do DNA a uma fase sdlida, como
membranas de nylon ou nitrocelulose, estas sdo hibridadas com sonda especifica
marcada radioativamente e submetidas & autoradiografia. No caso de sondas
marcadas enzimaticamente, as membranas contendo o dcido nucléico sdo
hibridadas com a mesma e visualizadas tanto pela emisséo de luz quanto pela
producao de cor { TANG ef a/.,, 1997). |

Outros pesquisadores (GARSON et al, 1990b; SHINDO ef al,
1990) tém utilizado, além da amplificago convencional, uma amplificagdo
adicional com a utilizagdo de primers internos especificos que reconhecem
seqiéncias de nucleotideos do produto previamente amplificadec na PCR,
denominada nested-PCR. Essa técnica tem a vantagem de aumentar a

sensibilidade da PCR, devido ao duplo processo de amplificacfio. A amplificagio
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pelo segundo grupo de primers, consequentemente, verifica a especificidade do
produto da primeira reagdo (TANG ef al, 1997). A aplicagdo da técnica da RT-
nested-PCR no diagndstico do RNA-HCV foi introduzido por GARSON em 1890a.

A détecgéo do RNA-HCV por RT-PCR também pode ser realizada
por meio de produto comercial disponivel no mercado, introduzido pela Roche
Molecular Diagnostics (AMPLICOR ™ HCV), em 1993 . Esse ensaio baseia-se na
reacdo de RT-PCR, utiizando a enzima r7th DNA polimerase, proveniente do
Thermus thermophilus, que possui eficiente atividade na transcricdo reversa do
DNA pela polimerase. Para prevenir a contaminagdo por cameamento foi
incorparado ao método, a enzima uracil-N-glicosilase (UNG). A detecgfio do
produto amplificado biotin%lado é feita por imunoensaio enzimatico, realizado em
cavidade cobertos com sonda de captura. O teste de primeira geragido AMPLICOR
™ HCV foi desenvolvido para amplificagdo manual no termociclador 9600 da
Perkin-Elmer (Norwalk, Conn.). O sistema de segunda geraco, denominado
sistema HCV COBAS AMPLICOR, foi desenvolvido também pela Roche Molecular
Systems para automagdo do processo de amplificagdo (DI DOMENICO et al.,
1996).

Outra tecnologia de amplificagdo disponivel no mercado para a
detecg@o do RNA-HCV é a NASBA (nucleic ‘acid sequence-based ampiification)
desenvolvida pela Organon Teknika (Boxtel Netherlands). E um método de
ampiificacéio de acido nucléico em condigdes isotérmicas gue envolve a atividade
seqUencial das enzimas transcriptase reversa, T7 RNA polimerase e RNase H. A
amplificag@io inicia-se com a hibridacéo de um primer (que contém a seqii@ncia

promotora da T/ RNA polimerase) a seqléncia alvo e extensdo da cadeia
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nucleotidica por agdo da transcriptase reversa, gerando cOpias de cDNA. A
molécula de RNA do hibridc RNA-DNA gerado é degradada pela RNase H.
Segue-se a hibridagéo do primer antisense e uma nova fita de DNA é sintetizada a
partir do sitio de hibridagéio desse primer. Cada fita de cDNA produzida serve de
molde para a sintese de vérias copias de RNA por acéo da T7 RNA polimerase.
As copias de RNA geradas serviro de molde para produgdo de mais copias de
cDNA que se acumulam e podem ser quantificadas. Esta fase ciclica da NASBA é
conduzida em condigbes isotérmicas a 41°C (HODINKA, 1998),

Outro metodo disponivel comercialmente é denominado DNA
ramificado {(branched DNA-' - bDNA) desenvolvido pela Chiron Corporation
{Emeryville, CA). O bDN;f\ € um ensaio de hibridaggo tipo "sanduiche" que
compreende as etapas de: lise dos virions, captura e hibridagdo do RNA-HCV e
amplificacdo do sinal. Fundamenta-se na amplificagdo do sinal emitido por sondas
ramificadas (bDNA), hibridadas a sondas oligonucleotidicas (captura) fixada em
um suporte sdlido. Posteriormente, sondas sintéticas conjugadas com fosfatase
alcalina (ALP) s&o hibridadas com as moléculas de bDNA. A ALP presente no
complexo atua sobre um substrato quimicluminescente {dioxetano) e o produto
formado emite luz que é proporcional a quantidade de moléculas hibridadas,
sendo medida em um lumindmetro (HODINKA, 1 998).

Os métodos moleculares também tem sido empregados na
quantificacdo do valor de RNA-HCV circulante, denominado carga viral, em
pacientes submetidos ac tratamento com INFg, representando um instrumento
potencial para avaliar e monitorar a infecgdo por HCV {GRETCH, 1997). A

quantificacéo do RNA-HCV pode ser realizada por ensaios de diluicgo do RNA-
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viral ou pela co-ampilificagdo do RNA alve recombinante sintético, usado para
construir uma curva de calibracéo determinando a concentragéo do acido nucléico
na amostra (HODINKA, 1998; MEDINA & SCHIFF, 1995).

A sensibilidade dos ensaios moleculares para a detecgdo do RNA-
HCV tem-se mostrado variavel entre as diferentes metodologias disponiveis. Na
técnica da PCR a sensibilidade tem variado de acordo com o método de detecgio
dos produtos amplificados. Valores de aproximadamente 100 copias por mbL de
soros de pacientes foram alcangados usando & hibridacBo dos produtos com
sondas marcadas radioisotopicamente (GRETCH et al, 1993). O limite de
detecgéo de 40 copias de RNA-HCV por esse método foi observade por RUIZ-
PEREZ et al., 1997, utilizan;io prirmers antisense marcados na extremidade 5 com
¥2p_ Esse procedimento permite a quantificagéo direta da carga viral pela andlise
radioisotopica do produto de PCR derivado da amostra clinica.

A sensibilidade dos ensaios de nested-PCR permite detectar
menos que 100 copias por mL (1 a 10 codpias por reagdo), usando o método de
detecgao com coloragdo de brometo de etideo ou hibridagdo com sonda radioativa
(GRETCH et a/., 1993). Em teste cbmparativo, diluindo-se as amostras clinicas, foi
observado gque a nested-PCR pemitiu detectar RNA-HCV em amostras diluidas
1/10.000, enquanto na PCR observou-se resultados positivos somente em
amostras com diluicbes inferiores a essas (LUNEL ef al. 1995).

A sensibilidade analiica do ensaio Amplicor/Roche é de 700
copias por mi, que é 4 a 10 vezes menos sensivel do que os ensaios de nesfed-

PCR otimizados em laboratério de pesquisa. O aumento na quantidade da
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amostra (1 mL do soro) permite detectar menos que 100 cépias por mL no soro,
com especificidade de 97% a 99% (GRETCH, 1997).

A sensibilidade da metodologia do bDNA na deteccdo do RNA-
HCV tem mostrado .um limite inferior de 2,0 x 10° eq/mL e um limite de detecgéo
superior de 1,2 x 10° eg/mL (HODINKA, 1998; LUNEL ef a/., 1999).

A sensibilidade da metodologia NASBA na detecgdo do RNA-HCV
tem mostrado ser de 3 x 10° copias/mL (LUNEL ef a/., 1999).

De modo geral, os diferentes métodos moleculares existentes para
a quantificagdo do RNA-HCV ndo se mostram equivalentes e possuem vantagens
e desvantagens proprias, rglacionadas ao numero de amostras processadas, o
temnpo de execucdo do énsaio, automatizagfo do processo, sensibilidade e
intervalo de finearidade (PAWLOTSKY, 1997).

Um problema relacionado com os testes de RNA-HCV, & a
variabilidade nos resultados obtidos entres diferentes laboratérios quando
amostras clinicas s8o analisadas. Padronizacio de ensaios de PCR in house
{desenvolvido em laboratério) para detecco de RNA-HCV 1ém mostrado algumas
dificuidades. Este fato foi evidenciado no primeiro estudo de controle de qualidade
realizade pelo "EUROHEP - European Expert Group on Viral Hepatitis" - em 1992,
O estudo envolveu 31 laboratdrios europeus, onde apenas 16% dos laboratdrios
concluiram o©s exames de forma cometa utilizando um painel de testes
padronizado. Onze desses laboratérios reportaram, nas suas anglises de diluictes
em série, diferengas de 100 vezes na sensibilidade (ZAAIJER et a/, 1993).

Em 1996, um segundo estudo de controle de gualidade foi

novamente realizado pelo "EUROHEP” com a finalidade de analisar a meihoria
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dos testes moleculares da detecggo do RNA-HCV O painel de referéncia
compreendeu 4 amosiras de plasmas RNA-HCV positivas (primeira semana de
infeccdo), 6 amostras de plasmas negativos para RNA-HCV e duas séries de
diluigbes de amostfas padrao dos gendlipos 1 e 3. Participaram do estudo 86
laborattrios. As informagdes fornecidas pelos laboratérios resultaram em 99 dados
obtidos pelo ensaio da PCR in house, 28 dados obtidos pelo teste comercial PCR-
HCV (AMPLICOR, Roche diagnostic System) e 9 dados, usando outros metodos.
Os dados mostraram que 16% executaram cometamente os testes, 29%
fracassaram em deteclar as amostras fracamente positivas e 55% obtiveram
resultados falso-positivos e faiso—negativos. Entre os laboratorios com resultados
satisfatérios houve uma driférenc;a de 10.000 vezes na sensibilidade quando as
amostras foram submetidas a diluicdes em série (DAMEN ef al., 1996).

Testes de proficiéncia para o RNA-HCV por PCR realizados pelo
Colfege of American Pathologists (CAP) envolvendo 40 laboratdrios, mostraram
uma concordancia, com variagdo de 95,2% a 12,5% entre as respostas emitidas
pelos laboratérios participantes e a resposia relatada pelo "CAP",_ em 5
levantamentos realizados. O erro mais freqilente foi o registro de resultados faiso-
negativos para espécimes verdadeiramente positivos, enfatizando a necessidade
de processamento e manipulacdo cuidadosa das amosfras nos testes de RNA- |
HCV (GRETCH, 1997).

Os fatores que contribuem para o aparecimento de resultados
falso-negativos na detecgdo do RNA-HCV por métodos moleculares sao:

variabilidade do genoma viral, presenca de diferentes gendtipos, condigbes de
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armazenamento e obtengéio da amostrg clinica, entre outros (BUKH ef o/, 1992;
TRAUBAUD ef o/, 1996; HALFON ef al., 1996; DAMEN et al., 1998),

O polimorfismo na regiéo-dc;s primers impede a ligagdo dos
Mesmos e conseguentemente a amplificagéio. Considerando z existéncia de
diferentes gendtipos do HCV, a escolha dos primers a serem utilizados na
detecgdo do RNA-HCV por meétodos molecuiares tém-se mostrado um fator
limitante, gerando resultados falso-negatives. Os primers com localizacgo na
regido 5-UTR do genoma do HCV s80 descritos como sendo os mais indicados
(BUKH ef al,, 1992; CRISTIANO of al., 1991; KANEKO &f o/, 1990).

A influéngia do manuseic e do processamento das amostras
clinicas para obtencéo -dé resultados falso-negativos pelas técnicas de
amplificacio para a deteccdo do RNA-HCV tem sido mostrado por varios autores
{CUYPERS ef a/ 1992: WANG ef al., 1992; FONG ef a/,, 1993; TRA_UBAUD ef al.,
1986; HALFON ef af, 1988). Os experimentos foram realizados avaliando-se
quantidade do RNA-HCV de amostras clinicas por diferentes métodos quando
submetidas a diferentes condigbes e periodos de armazenamento. As
temperaturas testadas variaram de -80°C, -20°C, 4°C e temperatura ambiente,
sendo que o tempo de armazenamento variou de algumas horas até meses.
Embora, os métodos de quantificacéio utilizados fossem diferentes (PCR
competitivo, PCR com diluicdo seriéda, bDNA e NASBA), as mesmas conclusBes
foram obtidas pelos autores. A maior estabiliqade do RNA-HCV é alcangada com

& separagdo imediata do soro e congelamento a temperatura de -80°C. A medida
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em que eleva-se a temperatura ate a temperatura ambiente observa-se uma perda
significativa na quantidade de RNA-HCV circulante.

Um outro fator que influéncia € o tipo de anticoagulante usado
para a obtencdo do i:)iasma. WANG ef al., 1992, avaiiando o emprego da heparina
e do citrato de sédio na obtengaéo do plasma, mostraram que a heparina interfere
na PCR, gerando resultados falso-negativos, nac tendo sido observada nenhuma
interferéncia com 0 uso do citrato de sédio. No sistema de amplificagéo NASBA, o
uso dos anticoagulantes tanto EDTA quanto heparina, ndo interferiu na reagao de
amplificacgo (DAMEN ef a/., 1998).

A possibiiidg_de da obtencgo de resultados errdneos na detecgio
do RNA-HCV por técnicafs. de amplificacio, torna indispensével'o uso de um
controle na PCR que promova o monitoramento do processamerito da amostra
clinica e do desempenho da reagéo. O controle € constituido de fragmentos de
DNA ou RNA gue podem ser obtidos por clonagem da regi@o de interesse e
amplificados simultaneamente, no entanto, devem ser distinguiveis da seqiéncia
alvo (ZIMMERMANN & MANNHALTER, 1996).

A construcdo de confrole pode ser obtida utilizando diversos
procedimentos, como mutagénese sitio-digiridc ou alteragdo do tamanho da
molécula sintética por meio de delegdo ou insergo de sequéncias de bases
(ZIMMERMANN & MANNHALTER, 1998). Apds a amplificacdio, o produto da PCR
de ambas as metodologias mostram perfil eletroforético distinto da sequéncia de
interesse (ZIMMERMANN & MANNHALTER, 1996).

A viremia do HCV é frequentemente baixa (BRADLEY, 1985;

FARCI ef al, 1991, BRILLANT ef al, 1991) e por essa razdo ensaios de
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amplificacdo do gene tém sido utilizados para a deteccBo do RNA viral em
amostras clinicas. Entre as metodologias de amplificagdo, a técnica nested-PCR é
a que apresenta caracteristicas que a tornam Ut principaimente pela sua maior
sensibilidade devido ao processo de dupla amplificaggdo. O produto de
amplificagdo da primeira reagéo, gerado por um grupo de primers especificos é
submetido a uma segunda etapa de ampilificagio utilizando outros grupos de
primers que séo complementares a sequéncia interna amplificada na etapa inicial
(TANG ef al, 1997). A alta sensibilidade da nested-PCR, por outro lado, pode
aumentar a probabilidade de contaminacdo com os produtos previamente
amplificados (amplicons), no procedimento em que s&o transferidos para a
segunda amplificag@o (TANé et al,, 1997).

Varios procedimentos tém sido descritos para evitar a obtencao de
resultados falso-positivos, minimizando a contaminagdo por carreamento. Entre
esses procedimentos temos: a separacdo fisica das principais areas envolvidas no
procedimento da técnica de ampliificacéo (KWOK & HIGUCHI, 1889, NEUMAIER
et al., 1998); a esterilizagdo de superficies antes e apbs o inicio do trabalho, bem
como os reagentes, com exceclo dos primers, DNA polimerase & molécula alvo
utilizando luz ultravioleta (254 nm a 300 nm) (CIMINO ef @/, 1980a; SARKAR &
SOMMER 1890; FOX ef al,, 1991). O uso de énzimas, nucleases, como a UNG,
para o prétratamento de produtos de PCR, os quais foram amplificados
previamente com dUTP em substituicBo ao dTTP, representa um meétodo de
descontaminacio, devido ao fato desta rnuclease eliminar toda molécula contendo
UTP (FURRER ef al, 1990; RYA & PERSING, 1993, LONGQ ef al, 1990). O uso

de reagentes fotoquimicos, principalmente os psoralém e seus derivados, quando
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incorporados durante a reacdo de amplificagdo com subsequente fotoadicdo
desses reagentes na fita de DNA sob a incidéncia de luz de comprimento de onda
de 320-400 nm, n&o permite que esta molécula seja usada como molde em novas
reagOes de amplificagbes, evitando a contaminacdo (CIMINO et al,1990Db,
ISAACS ef al, 1990) e o uso de reagentes quimicos, para esterilizagdo de
superficies (PRINCE & ANDRUS, 1992).

Minimizar a manipulagéo durante o procedimento nas reagdes de
amplificacdes, reduzindo etapas, € uma alternativa que tem sidd descrita para
evitar contaminacgdes por carreamento principalmente para nested-PCR (ERLICH
et al, 1991) sendo uma dgssas altemativas a realizac3o da reagdo da nesfed-
PCR em um unico tubo. E.::ste meétado utiiza uma estratégia denominada drop-in ~
drop-out nested priming, onde os primers externcs possuem uma temperatura de
desnaturacdo (Tm) maior que a dos primers internos, possibilitando que ambos os
grupes de primers sejam adicionados simultaneamente no inicio da reacgdo de
amplificac@o e que durante a primeira etapa de amplificagio somente os primers
externos hibridem, e na segunda reacdc de ampilificacao ocorra a hibridac;éc dos
primers internos. Dessa forma o fubo de reacéo de amplificacéio ndo necessita ser
aberto uma vez iniciada a reaco, evitando a contaminacio cruzada provenientes
de fragmentos amplificados previamente na primeira etapa da reacio (ERLICH ef
al., 1991, PECHARATANA ef al, 1985, CHAN ef a/; 1996, ZHANG, 1996; 1IN ef
al., 1992).

No decoirer da revisdo da literatura pode-se observar a
importancia do virus da hepatite C como agente responsavel pela maioria das

hepatites cronicas. Dessa forma os métodos para a detecgiio do virus da hepatite
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C s&o fundamentais para determinar os individuos portadores da infecgéio, bem
como o inicio do tratamento clinico. Por outro lado também, pode-se observar que
0s ensaios empregados no diagndstico da hepatite C tém mostrado limitagbes. Os
testes sorologicos épresentam baixa eficiéncia em varios casos: quando usados
para a triagem de amostras provenientes de populagles de baixo risco (triagem
em banco de sangue) onde se observa a presenca de resultados inconclusivos; na
deteccdo de anticorpos anti-HCV em pacientes imunussuprimidos e na
diferenciagéic entre infecgdes presentes e passadas. Dentre os métodos
moleculares, a PCR & a mais utilizada, embora possua sensibilidade moderada,
gsendo necessario a uti!izagé:’xo da reacéo de nested-PCR. O uso da nested-PCR
tem sido restrito devido é. possibilidade de apresentar resultade falso-positivo.
Essas observagbes motivaram a realizagdo do presente trabalho, que teve como
objetivo a otimizacéo da técnica da nested-PCR em tubo tnico para a detecgdo do
RNA-HCV, de maneira a reduzir o risco de contaminagio por carreamento, o
tempo de execugBo e 0s custos, aftravés da produgdo de um controle

recombinante para a padronizagdo da nested-PCR em tubo Unico e o

monitoramento da PCR.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1, Material

§.1.1. Reagentes

Os seguintes reagentes: cloreto de célcio, dimetilsulfoxido
(DMSO), glicose, xilenocianol foram obtidos da SIGMA Chemical Co. (St. Louis,
MO, Estados Unidos), o cloreto de sddio, hidroxido de sédio, cloreto de potassio,
alcool iscamilico, cloroférmio, dcide acético glacial, etanol absoluto, azul de
bromofenol foram adquiridos de MERCK, S.A. (ind. Quimica, Rio de Janeiro,
Brasil). A ampiciling, iso’pr;opif tio-B-D-galatosidio (IPTG) foram obtidos de
Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, cidade, Alemanha). Kit.GIass Pac/GS
™- DNA Purification Kit (National Scientific Supply Company Inc., EUA L, eo
dodecilsuifato de sodio foi obtido de SERVA Finbiochimica '(Heidelberg, N.L.,
Estados Unidos). O tris (hidroximetil) aminometano ultra puro, EDTA, acstato de
potassio, fenol ultrapuro, enzimas BamH |, Kpn |, marcador de tamanho de peso
molecular de 100 bp, agarose ultra pura, acido bérico ultra puro, 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-p-D-galactosidase (X-gal) e os primers para a amplificacdo da regido 5'
URT do genoma do HCV foram -_mbtidos da Gibco-BRL, Life Technologies, Inc.
{Gaithersburg, MD, Estados Unidos). O brometo de etideo, Tag DNA polimerase,
inibidor de Rnase RNAguard®, ReproGel ™, Kit comercial "ALFespress Auto Read
sequencing Kit" e solugbes de nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ultrapuras

foram adquiridos da Pharmacia Biotech, Inc. (Uppsala, Suécia).
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Os meios de cultura: Bacto-friptona; Extrato de levedura; Bacto-

agar foram adquiridos da Difco (Detroit, Michigan, USA).

5.1.2. Cepas de Bactéria

As cepas de DH5a [F, 80d facZAM15, recA1, endA1, gyrAgs, thi-
1, rsdR17, (ne,m’”), supEd4, relAl, deoR, (lacZA-argF)U169.]1 foram cedidas
gentiimente pelc Prof. Dr. Hamza El-Domy responsdvel pelo Laboratério de
Biologia Molecular do Departamento de Bioguimica do Instituto de Quimica — USP.

5.1.3. Vetor

O vetor utilizado para a clonagem foi o pBluescript KS cedido
gentiimente peloc Prof. Dr. Hamza El-Dorry responsével pelo Laboratéric de
Biologia Molecular do Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica — USP,

5.1.4. Equipamentos e material descartavel

As placas de Petri e pipetas descartaveis de 1, 2, 25 mL foram
obtidas da Falcon (Frankiin Lakes, N.J., Estados Unidos). Os tubos de 50 mL e de
16 mi. foram adquiridos da Costar Corporation (Cambridge, MA, Estados Unidos).
Os tubos de centrifuga tipo eppendorf de 0,5 e 1,5 mL e as ponteiras com filtro e
sem filtro de 0,5 a 10 ul; 10 a 200 ul e 100 a 1000 ubl foram adquiridas da
Uniscience do Brasil (S&c Paulo — SP, Brasil). Os tubos de 0,2 miL foram

adquiridos da Gibco-BRL, Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, Estados
Unidos).
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As pipetas P1000, P200, P100, P20 e P10 foram obtidas da Gilson
{Emeryville, CA, Estados Unidos). O termociclador modelo GeneAmp PCR system
2400 foi adquirido da Perkin-Elmer Inc. (Norwalk, Connecticut, Estados Unidos).
As centrifuga Eppendorf modelo 5415 e a centrifuga Eppendorf refrigerada maodelo
5414 foram adquiridas da Brinkmann Instruments, Inc,, (Westbury, Alemanha). O
fluxo laminar modelo ULFS-12 foi adquirido da Veco, (Campinas, SP, Brasil). A
cuba horizontal para eletroforese Gibco Horizont® 11-14 foi adquirida da Gibco-
BRL, Life Technologies Inc., (Gaithersburg, MD, Estados Unidos). Incubadora
orbital com agitagdo para cultura bacteriana modelo TE 420 foi obtida da Tecnal
(Piracicaba, SP, Brasil). O equipamento utilizado no seguenciamento foi
ALFexpress il DNA Anaiys;is System, a fonte de eletroforese utilizada foi a EPS
200 da Pharmacia LKB e o transiluminador UV modelo Macrovue da Pharmacia
LKB foram obtidos da Pharmacia Biotech, Inc., (Uppsala, Suécia). A autoclave
vertical modelo 415, estufa de culiura modelo 002 CB, banho de. agua modelo
102/N e o agitador de tubos foram obtidos da Fanem (S&o Paulo, SP, Brasil). O
forno de microondas modelo NN 7852 BH foi obtido da Panasonic .(Manaus, AM,
Brasil). O apareiho Milli-Q modelo academic foi obtido da Millipore (S&o Paulo,
SP., Brasil). A balanga semianalitica digital modelo HM 5000 foi obtido da Heimac
{(3&c Paulo, SP., Brasil). A balanca analitica modelo H15 foi obtida da E. Mettler
(Switzerland, Suica). A centrifuga refrigerada modelo himac CR 20B?Z foi obtida da
Hitachi (Jap&o). O espectrofotometro DU 640® foi adquiridoc da Beckman
(California, Estados Unidos). O aparelho de visibilizaggo e foto-documentacao

utilizado foi o Gel doc 100 obtido da BIO RAD (Califérnia, Estados Unidos)
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5.2. METODOS
5.2.1. CLONAGEM

Na Figura 2 observa-se as etapas utilizadas para a obtencéo do
fragmento da regido 5- UTR do HCV e clonagem no pBiluescript KS™. A amostra de
RNA-HCV foi amplificada, e o produto da PCR foi reampilificado com iniciadores
contendo a seqiiéncia para reconhecimento das enzimas de restrigdo: BamH | e
Kpn 1. Os fragmentos (produto de PCR) foram digerido, assim como o vetor. Estes
foram incubados a 25°C por 1 hora em tampao contendo T4 ligase. Os clones
foram identificados pela transformag@o em bactérias competentes DH5-o e

selecionados em Agar LB contendo 100 pg/mL de ampicilina. A andlise dos clones

foi feita por seqlenciamento e pela presenga do fragmento clonado, apds digestio

com enzima de restricdo BamH | e Kpn | (VERLENGIA ef al., 1997).

5.2.2.1. Obtengéo do fragmento da regiéo 5° UTR

O fragmento a ser clonado foi obtido a pariir da ampiificagéo da
regiao 5-UTR pela rea§éo em cadeia da polimerase (PCR). Os primers utilizados
na PCR foram sintetizados com base na seqiléncia da 5-UTR do genoma do HCV
conforme  descritc  por OKAMOTO c;.‘t al., (1990). (sense 5-
GGCGACACTCCACCATAGATC-3' - numero dos nucleotideos: 1 ao 21),
{anfisense 5’~GGTGCACGGTCTACGAGACCT—S’ - numero dos nucleotideos: 304
ao 324).
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RNA-HCYV total

v

RT-PCR da regigo 5-UTR -

'

Reampilificagéo pBiuecript KS™
do produto da PCR / |
Clivagem
BamH e Kpnl
fragmento -
de DNA digerido pBluescript
linearizado

Reacéo de clonagem
(T4 DNA ligase)

pBluescript recombinante
(pB-HCV-1)
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Analise do produto clonado
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Enzima de restricdo Seqglenciamento do
Avaliacdo da presencga DNA
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Figura Z. Fluxograma mostrando as etapas envolvidas na construgdo ¢ obtencdo do
controle recombinante pB-HCV-1. Apés a extracgo do RNA-HCV total, este foi amplificado
por RT-PCR e posteriormente submetido a nova amplificacéo e o produto amplificado
bem como o vetor foram clivados com as enzimas de restricdo BamH | e Konie
submetidos a reac¢éo de ligacdo com T4 DNA ligase. O controle assim obtido foi analisado
por sequenciamento e digestdo enzimatica.
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Para possibilitar a clonagem foram adicionadas na extremidade &'
dos primers seqliéncia de reconhecimento da enzima Bami | e Kpn 1, nos primers
sense e anfisense, respectivamente. A amostra de RNA-HCV utilizada foi cedida
gentilmente pelo Prof. Dr. Antonio Eduardo Benediio Silva, do laboratorio de
hepatites virais da disciplina de Gastroenterologia do Departamento de Medicina
da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP).

A reacdo de amplificacdo foi realizada a paﬁir de 10ul. da solucéo
de RNA extraido, adicionados de 0,2 uM de cada primer, 200 uM de cada
desoxiribonucleotideo, 2,6 U de Tag DNA polimerase {Pharmacia Biotech, Inc.,
Uppsala, Suécia) e tampéo’ da PCR contendo: Tris-HCl a 10 mM {pH 8,3), KC! a
50 mM, MgCl a 1,5 mM e de 48 U de transcriptase reversa AMV (Gibco-BRL, Life
Technologies, Inc. Gaithersburg, MD, Estados Unidos) (SHINDO et al., 1990). O
termociclador foi programado para 60 minutos a 42°C para a reacdo inicial da
transcrigao reversa (RT), 5 minutos a 95°C; seguido de 25 ciclos de 95°C por 30
segundos; 55°C por
1 minuto e 72°C por 1 minuto e 10 minutos de polimerizagdo final (SHINDO et
al,1990). Os produtos da reagBo de amplificacdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo.

Para se evitar contaminacao bor carreamento 0s. experimenios
foram realizados segundo as recomendagdes que segue a separagéo fisicas das
areas, para cada etapa de amplificacéo. '0 uso de reagentes quimicos anti-
contaminacéo e luz ultravioleta foram empregados antes dos procedimentos para

evitar o risco de contaminacio cruzada. Para monitorar a presenca de possiveis
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contaminagbes por reagentes na PCR, fodas as amplificacdes realizadas, foram
controladas utilizando-se um branco de reagBio. Esse controle consistiu de um
tubo no qual foram adicionados todos os reagentes para a reacéo de amplificagéo,

exceto o acido nucléico (KWOK & HIGUCHI, 1989; NEUMAIER ef a/., 1998).

5.2.2.2. Preparo das células E. coli DH5-a competentes.

As células de E. coli DH5-w foram preparadas, segundo COHEN
et al,, (1972). A partir de uma coldnia obtida do meio &gar LB (10 g de triptona, 5 g
de extrato de jevedura e 10 g de cloreto de sodio em q.s.p. 1000 mL, pH 7.0, 15 g
de agar) da cepa E. cofi EIJH.Sa, incubou-se a 37°C em 50 ml. LB fiquido contido
em um Erlenmeyer de 250 mi (=4 horas) sob agitagdo de 250 rpm (Incubadora
orbital, modelo TE 420, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil}, até obtenco de densidade
optica (D.0. eop } = 0,5. A cultura foi fransferida para tubos estéreis de polipropileno
de 30 mi (Falcon 2098), previamente refrigerados (banho de gelo). A seguir,
centrifugou-se a 7.000 g, pér 10 minutos a 4°C, desprezando-se o sobrenadante.
As celulas foram ressuspensas cuidadosamente em 5,0 mL de CaCl, a 50 mM
gelado, incubando-se em banho de gelo por 30 minutos, e entic foram
centrifugados a 7.000 g, por 10 minutos a 4”(_;, desprezando-se o sobrenadante.
As células foram ressuspensas em 2 mbL de CéCiz a 50 mM gelado e mantidas em ‘
gelo. Para o armazenamento das bactérias competentes acrescentou-se 140 ul
de Dimetilsulféxido (DMSO), homogeneizéhdo cuidadosamente e\distribuindo-se
em aliquotas de 100 ul, seguido de congelamento répido'em gelo seco com

etanol. As células foram estocadas a -70°C.
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5.2.2.3.Transformagdo da E. coli DH5-« competente com

plasmideo Bluescript.

As células competentes em um volume de 100 ul foram
colocadas em um {ubo de polipropileno de 15 mb (Falcon 1509) previamente
gelade, acrescentado-se 2 ul. do plasmideo pBluescript. Apbds homogeneizacéo,
os tubos foram mantidos em gelo durante 30 minutos e, logo apods, levados para
um banho de &gua a 42°C durante 2 minutos seguido de incubagéio em gelo por
mais 2 minutes. A seguir adicionou-se 1 ml de meio SOC (20 g de triptona, 5 g de
extrato de levedura, 0,5 g de cloreto de sodio, 2,5 mM de cloreic de potassio,
10 mM de cloreto de magnésio e 20 mM de glicose em ¢.5.p. 1000 mL, pH 7.0),
incubando-se a 37°C durante 5 minutos, seguido por 60 minutos sob agitagéo a
200 rpm (Incubadora orbital, modelo TE 420, Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil).

As celulas transformadas foram semeadas em meio solido
(LB/agar) contendo 100 pg/mL de antibidtico (ampicilina) e incubas por uma noite
a 37°C em estufa. Para avaliar a viabilidade das células competentes utilizadas,
estas foram semeadas em meic LB/dgar sem ampicilina. Posteriorments, as
coldnias de células transformadas foram recuperadas das placas de Petri com
auxilio de uma alga de platina, e semeadas em 5 mi de meio LB fiquido contendo
100 pg/mL ampicilina. Os tubos foram incubat;los sob agitagdo de 200 rpm a 37°C

por uma noite. Apds esse periodo, as células cultivadas foram utilizadas para

isolamento do DNA plasmidial.
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$.2.2.4. Obtencéo e purificagdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi obtido pelo método de lise alcalina, seguido
de purificagéo através de precipitag@o por etanol 100% (SAMBROOK ef af., 1989).
As colbnias de bactérias transformadas com o plasmideo pBluescript KS™ foram
cultivadas em tubos contendo 5 mL de meio de cultura liguido LB contendo 100
pg/ml. de ampicilina, durante 18 horas, a 37°C, sob agitagdo de 180 rpm
{incubadcra orbital, modelo TE 420, Tecnal, Piracicaba-SP, Brasil). A seguir as
suspensbes bacterianas foram centrifugadas (7.000 g, temperatura ambiente, 15
minutos) e as celulas bacterianas ressuspensas em 1 mbL de meio LB, sendo
posteriormente transferidas péra tubos tipo Eppendorf de 1,6 mi..

Em seguida, nova centrifugaciio foi realizada desprezando-se o
sobrenadante e as bactérias foram submetidas & lise alcalina (Glicose a 50 mM,
EDTA a 10 mM, Tris-HCI a 25 mM, pH 8,0, NaOH a 0,2 N, 8DS a 1%, acido
acético glacial e acetato de potéssiq asM). |

Apbs centrifugacdo a 8.000 g, por 5 minutos, o sobrenadante foi
transferido para tubos novos tipo eppendorf de 1,5 ml.. Removeu-se as proteinas
com a solugéo fenol-cloroférmio-alcool-isoamilico &, a seguir, purificou-se o DNA
por precipitaca@o com etanol absoluto 2 4°C e cegtrifugag;éo a8.000¢g, a-10°C, por
20 minutos. O DNA plasmidial foi lavado por' duas vezes com etanol a 70%,
gelado, o qual apds secagem foi ressuspenso em 50 pl de tampéo TE (Tris-HCi

10 mM, EDTA 1mM, pH 8,0) e mantido a -20°C .
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5.2.2.5. Digestao do vetor e do produto de PCR com as enzimas
BamHle Kpnl

Obtido o plasmideo e ¢ produto de PCR, ambos foram digeridos
com as enzimas de restricdo BamH | e Kpn [ (Gibco-BRL, Life Technologies, Inc.
Gaithersburg, MD, USA). A digestéo enzimatica foi realizada em 2 efapas, ou sgja,
primeiro digeriu-se o DNA com a enzima de restricdo BamH 1, apds o periodo de
incubagdo a amostra foi purificada e em seguida realizada a digestdo com a
segunda enzima de restricdo, a Kpn | e posterior purificag¢io. As purificagbes do
DNA plasmidial, bem como, dos produtos da PCR foram realizadas utilizando-se o
Kit Glass Pac/GS '™ - DN{A&" Purification Kit (National Scientific Supply Company
Inc., EUA ). As amostras foram submetidas a separacdo eletroforética, utilizando-
se gel de agarose a 1,2% contendo 0,5ug/mL de brometo de etideo. Em seguida,
os fragmentos de DNA foram visibilizados em transiluminador de luz UV e o
fragmento foi retirado do gel com o auxilio de um estilete e transferidos para um
tubo tipo eppendorf de 1,5 mi. A esses foram acrescentados 2 volumes da
solugao de eluicdo em relacdo ao fragmento do gel obtido, seguido de incubacéc a
65°C, permitindo a dissolucéo da agarose em aproximadamente 15 minutos. Em
seguida, foram adicionados 5 pl da resina Glass/Pac incubando-se durante 5
minutos a2 temperatura ambiente (£25°C). ;é\pés esse periodo centrifugou-se
(13.800 'g) e 0s scobrenadantes foram desprezados. Os sedimentos foram lavades
com tampdo adequado por trés vezes ¢ réssuspensos com urm volume de agua
nao inferior ao da resina adicionada. A seguir foram deixados em repousoe por 5

minutos & temperatura ambiente, periodo esse em que as amostras foram
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ressuspensas varias vezes por homogeneizagéo com o auxilio de uma pipeta
automatica. Centrifugou-se a 2.040 g ¢ os sobrenadantes, contendo DNA, foram

transferidos para {ubo com capacidade de 1,5 mL.

8.2.2.6. Reagdo de Ligacao

0O plasmideo e produto da PCR digeridos foram incubados em
tampéo adequado (Tris-HC! a 250 mM (pH.7.6); MgCl, a 50 mM; ATP a 5 mM;
DTT a 5 mM; 25% (w/v) polietileno glicol-8000 (Gibeco-BRL Life Technologies, Inc.,
Gaithersburg, MD, USA.), contendo 2 U de T4 DNA ligase (Gibco-BRL Life
Technologies, Inc., Gaithetts_burg. MD, USA.) por 1 hora a 25°C, utilizando-se a

relacdo molar vetor/inserto (1.7), para um volume final de 20 ul.

5.2.2.7. Transformagdao da E. colfi DH5-« com plasmideo
recombinante pB-HCV-1

O procedimento envolvido nesta etapa ja& foi descritc no item
5.2.2.3.. As bactérias E. coli DH5-« transformadas foram preparadas da seguinte
forma: em 3 diferentes tubos foram adicionados 40 pl. X-gal 2% .e 40 pb de IPTG
(isopropil tio-B-D-galatosidio) 100 mM seguido da adic&o de 100 ul, 250 ul e 500
ul. das células bacterianas transformadas respectivamente. A presenca do PTG
induz a expresséo do gene LacZ, que na presenca do substrato cromogénico 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-g-galactosidase (X-Qai) promove a formacdo de co_!énias
azuis. Por outro lado, a insercéo de um fragmento de DNA eﬁerno na regido do

polifinker interrompe a fase de leitura, gerando colbnias recombinantes de cor
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branca. Os plasmideos recombinantes foram isolados conforme descrito no item
52.2.4.; a seguir fo| avaliada a presenga do inserto, apbs digestéo com as
enzimas Bamit / e Kpn | e posterior analise por separacao eletroforética em gel de
agarose a 1,2 % pré;cerado com 0.5 ug/mbl de brometo de etideo, assim como por

seqlenciamento.

5.2.2.8. Analise do plasmideo recombinante pB-HCV-1
5.2.2.8.1. Analise por Restricdo enzimatica

As enzimas '_,.-de restricdo BarmH | & Kpn | foram utilizadas para
digerir o plasmideo recornfﬁnante (pB-HCV-1). A digestéo enzimatica foi realizada
em 2 etapas, ou seja, primeiro digeriu-se o pB-HCV-1 com a enzima de restricio
BamH |, apds o periodo de incubagdio a amostra foi purificada conforme descrito
no item 5.2.2.5. & em seguida realizada a digestdo com a segunda enzima de
restricio Kpn I Os fragmentos 'da digestdo enzimatica foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,2 %, contendo 0,5 ug/mL de brometo de etideo

e visibilizado sob luz ultravioleta em transiluminador (Pharmacia. Biotech, Inc.,

Uppsala, Suécia).

;

5.2,2.8.2. Analise automatizada do inserfo clonado

O meétodo de seqlenciamento de DNA foi baseado na terminagdo
de cadeia por dideoxinucleotideos, segundo SANGER ef g/, (1977), utilizando-se

o Kit comercial "Al Fespress Auto Read sequencing kit” {Pharmacia. Biotech, Inc.
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Uppsala, Suécia) utilizando os procedimentos recomendados e a concentragéo de
Sug do pB-HCV-1 purificado. O método de marcagéo empregado pelo Kif é a
incorporacao de “CyS indodicarbocyaning” na. extremidade & dos primers
universais empregado para © sequenciamento. O equipamento utilizado no
seqlenciamento foi ALFexpress Il DNA Analysis System {Pharmacia. Biotech, Inc.

Uppsala, Suécia). O gel utilizado foi o ReproGel™ (Pharmacia. Biotech, Inc.

Uppsala, Suécia), preparado e transferido para a placa, conforme instrugbes do
fabricante. A polirﬁerizag;éo fol realizada sob luz ultravioleta. A separagéo
eletroforética foi realizada durante 600 minutos & 1500 volts. (60 mA/ 25-30W),
com tampdo TBE (Tris-HCl §'0,45 mM, &cido bérico a 0,45 mM e EDTA a 2,5 mM,
pH 8,0). O soffware de c:t;ntroie de equipamento, processamento e edicdo das
sequéncias utilizado foi ALFWIn versdo 2.0, As séqﬁéncias obtidas foram
confrontadas com seqiéncias depositadas no banco génico do National Center for
Biotechnology Information (NCBI} usando o programa BLAST, acessado via

internet {hitp./wvww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

5.3. CONSTRUGAQ DO PLASMIDEC RECOMBINANTE pB-HCV-2 {Controle
positivo)

A esiratégia para a construc;éo do controle positivo usado na
padronizagdo e monitoramento das reagbes de detecgiio do HCV-RNA pela
nested-PCR em tubo Unico, denominado pB-HCV-2, foi realizada por remogéo de
uma sequeéncia de bases localizadas internamente ao fragmento clonado pB-HCV-

1 utilizando enzima de restrigéio (Fig. 3) (VERLENGIA ef a/., 1997).
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A partir da seqUéncia de DNA definida e utilizando o programa PC
Gene (ABI) foram Iocalizados os diversos sitios de restricio presente no
fragmento para varias endonucleases. Selecionou-se a enzima PpuM | com sitios
de restrigdo localizados nos nuclectideos 98 e 170 ( 5- A/G GG (T/A) CC (T/C) -
3%, possibilitando a remogéo de 72 bp, na regio central do fragmento,
preservando-se a regi@o onde estdo localizadas as sequéncias complementares
dos primers utilizados na PCR.

O plasmideo pB-HCV-1 foi digerido com a FPpuM | e purificado
conforme descrito no item 5.2.2.5.. Em seguida a reacéo de ligagdo foi realizada
de acordo com o item 5.2.2-@-_.

O produto de reagao de ligacdo foi utilizado para transformacéo da
bactéria E. colf DH5-0 competente conforme descrito no item 5223.

A sequéncia de nucleotideos do plasmideo recombinante pB-
HCV-2 foi analisada\ utilizando-se a metodologia de seqilenciamento, ja descrita

no item 5.2.2.8.2..

O plasmideo recombinante (pPB-HCV-2) foi obtido através da
extraggo com lise aicalina (SAMBROOK ef al., 1989) de 500 mL de cuitura
bacteriana como descrita no item 5.2.2.4.. A pgrificagéo foi realizada por meio de
cromatografia liquida em sistema FPLC Faét Protein Liquid Chromatrografic
(Pharmacia Biotech, Inc., Uppsala, Suécia) (HINES ef al., 1992) e coluna de troca

idnica Mono Q HR 5/5 1 mL (Pharmacia Biotéch, inc., Uppsala, Suécia).
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pBluescript recombinante
pB-HCV-1 -

Digestao enzimatica
(PpuM 1)

Reacho de Clonagem
(T4 DNA ligasey

l

pBluescript recombinante
(pB-HCV-2)

!

Andlise do produto clonado

'

seqUenciamento

Figura 3 - Fluxograma ifustrando as etapas para construcdo de um controle
positivo a partir do fragmento clonado pB-HCV-1. A digest&o com FpuM |, remove
72 bp clivande os nucleotideos 98 e 170 mantendo intactas as sequéncias
reconhecidas pelos primers das 2 etapas de amplificagéo da PCR. A ligagdo do
plasmideo pB-HCV-1 cortado gera o plasmideo recombinante pB-HCV.2.

5.4. OTIMIZACAO DA NESTED-PCR EM TUBO UNICO

5.4.1. Avaliagao dos primers o ,
Os primers utilizados na amplificacdo do RNA-HCV, por nested-

PCR em tubo unico foram sintetizados baseados na sequéncia da regigio 5-UTR,

altamente conservada do genoma do HCV, segundo descricgo de OKAMOTO, ef
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al., {1990). Para desenvolvimento da nested-PCR em tubo Unico, as seqliéncias
dos primers foram modificadas, de forma que os primers externos e intemos
apresentassem caracteristicas diferentes na reagéio da nested-PCR em tubo
Unico. As aiteragc”)es' efetuadas nas sequéncias dos nuclectideos constituintes dos
primers foram analisadas quanto as suas caracteristicas (temperatura de
desnaturacao) por meio do programa Oligo V. 1.0 e quanto a homuologia com 0
genoma do HCV por meio das informacdes contidas no banco génico do Nafional
Center for Biotechnology Information (NCBI) (hitp/fiwww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).
A seqléncia dos primers externos, tanto sense, quanto anfisense, foram
acrescidos de 3 bases na extremidade 3' correspondente a seqliéncia gendmica
do virus HCV, (sense & ’-.GGCGACACTCCACCATAGATCACT—S‘ - nimero de
nucleotideos 1 ao 24 e anfisense §- GGTGCACGGTCTACGAGACCTCCC-3' -
numero de nucleotideos 304 ao 327).

Com relagao aos primers intemos, estes tiveram a redugéo do
numerc de bases, tanto na extremidade 5 quanto na extremidade 3,
apresentando a seguinte segléncia 5-TGAGGAACTACTGTCTT-3 '(sense;
namero de nuclectideos 31 ao 47) e 5-TATCAGGCAGTACCACA-3' ( antisense;
numero de nucleotideos 267 ao 283). Estas alteragbes pemmitiram obter uma

diferenga na temperatura de desnaturag@o entre os primers externos e internos de

32°C
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5.4.2. Avaliac&o dos pardmetros da PCR

A temperatura de hibridacéo dos primers, concentragdo de cloreto
de magnesio, concentracdo dos primers e nimeros de ciclos foram avaliados para
compor 0 modelo de ensaio da PCR. As reagbes foram realizadas para cada
grupo de primers, Apos a determinacdo de cada parémetro procedeu-se os
ensaios da PCR em tubo dnico. Todos os parémetros foram avaliados utilizando
concentragbes constantes dos reagentes, ou seja, 500 nM de cada primer, 200 uM
de cada desoxiribunuclectideo, 2 U de Taq DNA polimerase (Pharmacia Biotec,
inc., Uppsala, Suécia); tampéo da PCR contendo: Tris-HCl a 10 mM (pH 8,3), KCI
a 50 mM, MgCh a 2,0 mM e gelating a 0,01% em um volume final de 100 ul,
baseados na descricdo de INNIS & GELFAND (1990), alterando-se somente o
paréameiro em analise. A medida em que cada varidavel era determinada,
incorporava-se acs experimentos subseqlentes.

Foram testadas para 0s primers externos aé temperaturas de
72°C, 74°C, 76°C, 78°C e 80°C e de 44°C, 46°C e 48°C para os primers internos.
As concentragbes de 05 mM; 1 mM, 1.5 mM; 20 mM e 2,5 mM de ciafetn de
magnésio foram avaliadas para ambos os primers. Os produtos de ampilificacao
foram avaliados em intervalos de 15; 20; 25;_‘_‘,30 e 35 ciclos. Os primers foram
testados nas seguintes concentra§ﬁes: 50, 100, 200, 300, 400, 500 nM (Fig. 4).

As reagbes de amplificacbes foram conduzidas de acordo com
INNIS & GELFAND, 1990, com excecio da! temperatura de hibridac&o. Assim, os
ciclos de amplificacbes foram de: 1 ciclo de 5 minutos a 94°C é 35 cicios de 84°C

por 1 minuto, temperatura de hibridagéo de (testada 72°C a 80°C e de 42°C a
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48°C com incremento de 2°C respectivamente para os primers externos e
internos) por 1 minuto, e 1 ciclo de 72°C por 10 minutos para polimerizagdo final.
As reacbes de ampiiﬁcagfies foram processadas no termociclador modelo
GeneAmp PCR system 2400 (Perkin Elmer, Norwalk, Connecticut, Estados

Unidos). Esse procedimento foi aplicado em todas as determinacBes das

variaveis.

Todos os testes foram realizados com o controle pB-HCV-2
{plasmideo recombinante) na concentracdo de 9 x 10* copias. O numero de
copias do controle recombinante foi calculado usando o peso molecular do
plasmideo clonado e © nﬁr’nero constante de Avogadro de acordo com CHANG e_t
al. (1897). A quantificag8o do DNA plasmidial foi realizada por espectofotometria a
260 nm (SAMBROOK ef a/., 1989).

Os produtos resultantes da.s reaches de amplificagdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo 0,5 ug/ml de
brometo de etideo. A visibilizag&o, bem como a foto-documentagdo dos produtos
amplificados foram realizados por meio do aparetho Gel doc 1000 (BIO RAD,
Califdrnia, USA) composto de um transiluminador de luz UV acoplado a uma
camara de video CCD. Sendo a imagem précessada por meijo do software da

Molecular Analysis. Este procedimento foi empregado em todas as andlises dos ”

produtos da PCR.
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_PBHCV

Hibridaciio - Concentragio ' Concentracio

Namero de ciclos
Mg(l, primers

Primers

Primers Primers Primers Primers

externos internos externos/internos externogs/internos externos/internos
Tave oS 0571715 | 50/ 100/ 260/ 300/ 15/20/ 35
2$9 . ¥ 3 o )
76°C 48°C toem 400/ 500 oM 0 e 35 ciclos
we
80°C

Figura 4 — Fluxograma de trabalho da otimizagdo da PCR. Parémetros avaliados:
Temperatura variando de 72°C a 80°C e 42°C a 48°C com intervalo de 2°C
respectivamente para os primers externos e internos; Concentragéo de MgCl; de
0,5 a 2,5 mM variando de 0,5 mM para ambos os primers; Concentracio dos
primers de 100 a 500 nM em intervalos de 100 nM, bem como a concentracdo de

SOnM para ambos os primers e o numero de ciclos foi avaliade de 15 a 35 com
intervaios de 5 ciclos para ambos os primers.

&9



5.4.3. Avaliagao da concentragdo dos primers externos na
nested-PCR em tubo tinico

Apbs a determinacdo dos parémetros avaliados anteriormente
(Tabela 1), estes foram usados para realizar a amplificac8o de um Unico
fragmento na reacdo de nesfed-PCR em tubo unico. Contudo, para a obtencio de
um unico fragmento na reagéo da nesfed-PCR em tubo Gnico foram avaliadas
concentrages inferiores dos primers externos. As concentragdes estudadas foram
de 2,5; &, 10, 25; 50; 100; 200 nM na reacéo final da nested-PCR em tubo Gnico.
Os testes foram reaiizado_s com o plasmideo recombinante (pB-HCV-2) na
concentracéo de @ x 10° cé';ias. As reagbes de amplificagbes foram realizadas no
termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Norwalk, Connecticut,

Estados Unidos), utifizando as seguintes etapas: 1 ciclo de 5 minutos a 94°C e 20
ciclos de 94°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, seguindo-se 35 ciclos de 94°C por
1 minuto, 46°C por 1 minuto e 72°C durante 1 minuto e uma polimerizagio final de

10 minutos a 72°C.

$.4.4. Adequacgao do nimero de ciclos de amplificagfio na
nested-PCR em tubo Gnico

Estabelecidos os parametros da nesfed-PCR em tubo dnico para a ’
obtengéo de um fragmento Gnico (Tabela 1), foram realizados experimentos para
estabelecer 0 nimero de ciclos de amplificacbes na reacdo de nesfed-PCR em

tubo anico, onde se obtém uma maior quantidade do produto resultante da
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amplificaco. OUs nimero de ciclos avaliados foram 25; 30: 35: 40 e 45. O
programa utilizado no termociclador fol: uma primeira etapa da reagéo {(PCR) de 5
minutes a 94°C e 20 ciclos de 94°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, seguindo-se
de 45 ciclos de 94°C por 1 minuto, 46°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto para a
reacdo de nested-PCR. Os testes foram realizados com o plasmideo
recombinante (pB-HCV-2) na concentracéio de 9 x': 10* copias. Todas as
amplificacbes foram realizadas no termociclador modelo GeneAmp PCR System

. 2400 (Perkin Elmer Norwalk, Connecticut, Estados Unidos).
5.5. TESTES DE SENSIBILIDADE

Diluigbes seriadas de 1:100 do plasmideo recombinante pB-HCV-
2, a partir da concentragdo de 9 x 10° copias foram utilizadas para avaliar a
sensibilidade da nested-PCR em tubo dnico. A reagio de amplificacdio foi
realizada utilizando os parémetrqs descritos na Tabela 1. A sensibilidade da
detecgdo da nested-PCR em tubo dnico proposto foi avaliado comparando-se com
a nested-PCR convencional. O mesmo nimero de cdpias empregada na nesfed-
PCR em tubo unico foi empregado na nested-PCR convencional,

A metodologia da nested-PCR  convencional empregada- foi a
proposta por SHINDO et al., (1990) modiﬁcan'do-se a témperatura de hibridagdo
em fungéo das alteraces realizadas nos primers descritas por OKAMOTO ef a/,

{1990} e agui empregados e descritas no ten 5.4.1..
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5.6. AVALIACAOQO DO METODO

§.6.1.Reavaliagdo da concentragio dos primers externos na nested-PCR
em tubo anico.

A opgdo de obter o cDNA em um tubo separado inicialmente das
amostras clinicas, para posterior amp!iﬁcégéo, gerou a necessidade de se avaliar
novas concentragbes dos primers externos, devido ao consumo destes na
obtengéo do cDNA. As concentragdes finais de 10, 25, 50 e 100 nM dos primers
externos na reacgéo de nested-PCR em tubo Unico foram avaliados, sendo os

demais parametros mantidos constantes (Tabela 1).

5.6.2. Detecgdo do RNA-HCV em amostras clinicas

Dez amostras clinicas positivas para o anti-HCV pelos métodos de
ELISA (kit - LiaTek HCV-3, Organon Tecknicka, Boxtel, Netherlands), e RIBA {Kit
— Embrabio — HEMOBIL HCV, S&o Paulo, SP.) de terceira geragao, cedidas pela
Dra. Leda Bassiti do Laboratério de Virologia e Desenvolvimento Tecnolbgico da
Fundag@o Pré-Sangue Hemocentro S3o Paulo foram utilizadas para avaliar o
método de nested-PCR em tubo Unico. As mesmas amostras foram também
avaliadas pelo método da nested-PCR convef;ciona! descrito por SHINDO ef al,
(1990) modificado. |

A exirag@o do RNA-HCV foi realizada utilizando o Kit comercial
QlAamp viral RNA mini Kit (Qiagen, Califérnia, Estados Unidos) , seguindo-se as

recomendagbes do fabricante. O ¢DNA foi produzido a partir de 5 ul do RNA em
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um volume final 20 pl de reacBo contendo: 200 U da enzima de transcrigdo
reversa (SUPERSCRIPT TM #l — Gibco BRL- Life technologies MD, Gaithersburg,
USA), 4ul do tamp&o da enzima (Tris-HCl a 250 mM pH 8.3; KCi a 375 mM;
MgCl a 16 mMj}, 2 uL DTT a 0,1 M, 1ul de uma mistura de dNTP a 10 mM. A
concentragdo de primers externos utilizada fol de 100 nM.

Concluida a reac&o para obter o cDNA, 5§ ul foram utilizados na
reaglo de nesfted-PCR em tubo Unico, bem como na reagdo de nesfed-PCR
corvencional,

A reacéo de nested-PCR em tubo Unico foi realizada utilizando os
parémetros descritos na ?abeia 1. A reagéo de nested-PCR convencional foi
realizada conforme descrita no item 5.2.2.1. ressaltando-se que a obtengio do

cDNA foi realizada em reacéo separada da amplificagéo.
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6. RESULTADOS

6.1. CLONAGEM
6.1.1. Obtencéo do fragmento da regido 5-UTR

Na figura 5, linhas 5 e 6 observa-se o ff.“agrpento de 323 bp obtido
pds amplificacBo da regiio 5-UTR utiiizahﬁo como RNA molde, amostra de
paciente com hepatite C confirmado por reagbes Emunalégicas, histoldgicas e por
ampiificac@o do RNA viral por PCR sem digerff' e digerido cﬁom as enzimas BamH |

e Kpn | respectivamente,

6.1.2. Reac¢do de ligagdo e obtencéo do clone recombinante pB-HCV-1

Os resultados da reagdo de ligagho foram avaliados apds
J transformagéo da bactéria DH5-a e selecionado em agar LB contendc ampicilina,
Os clones obtidos foram expandidos e processados para éstudo da presenca do
inserto desejado. Na figura 5 mostra-se a eletroforese onde na linha 2 pode-se
observar o plasmideo circular (pBluescript KS') e na linha 3 a forma linear. Na
mesma figura verifica-se nas linhas 7 ¢ 8 o plasmideo recombinarjte pB-HCV1
antes e apds a digestédo respectivamente com as enzimas:'BamH e Kpn i Pode-

se confirmar a presenca do fragmento cionado de 323 bp.
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__ 28kpb

__ 323bp

Figura 5 — Fotografia do gel de eletroforese em agarose a 1,5% do inserto clonado
HCV-1 apds amplificagde da regido 5UTR do genoma do RNA-HCV por PCR.
Linhas 1 e 4. Marcador de tamanho molecular de DNA 1 kb & 100 bp,
respectivamente, Linhas 2 e 3: plasmideo Bluescript KS™ selvagem antes e apos a
clivagem com as enzimas BamH | e Kpn |, respectivamente; Linhas 5 e 6: Produto
de PCR antes e apos a clivagem com BamH | e Kpn |; Linhas 7 e 8 Plasmideo
recombinante (pB-HCV-1) antes e ap6s a clivagem com BamH | e Kpn |.

6.2. AVALIAGAO DA SEQUENCIA DO INSERTO CLONADO

Na figura 6 painel A, mostra-se a sequéncia dos nucleotideos do
pB-HCV-1 obtida apds o seqienciamento do DNA. O fragmento clonado possui
323 bp, iniciando no nucleotideo 1 do genoma do HCV e terminando no
nucleotideo 323 bp de acordo com a seqiéncia descrita por- ENOMOTO, ef a/,

(1895} e constante no GenBank, com nGmero de acesso 50485 do National
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Center for Biotechnology Information (NCBY) (hitp/Awww.ncbinim.nih.gov/). A
seqiidneia dos primers utilizadas nas reagbes de amplificagéo encontram-se
destacados. Em azul os primers externos P1 e P2, em verde 0s primers internos

P3 e P4 (Figura & painel A).

6.3. REMOCAO DOS NUCLEOTIDEOS POR RESTRIGAC ENZIMATICA

O clone recombinante pB-HCV-1 apds ter sido seglenciado, foi
avaliado para a remogéio de um fragmento interno aos primers por restricdo
enzimatica. Conclui-se que a enzima PpuM | adequou-se 80 objetivo possibilitando
a remocao de 72 bp na regido 98 e 170 da seqgiéncia obtida do inserto (Figura 6,
painel A).

Na figura 6 painel B podemos verificar o resultado da remogio dos
72 bp do clone pB-HCV-1 constituindo entdo o segundo clone o pB-HCV-2 com
251 bp. | '

A confirmacdo da seqUéncia de nucieotideos foi realizada por
meio de seqlenciamento automatizado conforme ilustrado na figura 6, painel B. A
remocio de 72 bp foi realizada preservando a regiao .de reconhecimento dos
primers destacados em cores azul para 0$ pn’mers externos e verde para 0§

primers internos (Figura 6, painei B)

77



A)
nt 1

+ Frimer 1 Primer 3

5-GTGCATCCHNE - C 7ccc I

PouM| nt 98

: A\
HACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACT

CCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGEC
PpuM i nt17C
hj
CAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATTAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGT

Primer 4
GCCCCGCBAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAGGCCHEN

Primer 2

N 7 GC TT GCGAGTGCCCCGCC T G G TA-3
ot 23

B}
nt 1

* Primer 1 Primer 3

5-GTGGATCC/ - - ¢ < CC E

PACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGTC
CTTTCTTGGATTAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCGCGAGACTG

Primer 4

CTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGC T T GC T

Primer 2

GCGAGTGCCCCGGGNNGTT G G TACC - 3"
A

nt 2514

figura 6 - No painel A estd ishistrada a seqiéncia dos nucleotideos da regido 5“UTR do HCV clonada no
plasmidec Bluescript KS™ a partir do produto amplificado de 323 bp. No painel B sio demonstradas a
seqgiiéncia de nucleotideos do pB-HCV-2, apbs a remogdo de 72 bp pela enzima FpuM |. A segiiéncia dos
primers foram mantidas {conforme destacado em cores).
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6.4.0TIMIZAGAO DA NESTED-PCR EM TUBO UNICO

6.4.1. Determinagio da temperatura de hibridagao dos primers na PCR

Os resultados apr_e.séntadoé: na Figura 7, painel A, linhas 2 a 6
mostram a avaliagio das temperaturas de hibridaggo da PCR com os primers
externos. Obsewa;se gue as -tempera.turas de 72°:C a 76°C apresentam-
amplificagio satisfatéria com presenga de bandas bem visiveis. Verifica-se que
nas temperaturas de 78°C a 80°C ndo houve boa eficiéncia na amplificagao.
Esses resultados nos levaram a escolher a temperatura de 72°C, devido a
temperatura de polimerizacdo ideal da enzima Tag DNA polimerase ser a mesma,
desta forma minimizando o tempo de polimerizacéo (Fig.7, painel A, linha 2).

Para os primers internos as temperaturas testadas foram de 44°C
a 48°C, variando em iintervaios.'defz"c, onde se observou similaridade entre os
resultados de ampliﬁi;;agéo obtidos nas irés temperaturas avaliadas (Figura 7,
painet B', finhas 2 a 4)‘? Temperaturas abaixé-’ de 44°C nao foram usadas para evitar
a formacdo de produtos inespecificos na nested-PCR. Foi selecionada a

temperaturs de -hibrid‘égéo intermediaria (46°C) (Figura 7, painel B, linha 3).

6.4.2. Determinagéo da concentragio de cloreto de magnésio na PCR

Como resultado da avaliacio da concentragio de MgCl, na reagéo
da PCR utilizando os demais constituintes da reagéo sem alteracéo, verificou-se

que das concentracdes testadas (0,5 a 2,5 mM) os resultados foram semeihantes
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A)

- pB-HCV-2
— 281bp
190bp —
P- |72 T4 16 7Tm BOI CR
Temperatura (°C)
B}

pB-HCW.2
183 bp

100bp

PM l44 446 48[ CR

Temperatura (°C)

Figura 7 - Fotografia do gel da eletroforese em agarose a 1,5% dos produtos de amplificagio do
pB-HCV-2 utifizando diferentes temperaturas de hibridago na reag@o da PCR. Painel A primers
externos Linha 1. Marcador de tamanho melecular de DNA de 100bp; Linhas 2 a 6: temperaturas
72°C, 74°C, 76°C, 78°C ¢ 80°C, respectivamente; Linha 7: Controle de Reagentes. Painel B:
primers intemos. Linka 1: Marcador de tamanho motecuiar de DNA de 100bp: Linhas 2 a §:
temperaturas de 44°C; 46°C e 48°C, respectivamente; Linha 5; Controle de reagentes,
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para ambos os primers (internos e externos) como € observado na Fig. 8 painel A

e B. A eficiéncia da amplificagéio foi proporcional ao aumento do MgCl, até 2.0
mM, para 2,5 mM aparentemente foi igual a de 2,0 mM (Fig. 8 paindis A e B,
inhas 5 a 6). Conclui-se que a concentragdo aﬁiequada seria de 2 mM,

concentragao essa gue foi utilizada nas reagbes subseqlientes.

6.4.3. Adequagéo do namero de ciclos na PCR

Os resultados da avaliagdo dos numeros de ciclos na reacdo da
PCR utilizando-se pB-HCV-2 para 15, 20, 25, 30 e 35 para ambos 0s grupos de
primers estdo demonstrados na Figura 9, painéis A e B. Os testes foram
realizados em reagbes da PCR individuais para os primers externos e internos. Os
resultados obtidos com os primers externos mostram pela intensidade das bandas
uma eficiéneia maxima da PCR em 35 ciclos e sficiéncia minima com 25 ciclos,
correspondendo a 4 x 107 c:ér.ﬁia, partindo de 1 copia de HCV (Figura 8, painel A,
linhas 4 e 6 respectivamente)} (WATSON et al., 1992). Esses resultados permitiram
a escoltha de 20 ciclos para a amplfificacéo da primeifa etapa da nested-PCR em
tubo Unico. Com esse numero de ciclos ndo se observou a presenca de
fragmentos atﬁp!iﬁc:ada {Figura 9, painel A, linha 3). Esta condigdo de escolha,
embora n&o permita a visibilizagéo de fragmentos amplificados na primeira etapa
da reagBo possui sensibilidade suficiente para a visibilizacdo do produto
amplificado na segunda etapa, uma vez que, com 20 ciclos temos
aproximadamente 2 x 10° copias (WATSON et al, 1892), o que é maior do que a
variacdo esperada de HCV em amostras clinicas que varia de 10° a 10° copias,

com média modal de 10° (FARC! ef af.,, 1991),
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A}

. PB-HCV-2

251 bp
100bp
PM {05 ,o' 1,5 2,0 2.5 JCR
Concentraggo (mM)
B)
1 2 3 4 5 6 7
pB-HCV-2

== 183 pp

100bp .

PMI 0.5 1,0 1.5 20 2,5I CR

Concentragéo (mM)

Figura 8 — Fotografia do gel da eletroforese em agarose a 1,5% dos produtos de amplificac@o do
pB-HCV-2 utilizando diferentes concentracdes de cloreto de magnésio. Painel A primers externos.
Linha 1: Marcador de tamanho molecular de DNA de 100bp; Linhas 2 a 6: concentragfes de
MgCi 0,5, 1,0, 15 20 e 2,5 mM, respectivamente e Linha 7 Controle de Reagente. Painel B
primers internos. Linha 1: Marcador de tamanho molecular de DNA de 100bp; Linhas 2 a 6:
concentragao de MgCh, 0.5, 1,0, 1.5, 20 e 2.5 mM respectivamente e Linha 7: Controle de
Reagentes.
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No caso dos primers intemos, a intensidade méxima do produtos
amplificado foi obtida com 35 ciclos e a minima com 30 ciclos (Figura 9, painel B,
finhas 5 e 6, respectivamente), A escolha nesse caso féi de 35 ciclos visando obter
maior quantidade de fragmento;s amplificado na reac&o de nested-PCR em tubo

unico (Figura 9, painei B, linha 6).
8.4.4. Determinagdo da concentragiio dos primers extemos e internos

Na figura 10 {painéis A e B), verificarm-se 0s resultados obtidos
nas reacdes da PCR individuais para a avaliacio das concentra§ﬁes dos primers
externos e internos na reacdo da PCR ufilizando-se pB-HCV-2, no intervalo de 50
a 500 nM. Pudemos observar o decréscimo na intensidade das bandas & medida
que menares concentragbes dos primers foram utilizadas (Figura 10, painéis A e
B). Para os primers externos houve amplificacéo em toda a faixa estudada (Figura
10, painel A, linhas de 2 a 7), sendo que a concentracdo de trabalho foi
selecionada apos testes posteridres para obtengéo de um produto Gnico na reagéo
e nested-PCR em tubo Unico. A concentrac@o dos primers internos escolhida foi
de 200 nM (Figura 10, painel B, linha §) para garantir que a concentracio desses

primers n&o se tornasse fator limitante na reagdo da PCR.
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A)

pB-HCV-2
251bp
100bp — B _ 3
PM |15 20 28 30 35 ICR
Numero de ciclos
B)
1 2 3 4 5 & 7
pB-HCV-2
~— 183 bp

100bp —

PM |15 20 25 30 35 CR

Numero de ciclos

Figura 9 - Fotografia do gel da eletroforese em agarose a 1,5% do produtos de amplificago do pB-
HCV-2 utilizando diferentes nlmeros de ciclos na reagdo da PCR individual. Painel A: primers
extemos. Linha 1. Marcador de tarmanho molecular de DNA de 100 bp; Linhas 2 a 8: 15, 20, 25, 30,
35 ciclos, respectivamente; Linha 8 - Controle de reagentes. Painel B: primers intemos, Linha 1;
Marcador de lamanho molecular de DNA de 100 bp; Linhas 2 a 6: 18, 20, 25, 30, 35 dicios,
respectivamente; Linha 8 - Controle de reagentes.
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pB-HCV-2
~ 251bp
100bp —
PM | 500 400 300 200 100 50 ICR
Concentracdo (nM)
B) 4 o] 3 4a L [ r -
B ... pB-HCV2
100bp — 183 bp

Pﬂl' 500 400 300 200 100 SO:I CR

Concentraggo (nM)

Figura 10 - Fotografia do gel da eletroforese em agarose a 1,5% do praduto de
amplificagio do pB-HCV-2 utilizando diferentes concentracdes de primers na reagéo da
PCR individual. Painel A: primers externos. Linha 1: Marcador de tamanho molecular de
DNA de 100bp; Linhas 2 a 6; 500, 400, 300, 200, 100 e 50 nM, respectivamente; Linha 7:
Controle de reagentes. Painel B: primers internos. Linha 1 Marcador de tamanho
molecular de DNA de 100bp; Linhas 2 a 6: 500, 400, 300, 200, 100 e 50 nM,
respectivarmente; Linha 7: Controle de reagentes.
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6.4.5. Determinagéo da concentragio dos primers externos na nesfed-
PCR em tubo tnico.

Na figura 11 (linhas 2 a 8) observam-se os resultados obtidos
quando da avaliag@o das concentragbes de 2,5 nM a 200 nM dos primers
externos. O emprego de concentragéo de 2,5 nM a 5 nM (Figura 11, linhas 7 e 8)
possibilitou a amplificacéo de fragmentos Unico de 183 bp referente ao produto da
nested-PCR em tubo Unico. Produto de amplificagio de 251 bp foi observado
quando usadas as concentragdes de 50 nM a 200 nM (Figura 11, linhas 2 a 4). O
acumuio de produto amplificado de 251 bp foi devido a presenca dos primers
externos que n&o foram utilizados durante o primeiro ciclo de amplificacio,
atuando na cinetica da segunda reacio da PCR. A medida que concentracdes
inferiores foram avaliadas, observamos ¢ aparecimento de fragmentos referentes
ampiificag@o dos primers externos, fragmentos de amplificacgo semi-nested e
fragmentos de amplificagdo de nested-PCR (Figura 11, linhas 5 e 6). Na
concentragao de 25 nM observamos o aparecimento de fragmento de 251 bp, 211
bp (produto de amplificagdo sémi-»nested e 183 bp {(produfo de ampilificagdo
nested) (Figura 11 tinha 5). Com o uso da concentrag@o dos primers externos de
10 nM observamos a auséncia do fragmento de 251 bp (Figura 11, linha 6).
Portanto o valor escolhido foi de 5 nM, onde observamos a amplificacdo de um

unico fragmento.
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pB HCV-2
251 bp
183 bp
Primers externos  PM 0O | 100 50 25 10 5 25
Concentracao nM
Primers internos Cancéntragéo 200 n\

Figura 11 — Folografia do gel da eletroforese em agarose 1,5% do produto
amplificado do pB-HCV-2 na reacio da nested-PCR em tubo tnico utilizando 200
nM dos primers intemos e diferentes concentragdes dos primers externos. Linha 1:
Marcador de tamanho molecular de DNA 100 bp; Linhas 2 a 8: concentracdes dos
primers externos 200; 100, 50; 25; 16, 5, 2,5 nM.

6.5. Estabelecimento dos pardmetros a serem utilizados na
nested-PCR em tubo tnico.

A tabela 1, sinteliza o3 parametros estabelecidos para a
realizacdo da nesfed-PCR em iubo dnico, obtendo-se fragmento unico de
amplificag&o. As temperaturas de hibridac&o foram de 72°C e 46°C para os
primers externos e infernos, respectivamente. A concentragéo de 2 mM de cloreto
de magnésio foi adequadas para ambos os grupos de primers. As conceniracbes

de 5 nM e 200 nM dos primers externos e intemos, respectivamente, foram
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estabelecidas como otimas para a reagdo da nesfed-PCR em tubo Unico. O
numero de ciclos determinado foi de 20 e 35 ciclos para a primeira e segunda

elapa, respectivamente da nesfed-PCR em tubo dnico.

Tabela 1- Parametros estabelecidos para a realizacdo da nested-PCR em tubo

Urico.

Parametros avaliados Primers externos Primers internos
Temperatura 72°C 46°C
Concentragéo de MgCl, 2 mM 2 miM
Numero de ciclos 20 35
Concentragcdo de primers 5nM 200 nM

6.6. Namero de ciclos na nested-PCR em tubo (nico.

O acumuio de fragmentos amplificados ac longo da reagéo da
nested-PCR em tubo Unico utilizando pB-HCV-2, foi avaliado nos ciclos de 25 a 45
de amplificacio na segunda etapa da nested-PCR. As bandas visiveis foram
observadas ap6s o vigésime quinto ciclo (Figura 12, linha 3). As bandas com
intensidades semelhantes foram obtidas na faixa que variou de 35 a 45 ciclos
(Figura 12, linhas 5 a 7). O nimero de ciclos selecionados para a realizagdo dos
experimentos subsequentes foi de 35 ciclos de amplificagdes na etapa da nested
PCR. Essa opgéo foi em decorrénicia da observagiio da presenca de produto'

amplificado em quantidades semelhantes entre os 35 e 45 ciclos.
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pB-HCV-2
183 bp

00bp . ]
PM {20 25 30 35 40 45 |CR

Numero de ciclos

Figura 12 — Fotografia da. eletroforese em gel de agarose a 1,5% do produto de
amplificago do pB-HCV-2, utilizando diferentes nameros de ciclos na reagao
nested-PCR em tubo tnico. Linha 1: Marcador de tamanho. motecular de DNA de

100 bp; Linhas 2 a 7: Numeros de ciclos 20, 25, 30, 35, 40 e 45, respectivamente;
Linha 8: Controle de reagentes.

6.7. TESTE DE SENSIBILIDADE

Os testes de sensibilidade para a detecgBo do RNA-HCV da
nested-PCR em tubo nico, bem como a da nested-PCR convencional foram
realizados utilizando-se diferentes numero de copias do plasmideo recombinante
pB-HCV-2.

Uma sensibilidade de 9 x 10° copias (Figura 13, linha 5) foi obtida

usando a metodologia nested-PCR em tubo Unico desenvolvida no presente

{rabaiho.
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A sensibilidade de 10* copias foi observada quando o produto de
amplificag&o da primeira etapa da nested-PCR convencional foi analisado em gel
de agarose a 1,5% (Figura 14, painel A, linha-4). Por outro lado, a deteccdo de 90
cépias foi observada quando foi analisado o produto de amplificacdo da segunda
etapa da reag@o da nested-PCR convencional (Figura 14, painel B, linha 6).

Analisando os dados obtidos a partir dos testes de sensibilidade
realizados, pudemos observar que a metodologia desenvolvida no presente
estudo mostrou uma sensibilidade intermediéria entre 2 PCR e a nested-PCR

convencional .

pB-HCV.-2

100 bp 183 bp

PM
9x 10®  10° 10° 109 101 CR

Numero de cOpias

Figura 13 — Fotografia do gel da eletroforese em agarose 1,5% do produto
amplificado de diferentes concentragdes do pB-HCV-2. Linha 1: Marcador de
tamanho molecular de DNA, Linhas 1 a 5: 9 x (10% 10% 10% 10% 10) copias.
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Figura 14 - Fotografia do gel da eletroforese em agarese 1,5% do produto ampiificado de
diferentes concentragbes do pB-HCV-2, Painel A: Produto de amplificac@o da primeira

etapa da PCR. Linha 1. Marcador de tamanho molecular de DNA 100 bp, Linha 2 2 5: 9 x
(10% 10° ; 10* ; 10% 10) copias. Painel B: Produto amplificado da nesfed-PCR

convencional. Linha 1. Marcador de tamanho molecular de DNA, Linhas 2 a 6: 8 x (10‘s :

pPB-HCV-2
251 bp
100 bp
PM
9x  |1e? 10° 10t 102
NOmero de copias
4 2 3 4 5 5]
pB-HCV-2
100 bp 183 bp

PM
ox |10° 10°  10° 10° 10

Numerc de copias

10°%: 10%; 10% 10) copias
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6.8. AVALIACAO DA METODOLOGIA UTILIZANDO AMOSTRAS
CLINICAS

6.8.1. Padronizagao da concentragio dos primers externos

para avaliagdo de amostras clinicas

A adicdo da sintese de cDNA em um tubo separado ao da reagao
de amplificacdo na detecgo do RNA-HCV viral nas amostras clinicas, levou a
uma nova avaliacdo da concentragdo dos primers externos. As concentragies
testadas variaram de 10 nM a 100 nM, sendo a concentracéo dos primers internos
mantidas em 200 nM { Figura 15). O produto de amplificacéo visivel foi obtido com
o uso da concentrac@ic de 100 nM de primers exiernos para a amplificacao da
amostra clinica (Figura 15; linha 5). As concentragdes inferiores avaliadas néo
mostraram-se eficientes para promoverem amplificagao (Figura 15, linhas 2 a 4).

A concentragdo de 100 nM foi escolhida para o processamento
das amostras clinicas, bem como para a amplificac8o do plasmideo, guando foi
simultaneamente utilizados durante as reacbes de ampilificago, uma vez gue foi
nessa concentragio que se obteve uma amplificag@o adequada da regifio 5-UTR

do virus em amostra clinica.
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e 255 bp

10Ghp — _ : -
Primers externos  PM |10 25 50 100 |CR
Cancentracéo (nM)

Primers internos  Concentracio de 200 nM

Figura 15- Fotografia do gel da eletroforese em agarose 1,5% do produto de
amplificacéo de amostra clinica utilizando diferentes concentragdes de primers
externos na reacdo da PCR em tubo Unico. Linha 1: Marcador de tamanho
molecular de DNA 100 bp; Linhas 2 a 4: concentragfes de primers externos 10,
25, 50, 100 nM, respectivamente

6.8.2. Detecgdo do RNA-HCV em amostras clinicas

A metodologia desenvolvida no presente estudo foi avaliada
nvestigando a presenga do RNA-HCV em 10 amostras clinicas com testes
sorologicos anti-HCV positive pelos métodos de ELISA de terceira geracdo e o
RIBA. As mesmas amostras foram avaliadas também com a metodologia da
nested-PCR convencional, descrito por SHINDO, ef al.,. {1980} modificada como

descrita no item 5.5,
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Os resultados obtidos pela técnica da nested-PCR em tubo Gnico,
bem como da nested-PCR convencional podem ser observados na Figura 18,
painéis A e B. Um produto amplificado de 255 bp foi visibilizado em todas zs
amostras clinicas avaliadas por ambos os métodos utilizados, indicando a
presencga do RNA-HCV. A concordancia dos resultados obtidos, demonstram
equivalencia entre ambos 0s métodos na detecgdo do RNA-HCV em amostras
clinicas.

A possibilidade de contaminagdo foi excluida, observando-se a
auséncia de produto amplificado quando todos os reagentes com excecdo da
adic@o da molécula alvo foram submetidos a reagéo de amplificagéo (Figura 16,
paineis A e B, linha 12, em.ambos).

A eficiéncia da reacéc da PCR foi avaliada com o uso do controle
positivo (pB-HCV-2) - desenvolvido no presente estudo - amplificado em paratelo

as amostras clinicas (Figura 16, painéis A e B, linha 13, em ambos).
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235bp
183 bp
pB-HCV-2
B)
i 2 3 4 3 6 7 8 b 0 11 12 13
— 255 bp
183 bp

Amostras clinicas

CP
pB-HCV-2

Figura 16 ~Fotografia do gel da  eletroforese em agarose a 1,5% dos produdos de amplificacdo das amostras clinicas.
Painel A: rested-PCR em tubo dnico. Linha 1; Marcaedor de tamanho molecular de ONA de 100 bp; Linha 2 a 11: diferentes
amostras clinicas; Linha 12: controle de reagentes; Linha 13 pB-HCV-2. Painel B: nested-PCR convencienal. Linhs 1
Marcador de tamanbe molecular de DNA de 100 hp, Linka 2 a 11: Diferentes amostras clinicas:; Linha 12: controle de
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7. DISCUSSAQ

A técnica de nested-PCR por apresentar uma alta sensibilidade e
especificidade pode ser ufilizado no diagnostico do RNA-HCV, cuja viremia &
frequentemente de baixo titulo (BRADLEY, 1985, FARCI et af., 1991; BRILLANT}
ef al,, 1991). No entanto, a transferéncia de i)rodutos previamente amplificados
para a segunda reac@o de amplificaggo pode aumentar a probabilidade de
contaminacdo, gerando resultados falso-positivos,

No presente trabalho, otimizou-se um método de nested-PCR em
tubo Gnico para a detecgfo do RNA-HCV em amostras clinicas. Embora ja tenham
sido descritas metodologias para a detecgéc do RNA-HCV com nested-PCR em
etapa unica (LIN et a/, 1992; TILSTON & CORBITT, 1995), nenhuma delas havia
feito controle das etapas da reacdo. Um importante componente introduzido neste
trabatho foi um controle bem caracterizado (plasmideo recombinante) e obtido em
quantidade suficiente para a otimizacdo de todas as condigdes da PCR. Como
discutido na literatura a estabilidade do RNA-HCV no soro ainda ndo esta
claramente definida. E importante salientar que 0 emprego de amostras biolégicas
positivas, podem apresentar variagdes nos resultados da PCR, pela dificuldade
de se obter RNA-HCV em quantidade suficiente em uma unica extrac&o para a
padronizagdo de toda a metodologia. LIN ef al (1992) e TILSTON & CORBITT
(1995) utilizaram amostras bioldgicas para a padronizagdo da nested-PCR em.
tubo Unico. No trabalho de LIN et al {1992), a transcricdo reversa e primeira

gtapa de amplificacdo, foram realizadas em um unico tubo usando primers
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especificos para o HCV. Contudo, para a realizagio da etapa de nested, o tubo
foi aberto e adicionado os reagentes da segunda etapa da PCR. Por outro Jado,
TILSTON & CORBITT (1995), evitaram esse problema, separando a sintese do
cDNA da amplificacdo por nested-PCR pelo uso de uma interface de parafina no
tubo utitizado. Outra diferenca foi a utilizag&o de random-primers para a sintese
do cDNA. Entretanto, na avaliagio eletroforética observou-se a presenca de
varios fragmentos amplificados, resultantes ds interag@io entre os primers
internos/externos, o que pode dificultar 2 interpretacdo dos resultados. No
presente frabatho, a sintese do cDNA foi realizada separadamente, utilizando
primers especificos para o HCV. A seguir, a amplificagdo por nested-PCR
processou-se de forma continua, sem a abertura do tubo entre a primeira e
segunda etapa de amplificagdo, evitando-se a contaminacdo por meio de
carreamento de moléculas pré-amplificadas, obtendo-se ao final da reacac um
unico fragmento de amplificacdo ¢ que facilita a interpretagéo dos dados {Fig. 15,
painel A).

A esiratégia empregada por nos para obter o conirole
recombinante foi a de alteracdo do tamanho do fragmente amplificado por
remocéo de 72 bp da seqiiéncia interna usando z enzima de restricao FPpuM |
(Fig. 3), j& descrita por outros autores (MANZINI ef a/., 1994; KIUUMAR of al., 19384;
RUSTER ef al, 1995. GRETCH ef al., 1994; LEE ef al, 1996). O controle.
recombinante, assim obtido ndio requer o uso de enzima de restricado apds a

amplificagéio do fragmento, como ocorre no método de mutagénese sitio-dirigido
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para a interpretacéo do resultado final (SUGANO ef af., 1995; HAGIWARA ef al.,
1993a; KATO et al,, 1893}, minimizando o tempo de ensaio e custo da reacio.

O uso de controle recombinante, tem sido amplamente aceito pela
comunidade cientifica, para monitorar o preparo de amostras e exirac&o do acido
nuctéico, avaliar a eficiénecia infra-ensaio da PCR, avaliar a reatividade dos
reagentes e na quantificaggo de acido nucléico (ZIMMERMANN &
MANNHALTER, 1998, MIYACH! ef al, 1998, KOLK et al., 1984), considerando
que, variagdes minimas que venham a ocorrer durante a reagdo da PCR séo
significativamente aumentadas no processo gerando grande variabilidade nos
resuitados.

Recentemente, MIYACH! et al. (1998), mostraram a importancia
do uso do controle interno recombinante no monitoramento de resultados falso-
negativos na detecgio do RNA-HCV. Os dados descritos nesse trabalho indicam
gue a presenca de inibidores da PCR, como a heparina e a hemoglobina, podem
gerar resultados falso-negativos, que podem ser comprovados pela auséncia de
ampiificac@o do controle, quando presente na amostra clinica antes da extragao.
0 controle desenvolvido neste trabalho, também possibilita sua aplicagdo no
monitoramento da extragdo do &cido nucliéico, por evitar a formacéo de
heteroduplex entre os fragmentos amplificados do controle interno recombinante e
da amosira alvo, quando empregado em PCR competitivo para detecgio do RNA-.
HCV (HAGIWARA et al., 1993).

Véarios fatores podem modificar a especificidade e sensibilidade
da técnica da PCR para a detecgao do HCV-RNA, Dentre eles, podemos salientar
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a localizacgio, temperatra de hibridagdo e concentragdo dos primers,
concentragdc do cloreto de magnésio e nimero de cicios (INNIS & GELFAND,
1990; OKAMOTO ef a/., 1890).

A regiao 5-UTR tem sido indicada como a regido mais adequada
para a amplificagdo do RNA-HCV, por apresentar uma alta homologia {(98% a
100%) entre os diferentes tipos do HCV (OKAMOTO ef af., 1990; WEINER et al,,
1991). Em concordancia com essas informagbes, nos utilizamos grupos de
primers complementares a regido 5-UTR do genoma viral descrito previamente
por OKAMOTO et al. (1990), visando obter melhor sensibilidade do método e
deteccdo de diferentes gendtipos do HCV.,

A ofimizagdo da nesfed-PCR em tubo Gnico desenvolvida no
presente estudo para a detecgao do RNA-HCV, utilizou a estratégia drop-in-drop-
out descrita previamente por ERLICH et al. (1991), que envolveu alteractes na
sequéncia dos primers externos e internos, com © objetivo de evitar a
amplificacéo simultanea de ambos os grupos de primers na primeira etapa da
reaga@o, bem como a ofimizacdo de diferentes parametros que afetam a
especificidade e sensibilidade da técnica da PCR, sendo avaliados em reactes
da PCR individuais (Fig. 4) para posteriormente serem agrupados eny um Gnico
tubo.

As alteragles realizadas na seqiiéncia dos primers externos,.
visando aumentar a temperatura de desnaturagéio, incluiram a adigdo de bases na
extremidade 3' de ambos os primers (sense e antisense) presentes no proprio
genoma do virus da hepatite C. Diferente da estratégia descﬁta por ERLICH ef a/.
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(1891}, onde propSem a adicdo de uma sequéncia de GC (GC Clamp) na
extremidade 5' linha dos primers externos, para obter a elevacéo da temperatura
de desnaturacdo dos primers, no presente trabalho utilizamos a propria seqiiéncia
do genoma do HCV, visando manter a especificidade dos primers. A diminuicao
da temperatura de desnaturac@o dos primers internos foi alcancada removendo-
5¢ bases das extremidades 5' e 3' de ambos 0s primers (sense e antisense).

Nos frabalhos de LIN ef a/. (1992) e TILSTON & CORBITT {1995),
aregido 5'-UTR foi utilizada para a detecgéio do RNA-HCV, contudo os grupos de
primers faf"am complementares a outras seqléncias dessa regido. No trabalho de
LIN ef al. (1992}, a interaco entre os primers foi evitada limitando a concentracio
dos primers externos na primeira reacdo. Por outro lade; TILSTON & CORBITT
(1995) utilizou primers ricos em bases CG, presente no proprio genoma do HCV,
com isso obteve diferenga nas temperaturas de desnaturacdo entre os primers
externos e internos, evitande a amplificagdo simultanea dos primers na primeira
etapa da reacgdo.

A temperatura de hibridagio dos primers foi determinante na
otimizaco da reag@c no presente irabalho, além de visar a especificidade da
reacao de amplificagdo, tambem possibilitou a atuacdo dos primers isoladamente
na nested-PCR em tubo tnico. Uma maior porcentagem de seqiidncias de bases
CG, na constituigio dos primers externos, conferiu temperaturas de desnaturacdo
elevadas (74°C e 80°C primers sense e antisense, respectivamente),
possibilitando a formacéo de produtos de amplificac&o quando temperaturas de

72°C a 76°C foram utilizadas (Fig.7, painel A, linhas 2 a 4). A presenca de uma
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porcentagem maior de bases A e T presenies na constituicdo dos primers
internos, reduziu a temperatura de desnaturacio (48°C e 50°C para os primers
sense ¢ antisense, respectivaments) e - favoreceram amplificacbes com
temperatura de hibridacao, variando de 44°C a 48°C (Fig. 7, painel B, linhas 2 a
4). A temperatura de escolha para hibridacio dos primers externos utilizada para
o desenvolvimento da nested-PCR em etapa unica foi de 72°C (Tabela 1), que
minimizou em uma unica etapa a hibridag&o e polimerizagéo, considerando que a
temperatura de 72°C & recomendada para maxima atividade da Taq pelimerase. A
temperatura de hibridagdo ideal para os primers internos foi de 46°C (Tabela 1).
O emprego de temperaturas bem distintas entre as reagbes (primeira e segunda
etapa) possibilitaram a hibridacéio dos primers de forma independente na nested-
PCR, e a elevada temperatura de hibridac&o para os primers externos (72°C)
possibilitou aumentar a especificidade da reacdoc. Segundo INNIS & GELFAND
(1980), temperaturas de hibridacdo estringentes aumentam a especificidade da
PCR, impedindo a hibridagéo incorreta dos primers, bem como reduzindo a
incorporagéo incorreta de nucleotideos na extremidade 3' dos mesmos.

A concentracdo de MgCl; na PCR pode afetar a hibridag&o dos
primers, temperatura de dissociagio das fitas, formacdo de artefatos (primer-
dimers), atividade e fidelidade da enzima DNA polimerase (INNIS & GELFAND,
1990). Pela importancia deste componente na reagédo avaliou-se o efeito de.
diferentes concentragbes de MgCl;, na eficiéncia da amplificacgo. Pode-se
observar que os melhores resultados foram obtidos com as concentracfes de 2

mM e 2,5 mM de MgCl, para ambos os grupos de primers (Fig 8, paineis A e B,
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linhas, 5 e 6). A concentragdo de escolha de MgCl, foi de 2 mM (Tabela 1), onde
se observa a formac&o de um fragmento dnico, assegurando a especificidade da
nested-PCR em fubo Unico. Essa concentracdo de cloreto de magnésio é
considerada ideal tambeém por outros autores (INNIS & GELFAND, 1890).

O estabelecimento do numero de ciclos evita amplificagio de
produtos inespecificos, que pode ocorrer gquando o nmero & excessivo, por outro
lado, 0 uso de um nimero reduzido de ciclos pode resultar na obtencéo de uma
baixa quantidade de produto amplificado (INNIS & GELFAND, 1990). Na presente
proposta, esse aspecto também foi considerado, tanto para os primers externos
como internos (Fig. 9, painéis A e B). Os melhores resuliados foram obtidos com
35 ciclos para ambos .os grupos de primers, onde observou-se resultados
eficientes e reprodutiveis (Fig. 9, painéis A e B, linhas 6, respectivamente),
Verificou-se que quando um reduzido ndmero de ciclos (20) foi utilizado, ndo se
observou produto amplificado no gel de agarose (Fig. 9, painel A linha 3), 0 que
foi determinado para a amplificagdo da primeira etapa da PCR, visando sem
duvida, a obtenc@o de um fragmento Unico na reacdo de nested-PCR em tubo
unico. Contudo, ndo limitando a sensibilidade do processo uma vez que apds 20
ciclos temos aproximadamente 2 x 10° copias (WATSON ef a/,, 1992). O emprego
de 35 ciclos na segunda etapa de ampilificacdo foi escolhido visando obter a
adequacao da sensibilidade,

A influencia da concentrac@o dos primers externos e internos na
eficiencia da PCR também foram investigadas (Fig. 10, painéis A e B). Quando os
primers foram avaliados individualmente, observou-se amplificacéo eficiente entre
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as concentracbes de 100 nM a 500 nM (Fig. 10, painéis A e B, linhas 2 a 6),
coincidentes com a literatura (INNIS & GELFAND, 19980).

Estabeleceu-se a concentrac@o de 200 nM de primers internos
{Fig. 10, painel B, linha 5) evitando-se a formacio de produtos inespecificos,
como primer-dimers, que podem competir pela enzima, dNTP, & primers,
resultande em baixa eficiéncia da PCR (INNIS & GELFAND, 1990). Quanto aos
primers externos estabeleceu a concentracéo de 5 nM por favorecer a obtengfo
de um unico fragmento durante a realizagdo da nested-PCR em tubo tnico (Fig.
11, linha 7). Esses dados séo diferentes dos obtidos por TILSTON & CORBITT
(1995}, utilizando nested-PCR em etapa tnica, que mostraram além do fragmento
de interesse, fragmentos intermedidrios. Segundo esses autores, esses
resultados s@o decorrentes do uso de concentragbes elevadas de primers e
elevado numerc de ciclos (70 ciclos), necessérios para a manutencdo da
sensibilidade do teste.

No presente estudo, o numero de ciclos utilizados foi menor (55
ciclos) obtendo-se um Unico fragmento de amplificacfio, caracteristicas que
facilitam a interpretacgdio dos resultados. A sensibilidade obtida neste trabaiho foi
de 900 copias (Fig. 13, linha 5). Considerando que TILSTON & CORBITT (1995)
avaliaram a sensibilidade por meio de diluigbes seriadas de amosiras clinicas,
néao foi possivel comparar com os dados obtidos no presente trabalho, devido a
diferenga de metodologia utilizada para avaliar a sensibilidade.

O limite de deteccéo obtido no presente trabalho foi similar ao
obtido pelo metodo quantitativo da Roche Amplicor HCV Monitor (LUNEL ef a/,
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1999). Embora essa sensibilidade seja menor que a encontrada na nested-PCR
convencional, cujo limite de deteccdo foi de 90 cépias (Fig.14, linha 6), ao
comparar os resuitados obtidos da amplificagéo do RNA-HCV pelas técnicas de
nested-PCR em tubo dnice e nested-PCR convencional, pudemos observar uma
concordancia nos resultados das amostras clinicas pesquisadas (Fig.16). Esses
resultados indicam que a metodologia proposta no presente estudo pode ser
empregada na deteccdo do RNA-HCV com seguranca, uma vez que na maioria
dos casos a faixa de variac&o dos niveis virémicos dos pacientes infectados por
HCV apresenta-se entre 10° a 10° copias/ml., com um valor modal de 10° copias
{BRILLANT, 1881, FARCl et al,, 1981).

A metodologia proposta permite a detecgio do RNA-HCV
minimizando as possibilidades de resultados falso-negativos ou falso-positivos,
mostrando uma capacidade de deteccdo compativel com os sistemas de
amplificagéo utilizados para a detecgdo do HCV. Acreditamos que esse método,
por minimizar as possibilidades de contaminacéo inerentes a reacdo de nested-
PCR, possa ser empregado para o diagndstico rotineiro da Hepatite C, tanto para
a triagem do RNA-HCV em grandes numeros de amostras, como nos Bancos de
Sangue. Alem da possibilidade de avaliagdc da resposta ac monitoramento do
tratamento de pacientes com Hepatite C, a insercéo de um controle assegura a
qualidade do ensaic em todas as etapas possibilitando portanto a automacéo do

sistema, que € desejavel, para g utilizagdo em laboratdrios de grande porte.



8. CONCLUSOES

1} O controle positive possibilitou monitorar todas as etapas de padronizacéo da
reacdo da nested-PCR em tubo unico de forma eficiente, bem como a reagéo de

detecgdo do RNA-HCV.

2} A nested-PCR em tubo Unico foi adequada na deteccdo do RNA-HCV com
resuttados satisfatorios para as amostras clinicas reduzindo-se a contaminacéo e

0 tempo de execuclo.
3} A metodologia desenvolvida no presente estudo mostra-se um método
alternativo para deteccho do RNA-HCV em bancos de sangue & para grande

quantidades de amostras clinicas, possibilitando automacéo.

4} Aplicavel em estudos epidemioldgicos
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