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RESUMO 

A infecção pelo vírus da hepatite C (HCV) representa um grave problema de saúde 

pública no Brasil e apesar dos recentes progressos, o tratamento ainda é um dos maiores 

desafios tanto em termos de efetividade clínica como de custo-benefício. A anemia 

hemolítica induzida pela ribavirina (RBV) é o principal efeito colateral no tratamento 

antiviral. Além dos fatores virais, fatores do hospedeiro têm papel fundamental no controle 

da infecção. Estudos recentes demonstraram que polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNP) nos genes da interleucina 28B (IL28B) estão fortemente associadas com a 

resolução espontânea (RE) da doença e com resposta virológica sustentada (RVS) e, no 

gene da inosina trifosfato pirofosfatase (ITPA) estão relacionados com a proteção contra a 

anemia. No gene IL28B, os genótipos CC no rs12979860, e TT no rs8099917 estão 

associados com a cura espontânea e com a resposta à terapia. No gene da ITPA, os 

genótipos CC no rs1127354 e AA no rs7270101 apresentam associação com a anemia. 

No entanto, a maioria dos métodos de identificação destes polimorfismos, atualmente 

disponíveis, é custosa. O objetivo geral deste trabalho foi determinar o perfil alélico dos 

genes IL28B e ITPA em amostras de pacientes com hepatite C, avaliar a associação dos 

polimorfismos do gene IL28B com resolução espontânea e terapêutica e, do gene da 

ITPA com a redução dos níveis de hemoglobina durante o tratamento antiviral. Neste 

trabalho, numa etapa inicial para o gene IL28B, quatro metodologias foram avaliadas em 

termos de especificidade, custo e tempo de execução: tetra-primer amplification-refractory 

mutation system-polymerase chain reaction (ARMS-PCR), polimorfismo no comprimento 

do fragmento de restrição (RFLP); reação em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR) e 

sequenciamento nucleotídeo. Devido a próxima localização dos SNPs do gene ITPA, a 

genotipagem foi realizada por meio de sequenciamento nucleotídico. Um total de 281 

amostras de sangue total de pacientes com infecção crônica pelo HCV foi estudado. 

Protocolos próprios para as técnicas ARMS-PCR e RFLP foram desenvolvidos e 

otimizados e, os resultados comparados com os do sequenciamento. Todos os métodos 

foram específicos, contudo o método ARMS-PCR apresentou os melhores resultados de 

acordo com a análise de custo-benefício. Em um segundo estudo, a frequência de 

polimorfismos do rs1127354 e rs7270101 do gene da ITPA foi avaliada em 200 pacientes 

com hepatite C crônica, e em 100 indivíduos saudáveis e, a associação com o 

desenvolvimento de anemia foi investigado em 97 pacientes que concluíram a terapia 

antiviral. A frequência global de distribuição alélica em rs7270101 e rs1127354 mostrou 

altas taxas dos genótipos AA (84,0%) e CC (94,3%), respectivamente, sugerindo que a 

coorte estudada possui uma grande propensão para o desenvolvimento de anemia 

induzida pela RBV. Ademais, constatamos uma diminuição progressiva de hemoglobina 

durante a terapia antiviral, sendo mais significante na 12ª semana e em pacientes do sexo 

masculino. No terceiro estudo, analisamos a associação entre os genótipos dos SNPs da 

IL28B com RE em 24 pacientes com hepatite aguda e em 111 pacientes crônicos com 

RVS tratados com PEG-IFN/RBV. O genótipo CC (rs12979860) e o genótipo TT 

(rs8099917) apresentaram associação com RE e o alelo C (rs12979860) apresentou forte 

associação (p=0,0045) com a RVS.  Estes dados confirmaram a importância destes 

genótipos no controle da infecção. Os resultados obtidos neste trabalho são importantes 

para um melhor entendimento dos fatores do hospedeiro associados com a eliminação 

espontânea do vírus, com a RVS e com a anemia induzida pela ribavirina no tratamento 

antiviral da infecção pelo HCV. 
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ABSTRACT 

Hepatitis C virus (HCV) infection is a leading public health problem in Brazil. Despite of 

the recent progress, the treatment is still a major challenge in terms of both clinical- and 

cost-effectiveness. The ribavirin (RBV)-induced anemia is the major hematological effect 

of antiviral treatment. In addition to viral factors, the host factors play a fundamental role in 

infection control. Recent studies have shown that single nucleotide polymorphisms (SNPs) 

in the genes of interleukin 28B (IL28B) and inosine triphosphate pyrophosphatase (ITPA) 

are strongly associated with spontaneous clearence (SC) of the virus, with sustained 

virologic response (SVR) and with protection against anemia. In the IL28B gene, the CC 

genotype at rs12979860 and TT genotype at rs8099917 are associated with spontaneous 

clearance of virus and with response to therapy. In ITPA gene, CC genotype in rs1127354 

and AA genotype at rs7270101 show association with anemia. However, most of the 

methods currently available for identifying these polymorphisms are costly. The aim of this 

study was to determine the allelic profile of IL28B and ITPA genes in samples from 

patients with hepatitis C, evaluate the association of polymorphisms in IL28B gene with 

spontaneous and treatment-induced clearance of HCV and, ITPA gene, with development 

of anemia during antiviral therapy. In this work, initially for IL28 gene, four techniques were 

evaluated in terms of specificity, cost and time of execution: tetra-primer amplification 

refractory mutation system-polymerase-chain reaction (ARMS-PCR), restriction fragment 

length polymorphism (RFLP); chain reaction quantitative polymerase (qPCR) and direct 

nucleotide sequencing. Due to SNPs location in ITPA gene, genotyping was performed by 

nucleotide sequencing. A total of 281 whole blood samples from patients with chronic HCV 

infection were studied. Protocols for ARMS-PCR and RFLP techniques were developed 

and optimized and the results compared with those of sequencing. All methods were 

specific; however, ARMS-PCR method showed the best results according to the cost-

benefit analysis. In a second study, the frequency of rs1127354 and rs7270101 

polymorphisms in ITPA gene was evaluated in 200 patients with chronic hepatitis C, and in 

100 healthy individuals, and the association with the development of anemia was 

investigated in 97 patients who completed the antiviral therapy. The overall allele 

frequency distribution at rs7270101 and at rs1127354 showed high rates of AA genotypes 

(84.0%) and CC genotypes (94.3%), respectively. These results suggested that the cohort 

has a high propensity for the development of RBV- induced anemia. Moreover, we noticed 

a progressive decrease in hemoglobin during antiviral therapy, more significantly in the 

12th weeks and in male patients. In the third study, we analyzed the association between 

the IL28B SNPs with SC in 24 patients with acute hepatitis and in 111 chronic patients with 

SVR treated with PEG-IFN/RBV. The CC genotype (rs12979860) and the TT genotype 

(rs8099917) were associated with SC and the C allele (rs12979860) showed a strong 

association (p = 0.0045) with the SVR. The data confirm the importance of these 

genotypes in infection control. These results are also important for a better understanding 

of host factors associated with spontaneous clearance of the virus, with SVR and with 

RBV-induced anemia in antiviral treatment of HCV infection. 
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I. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Hepatites Virais 

 

As hepatites virais são doenças causadas por diferentes agentes etiológicos virais que 

têm em comum o tropismo pelo fígado. Apresentam semelhanças clínico-laboratoriais, 

mas como são causadas por diferentes vírus e por apresentarem diferentes modos de 

transmissão, apresentam grandes diferenças epidemiológicas e de evolução clínica. A 

distribuição das hepatites virais é universal, sendo que a magnitude dos diferentes tipos 

varia de acordo com a região. No Brasil, também há grande variação regional na 

prevalência de cada hepatite (Ferreira e Silveira, 2004; MS, 2008a). 

Atualmente, existem cinco tipos de vírus já caracterizados: A, B, C, D e E, e para fins 

de vigilância epidemiológica, as hepatites podem ser agrupadas de acordo com a 

transmissão: fecal-oral (vírus A e E) e parenteral (vírus B, C e D). As hepatites virais têm 

grande importância pelo número de indivíduos atingidos e pela possibilidade de 

complicações das formas agudas e quanto à cronificação (Ferreira e Silveira, 2004; MS, 

2008b). Os quadros clínicos agudos são muito diversificados, variando desde formas 

subclínicas até formas de insuficiência hepática aguda grave. Na maioria dos casos os 

sintomas predominantes são fadiga, anorexia, náuseas, mal-estar geral e adinamia 

(redução da força muscular). Já os casos de hepatite crônica (somente para as hepatites 

B, C e D), na grande maioria, são assintomáticos ou oligossintomáticos. De modo geral, 

as manifestações clínicas da hepatite crônica aparecem apenas em fases adiantadas de 

acometimento hepático (MS, 2008b). 

 

1.2. Hepatite C: Histórico 

 

Anteriormente à descoberta do vírus da hepatite C (HCV) por Choo e colaboradores 

(Choo et al., 1990), muitos anos se passaram onde diversos episódios de hepatite pós-

transfusional eram descritos e caracterizados como hepatite não A-não B (NANB) (Gocke 

et al., 1969; Okochi et al., 1970). Desta forma, os bancos de sangue implementaram 

exames para detecção, tanto do vírus da hepatite B (HBV) quanto do vírus da hepatite A 

(HAV), no sangue de todos os doadores voluntários. Apesar dessas medidas preventivas, 

continuaram a ocorrer casos de hepatite NANB em cerca de 90 a 95% dos casos pós-
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transfusionais (Feinstone et al., 1975). Com isso, a terminologia hepatite NANB, 

introduzida em 1975, viria a manter-se até a identificação do HCV. 

Durante os 15 anos seguintes, diversos estudos com chimpanzés foram realizados na 

tentativa de esclarecer qual seria o agente responsável pela transmissão da hepatite 

NANB. Com o advento da biologia molecular, o vírus NANB que tinha sido inoculado em 

animais teve seu material genético isolado para a construção de uma biblioteca de DNAs 

complementares (cDNAs), para posterior clonagem, e consequentemente, produção de 

proteínas. Logo, foi possível o desenvolvimento de testes sorológicos, utilizando 

antígenos produzidos para detectar anticorpos no soro de paciente cronicamente 

infectado com hepatite NANB (Gocke et al., 1969; Alter et al., 1989). Com a utilização 

deste exame, foi visto que cerca de 80% dos indivíduos infectados com o vírus NANB 

soroconvertiam, possibilitando assim, a identificação do HCV. Sendo assim, com este 

teste sorológico de primeira geração, foi possível obter um controle na disseminação das 

hepatites pós-transfusionais, reduzindo de 70% para 1,5% a incidência da hepatite C pós-

transfusional. Subsequentemente, essa porcentagem foi reduzia a quase zero (Alter et al., 

2000). No Brasil, a implantação de testes para a triagem de doadores de sangue tornou-

se obrigatória em 1994, diminuindo assim, a transmissão da hepatite C através de 

transfusões (Donahue et al., 1992, Busch et al., 2005). 

 

1.3. Vírus da Hepatite C: Organização Genômica 

 

O HCV é o agente etiológico da hepatite crônica anteriormente denominada de 

hepatite NANB. O HCV é classificado como sendo o único representante do gênero 

Hepacivirus, dentro da família Flaviviridae (Thiel et al., 2005). Suas partículas são 

esféricas, envelopadas com projeções na superfície e medem aproximadamente 55 a 65 

nanômetros (nm) de diâmetro (Kaito et al., 1994). Um modelo esquemático da estrutura 

da partícula viral é apresentado na figura 1.1. 
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Figura 1.1: Modelo estrutural da partícula viral do HCV (Echeverría et al., 2015). Figura 

adaptada para o português. 

 

O genoma viral é constituído de ácido ribonucleico (RNA) de fita simples, de 

polaridade positiva, com aproximadamente 9.400 nucleotídeos. O genoma do HCV é 

organizado em três regiões: uma região 5’ não-codificante (5’ NCR); seguida por uma 

região codificante, sendo uma única e longa fase de leitura aberta (Open reading frame - 

ORF), e uma região 3’ não-codificante, que contém uma sequência altamente conservada 

de 98 nucleotídeos essencial para a replicação do vírus (3’ NCR). 

A região 5’ NCR apresenta cerca de 340 nucleotídeos e contém um sítio interno de 

entrada ribossomal (Internal ribosome entry site - IRES), responsável pela tradução da 

poliproteína que dará origem às proteínas estruturais e não estruturais (Lukavsky, 2009).  

É a região utilizada para o diagnóstico do HCV por técnicas de biologia molecular, uma 

vez que é altamente conservada entre os isolados do vírus.  

A região 3’ NCR é composta por uma pequena região altamente variável de 

aproximadamente 40 nucleotídeos; um trecho formado por polipirimidinas (poli-U) com 

tamanho variável entre os isolados de HCV; seguido de uma região altamente 

conservada, denominada de cauda X, com cerca de 98 nucleotídeos. Esta região parece 

estar associada à infectividade e replicação viral, assim como na tradução protéica 

(Friebe & Bartenschlager, 2002; Lan et al., 1999). 

A ORF do HCV abrange quase que todo o genoma viral e codifica uma poliproteína 

precursora de cerca de 3.000 aminoácidos que é clivada em proteínas estruturais e 

proteínas não-estruturais. As proteínas estruturais são o Core (C), Envelope 1 (E1), 
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Envelope 2 (E2) e p7, e estão localizadas na extremidade aminoterminal (N-terminal), 

enquanto que as proteínas não-estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B 

localizam-se na extremidade carboxiterminal (C-terminal) (Choo et al., 1991). As proteínas 

não estruturais são responsáveis pela replicação e empacotamento do genoma viral 

dentro do capsídeo, o qual é formado pelas proteínas estruturais (Sharma, 2010; Suzuki, 

2011) (Figura 1.2). 

 

 

Figura 1.2: Organização do genoma e processamento da poliproteína do HCV 

(Echeverría et al., 2015). Figura adaptada para o português. 

 

A proteína C consiste de aproximadamente 191 aminoácidos, sendo altamente 

conservada e com propriedades químicas básicas responsáveis pela estrutura do 

nucleocapsídeo (Bukh et al., 1994). Diversos estudos relatam que a proteína C interage 

com várias proteínas celulares podendo afetar algumas de suas funções como a 

transcrição gênica, vias de sinalização celular, metabolismo lipídico e apoptose 

(Tellinghuisen & Rice, 2002; Lee et al., 2011).  Além disso, estudos mostram uma possível 

influência na evolução da doença hepática e do câncer (Vassilaki & Mavromara, 2009). 

As glicoproteínas do envelope são proteínas transmembrana que formam 

heterodímeros que representam os blocos formadores do envelope viral (Helle et al., 

2010). Além disso, têm papel crucial na ligação do vírus ao receptor celular e entrada do 

vírus na célula hospedeira (Albecka et al., 2011), e a sua localização na superfície viral 

facilita a ligação do vírus aos receptores da célula hospedeira (Op De Beeck et al., 2004; 

Vieyres et al., 2010).  

A proteína p7 é um polipeptídeo com cerca de 63 aminoácidos que se localiza entre a 

região estrutural e não estrutural do HCV. Essa proteína é composta por uma membrana 

que apresenta duas α-hélices transmembranas conectadas por uma dobra, orientadas em 

direção ao citoplasma (Khaliq et al., 2010). Apesar de não está claramente identificada 

como uma proteína estrutural ou não estrutural, estudos mostraram que a proteína p7 é 
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dispensável na entrada do vírus na célula e na replicação do RNA, porém, é essencial 

para a montagem e liberação do vírus infeccioso através dos poros formados na 

membrana do retículo endoplasmático (Steinmann et al., 2007; Sakai et al., 2003).  

A proteína não estrutural, NS2, consiste em uma cisteína-protease com cerca de 21 a 

23 kDa. É formada por um domínio hidrofóbico na porção N-terminal e um subdomínio 

protease C-teminal voltado para o citossol que estimula a produção de zinco o qual atua 

na clivagem autocatalítica da junção NS2/3, auxiliado pelo domínio protease da porção N-

terminal da proteína NS3 (Suzuki, 2012). Estudos demonstraram que esta proteína pode 

estar envolvida em interações com proteínas estruturais e não estruturais e que tais 

interações podem resultar na montagem da partícula viral (Jirasko et al., 2010; Ma et al., 

2011; Stapleford & Lindenbach, 2011). 

A proteína NS3, com aproximadamente 69 kDa, é considerada multifuncional, pois 

possui diversas atividades, tais como: de serino-protease que cliva todas as outras 

proteínas NS nas junções NS3/NS4, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B; de RNA-

helicase e de nucleotídeo-trifosfatase (NTPase), desempenhando uma função importante 

durante a replicação viral (Kolykhalov et al., 2000; Lam & Frick, 2006). Essa proteína tem 

sido um alvo importante para o desenvolvimento de antivirais que se associam à protease 

viral de modo reversível, impedindo a atuação da mesma no processamento da 

poliproteína e, consequentemente, na replicação viral (Lin et al., 2004). 

A proteína NS4A é uma proteína de 8 kDa com cerca de 54 aminoácidos e atua como 

um co-fator para as atividades proteolíticas da NS3. O heterodímero NS3/NS4A é capaz 

de clivar o sítio que une as proteínas NS. A porção hidrofóbica N-terminal contém um 

segmento transmembrana que ancora esse heterodímero à região intracelular da 

membrana do retículo endoplasmático, onde ocorre o processo proteolítico. A porção 

hidrofóbica (central) é necessária para a ativação da NS3, enquanto que a porção C-

terminal tem função na replicação do HCV devido à regulação da fosforilação da NS5A 

(Wolk et al., 2000; Bartenschlager et al., 1994; Lin et al., 1995). A proteína NS4B é uma 

proteína integral de membrana de 27 kDa que contém segmentos transmembrana 

anfipáticas. Esta proteína tem sido relacionada com a indução de alterações na 

membrana do retículo endoplasmático onde é formado o complexo de replicação (Lundin 

et al., 2003; Elazar et al., 2004; Brass et al., 2006). 

A proteína NS5A é hidrofílica cuja mobilidade eletroforética a distingue em duas 

formas: fosforilada (56 kDa) e hiperfosforilada (58 kDa) (Kaneko et al., 1994). Esta 

proteína se localiza, predominantemente, no compartimento citoplasmático/perinuclear da 
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célula hospedeira, incluindo o retículo endoplasmático e complexo de Golgi. Sua porção 

citoplasmática é composta por três domínios separados por sequências de baixa 

complexidade. O domínio I, o mais conservado, se liga ao RNA, enquanto que os 

domínios II e III, são importantes para a replicação do RNA e/ou montagem do vírion 

(Appel et al., 2008; Tellinghuisen et al., 2008). Além disso, apresenta outras funções tais 

como, a inibição da atividade antiviral do interferon, a ativação transcricional e 

envolvimento na regulação do crescimento e das vias de sinalização celulares (Quezada 

& Kane, 2009; Shirota et al., 2002; Huang et al., 2005; 2007; Tellinghuisen et al., 2005). 

A proteína NS5B apresenta 65 kDa e consiste em uma fosfoproteína ligada à 

membrana do retículo endoplasmático. Promove a síntese de novos genomas de RNA e 

possui atividade de RNA polimerase dependente de RNA (RpRd), tendo um papel 

fundamental no ciclo replicativo do HCV (Luo et al., 2000). Sua ligação à membrana 

ocorre a partir da região C-terminal de modo a garantir a iniciação correta da síntese de 

RNA (Hong et al., 2001). Contudo, não apresenta a capacidade de correção de erros 

durante a incorporação de nucleotídeos na replicação viral, sendo responsável pela 

formação de variantes virais (quasispecies). Essas variantes têm como característica 

principal a proximidade genética entre si, porém, com pequenas alterações em suas 

sequências nucleotídicas. A NS5B também tem sido um alvo importante para o 

desenvolvimento de antivirais, dentre os quais estão os inibidores análogos de 

nucleosídeos e os alostéricos não-nucleosídeos (Carroll et al., 2003; Ma et al., 2005; 

Tomei et al., 2004).  

 

1.4.  Vírus da Hepatite C: Replicação 

 

Apesar de nos últimos anos os estudos em relação à replicação do HCV terem se 

intensificado, diversos mecanismos que ocorrem durante o processo ainda não foram 

totalmente elucidados, sendo presumidos com base na replicação viral de outros 

representantes da família Flaviviridae. 

O ciclo de vida do HCV consiste basicamente na entrada do vírus na célula do 

hospedeiro; na liberação do genoma viral no citoplasma; na tradução das proteínas virais; 

na replicação do genoma viral; na montagem dos componentes virais e, finalmente, na 

liberação das novas partículas de vírions do HCV. 

A entrada na célula do hospedeiro se dá por meio de diferentes receptores celulares 

tais como: o de lipoproteína de baixa densidade (LDLR); a tetraspanina (CD81); a 
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proteína de junção celular Claudin-1 (CLDN1), o Scavenger B1 humano (SRB1) e as 

glicosaminoglicanas (GAGs) (Cocquerel et al., 2006; Brass et al., 2006; Ashfaq et al., 

2011). A utilização de diferentes receptores pode resultar na entrada do vírus em 

diferentes células do hospedeiro e, consequentemente, na patologia associada à 

infecção. Além disso, a fibronectina, presente na superfície celular de megacariócitos e 

plaquetas, tem sido investigada como um possível receptor para o HCV (Pugliese et al., 

2004). Já no citoplasma da célula, o vírus libera seu genoma que fica exposto à 

maquinaria da célula do hospedeiro. Posteriormente, o HCV-RNA é traduzido em uma 

poliproteína que é clivada originando, assim, todas as proteínas virais. Primeiramente são 

formadas as proteínas estruturais, seguidas pelas não estruturais. 

A replicação do HCV é semiconservativa, isto é, a fita positiva de seu RNA serve como 

molde para a síntese da fita negativa intermediária de replicação. Logo após, essa fita 

negativa é utilizada como molde para a produção de inúmeras fitas de polaridade 

positivas, que por sua vez, são utilizadas para a tradução da poliproteína, para síntese de 

novos RNAs intermediários e para a formação de novas partículas. A replicação do HCV 

chega ao término com a montagem de novas partículas virais e posterior liberação dos 

vírions (Figura 1.3).  
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Figura 1.3: Ciclo replicativo do HCV. (Figura adaptada de Bruijne et al., 2009). 

 

1.5. Vírus da Hepatite C: Variabilidade Genética 

 

A heterogeneidade genética é um traço característico do HCV. A produção de trilhões 

de partículas virais associadas com a alta taxa de mutação, devido a incapacidade de 

correção da inserção dos nucleotídeos da NS5B RpRd, gera um grande número de 

variantes conhecidos como quasispecies que coexistem dentro de um mesmo indivíduo. 

Desta forma, o sistema imune do hospedeiro é burlado e, consequentemente, ocorre a 

seleção de variantes do vírus. Junto a essa adaptação ao hospedeiro, com o passar do 

tempo, se originou os diferentes genótipos existentes, os diferentes cursos clínicos e, 

assim, as diferentes respostas ao tratamento. 

Logo, a análise comparativa de sequências nucleotídicas oriundas de várias partes do 

mundo, classificou o HCV em sete genótipos, denominados de 1 a 7 e cerca de 67 

subtipos denominados pelas letras do alfabeto em ordem de descobrimento (a, b, c, ...) 

(Simmonds et al., 1993; Murphy et al., 2007; Smith et al., 2014; Echeverría et al., 2015).  

A figura 1.4 apresenta uma arvore evolutiva dos 7 genótipos e seus subtipos onde se 

pode observar que o genótipo 6 é o que apresenta maior número de subtipos, refletindo 

uma maior diversificação evolutiva. Os genótipos 1, 2 e 3 apresentam distribuição mundial 
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e, no Brasil, foi demonstrado uma maior prevalência do genótipo 1 (64-72%), seguido pelo 

genótipo 3 (25-30%) e o genótipo 2 (2-5%) (Campiotto et al., 2005). 

  

 

Figura 1.4: Árvore evolutiva dos sete genótipos e subtipos do HCV (Echeverría et al., 

2015). Figura adaptada para o português. 

 

1.6. Vírus da Hepatite C: Transmissão 

 

A transmissão ocorre principalmente por via parenteral por exposição percutânea 

direta ao sangue e hemoderivados contaminados pelo HCV e, dependendo do nível de 

desenvolvimento dos países, as formas de contágio também se diferem (Prati, 2006). 

Países em desenvolvimento mantêm a prática de doadores comerciais com o intuito de 

sustentar o estoque de sangue e, nestes casos, a implantação de testes que garantam 

uma transfusão mais segura não tem sido priorizada (Hladik et al., 2006). Nestes países, 

a disseminação primária se faz por meio do uso de material cirúrgico e equipamento 

contaminados e/ou não descartáveis na transfusão de sangue ou hemoderivados (Wasley 

et al., 2000). Nos países desenvolvidos, uma vez que, a triagem para anti-HCV é 

realizada em doadores de sangue desde o início da década de 90, a incidência de casos 

de hepatite C pós-transfusional praticamente desapareceu. Logo, o uso de drogas ilícitas 

via intravenosa ou intranasal tornou-se a principal forma de transmissão do HCV (Alter, 

2002; Dore et al., 2003; Lopes et al., 2009). Os usuários de drogas injetáveis têm a mais 

alta prevalência de infecção pelo HCV comparado a qualquer outro grupo com 

comportamento de risco (Alter, 2011). O uso de cocaína intranasal, assim como o uso do 
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crack, tem sido associado à transmissão do HCV devido ao compartilhamento de 

utensílios contaminados pelo vírus utilizados no momento de consumo das drogas. 

Nestes casos, objetos que entram em contato com lesões nasais e ulcerações orais são 

prováveis vias de transmissão pessoa a pessoa (Woodfield et al., 1993; Fischer et al., 

2008).  

Estudos epidemiológicos revelaram que a prevalência mundial da infecção entre 

usuários de drogas é muito elevada, podendo chegar a taxas de até 90%, conforme a 

duração da exposição ao uso das drogas e da localização geográfica destes usuários 

(Gerberding, 1994; Hagan et al., 2008). No Brasil, em um estudo realizado em 660 

usuários de drogas injetáveis (UDI) recrutados na cidade do Rio de Janeiro, a prevalência 

de anti-HCV foi de 16,7%, sendo que os usuários com mais de seis anos de uso 

apresentaram uma taxa de infecção pelo HCV cerca de 2,5 vezes maior (23,4%) do que 

os usuários com menor tempo de consumo de drogas (10,1%) (Oliveira et al., 2009). 

Outrossim, a transmissão parenteral ainda pode ocorrer entre pacientes submetidos a 

hemodiálise, e em transplante de órgão.  

A transmissão ocupacional, perinatal e sexual, ocorrem com menos frequência se 

comparadas à exposição percutânea (Puro et al., 1995; Kiyosawa et al., 1991; Ferrero et 

al., 2003; Terrault, 2002; Vandelli et al., 2004). Todavia, estudos mostraram que em 

relação à transmissão ocupacional (vítimas de acidentes pérfuro-cortantes), profissionais 

da área de saúde são os mais atingidos. O risco de infecção pode variar de acordo com o 

tipo de exposição e fatores que englobam, por exemplo, a carga viral no hospedeiro e o 

tempo de exposição dos profissionais (Riddell & Sherrard, 2000; Marconi et al., 2010). 

Sendo assim, medidas de precaução na aplicação de procedimentos padrões e educação 

continuada poderiam minimizar o risco de transmissão reduzindo o número de infecções 

pelo HCV (Deuffic-Burban et al., 2011). Ademais, os profissionais de saúde infectados 

também podem transmitir o HCV para os pacientes. Alguns casos têm sido relatados e 

parecem estar relacionados com procedimentos cirúrgicos (Perry et al., 2006). 

Em relação à transmissão perinatal do HCV, estudos indicam que formas distintas de 

transmissão de mãe para filho podem ocorrer, sendo as mais comuns a intrauterina e a 

que ocorre durante o parto. Dados da literatura evidenciaram que a detecção do HCV-

RNA no soro de crianças nascidas dentro de 24 horas, representa um forte indício de 

infecção intrauterina (Resti et al., 1998; Mok et al., 2005). Infecções perinatais geralmente 

ocorrem em casos de mães que apresentam anti-HCV positivo e/ou HCV-RNA positivo. 

Os principais fatores de risco associados à essa transmissão são complicações no parto 
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que implicam na ruptura da bolsa amniótica e demora da retirada da criança em mais de 6 

horas após sua ruptura (Mast et al., 2005); procedimentos obstétricos que expõem a 

criança ao sangue materno HCV positivo (Minola et al., 2001; Mast et al., 2005); mães 

HCV-RNA positivas coinfectadas com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

(Blackard et al., 2005; MS, 2008b) e infecção de células mononucleares do sangue 

periférico de mães HCV positivas (infecção extra-hepática materna) (Azzari et al., 2008).  

Exite ainda uma parcela de casos onde não se consegue identificar o modo de 

transmissão do HCV. Em relação aos fluidos corporais, alguns deles como saliva, leite 

materno, sêmen e secreções cervico-vaginais também têm sido investigadas como 

potencialmente capazes de transmitir o HCV, devido ao fato do HCV-RNA já ter sido 

detectado nestes espécimes (Abou-Setta, 2004). A avaliação dos modos de transmissão 

de HCV deve ser concluída para que as autoridades consigam priorizar ações preventivas 

e fazer o uso mais adequado dos recursos disponíveis. 

  

1.7. Hepatite C: Epidemiologia 

 

Após anos da descoberta do HCV, já está bem estabelecido que o mesmo é de 

importância global, afetando muitos países, e consequentemente, levando a um problema 

de saúde global que requer intervenções ativas para a sua prevenção e controle. 

Avaliações epidemiológicas apontam que embora o HCV seja edêmico no mundo, 

apresenta um grau variável em relação à distribuição geográfica. Essa ocorre entre 

indivíduos de todas as idades, sexos, raças e regiões do mundo. As consequências da 

hepatite C crônica, cirrose e do carcinoma hepatocelular (CHC) têm mostrado cada vez 

mais impacto sobre os sistemas nacionais de saúde (Alter et al., 2002).  

Novas infecções continuam a ocorrer, devido à continuação de transfusões de sangue 

inadequadamente ou não testadas, a produtos derivados de sangue impróprios, a 

esterilização inadequada dos equipamentos médicos e ao aumento no uso de drogas 

intravenosas. A prevalência de HCV ainda permanece subestimada, uma vez que a 

informação ainda é insuficiente em muitos países. Além disso, a maioria dos estudos de 

prevalência representam apenas um segmento da população, como por exemplo, as 

mulheres grávidas, dadores de sangue ou internações hospitalares (Richard-Lenoble et 

al., 1995; Martinson et al., 1996; Jeannel et al., 1998; Lavanchy, 2011). 

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), embora ao longo dos anos 

já tenha sido observada uma redução no número de indivíduos infectados em todo 
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mundo, estima-se que cerca de 130 a 170 milhões de pessoas estejam infectadas (Perz 

et al., 2004). Contudo, a precisão dos dados é bastante dificultada devido à ocorrência de 

formas assintomáticas das infecções agudas e crônicas. Considerando os dados 

utilizados para estimar a prevalência global em 2010, calcula-se que existam cerca de 400 

mil indivíduos crônicos infectados na Austrália e Oceania, 14 milhões nas Américas, 16 

milhões no Oriente Médio, 17.5 milhões na Europa, 28 milhões na África e 83 milhões na 

Ásia (Figura 1.5) (Lavanchy, 2011). 

 

Figura 1.5: Prevalência global de infecção pelo HCV durante o ano de 2010. Valores em 

percentual (Lavanchy, 2011). Figura adaptada para o português.  

 

A maioria dos estudos epidemiológicos nacionais, assim como em outros países, foi 

realizado com uma população específica, não sendo representativos do geral da 

população brasileira. Segundo o estudo de prevalência de base populacional das 

infecções pelos vírus das hepatites A, B e C no Brasil, coordenado pelo Ministério da 

Saúde, a prevalência do marcador sorológico anti-HCV teve uma média de 1,56%, na 

faixa etária de 20 a 69 anos, o que representa cerca de 3 milhões de pessoas portadoras 

do HCV (Ministério da Saúde, 2010). Ademais, enquanto a região Norte apresentou a 

maior prevalência de anti-HCV positivos, os dados da região Sul apontaram a menor 

prevalência desses indivíduos. 
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1.8. Hepatite C: Patogênese e Patogenia 

 

O HCV tem tropismo pelo fígado (hepatotrófico), tendo o hepatócito como principal 

sítio de sua replicação. Apesar disso, o vírus pode se replicar em diferentes tipos de 

células, ocasionando assim, manifestações extra-hepáticas, como doenças autoimunes, 

doenças linfoproliferativas benignas ou malignas.  

O fígado possui importante função no sistema imune do indivíduo, uma vez que os 

componentes da resposta inata ou adaptativa estão presentes ou são sintetizados por ele. 

O HCV pode ocasionar lesão hepatocelulcar aguda, geralmente leve e assintomática. 

Contudo, na maioria dos casos, a infecção pelo HCV é caracterizada pela cronicidade em 

70% a 80%, após um período igual ou superior a 6 meses de infecção. A persistência viral 

está relacionada com a alta taxa de mutação observada durante a replicação viral dando 

origem as quasispecies, principais responsáveis pelo escape do vírus frente à resposta 

imunológica (Bowen, 2005; Chen, 2005). Na maioria dos casos, este e outros 

mecanismos contribuem para que tanto a resposta humoral, como a celular seja ineficaz 

no combate a infecção pelo HCV (Thimme et al., 2001; 2002). A compartimentalização de 

quasispecies em sítios extra-hepáticos também tem sido proposta como um mecanismo 

de persistência viral (Galossi et al., 2007) e, segundo alguns estudos, pode ser um 

importante determinante, tanto na história natural da infecção, como nos resultados 

terapêuticos (Ducoulombier et al., 2004; de Almeida et al., 2009). 

 

1.9. Hepatite C: Infecção pelo HCV 

 

1.9.1. Infecção Aguda 

 

Após o contato com o HCV, o período de incubação da infecção pode variar entre 2 e 

25 semanas (média de 6 a 7 semanas). Os sintomas, quando aparecem, geralmente 

ocorrem após o pico sérico de aminotransferases entre a 6ª e a 12ª semana após a 

exposição ao HCV, tendo duração de cerca de 2 a 12 semanas. 

Nesta fase, o indivíduo pode desenvolver um quadro de hepatite aguda, podendo 

apresentar formas clínicas assintomáticas ou oligossintomáticas. No primeiro caso, as 

manifestações clínicas estão ausentes, enquanto que no segundo, as manifestações são 

leves com os sinais e sintomas característicos da hepatite como febre, icterícia e colúria. 
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Durante o período da janela imunológica, compreendido entre o período do contágio 

com o vírus e o que antecede a detecção de anticorpos anti-HCV no sangue 

(soroconversão), pode ocorrer a transmissão do HCV, já que é uma fase em que somente 

uma pequena parcela apresenta algum tipo de sintoma, possibilitando o diagnóstico 

clínico. 

A partir do contágio, geralmente a detecção de anticorpos anti-HCV se dá entre a 7ª e 

9ª semanas. Contudo, a não produção de anticorpos ou produção tardia pode ocorrer em 

imunodeprimidos, casos de pacientes receptores de órgãos transplantados, pacientes em 

hemodiálise e pacientes com infecção pelo HIV (Boyer & Marcelin, 2000; Cheney et al., 

2000; Kamal, 2008). A presença do HCV-RNA pode ser detectada no soro na 2ª semana 

após a exposição ao vírus. Na fase aguda, o nível de HCV-RNA aumenta rapidamente e 

os sintomas podem persistir durante semanas. Entretanto, diminuem após o declínio da 

ALT/AST e dos níveis de HCV-RNA, não sendo mais detectados 6 meses após o início da 

infecção. Embora a infecção aguda pelo HCV possa ser grave, a falência hepática 

fulminante é rara (Farci et al., 1996, Heller & Rehermann, 2005).  

 

1.9.2. Infecção Crônica 

 

A fase crônica caracteriza-se nos casos em que o agente etiológico permanece no 

hospedeiro após 6 meses do início da infecção. Os indivíduos nessa fase da infecção 

funcionam como reservatórios do vírus, tendo importância epidemiológica por serem os 

principais responsáveis pela perpetuação da transmissão.  

Essa fase apresenta progressão lenta e gradativa. Devido aos sintomas inespecíficos 

ou da ausência de sintomas na fase aguda, geralmente, a doença é diagnosticada 

quando já está na fase crônica, muitas vezes após décadas do seu início. Deste modo, 

torna-se bastante comum que o diagnóstico específico seja realizado após testes 

sorológicos de rotina ou doação de sangue (Roth et al., 2002; Thomas et al., 2000). 

Os indivíduos com infecção crônica apresentam sinais histológicos compatíveis com 

hepatite. Outros indivíduos podem apresentar níveis séricos persistentes ou níveis de 

aminotransferases intermitentes, embora não apresentem sintomas de hepatite. Outros 

ainda, podem evoluir ao longo de 10 a 20 anos para a cirrose e o CHC. Nestes casos, os 

indicativos de progressão da doença são evidenciados através de dados clínicos, 

laboratoriais e/ou histológicos (Hoofnagle, 1997; Di Bisceglie, 1998). A aceleração da 

progressão da doença hepática crônica descompensada tem sido atribuída a diversos 
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fatores que envolvem o consumo excessivo de álcool, imunossupressão, idade avançada 

no período do contágio e coinfecção com HIV ou HBV (Alter et al., 1998; Cheney et al., 

2000; Bonkovisky & Mehta, 2001; Lauer & Walker, 2001; Poynard et al., 2003; Lo Re & 

Kostman, 2005; Thompson e Finch, 2005; Chen & Morgan, 2006; Ascione et al., 2007; 

Modi e Liang, 2008). A cirrose hepática descompensada associada ao HCV é uma das 

principais indicações de transplante de fígado em todo o mundo (Adam et al., 2003; 

Wiesner et al., 2003), e a recorrência da infecção nos indivíduos transplantados é quase 

universal (Berenguer et al., 2001; Gane, 2003) (Figura 1.6). 

 

Figura 1.6: Representação esquemática do quadro evolutivo da infecção pelo HCV. 

Somente 20 a 30% dos indivíduos infectados têm cura espontânea, enquanto 80% 

evoluem para cronicidade (Lavanchy, 2011). Figura adaptada para o português. 

 

1.10. Hepatite C: Diagnóstico 

 

Desde a descoberta do HCV em 1989, houve muitos avanços nas abordagens 

laboratoriais utilizadas para o diagnóstico da infecção pelo HCV, nos quais alguns 

detectam os anticorpos ou os antígenos (sorológicos) e outros detectam o genoma da 

partícula viral circulante (moleculares). 

Os testes sorológicos se baseiam na detecção de anticorpos anti-HCV no soro de 

pacientes infectados, através de técnicas imunoenzimáticas (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay - ELISA) (Pawlotsky, 2002). Este teste pode ser aplicado entre 10 

e 16 semanas a partir do início dos sintomas, que compreende o período em que a 

presença dos anticorpos anti-HCV geralmente se torna detectável. 

Os testes de biologia molecular são utilizados para detectar a presença do ácido 

nucléico do vírus, no caso do HCV, o RNA. Os testes podem ser qualitativos (indicam a 
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presença ou ausência do vírus), quantitativos (indicam a carga viral) ou de genotipagem 

(indicam o genótipo do vírus) (MS, 2008a, b). 

A detecção qualitativa do RNA viral é utilizada como um teste de diagnóstico visando 

confirmar a presença de infecção por HCV, sendo possível a partir do final da 1ª semana 

pós-infecção. Apesar de ainda ter um alto custo, a metodologia utilizada é a reação em 

cadeia da polimerase (PCR) precedida pela transcrição reversa do RNA viral em DNA 

complementar (RT-PCR), devido a sua especificidade, rapidez e praticidade. Muitas 

vezes, a não detecção de RNA viral no soro pode significar baixa viremia e/ou 

persistência em tecidos extra-hepáticos (de Almeida et al., 2007, Espírito-Santo et al., 

2013). Mais recentemente, tem sido estudada a infecção oculta pelo HCV, que é 

caracterizada pela não detecção de HCV-RNA no soro. Além disso, em muitos indivíduos 

infectados os níveis de transaminases são normais (MS, 2008a, b).  

O teste molecular quantitativo do RNA viral é destinado à quantificação do HCV-RNA 

no plasma humano, isto é, consiste em determinar a carga viral do paciente. É utilizado 

em conjunto com a apresentação clínica e com outros marcadores laboratoriais, como um 

meio de auxílio para a determinação na duração e tipo de terapia. Além disso, auxilia na 

avaliação da resposta viral à terapêutica antiviral (MS, 2008a, b).  

Outro teste molecular importante no diagnóstico da infecção pelo HCV é o teste de 

determinação do genótipo infectante. Assim como a detecção quantitativa, a genotipagem 

é muito importante não só na escolha do regime terapêutico, mas também para predizer o 

resultado do tratamento antiviral, uma vez que genótipos diferentes respondem de 

maneira diversa a terapia com IFN (McHutchison et al., 1998, Poynard et al., 1998). 

Existem vários métodos disponíveis para a genotipagem do HCV baseados na 

amplificação com PCR. A técnica padrão-ouro é o sequenciamento direto de 

nucleotídeos, seguido pelo alinhamento de sequências junto com sequências padrão e 

análise filogenética (Sandres Sauné et al., 2003). 

 

1.11. Hepatite C: Tratamento 

 

Não há ainda uma vacina contra o HCV e, desde 2003, o tratamento padrão dos 

pacientes portadores de hepatite é a combinação do interferon convencional (IFN) ou 

peguilado (PEG-IFN) com a ribavirina (RBV) (Holmes et al., 2012).  

De acordo com o Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas para Hepatite Viral C e 

Coinfecções, revisto e estabelecido pelo Ministério da Saúde, Portaria SVS/MS nº 221 de 
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julho de 2011, os critérios de resposta virológica para avaliação do tratamento, 

resumidamente, são: a Resposta Virológica Rápida (RVR) é definida como carga viral 

indetectável (abaixo do limite inferior de detecção do teste diagnóstico) na 4ª semana de 

tratamento; a Resposta Virológica Precoce (RVP) é definida como a queda de pelo menos 

duas escalas logarítmicas (2 Log) ou sua indetecção na 12ª semana de tratamento; a 

Resposta Virológica Sustentada (RVS) é definida como a não detecção do HCV-RNA em 

6 meses após o fim do tratamento; a Recidiva Virológica (recidivantes) é definida como 

HCV-RNA indetectável ao final do tratamento mas detectável 24 semanas após o término 

do tratamento; e o Não Respondedor (NR), que é definido como o indivíduo que não 

apresenta queda de pelo menos 2 Log do valor do HCV-RNA pré tratamento na 12ª 

semana de tratamento.  

Ademais, na terapia com PEG-IFN/RBV, os pacientes infectados pelo genótipo 1 

requerem 48 semanas de tratamento e a RVS ocorre em apenas 40 a 50% dos casos, já 

na infecção com os genótipos 2 e 3 taxas de 70 a 80% de RVS são observadas após 24 

semanas de tratamento (Feld et al., 2007). 

Atualmente novas terapias tem sido desenvolvidas para o tratamento da infecção pelo 

HCV. São cerca de 40 novos inibidores em fase de ensaios clínicos, dentre os quais têm 

se destacado os agentes antivirais de ação direta (Direct-Acting Antiviral Agents - DAA) 

(Lee et al., 2011). Os DAAs agem diretamente em etapas essenciais do ciclo replicativo 

do HCV como a entrada do vírus nos hepatócitos, a tradução do RNA e a replicação 

propriamente dita (Poordad et al., 2011). As enzimas virais NS3 serina protease e NS5B 

RpRd são os principais alvos para o desenvolvimento das novas estratégias terapêuticas 

anti-HCV apresentando um amplo número de inibidores em desenvolvimento clínico 

(Vermehren & Sarrazin 2011). O Telaprevir (TVR) e o Boceprevir (BOC) são DAAs que já 

foram aprovados pela ANVISA, e são inibidores de protease (IPs) que bloqueiam a 

NS3/4a resultando na inibição da replicação viral. Outros inibidores virais com aprovação 

da ANVISA também estão disponíveis no mercado brasileiro, como o sofosbuvir (análogo 

nucleotídeo que inibe a polimerase do HCV), simeprevir (inibidor de protease de segunda 

geração), daclatasvir (inibidor da NS5A) e a combinação de alvos virais ombitasvir, 

veruprevir, ritonavir e dasabuvir (AASLD, 2014; Kohli et al., 2014; Summers et al., 2014; Li 

et al., 2015). 

Diversos estudos comprovaram que resposta antiviral está relacionada a mecanismos 

multifatoriais (Pawlotsky, 2000) e, dentre estes, estariam os fatores virais (Manns et al., 

2001; Fried et al., 2002), os relacionados com a doença (Fried et al., 2002; Manns et al., 
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2001) e os do próprio hospedeiro (Buti et al., 2002; De Maria et al., 2002; Dev et al., 

2002). Os principais fatores associados com boa resposta ao tratamento antiviral são o 

genótipo viral, baixa carga viral, fibrose hepática ausente ou discreta, gênero feminino e 

idade inferior a 40 anos, índice de massa corporal normal, parâmetros laboratoriais 

(plaquetas, Hb, histologia, etc), etnia e fatores genéticos. 

 

1.12. Fatores Preditivos do Vírus e Hospedeiro 

 

Além da eficácia limitada do tratamento, o mesmo tem um alto custo e numerosos 

efeitos colaterais que, em alguns casos, exige uma redução na dose e/ou o término 

prematuro do tratamento (Ahlenstiel et al., 2010). Além disso, como a terapia antiviral 

padrão é genótipo específica, nem todos os pacientes infectados conseguem alcançar a 

RVS. Desta forma, a identificação de fatores preditivos da RVS é de suma importância 

para os programas de tratamento antiviral. 

Recentemente diversos estudos demostraram que tanto fatores virais quanto fatores 

do hospedeiro apresentam um papel fundamental na resposta ou não ao tratamento. 

Entre os fatores virais definidos como preditivos da RVS está o genótipo viral. Na terapia 

com PEG-IFN/RBV os genótipos 1 e 4 encontram-se associados a taxas mais baixas de 

RVS (41 a 52%), quando comparados com os tipos 2 e 3 (76 a 84%) (Manns, 2004). Na 

terapia com os inibidores de protease, o subtipo 1b responde melhor do que o subtipo 1a. 

A alta carga viral pré-tratamento também é um importante fator preditivo viral de uma 

resposta virológica ineficiente (Akuta et al., 2005, 2007, 2010 e 2012). Além disso, 

diversos estudos mostram que mutações na sequência do HCV também estão 

relacionadas com a RVS. Substituições de aminoácidos (aa) nas posições 70 e/ou 91 na 

região do core de HCV em pacientes infectados com genótipo 1b e com altas cargas 

virais são fatores preditivos de resposta virológica ineficiente a terapia antiviral (Akuta et 

al., 2005, 2007, 2010 e 2012), assim como, variações na sequência da região NS5A, 

denominada de ISDR (Região Determinante de Sensibilidade ao IFN), também estão 

relacionadas com a não resposta ao tratamento (Enomoto et al., 1995 e 1996). Mutações 

específicas em diferentes posições do genoma viral têm sido associadas com diminuição 

da atividade antiviral aos novos agentes DAAs. 

Entre os fatores do hospedeiro considerados importantes no prognóstico do resultado 

do tratamento da hepatite C, diversas variações genéticas encontradas nos genes da 

interleucina 28B (IL28B) e da inosina trifosfato pirofosfatase (ITPA) estão fortemente 
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associadas com a RVS e com a cura espontânea do HCV, e a proteção contra a anemia 

hemolítica, respectivamente. 

No sistema imune inato, a família das interleucinas, o fator de necrose tumoral e os 

membros da família do IFN (IFN-l), IL28A/B e IL29 foram apontados em exercer influência 

sobre a resposta à terapia antiviral e/ou sobre a resolução espontânea da infecção. 

Exceto para a IL28B, nenhum destes revelou-se significativamente associado com a 

resposta à terapia antiviral e com a resolução da infecção aguda. As variações genéticas 

no gene IL28B em associação com a cura espontânea da doença, pode ser explicado 

pela resposta imune inata do hospedeiro. O gene da IL28B codifica o IFN-3, o qual está 

envolvido no controle de infecções virais, incluindo a infecção pelo HCV (Marcello et al., 

2006; Li et al., 2009). Os IFNs se ligam a receptores da superfície celular e ativam a 

cascata de sinalização celular JAK-STAT, levando assim, à indução de genes 

estimulantes de IFN (Interferon-Stimulated Genes - ISG), um mecanismo pelo qual o IFN 

suprime as infecções virais (Sheppard et al., 2003; Feld et al., 2005; Siren et al., 2005; 

Marcello et al., 2006; Ahlenstiel et al., 2010). No contexto da infecção crônica pelo HCV, 

dados demonstram que o gene IL28B está associado com a resposta ao tratamento, 

sugerindo que o IFN-3 não é simplesmente um meio alternativo de induzir a via JAK-

STAT. Estudos realizados in vitro, demonstraram que o IFN-α induz a expressão dos 

genes de IFN-, que por sua vez, inibe a replicação do HCV por meio do sinal de 

transdução/ISG que distingue da via de IFN-α. Em adição, estes dados sugerem que o 

IFN- está envolvido na resposta imune inata precoce do hospedeiro ao HCV, podendo 

explicar o efeito observado na eliminação espontânea da doença (Feld et al., 2005; Siren 

et al., 2005; Marcello et al., 2006). 

Ao longo dos últimos anos, muitos estudos de associação ampla de genomas 

(Genoma Wide Associations Studies - GWAS) foram realizados com sucesso em uma 

variedade de áreas, dos quais cerca de 2% se relacionaram com a hepatologia. Essa 

ferramenta é útil para avaliar a possível associação entre a variação genética ao longo da 

do genoma humano e o fenótipo de interesse (Karlsen et al., 2010). Diversos estudos 

utilizando essa metodologia identificaram polimorfismos de base única (Single Nucleotide 

Polymorphism - SNP) localizados próximo ao gene IL28B associados com resposta à 

terapia antiviral com PEG-INF/RBV (Ge et al., 2009; Suppiah et al., 2009; Tanaka et al., 

2009; McCarthy et al., 2010; Rauch et al., 2010). No total, foram identificados 14 SNPs 

(rs12980275, rs8105790, rs11881222, rs8103142, rs28416813, rs4803219, rs12979860, 

rs10853727, rs8109886, rs8099917, rs7248668, rs12972991, rs4803223 e rs12980602) 
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sendo que os dois SNPs que apresentaram uma maior associação com resultado 

terapêutico da infecção pelo HCV foram: rs8099917 e rs12979860, localizados 8 e 3 kb 

antes do gene IL28B, respectivamente. A figura 1.7 apresenta esquematicamente a 

posição destes SPNs no cromossoma humano 19. 

 

 

Figura 1.7: Localização dos SNP associados com resposta ao tratamento antiviral no 

gene IL28B no cromossoma humano 19 (Ahlenstiel et al., 2010). 

 

Suppiah e colaboradores (2009), Tanaka e colaboradores (2010) e Rauch e 

colaboradores (2010) identificaram o rs8099917 como o SNP com forte associação com a 

RVS em pacientes europeus, japoneses e suíços, respectivamente. Ge e colaboradores 

(2009) e McCarthy e colaboradores (2010) identificaram o SNP rs12979860 com forte 

associação com a RVS. Os genótipos possíveis para o rs8099917 são: TT, TG e GG, 

enquanto que para o rs12979860 são: CC, TC e TT. O rs8099917 com o alelo G vem 

sendo denominado de “alelo de risco”, visto que, a presença de pelo menos uma base G 

em um dos alelos já é o suficiente para aumentar significativamente a taxa de falha no 

tratamento. Estudos sobre o rs12979860 relataram que pacientes com o genótipo CC 

apresentaram uma taxa de RVS maior do que os com o genótipo de TT, indicando que a 

frequência deste alelo está associado com melhores taxas de RVS (Mangia, 2011). 

Como estes SNPs estão bastante distantes do gene IL28B, o papel funcional direto 

destes polimorfismos na expressão gênica ou função é incerto. Dois trabalhos relataram 

que o alelo de risco G do rs8099917 foi associado com baixa expressão de IL28A/B, 

enquanto outros também identificaram dois SNPs na região do promotor do gene da 



21 

 

IL28B em 97% dos indivíduos portadores do alelo de risco no SNP rs8099917. Portanto, 

indivíduos que carregam alelos de risco do rs8099917 são altamente susceptíveis de 

transportar polimorfismos no promotor ou na região codificante do IL28B e alterar a 

expressão e/ou a função do IL28B resultando em baixos níveis de expressão do IFN-λ 

(Suppiah et al., 2009; Tanaka et al., 2009).  

Além da associação com o resultado no tratamento, outros grupos investigaram o 

impacto do polimorfismo da IL28B sobre o curso clínico da infecção pelo HCV. Thomas e 

colaboradores (2009) e Montes-Cano e colaboradores (2010) examinaram o papel do 

IL28B na resolução espontânea da infecção pelo HCV e observaram uma forte correlação 

do SNP rs12979860 respondedor (genótipo CC) com resolução da infecção. McCarthy e 

colaboradores (2010) descreveram uma associação do genótipo CC do rs12979860 com 

respondedores ao tratamento antiviral e com baixos níveis de HCV-RNA na fase pré-

tratamento. Montes-Cano e colaboradores (2010) encontraram uma associação do 

genótipo respondedor do rs12979860 com altos níveis de alanina aminotransferase (ALT) 

e com baixos valores de gama glutamiltransferase (ɣGT), enquanto que, Abe e 

colaboradores (2010) sugeriram que o alelo respondedor do rs8099917 foi associado com 

baixos níveis de ɣGT e menor atividade inflamatória no fígado. Li e colaboradores (2010) 

observaram que os níveis de colesterol total, do colesterol LDL e de apolipoproteína B 

foram significativamente maiores em indivíduos com o genótipo CC do rs12979860, 

comparado com os indivíduos que possuíam o genótipo CT ou TT. A razão para esta 

investigação foi a forte associação entre hepatite C crônica e baixos níveis de LDL e a 

ligação entre a terapia com IFN e um declínio do LDL no soro. Eurich e colaboradores 

(2010) relataram que o rs8099917 influencia os níveis inflamatórios bioquímicos e 

histológicos, mas não a progressão para fibrose, em pacientes transplantados com 

infecção recorrente pelo HCV. Os mecanismos causadores destes achados supracitados 

não são muito claros, mas enfatizam o papel fundamental do IL28B na modulação da 

patogênese do HCV e da resposta do hospedeiro. 

Em 2011, ocorreu a introdução de dois IPs de primeira geração, o BOC e o TVR, 

sendo um passo importante para o tratamento dos pacientes infectados com HCV. 

Associado a terapia anteriormente já estabelecida com PEG-INF/RBV, estas duas drogas 

aumentam a chance de cura para os pacientes virgens de tratamento em 30% (Jacobson 

et al., 2011; Poordad et al., 2011; Sherman et al., 2012; Wendt et al., 2014). Em pacientes 

que falharam anteriormente com a terapia com PEG-INF/RBV, o genótipo do IL28B é 

menos informativo para o resultado da terapia baseada no TVR e/ou BOC. A introdução 
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dos IPs BOC e TVR representou um avanço significativo para o tratamento de HCV-1. No 

entanto, ambas as drogas são muito caras e, estudos indicam que pode ser possível o 

tratamento em que a primeira linha terapêutica apresenta um melhor custo e menos 

efeitos colaterais (Gellad et al., 2012; Homes et al., 2012; Liu et al., 2012; Cammà et al., 

2013). Pesquisadores debateram também, a possibilidade da cura da hepatite C com 

terapias livres de IFN (Holmes et al., 2012).  

Com a introdução dos antivirais de ação direta (DAA), a associação entre a 

genotipagem da IL28B e resposta ao tratamento é claramente atenuada devido à adição 

de medicamentos mais potentes (Gordon et al., 2011; Holmes et al., 2012). Entretanto, 

diversos estudos clínicos têm validado esses achados e, a genotipagem da IL28B tornou-

se uma ferramenta importante para auxiliar na tomada de decisões clínicas relativas ao 

regime terapêutico mais adequado. Além disso, a genotipagem IL28B tem mostrado que 

podem ser úteis como uma abordagem DAA de primeira geração para a identificação de 

pacientes que podem ser tratados com sucesso com um regime de tratamento mais curto 

e mais simples (Jacobson et al, 2011; Poordad et al, 2011). Além disso, o impacto do 

genótipo IL28B CC (rs12979860) foi observado em pacientes infectados com HCV-1 

submetidos a terapia livre de IFN (58-84% entre os pacientes com IL28B CC vs 33-64% 

entre os pacientes com genótipos não-CC) (Chu et al, 2011; Zeuzem et al, 2012, 2013). 

Desta forma, a genotipagem do IL28B pode permanecer útil se usado para individualizar 

as estratégias de tratamento, identificar os pacientes que podem ser tratados com 

sucesso com regimes mais curtos, mais simples ou mais baratos. 

Outro gene que também vem sendo avaliado mais recentemente é o da ITPA, que 

tem sido relacionado com proteção contra a anemia hemolítica induzida pela RBV. O 

gene ITPA codifica a inosina trifosfatase (ITPase) que catalisa a conversão de trifosfato 

de inosina (ITP) para monofosfato de inosina (IMP) e pirofosfato (Pi), e desta forma, o ITP 

não se acumula nas células normais. O ITP é usado para manter o trifosfato de adenosina 

(ATP) dos glóbulos vermelhos, evitando assim o estresse oxidativo. A deficiência de 

ITPase interrompe este ciclo, conduzindo assim a uma acumulação de ITP nas células 

(Cao & Hegele, 2002; Maeda et al., 2005). A ribavirina (1-β-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-

triazol-3-carboxamida) é um análogo de nucleosideo sintético e tem ações in vitro contra 

muitos vírus (Patterson et al., 1990) e tem sido utilizado em combinação com IFN durante 

o tratamento anti-viral. A RBV é incorporada nos eritrócitos onde sofre fosforilação para as 

suas formas farmacologicamente ativas através de adenosina-quinase. A ribavirina 

trifosfato é incapaz de atravessar a membrana celular dos eritrócitos e acumula 
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intracelularmente, causando assim, dano oxidativo e conduzindo à hemólise (Kowdley et 

al, 2005). A deficiência de ITPase provoca uma acumulação de ITP nas células vermelhas 

do sangue que pode competir com a RBV trifosfato, protegendo assim da hemólise 

induzida pela RBV (Shipkova et al., 2006; Sakamoto et al., 2010; Kim et al., 2013). Não se 

sabe ao certo como o ITP protege os eritrócitos da hemólise causada pela RBV, 

entretanto especula-se que o mesmo pode evitar o acúmulo de RBV nos ertitrócitos ou 

ainda pode agir diretamente impedindo que ocorra a hemólise (Ochi et al., 2010; 

Sakamoto et al., 2010; Suzuki et al., 2011). 

A anemia (definida como tendo valores de Hb <10 g/dL e/ou como um declínio 

superior a 2 g/dL em relação aos valores basais) é um efeito colateral e extremamente 

prejudicial na terapia antiviral dupla com PEG-IFN/RBV, sendo necessária reduções na 

dose de RBV em até 38% dos pacientes (Hadziyannis et al., 2004). Da mesma maneira, a 

anemia é o efeito colateral hematológico mais importante na terapia tripla, com a 

incorporação de um inibidores de protease (TVR ou BOC), onde a redução de RBV é 

maior, considerando que a queda de Hb são ainda maiores em pacientes tratados com 

TVR do que tratados com BOC (Hézode et al., 2009; Kwo et al., 2011). Geralmente o 

quadro de anemia é reversível e dose-dependente. A idade, o sexo feminino, os níveis 

basais de plaquetas e de hemoglobina (Hb) também foram relatados como fatores 

capazes de influenciar a anemia induzida pela RBV (Ochi et al., 2010). 

Segundo Fellay e colaboradores (2010), polimorfismos no gene da ITPA, localizado 

no cromossomo 20, podem influenciar o desenvolvimento da anemia induzida pela RBV, 

através da redução da atividade da ITP-ase. A redução da atividade de ITP-ase tem sido 

documentada por dois polimorfismos: um localizado no segundo exon (rs1127354, 

resultando em uma substituição de prolina para treonina - P32T) e um localizado no 

segundo intron (rs7270101) (Figura 1.8) (Fellay et al., 2010). Ambos os SNPs afetam a 

expressão do ITPA. Pacientes infectados pelo genótipo 1 que carregam o genótipo CC no 

rs1127354 são mais propensos em desenvolver a anemia do que os que carregam os 

genótipos CA/AA; enquanto que, no rs7270101 a redução de Hb é maior em pacientes 

com o genótipo AA do que com os genótipos AC/CC (Suzuki et al., 2011). Portanto, 

ambos os SNPs desempenham papel importante na proteção dos pacientes contra a 

anemia induzida pela RBV. Por outro lado, os polimorfismos do ITPA não foram 

associados a RVS, embora o tamanho das amostras de alguns estudos pode ter sido 

muito pequeno. 
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Figura 1.8: Localização dos SNP associados com a anemia induzida pela ribavirina no 

gene ITPA no cromossoma humano 20 (Ahlenstiel et al., 2010). 

 

Outro aspecto importante a ser estudado é a variação genética dos polimorfismos nas 

diferentes etnias. Diversos estudos englobando indivíduos com ancestralidade européia, 

africana e asiática demonstraram que a frequência do genótipo respondedor CC 

(rs12979860) da IL28B é maior em indivíuos com ancestralidade européia do que em 

indivíduos de descendência africana, o que poderia explicar, pelo menos em parte, 

porque as taxas de resposta ao PEG-INF/RBV são melhores entre as populações de 

origem européia em relação às de descendência africana. No ITPA, os genótipos CC/CA 

no rs1127354 são encontrados em menor frequência na população caucasiana (6%) do 

que na oriental (16%). Por outro lado, os genótipos CA/CC do rs7270101 são encontrados 

em 13% dos brancos, porém não foram detectados em orientais (Suzuki et al., 2011). 

Sendo assim, diferentes polimorfismos em ambos os genes precisam ser examinados 

em pacientes na população brasileira para obtenção de resultados nacionais. 
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II. JUSTIFICATIVA 

 

Segundo dados do Ministério da Saúde, o total de casos confirmados no Brasil para 

hepatite C é de, aproximadamente, 61 mil casos entre 1999 a 2009 e o gasto médio do 

governo com medicamento pode variar de 2 a 20 mil reais por tratamento/paciente, 

dependendo do genótipo infectante. A eficácia da terapia contra a hepatite C crônica 

evoluiu bastante com a utilização do PEG-INF/RBV, e apesar das novas estratégias de 

tratamento, a genotipagem do IL28B ainda permanece útil para individualização dos 

regimes terapêuticos, pois não está relacionada somente com a terapia convencional, 

mas também se mostrou útil na abordagem dos DAAs de primeira geração, uma vez que 

identifica os pacientes que podem ser tratados com um tratamento mais simples, curto e 

ainda assim, obter sucesso na resposta à terapia. Pacientes submetidos à terapia tripla 

com BOC ou TVR e que apresentam o genótipo favorável, foram elegíveis para 

tratamento com duração mais curta, em comparação com aqueles que não 

apresentavam. Assim, na terapia livre de IFN, o efeito do genótipo favorável do IL28B 

também foi demonstrada em pacientes infectados com o genótipo 1 do HCV (58-84% dos 

pacientes com genótipo CC vs. 33-64% dos pacientes com genótipos não-CC) (Zeuzem 

et al., 2012; 2013). 

Na experiência do Ambulatório de Hematologia do Hospital Universitário Gaffré-Guinle 

(HUGG) da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), grande parte 

dos pacientes que se encontram em tratamento antiviral apresentam redução do nível de 

Hb durante o tratamento, alguns dos quais necessitaram de redução da dose dos 

antivirais, tendo de fazer uso de eritropoetina. O problema da anemia relacionada ao 

tratamento é tão importante que, a abordagem hematológica está contemplada na 

Portaria vigente (nº 34, de 28 de setembro de 2007) que dispõe sobre o protocolo clínico 

e diretrizes terapêuticas para a Hepatite C (DOU 09 de outubro de 2007). Logo, a 

genotipagem do ITPA pode ajudar na decisão dos médicos em relação à terapia antiviral, 

especialmente naqueles com alto risco de desenvolver anemia hemolítica ou morbidade 

decorrente da mesma (Thompson et al., 2010). Devido a maioria das pesquisas serem 

realizadas nos EUA, na Europa e na Ásia, há uma escassez de estudos relatando a 

distribuição de diferentes genótipos de ITPA para a população latino-americana, bem 

como a importância do ITPA variantes em relação à anemia induzida por RBV.  

A caracaterização dos genótipos de ambos os genes beneficia não só os pacientes, 

mas também o Sistema Único de Saúde (SUS) pela utilização racional dos 
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medicamentos. Ainda não há uma metodologia padronizada para a determinação dos 

perfis alélicos dos SNPs de ambos os genes mencionados, que estejam disponíveis para 

os Laboratórios de Saúde Pública (LACEN). Assim sendo, é de grande importância o 

desenvolvimento de diferentes metodologias que possam oferecer subsídios na 

identificação desses fatores preditivos, avaliando custo-benefício, duração de execução e 

inovação tecnológica. Desta forma, o desenvolvimento de protocolos próprios para a 

determinação do perfil alélico humano dos SNPs nos genes da IL28B poderá proporcionar 

uma diminuição dos gastos com a importação de kits tendo em conta os elevados custos 

dos atuais programas de tratamento custeados pelo Ministério de Saúde. 

Diante do exposto, este projeto de tese foi desenhado para melhor avaliar os dois 

maiores desafios do atual tratamento antiviral da hepatite C crônica: o primeiro 

relacionado com a identificação dos fatores preditivos da resposta terapêutica e o 

segundo relacionado com o principal efeito adverso hematológico que pode resultar na 

redução da dose dos medicamentos antivirais ou mesmo na sua interrupção.   
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III. OBJETIVOS 

 

3.1. Geral 

 

 Determinar o perfil alélico dos genes IL28B e ITPA de pacientes com hepatite C, e 

avaliar a associação dos polimorfismos do gene IL28B com a resolução espontânea e 

terapêutica da infecção e do gene da ITPA com a redução dos níveis de hemoglobina 

durante o tratamento antiviral. 

 

3.2. Específicos 

 

 Determinar o perfil alélico humano dos genes da IL28B (rs8099917 e rs12979860) por 

RFLP, ARMS-PCR e qPCR. 

 

 Comparar os resultados obtidos pelos protocolos desenvolvidos com a técnica de 

sequenciamento direto do produto da PCR. 

 

 Avaliar a associação dos polimorfismos do gene IL28B (rs8099917 e rs12979860) com 

a resolução espontânea da infecção pelo HCV. 

 

 Avaliar a associação dos polimorfismos do gene IL28B (rs8099917 e rs12979860) com 

o resultado do tratamento com PEG-INF/RBV. 

 

 Avaliar a associação dos polimorfismos do gene ITPA (rs1127354 e rs7270101) com a 

redução dos níveis de hemoglobina durante o tratamento antiviral. 

 

 Avaliar a influência dos fatores clínico-laboratoriais, incluindo o polimorfismo da ITPA, 

com o desenvolvimento de anemia grave (Hb < 10g/dL) durante o tratamento. 
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IV. RESULTADOS 

 

 Os resultados obtidos nesta tese serão apresentados na forma de manuscritos, sendo 

dois aceitos e um submetido para publicação em revistas científicas indexadas. Os artigos 

estão listados a seguir na ordem em que foram publicados e que serão discutidos: 

 

4.1. Artigo 1. Delvaux N, da Costa VD, da Costa MM, Lampe E. Comparison of four 

methods of genotyping IL28B polymorphisms in chronic hepatitis C patients. J Virol 

Methods. 2015; 220:1-4 (doi: 10.1016/j.jviromet.2015.04.001). 

 

4.2. Artigo 2. Delvaux N, da Costa VD, da Costa MM, Villar LM, Coelho HS, Esberard 

EC, Flores PP, Brandão-Mello CE, Villela-Nogueira CA, de Almeida AJ, Lampe E. ITPA 

allele’s frequency and association with ribavirin-induced anemia in Brazilian patients 

receiving antiviral therapy for chronic Hepatitis C. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2015 Jul 7:0. 

[Epub ahead of print] PubMed PMID: 26154744 

 

4.3. Artigo 3. Delvaux N, de Almeida AJ, da Costa VD, da Costa MM, Sousa PSF, 

Lewis-Ximenez LL, Brandão-Mello CE, Coelho HS, Villela-Nogueira CA, Lampe E. 

Evaluate of IL28B polymorphisms with sustained virologic response in chronic hepatitis C 

patients. Submetido para ser considerado para publicação como artigo completo na 

revista Brazilian Journal of Infectious Diseases em 16/07/2015 conforme e-mail 

confirmatório de recebimento do artigo do anexo I. 

  

Durante o período de doutorado, foram ainda realizados dois outros trabalhos em 

colaboração que são exibidos em anexo: 

 

Anexo II. Delvaux N, Paula VS, Espírito-Santo MP, Silva EF, Miguel JC, Oliveira JC, 

Silva AS, Vieira YR, Lampe E, Villar LM. Knowledge about viral hepatitis among 

participants of Gay Pride Event in Brazil. Braz J Infect Dis. 2013; 17(3):377-8 (doi: 

10.1016/j.bjid.2012.09.015). 

 

Anexo III. Lampe E, Lewis-Ximenez L, Espírito-Santo MP, Delvaux NM, Pereira 

SA, Peres-da-Silva A, Martins RM, Soares MA, Santos AF, Vidal LL, Germano FN, de 

Martinez AM, Basso R, Pinho JR, Malta FM, Gomes-Gouvêa M, Moliterno RA, Bertolini 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25863261
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lampe%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lewis-Ximenez%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esp%C3%ADrito-Santo%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delvaux%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23792792
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DA, Fujishima MA and Bello G. Genetic diversity of HCV in Brazil. Antivir Ther. 2013; 

18(3PtB):435-44 (doi: 10.3851/IMP2606). 
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4.1. Artigo 1. Delvaux N, da Costa VD, da Costa MM, Lampe E. Comparison of four 

methods of genotyping IL28B polymorphisms in chronic hepatitis C patients. J Virol 

Methods. 2015; 220:1-4 (doi: 10.1016/j.jviromet.2015.04.001). 

 

Parte do presente artigo foi apresentado como tema livre no evento científico 

internacional “15th International Symposium on Viral Hepatitis and Liver Diseases 

(ISVHLD)”, realizado em Berlim, no período de 26 a 28 de junho de 2015. O trabalho 

entitulado “A simple, fast and cost-effective method to genotyping IL28B polymorphisms in 

chronic hepatitis C patients (Nathália Delvaux, Vanessa Duarte da Costa, Maristella Matos 

da Costa, Elisabeth Lampe)” foi apresentado em forma de pôster. 
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4.2. Artigo 2. Delvaux N, da Costa VD, da Costa MM, Villar LM, Coelho HS, Esberard 

EC, Flores PP, Brandão-Mello CE, Villela-Nogueira CA, de Almeida AJ, Lampe E. ITPA 

allele’s frequency and association with ribavirin-induced anemia in Brazilian patients 

receiving antiviral therapy for chronic Hepatitis C.  Mem Inst Oswaldo Cruz. 2015 Jul 7:0. 

[Epub ahead of print]    doi.org/10.1590/0074-02760150104 

 

O trabalho intitulado “Impacto dos Polimorfismos do Gene da ITPA sobre o 

Desenvolvimento de Anemia Induzida pela Ribavirina na Terapia Antiviral da Hepatite C” 

(Nathália Delvaux, Vanessa Duarte da Costa, Maristella Matos da Costa, Livia Mello Villar, 

Henrique Sérgio Coelho, Eliane Esberard, Priscila Pollo Flores, Carlos Eduardo Brandão-

Mello, Cristiane Alves Villela-Nogueira, Adilson José de Almeida, Elisabeth Lampe) foi 

selecionado para apresentação oral no evento científico nacional “XXII Congresso 

Brasileiro de Hepatologia e XXII Semana de Fígado do Rio de Janeiro (SBH)”, realizado 

no período de 02 a 05 de Outubro de 2013, no Rio de Janeiro, RJ. 

Parte do presente artigo também foi apresentado como tema livre, em formato de 

pôster, no evento científico internacional “Special Conference on Hepatitis C 

(AASLD/EASL)”, realizado em Nova York, NY, no período de 12 a 13 de setembro de 

2014. O trabalho apresentado intitulou-se: “Association of Inosine Triphosphatase (ITPA) 

polymorphisms with treatment-induced reduction in hemoglobin in Brazilian patients during 

HCV therapy and allelic distribuition in healthy individuals” (Nathália Delvaux, Vanessa 

Duarte da Costa, Maristella Matos da Costa, Adilson José de Almeida, Carlos Eduardo 

Brandão-Mello, Cristiane Alves Villela-Nogueira, Henrique Sérgio Moraes Coelho, Eliane 

Esberard, Priscila Pollo Flores, Thais Guaraná, Elisabeth Lampe). 
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4.3 Artigo 3. Delvaux N, de Almeida AJ, da Costa VD, da Costa MM, Sousa PSF, 

Lewis-Ximenez LL, Brandão-Mello CE, Coelho HS, Villela-Nogueira CA, Lampe E. 

Evaluate of IL28B polymorphisms with sustained virologic response in chronic hepatitis C 

patients. Submetido para ser considerado para publicação como artigo completo na 

revista Brazilian Journal of Infectious Diseases em 16/07/2015 conforme e-mail 

confirmatório de recebimento do artigo do anexo. 
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SUMMARY 

Background: IL28B genotypes are important as they are a marker of endogenous 

IFN-responsiveness and are also relevant in clinical practice to guide treatment decisions 

in patients with acute and chronic HCV infection. 

Aims: To evaluate the role of IL28B in spontaneous and in treatment-induced 

clearance of HCV infection. 

Methods: IL28B single nucleotide polymorphisms at rs12979860 and at rs8099917 

were determined from 24 patients with acute HCV infections and from 111 patients with 

chronic HCV infection treated with PEG-IFN/RBV using the technique ARMS-PCR.  

Results: Genotype CC at rs12979860 was related to a substantial increase in 

spontaneous clearance of the virus (73.3% vs 26.7% for CT/TT), and at rs8099917 

genotype TT was detected in all patients who cleared the infection. Among treated 

subjects with genotypes CC at rs12979860, sustained virologic response (SVR) was 

achieved in 65.5% of them compared with 32.9% in those with genotypes CT/TT (p = 

0.0045; OR 3.87, 95%CI 1.583 - 9.461). The association between IL28B rs8099917 

genotypes and SVR was not statistically significant, although the presence of allele G was 

greater in non-responders than in SVR patients (66.7% vs 33.3%). 

Conclusions: Our results confirm that the genetic variation in IL28B predicts 

spontaneous and hepatitis C treatment-induced viral clearance. The IL28B polymorphisms 

CC at rs12979860 and TT at rs8099917 were associated with spontaneous virus 

elimination in HCV acutely infected patients and the CC at rs12979860 was associated 

with SVR. Therefore, subjects with favorable ILB28B genotype should delay treatment as 

HCV elimination is most likely to occur spontaneously. As subjects chronically infected 

with IL28B rs8099917 GG genotype have a high probability of not responding to treatment, 

they should therefore be considered for treatment with new interferon-free drugs. 
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1. INTRODUCTION 

 

Hepatitis C virus (HCV) is a global public health problem that infects approximately 185 

million people worldwide.1 In Brazil, it is estimated that about two million individuals are 

infected. Only a small proportion of cases of clinical acute hepatitis spontaneously clear 

the infection. Most of the infected develop chronic hepatitis. Treatment of chronic HCV 

infection remains a great challenge in terms of cost effectiveness. The success of antiviral 

treatment, known as sustained virological response (SVR), depends upon a combination 

of host and viral factors. SVR is defined as undetectable HCV RNA 6 months after 

completion of treatment. In 1991, interferon (IFN) was first approved for HCV therapy and, 

in 1998, was used in combination with ribavirin (RBV). Then, in 2001-2002, IFN was linked 

with the polyethylene glycol molecule (PEG-IFN). An additional advance came in 2011 

with the approval of the HCV protease inhibitors telaprevir (TVR) and boceprevir (BOC). 

The addition of these inhibitors substantially increases the rate of SVR, from 40-45% to 

68-79%, although the number of adverse events also increases significantly.2, 3, 4, 5 Shortly 

after, other direct-acting antiviral (DAA) inhibitors of NS3-4A protease, RNA-dependent 

RNA polymerase and NS5A protein were approved or are in clinical development stage in 

therapeutic regimens in combination with either PEG-IFN/RBV, RBV alone or other 

DAAs.6, 7  

Despite the great improvement in the response rate, these new therapeutic regimens 

have some constraints, which preclude its broad access for every patient infected with 

HCV, especially patients with decompensated cirrhosis and also due the risk of resistance 

development. Moreover, these new DAAs regimens are prohibitively expensive, preventing 

its use in many countries. Thus, the development of alternative or additional therapeutic 
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strategies, as well as the identification of SVR predictors, essentially before beginning 

treatment, remains a major target in HCV research. 

The genome wide association study (GWAS) allowed the identification of single 

nucleotide polymorphisms (SNPs), located on chromosome 19 upstream of the interleukin 

28B (IL28B) gene, associated with treatment response and viral clearance to HCV 

infection. Several SNPs were identified, nonetheless, rs12979860 and rs8099917 

demonstrated the highest association with the therapeutic outcome of HCV infection8, 9, 10, 

11, 12, 13 and with spontaneous clearance of HCV.14 The IL28B gene encodes interleukin 28, 

a cytokine belonging to the IFN-λ family that is referred to as type III interferon (IFNL3) and 

is expressed in many human tissues. IL28B can be activated by viral infections, stimulating 

the immune system pathways against viral infections.15, 16, 17, 18  

The SVR rate with PEG-IFN/RBV therapy in HCV-1 infected patients is higher in 

individuals with the rs12979860 CC genotype than the CT/TT genotypes (70-80% vs. 30-

40%).19, 20 Likewise, the SVR is higher in individuals with the rs8099917 TT genotype 

compared to the GT/GG genotypes (81% vs. 59%).21 These findings were also observed 

in patients co-infected with human immunodeficiency virus (HIV) and have been 

associated with spontaneous clearance.14 In children with perinatal acquisition of HCV it 

was also demonstrated that those with the rs12979860 C/C SNP of the IL28B gene have a 

higher probability of spontaneous clearance of hepatitis C virus.22 

The IL28B genotyping has shown usefulness also with the first-generation DAA 

approach to identify patients that can be treated successfully with a shorter and simpler 

treatment schedule. Over 80% of CC patients undergoing triple therapy with BOC or TVR 

were eligible for a shortened duration of treatment compared with approximately 50% of 

non-CC patients. Furthermore, patients with the CC genotype showed similar SVR rates 

with IFN/RBV with or without the addition of BOC.2, 4 Therefore, these patients may be 

eligible for dual therapy, which could spare them from the adverse events triggered by the 
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addition of another drug. In IFN-free therapy the effect of the favorable IL28B genotype on 

early viral kinetics was also demonstrated in HCV-1 infected patients (58 to 84% among 

patients with IL28B CC [rs12979860] vs. 33 to 64% in patients with non-CC genotypes).23, 

24 The objective of this study was to evaluate the role of IL28B polymorphisms 

(rs12979860 and rs8099917) in spontaneous and in treatment-induced clearance of HCV 

infection. 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Study population 

Two cohorts of patients were studied: 24 patients with acute HCV infections (9 males, 

aged 45.17±13.0 years) and 111 patients with chronic HCV infection on antiviral therapy 

(42 males, aged 56.9±9.8 years). Blood samples were collected in EDTA tubes between 

2011 and 2014. Patients with acute infection were prospectively followed from the initial 

phase until 12 months of disease on an outpatient basis at the Oswaldo Cruz 

Institute/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil.  Acute infected patients were either symptomatic 

(i.e., jaundice and/or dark urine) with elevated alanine aminotransferase (ALT) or were 

asymptomatic with recent anti-HCV seroconversion. Patients were followed for up to 12 

months after initial phase of the infection. Seroconversion was defined as a positive anti-

HCV antibody or HCV RNA PCR assay in a participant with a documented negative result 

of an anti-HCV test within the past year. Spontaneous clearance (SC) of HCV infection 

was defined as undetectable HCV RNA within the first 6 months of follow-up after the 

estimated date of infection, through quantitative Abbott Real Time HCV assay (lower 

detection limit: 12 IU/ml) in serum, in the absence of treatment.  Patients with chronic HCV 

infection on antiviral therapy were prospectively evaluated on an outpatient basis at 

Gaffrée & Guinle University Hospital; Clementino Fraga Filho University Hospital, and 

Antônio Pedro University Hospital, Rio de Janeiro, Brazil. Patients were treated with PEG-
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IFN alpha 2b, administered subcutaneously at a dose of 1.0-1.5 μg/kg weekly plus full-

dose RBV (1000- 1250 mg/day), during 24 (genotype 2 and 3) or 48 weeks (genotype 1). 

Biochemical and virological parameters at pre-treatment (baseline) were collected. SVR 

was defined as undetectable HCV-RNA in serum samples 24 weeks after the end of 

therapy. 

The local Ethical Committee (CEP Nº 297.459) approved this study. All patients eligible 

for the study were at least 18 years or older, male or female and had a diagnosis of 

chronic HCV infection (positive anti-HCV antibody and detectable HCV RNA in serum 

samples of patients with infection for more than 6 months). 

 

2.2. Data collection and laboratory parameters 

Information on demographics such as age, gender and HCV genotype were obtained 

at study entry. Serum aminotransferase (alanine aminotransferase - ALT) was measured 

with an automatic analyzer (Labmax Plenno, Lab test, MG, Brazil). 

Determination of HCV genotypes was performed by using Abbott Real Time HCV 

assay (Abbott Laboratories, Illinois, USA), according to manufacturer's instructions. 

 

2.3. IL28B Genotyping 

Human genomic DNA was extracted from 200 µL of whole blood using the QIAamp 

DNA Blood Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s directions, and 

stored at -20°C.Tetra-primer Amplification - Refractory Mutation System - Polymerase 

Chain Reaction (ARMS-PCR) was used to determine the IL28B genotype of both SNPs. 

The primers used to target the two SNPs and the ARMS-PCR reaction’s protocol are the 

same as described earlier.25 Briefly, this technique uses four primers in a single PCR 

reaction: two outer primers that amplify the region that comprises the SNP, and two inner 

allele-specific primers which produce allele-specific fragments. For the SNP rs12979860, 
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the inner forward primer was designed to hybridize the genomic sequence with the T allele 

and the reverse primer to the C allele. By placing the outer primers at different distances 

from the SNP, the two-specific fragments can be discriminated by their distinct sizes in an 

agarose gel. Thus, the outer primer pairs produced a fragment of 277 bp and the 

homozygote TT could be distinguished by an additional fragment of 198bp, the 

homozygote CC by a band of 132bp and the heterozygote TC produce both fragments. 

Similar procedure was done in the tetra-primer ARMS-PCR to determine the IL28B 

genotype of SNPrs8099917. The genotypes of rs8099917 could be differentiated 

according to the following fragment profile: TT - 437 bp and 295 bp; GG - 437 bp and 197 

bp; and TG - 437 bp, 295 bp and 197 bp. 

 

2.4. Statistical Analysis  

Data are expressed as frequencies and mean ± standard deviation for continuous 

variables with a normal distribution or median and ranges for those that did not pass 

normality test (Kolmogorov-Smirnov test). To compare categorical variables we used the 

Pearson’s chi-square (2) test for independence with Yate’s continuity correction and 

Fisher’s exact test as appropriate. Differences between groups were considered 

statistically significant at p<0.05 (two-tailed). All calculations were performed by using 

Graph Pad In Stat 1998, version 3.01 for Windows 95 (Graph Pad Software, San Diego, 

CA., USA). 

 

3. RESULTS 

3.1. IL28B in patients with acute HCV infections and association with SC 

IL28B genotype of SNPs rs12979860 and rs8099917 were determined in 24 well-

characterized patients acutely infected with HCV and prospectively followed from the initial 

phase of the infection. Fifteen women (62.5%) and 9 men (37.5%) comprised these study 
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cohort with a mean age of 45.1 years (range, 24-66 years). All patients of this group were 

infected by HCV genotype 1. Spontaneous clearance (SC) of viral infection within the first 

6 months of follow-up was observed in 15 patients (62.5%) and the other 9 patients 

(37.5%) develop chronic hepatitis. The rs12979860 CC, CT, and TT variants were 

detected, respectively, in 62.5% (15/24), 29.1% (7/24), and in 8.3% (2/24) patients with 

acute HCV infection (Table1). 

The rs12979860 CC genotype was detected in 73.3% (11/15) patients who 

experienced SC of HCV infection. The rs12979860 CT/TT genotype was detected in 

26.7% (4/15) patients with SC. The association between IL28B genotypes and SC 

demonstrated that the CC genotype was related to a substantial increase in spontaneous 

clearance of the virus (CC versus CT/TT; 73.3% versus 26.7%) but did not reach 

significant statistical value (p=0.2119; OR: 3.438; 95CI: 0.6013-19.653). Figure 1A shows 

the frequencies of SVC among different rs12979860 genotypes. 

As for rs8099917, genotypes TT and TG were detected, respectively, in 87.5% (21/24) 

and 12.5% (3/24) in the acute HCV infection cohort. The rs8099917 TT genotype was 

found in 71.4% (15/21) of patients with SC. TG genotypes were found only in patients who 

developed chronic infection, i.e., none of the rs8099917 with G allele (n=3) demonstrated 

spontaneous clearance (Figure 1A). The association between IL28B genotypes and SC 

demonstrated that were statistically significant (p=0.0415; OR: 16.692; 95CI: 0,7503 - 

371.38). 

 

3.2. IL28B in patients with chronic HCV infection and association with SVR 

A total of 111 chronic hepatitis C patients treated with PEG-IFN/RBV were included in 

this study. The demographic and clinical characteristics at baseline of the patients included 

in this study are shown in table1. Most patients were female (62.6%), with a mean age of 

56.9±9.8 years (range, 28-78 years). Median ALT baseline values were 97.7±61.1 U/L. 
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HCV genotype 1 was the most prevalent (86.5%). SVR was achieved in 41.4% (46/111) of 

patients. 

The rs12979860 CC, CT and TT variants were found, respectively, in 26.1% (29/111), 

50.5% (56/111), and in 23.4% (26/111) in this cohort of patients. Among the 29 genotype 

CC patients, 19 (65.5%) achieved SVR. In patients with genotypes CT/TT (n=82) a SVR 

was observed in 27 (32.9%) of them (Figure 1B). The association between IL28B 

genotypes (CC vs CT/TT) and SVR rates demonstrated that differences were statistically 

significant (p=0.0045; OR 3.87, 95%CI 1.583 - 9.461). 

 Frequencies of IL28B genotypes TT, TG, and GG at rs8099917 were, respectively, 

59.5% (66/111), 35.1% (39/111), and 5.4% (6/111). In patients with the homozygote TT 

(n=66) a SVR was observed in 31 (46.9%) individuals. In the 45 patients with TG/GG 

genotypes, 15 (33.3%) achieved SVR and 30 (66.7%) were nonresponder (Figure 1B). 

Although the presence of allele G was greater in nonresponders than in SVR patients 

(66.7% vs 33.3%), the association between IL28B rs8099917 genotypes and SVR 

demonstrated that differences were not statistically significant (p=0.2166 ; OR:1.771; 95CI: 

0.8070 - 3.888). 

 

4. DISCUSSION 

 This study on the association of genetic variation in IL28B gene in spontaneous and in 

treatment-induced clearance of HCV infection confirm the impact of the IL28B genotypes 

in HCV viral control and expands the potential clinical utility of testing IL28B genotype.  In 

many parts of the world, the PEG-IFN/RBV therapy remains the only treatment for HCV 

due to the high cost of DAAs drugs. IL28B genotypes are important as they are a marker 

of endogenous IFN-responsiveness and also are relevant in clinical practice to guide 

treatment decisions in patients with acute and chronic HCV infection. Our study presents 
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the IL28B genotype association of two IL28B SNPs with the outcome of the disease 

towards SC and with treatment outcome.  

 Distinct genetic variation in the IL28B was observed in the two cohorts of patients 

studied. The CC genotype (rs12979860) was the most prevalent in acute hepatitis C 

patients compared to the chronic patients (62.5% vs 26.1%). As regard the rs8099917 

SNP, the prevalence of TT genotype was 87.5% in acute and 59.0% in chronic hepatitis C 

patients. This data confirms that the CC genotype at rs12979860 and the TT at rs8099917 

had an important role in the control of the infection, since patients with this genotype are 

more likely to clear the virus spontaneously, whereas patients with the unfavorable 

genotypes are more prone to progress to chronicity, thus explaining the lowest rate these 

genotypes in the cohort with chronic hepatitis. Interestingly, the genotype CC frequency in 

patients who did not clear the virus spontaneously is similar to that observed in the cohort 

of chronic hepatitis (26.7% and 26.1%, respectively).  

 The IL28B rs12979860 and rs8099917 genotypes frequencies in the both cohorts 

studies are similar to those reported previously.26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 Moreover, in accordance 

with data from literature, in this study patients with acute infection who spontaneously 

cleared HCV infection the frequency of CC genotype was significantly higher compared to 

patients who progress to chronicity (73 vs 26%).  Data from the literature also showed that 

the allelic frequencies of rs12979860 were significantly different in patients with 

spontaneous HCV clearance in comparison to patients with chronic hepatitis C, where CC 

genotype is observed in about 70% of cases with SC, whereas in patients with chronic 

hepatitis C, the proportion of this genotype varies from 39.6% to 17.1%. Moreover, a 

significant negative linear trend in the order of the CC genotype frequencies of patients 

with an increasing severity of liver diseases (from 40% in CHC, 30% in cirrhosis to 17% in 

HCC) was report in a recent study about the impact of IL28B polymorphism on natural 
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outcome of infection, suggesting an important role of CC allele in liver disease 

progression.33 

 Our data demonstrated clearly that individuals who were homozygous for the C allele 

at rs12979860 and homozygous for the T allele at rs8099917 had more probabilities of 

achieved the SC. More than 70% of patients who spontaneously cleared the virus were 

carriers of these genotypes. In particular, for rs8099917 the association between IL28B 

genotypes and SC demonstrated that were statistically significant (p=0.0415). The clinical 

impact of these results is that acute infected HCV subjects could postpone the therapy to 

allow the spontaneous clearance, as more than 70% of them clear the infection without 

treatment. In the Australian trial in acute hepatitis C, the IL28B rs8099917 TT homozygote 

(versus GT/GG, p=0.044) was the only independent factor associated with spontaneous 

clearance.26 

 The mechanism and explanation behind the association of genetic variations in the 

IL28B gene and SC may be related to the host innate immune response. IL28B encodes 

IFN-III, which is involved in viral control of HCV.34 IFNs bind to cell-surface receptors and 

activate the Janus kinase–signal transducer and activator of transcription (JAK-STAT) cell-

signaling cascade leading to the induction of interferon stimulating genes (ISGs), a 

mechanism by which IFNs suppress viral infections.35 

 In our case series of patients with chronic HCV infection on antiviral therapy, the major 

C allele for rs12979860 were observed with a great association (p = 0.0045) with SVR. 

However, no significant statistical association with SVR was observed for the genotypes of 

rs8099917. Other studies also found that genetic variations in rs8099917 did not have 

significant impact on SVR.26, 30 On the other hand, the presence of allele G was twice 

greater in non-responders than in SVR patients (66.7% vs 33.4%) in the chronic HCV 

cohort studied. This is agreement with previous studies which found that G allele was 

associated with failure to antiviral treatment, with is considered risk allele. Overall, the 
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results observed in this study are consistent with previous studies carried on in Brazil31, 32, 

36 and with studies conducted worldwide.8, 10, 12, 13  

 In conclusion, our results indicate that the IL28B polymorphisms are strong predictors 

for SC in patients with acute HCV infection and for SVR in chronically infected patients on 

antiviral therapy with PEG-IFN/RBV. In acute infected patients, it was demonstrated that 

the favorable IL28B single nucleotide polymorphisms (CC at rs12979860 and TT at 

rs8099917) were associated with high rates of SC. Therefore these patients with favorable 

ILB28B genotypes should delay treatment as spontaneous clearance is mostly to occur. 

As chronically HCV infected patients, with IL28B rs8099917 GG genotype, have a high 

probability of not responding to treatment, they should therefore be considered for 

treatment with new interferon-free drugs. 
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Table 1: Demographic and clinical characteristics of patients with acute hepatitis C 

(n=24) and patients chronically infected (n = 111). 

Characteristics 
Baseline Values 

Acute hepatitis C Chronic hepatitis C 

Age (years), mean ± SD 45.17±13.0 years 56.9±9.8 years 

Sex, n (%): 

   Male 

   Female 

 

  9 (37.5)  

15 (62.5) 

 

42 (37.8)  

69 (62.2) 

ALT* (U/L), median (range) 78.7 ± (60.7-93.8) 97.7±61.1 

HCV genotype†,n (%): 

   1 

   2 

   3 

 

24 (100.0) 

 - 

 - 

 

102 (91.9) 

    2 (1.8) 

    7 (6.3) 

SC, n (%): 

   Yes 

   No 

 

15 (62.5) 

  9 (37.5) 

 

- 

- 

SVR, n (%): 

   Yes 

   No 

 

- 

- 

 

46 (41.4) 

65 (58.6) 

IL28B rs12979860, n (%): 

   CC 

   CT 

   TT 

IL28B rs8099917, n (%): 

   TT 

   TG 

   GG 

 

15 (62.5) 

  7 (29.1) 

  2 (8.3) 

 

21 (87.5) 

  3 (12.5) 

  0 (0.0) 

 

29 (26.1) 

56 (50.5) 

26 (23.4) 

 

66 (59.5) 

39 (35.1) 

  6 (5.4) 

* ALT normal values up to 41 U/L. 

† Abbott Real Time HCV assay (Abbott Laboratories, Illinois, USA). Lower detection limit: 12 IU/ml. 

‡ Without genotype information. 

ALT, alanine aminotransferase; NA, not applicable; SVR, sustained virological response. 
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Figure 1: Genotype frequencies of IL28B rs12979860 and rs8099917. (A) 

Spontaneous clearance of HCV infection in relation to IL28B genotypes (n=24). (B) 

Sustained virological response according to IL28B genotypes in patients treated with PEG-

IFN/RBV (n=111).  
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V. DISCUSSÃO 

 

Após a identificação do HCV em 1989, sabe-se que o mesmo apresenta 

importância e distribuição global, afetando diversos países. Desta forma, torna-se um 

grave problema de saúde, que por sua vez, requer intervenções ativas para a sua 

prevenção e controle. O HCV infecta cerca de 180 milhões de indivíduos pelo mundo 

e, no Brasil, mais de três milhões de pessoas estão infectadas (Choo, et al., 1989; 

Lavanchy, 2009, 2011; Thomas, 2013). Além disso, o vírus apresenta uma alta 

variabilidade genética que o distingue em genótipos, subtipos e quasiespecies 

(Simmonds et al., 1993; Murphy et al., 2007; Smith et al., 2014; Echeverría et al., 

2015). Devido à adaptação do vírus ao hospedeiro, as variantes geradas apresentam 

não só diferenças nos cursos clínicos, mas também diferenças no tratamento e em 

suas respostas. Ainda não existe uma vacina contra o HCV e o tratamento antiviral 

considerado padrão ainda é a combinação do IFN ou PEG-IFN com a RBV (Holmes et 

al., 2012). Entretanto, novas terapias antivirais têm sido atualmente desenvolvidas, 

dentre os quais têm se destacado os DAA, muitos dos quais estão em uso em 

diversos países e outros já estão em fase avançada de ensaios clínicos (Lee et al., 

2011). Estes agem nas etapas essênciais do ciclo replicativo do HCV como a entrada 

do vírus nos hepatócitos, a tradução do RNA e a replicação propriamente dita 

(Poordad et al., 2011). 

Estudos demonstraram que a resposta antiviral está relacionada a diversos 

mecanismos, incluindo os fatores virais e os do hospedeiro (Fried et al., 2002; Buti et 

al., 2002). Entre os fatores virais definidos como preditivos da RVS está o genótipo 

viral, a alta carga viral pré-tratamento e mutações na sequência do HCV (Enomoto et 

al., 1995 e 1996; Manns, 2004; Akuta et al., 2005). Entre os fatores do hospedeiro, 

diversas variações genéticas encontradas no gene da IL28B e no gene da ITPA estão 

fortemente associadas com a RVS e a cura espontânea do HCV, e a proteção contra a 

anemia hemolítica, respectivamente. 

Estudos observaram que os polimorfismos no gene da IL28B mostraram 

associação com a RVS ao tratamento pela infecção do HCV. Esses SNPs foram 

identificados como rs12979860 com os possíveis genótipos CC, TC e TT e rs8099917 

com os genótipos TT, TG e GG. No SNP rs12979860, o genótipo CC foi o que 

apresentou a mais forte associação com a RVS, assim como o genótipo TT do SNP 

rs8099917 (Ge et al., 2009; Tanaka et al., 2009). No entanto, a maioria dos métodos 
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de identificação dessas variantes atualmente disponíveis é custosa. Desta forma, é de 

extrema importância avaliar a relação de custo-benefício das técnicas utilizadas para a 

identificação desses polimorfismos. Assim sendo, o primeiro manuscrito que 

elaboramos relacionou-se com o desenvolvimento de protocolos próprios que 

pudessem fornecer resultados específicos com metodologias de baixo custo. O artigo 

publicado intitulou-se “Comparison of four methods of genotyping IL28B 

polymorphisms in chronic hepatitis C patients” e foi publicado no Journal of Virological 

Methods neste ano de 2015. 

Neste trabalho, quatro metodologias foram empregadas para a caracterização dos 

SNPs do gene IL28B. Um total de 281 amostras de sangue obtidas de pacientes com 

infecção crônica pelo HCV foram estudadas. As metodologias tetra-primer 

amplification-refractory mutation system-polymerase chain reaction (ARMS-PCR), 

restriction fragment length polymorphism (RFLP), reação em cadeia da polimerase 

quantitativa (qPCR), e sequenciamento nucleotídeo direto foram avaliadas em termos 

de especificidade, custo e tempo de execução.  

Nossos resultados mostram que todos os métodos testados foram específicos para 

genotipagem de SNPs rs12979860 e rs8099917 do gene IL28B. No entanto, a 

metodologia ARMS-PCR apresentou os melhores resultados de acordo com a análise 

de custo-benefício. De acordo com a literatura, essa metodologia foi aplicada com 

sucesso em estudos que tinham como objetivo avaliar polimorfismos associados a 

diversas patologias, como diabetes, tuberculose, esquizofrenia, tipos de câncer, 

hepatite B, entre outros (Zhang, et al., 2007; Lajin et al., 2013; Almasi et al., 2015; Mir 

et al., 2015; Naderi et al., 2015). Galmozzi e colaboradores utilizaram essa tecnologia 

em amostras de sangue previamente analisadas por sequenciamento direto, e 

observaram que foi possível diferenciar facilmente entre os genótipos dos SNPs do 

gene IL28B. Além disso, verificaram uma reprodutibilidade dos resultados em mais de 

99% dos indivíduos analisados (Galmozzi et al., 2011). Outros estudos com hepatite C 

que utilizaram o ARMS-PCR para a caracterização desses SNPs, também obtiveram 

sucesso concordando assim com os nossos resultados (Hashemi et al., 2012; Li et al., 

2012; Kıratlı et al., 2014). Desta forma, conclui-se que esta abordagem representa um 

método simples, rápido e de menor custo que envolve uma única reação de PCR, 

seguida por eletroforese em gel. Essa técnica é de fácil execução para ser utilizada 

em laboratórios de diagnóstico molecular de rotina, com requisitos mínimos de 

equipamento. Por conseguinte, estes resultados são particularmente importantes nos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25863261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25863261
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países em desenvolvimento, uma vez que, os laboratórios geralmente têm recursos 

financeiros escassos. 

A publicação desse artigo comparando os quatro métodos de genotipagem do 

IL28B representa a consolidação dos dois primeiros objetivos específicos desta tese. 

As metodologias desenvolvidas foram mencionadas em todos os detalhes no 

manuscrito, de modo a permitir que outros autores possam não só reproduzir os 

protocolos, mas também, nos referenciar futuramente. 

Na segunda publicação, avaliamos os SNPs rs1127354 e rs7270101 do gene da 

ITPA, que está relacionado com a proteção contra a anemia hemolítica induzida pela 

RBV utilizada no tratamento antiviral. Este artigo intitulou-se “ITPA allele’s frequency 

and association with ribavirin-induced anemia in Brazilian patients receiving antiviral 

therapy for chronic Hepatitis C”, publicado on line na revista das Memórias do Instituto 

Oswaldo Cruz, em julho de 2015. 

Nos últimos anos, estudos realizados em pacientes infectados com hepatite C 

crônica tratados com PEG-IFN/RBV, identificaram polimorfismos no gene ITPA. Desta 

forma, foi possível observar que dois SNPs (rs7270101 e rs1127354) apresentavam 

uma forte associação com a anemia hemolítica induzida pela RBV, levando assim, a 

uma melhor compreensão dos efeitos da anemia induzida por esse medicamento 

(Fellay et al., 2010; Sakamoto et al., 2010; Thompson et al., 2010; Kurosaki et al., 

2013; Seto et al., 2013; Tanaka et al., 2010). 

O gene ITPA codifica a inosina trifosfatase (ITPase) que catalisa a conversão de 

trifosfato de inosina (ITP) para monofosfato de inosina (IMP) e pirofosfato (Pi), e desta 

forma, o ITP não se acumula nas células normais. O ITP é usado para manter o 

trifosfato de adenosina (ATP) dos glóbulos vermelhos, evitando assim o estresse 

oxidativo. A deficiência de ITPase interrompe este ciclo, conduzindo assim a uma 

acumulação de ITP nas células (Cao & Hegele, 2002; Maeda et al., 2005). A ribavirina 

(1-β-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida) é um análogo de nucleosideo 

sintético e tem ações in vitro contra muitos vírus (Patterson et al., 1990) e tem sido 

utilizado em combinação com IFN durante o tratamento anti-viral. A RBV é incorporada 

nos eritrócitos onde sofre fosforilação para as suas formas farmacologicamente ativas 

através de adenosina-quinase. A ribavirina trifosfato é incapaz de atravessar a 

membrana celular dos eritrócitos e acumula intracelularmente, causando assim, dano 

oxidativo e conduzindo à hemólise (Kowdley et al, 2005). A deficiência de ITPase 

provoca uma acumulação de ITP nas células vermelhas do sangue que pode competir 
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com a RBV trifosfato, protegendo assim da hemólise induzida pela RBV (Shipkova et 

al., 2006; Sakamoto et al., 2010; Kim et al., 2013). 

Para o nosso conhecimento, este trabalho é o primeiro a analisar a frequência dos 

polimorfismos no gene ITPA em uma coorte composta tanto por indivíduos saudáveis 

quanto por indivíduos brasileiros infectados pelo HCV. A distribuição alélica total (n = 

300) nos SNPs rs7270101 e rs1127354 apresentou altas taxas dos genótipos AA 

(84%) e CC (94,3%), respectivamente. Estas frequências foram diferentes da relatada 

por Fellay e colaboradores (2010) onde observou que 48,4% dos americanos 

carreavam o genótipo AA (rs7270101) e, 47,6% o genótipo CC (rs1127354). Por outro 

lado, estudos europeus demonstraram que a maioria dos indivíduos possuíam os 

genótipos AA e CC, nos rs7270101 e rs1127354, respectivamente (D'Avolio et al, 

2012; Domingo et al, 2012; Naggie et al, 2012; Rau et al., 2013). Nas populações 

japonesas e coreanas, o genótipo CC é o mais prevalente no rs1127354, mas são 

monoalélicos (AA) para o SNP rs7270101 (Ochi et al., 2010; Tanaka et al., 2010; Kim 

et al., 2013). 

Neste trabalho, a anemia foi mais observada em pacientes com os genótipos do 

gene ITPA ditos como preditores da anemia hemolítica induzida pela RBV, sendo 

concordantes com estudos realizados nos EUA (Fellay et al., 2010; Thompson et al., 

2010), Europa (Naggie et al., 2012; D’Avolio et al., 2012; Rau et al., 2013), e na Ásia 

(Ochi et al., 2010; Sakamoto et al., 2010; Suzuki et al., 2011; Kim et al., 2013; Kurosaki 

et al., 2013). Apesar da população brasileira apresentar uma forte miscigenação 

devido aos fluxos migratórios, a distribuição alélica em ambos os SNPs desse gene 

apresentou maior similaridade com a verificada nas populações caucasianas embora, 

nossos resultados mostraram que os genótipos preditores de anemia hemolítica 

induzida pela RBV foram ligeiramente mais frequentes no nosso grupo de estudo, 

sugerindo assim, que nossa população de estudo pode ser geneticamente mais 

propensa a desenvolver anemia. 

Nos 97 pacientes com o tratamento concluído observou-se uma diminuição 

progressiva de Hb na 12ª semana de tratamento com PEG-IFN/RBV. Em comparação 

com o valor de Hb pré-tratamento, a anemia (definida como Hb <10 g/dL e/ou um 

declínio superior a 2 g/dL) foi maior nos pacientes com o genótipo AA (rs7270101) e 

CC (rs1127354) em ambos os gêneros. Estes resultados são concordantes com 

estudos realizados na Espanha, onde pacientes co-infectados com HIV/HCV em 

terapia com PEG-IFN/RBV, apresentaram redução de Hb significativamente maiores 



69 

 

em pacientes com genótipo CC do que naqueles com genótipo CA/AA, durante as 

semanas 4 (p=0,0003), 12 (p<0,0001) e 36 (p=0,0102) (Domingo et al., 2012). Outros 

trabalhos observaram que o declínio de Hb se dava na 4ª semana (D’Avolio et al. 

2012; Naggie et al, 2012; Rau et al. 2013) e na 12ª semana de terapia antiviral (Kim et 

al., 2013).  

Considerando as diferenças entre os gêneros dos pacientes, foi possível observar 

um declínio significativo de Hb até a 12ª semana. No SNP rs7270101, homens que 

possuíam o genótipo AA apresentaram uma queda maior, embora não 

estatisticamente significativa (p=0,1475), de Hb na 12ª semana em comparação com 

aqueles que tinham o genótipo CC/AC. Por outro lado, não houve influência do 

genótipo de ITPA sobre os níveis de Hb nos pacientes do sexo feminino, uma vez que 

a diminuição foi semelhante aos pacientes que tinham os genótipos AA e os CA/CC 

(p=0,5295). Para rs1127354, os homens e mulheres com genótipo CC também 

demonstraram uma queda mais evidente de Hb quando comparados com aqueles que 

tinham o genótipo AC. Scherzer e colaboradores (2013) observaram diferenças de 

incidência de anemia hemolítica induzida pela RBV na 4ª semana entre os gêneros, 

onde as mulheres na pré-menopausa tem menores chances de desenvolver a anemia 

do que as mulheres na pós-menopausa e em homens de qualquer idade. Essas 

diferenças não foram relacionadas com os genótipos de ambos os SNPs do gene 

ITPA. O autor especula que, no caso das mulheres, essa diferença na queda de Hb 

entre os grupos pré e pós menopausa poderia ocorrer devido a deficiência de ferro. 

Ademais, uma vez que a anemia nas mulheres na pós-menopausa e nos homens de 

qualquer idade não mostrou diferença, talvez a causa da anemia induzida pela RBV 

seja hormonal. Ainda assim, nos homens foi verificado uma queda ligeiramente maior 

nos níveis de Hb do que nas mulheres com mais de 46 anos. A razão de o porquê isso 

ocorre ainda é desconhecida, mas presume-se que o metabolismo das células 

vermelhas se faz de forma mais eficiente nas mulheres do que nos homens 

(Stattermayer et al., 2014). 

Nossos resultados mostraram que a maioria (78,7%) da nossa população 

apresenta 100% de atividade ITPase e apenas um pequeno número de pacientes 

(7,0%) apresentaram a atividade da ITPase inferior ou igual a 30%. Esses dados são 

concordantes com os obtidos por Rembeck e colaboradores (2014), onde a maioria 

dos pacientes também apresentou 100% de atividade ITPase. Além disso, a maioria 

dos pacientes de nossa coorte mostrou a pior combinação em ambos os SNPs 
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(AArs7270101 CCrs1127354 e ACrs7270101 CCrs1127354), o que poderia explicar o 

porquê de um número significativo de pacientes brasileiros desenvolver anemia 

induzida pela RBV, uma vez que a atividade da ITPase é conhecida por aumentar a 

probabilidade de desenvolvimento de anemia. Isso ocorre devido ao acúmulo anormal 

de ITP nas hemácias. Tanto razões congênitas como genéticas são responsáveis pela 

redução da atividade da ITPase. A proteção contra a anemia induzida pela RBV 

somado a redução da atividade da ITPase, pode reduzir o estresse oxidativo das 

células e, consequentemente, a hemólise (Hitomi et al., 2011; Rembeck et al., 2014). 

Apesar de todos os pacientes possuírem seus dados completos sobre os 

parâmetros bioquímicos e hematológicos (pré-tratamento, 4ª, 8ª e 12ª semanas), e 

que haviam completado a terapia antiviral durante o período do estudo, a principal 

limitação desta publicação foi o tamanho da coorte relativamente pequena. 

Consequentemente, não foi possível observar associação entre a RVS e os genótipos 

da ITPA, concordando assim, com resultados obtidos de outros estudos (Thompson et 

al 2010; Motomura et al 2012; Naggie et al 2012; Kim et al 2013). Além disso, quase 

todos os pacientes tratados foram monoalélicos para o genótipo CC (rs1127354). 

Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo brasileiro a explorar as 

diferenças de gênero como possíveis co-fatores de proteção de anemia hemolítica 

induzida pela RBV em relação à distribuição do alelo ITPA e a diminuição da Hb 

durante o tratamento antiviral. Desta forma, nossos resultados nos permitem concluir, 

que a frequência alélica dos SNPs rs7270101 e rs1127354 do gene ITPA apresenta, 

respectivamente, altas taxas dos genótipos AA e CC, sugerindo que a coorte estudada 

possui uma grande propensão para o desenvolvimento de anemia induzida pela RBV. 

Ademais, vimos uma diminuição progressiva de Hb durante as semanas da terapia 

antiviral, sendo que essa diminuição foi mais significativa na 12ª semana de 

tratamento e em pacientes do sexo masculino. 

Com a publicação deste artigo intitulado “ITPA allele’s frequency and association 

with ribavirin-induced anemia in Brazilian patients receiving antiviral therapy for chronic 

hepatitis C” foi possível alcançar os dois últimos objetivos específicos desta tese. 

Desse modo, a relação dos SNPs do gene ITPA com a redução de Hb e a influência 

dos fatores clínicos com o desenvolvimento de anemia grave durante o tratamento 

antiviral, possibilita não só auxiliar a utilização racional dos medicamentos pelo SUS, 

mas também, poupar os pacientes dos sérios efeitos colaterais. 
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Em nosso terceiro trabalho, submetido recentemente à revista Brazilian Journal of 

Infectious Diseases, analisamos a associação entre os genótipos de ambos os SNPs 

do gene da IL28B com a resolução espontânea (RE) da infecção pelo HCV bem como, 

com a resposta virológica sustentada (RVS) alcançada por meio do tratamento 

antiviral.  

Nosso estudo confirma a importância dos genótipos preditores no controle viral do 

HCV e potencializa a utilidade clínica da genotipagem do gene IL28B. O tratamento 

padrão e disponível em diversos países ainda é a combinação PEG-IFN/RBV (Holmes 

et al., 2012). Devido ao elevado custo dos medicamentos dos DAAS, o 

desenvolvimento de alternativas terapêuticas ou análises adicionais, bem como a 

identificação de fatores predivos de RE e de RVS, continua a ser um dos principais 

alvos na pesquisa do HCV.  

No nosso trabalho, os genótipos de ambos os SNPs do gene da IL28B foram 

determinados em dois grupos distintos: 24 pacientes agudos infectados e 111 

pacientes crônicos tratados com PEG-IFN/RBV. No SNP rs12979860, o genótipo CC 

foi o mais prevalente em pacientes com hepatite C aguda em comparação com os 

pacientes crônicos (62,5% vs 26,1%). Em relação ao SNP rs8099917, a prevalência 

de genótipo TT foi de 87,5% nos indivíduos agudos e 59,0% nos indivíduos portadores 

da doença crônica. Estes dados confirmam que tanto o genótipo CC (rs12979860) 

quanto o TT (rs8099917) apresentam importância no controle da infecção, uma vez 

que os pacientes com estes genótipos favoráveis são mais propensos a eliminar o 

vírus espontaneamente. Já os pacientes portadores dos genótipos desfavoráveis são 

mais propensos ao progredir para a cronicidade, o que poderia explicar a menor taxa 

desses genótipos na coorte de pacientes com hepatite crônica. Interessante observar 

que a frequência do genótipo CC em pacientes que não eliminaram o vírus 

espontaneamente se assemelha ao observado no grupo de hepatite crônica (26,7% e 

26,1%, respectivamente). 

As frequências dos genótipos de IL28B (rs12979860 e rs8099917) encontrada no 

nosso trabalho são semelhantes aos relatados prévios (Grebely et al., 2010; van de 

Berg et al., 2011; Tillmann et al., 2010; Romero-Gomez et al., 2013; da Silva Conde et 

al., 2014; Ramos et al., 2012a; 2012b). Grebely e colaboradores mostraram que 60,0% 

dos indivíduos que eram homozigotos para o alelo T no rs8099917, apresentavam 

uma maior resolução espontânea da infecção (p = 0,021) e que, nenhum dos 

homozigotos para o alelo G apresentou eliminação espontânea do vírus. Assim como 
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o trabalho de van de Berg e colaboradores, apontaram que as pessoas portadoras do 

genótipo TT no rs8099917 e do genótipo CC no rs12979860, eram mais propensos ao 

clareamento viral do que aquelas que possuíam os genótipos TG/GG e CT/TT, 

respectivamente. Além disso, os pacientes do sexo feminino alcançavam mais a 

resolução espontânea do que os do sexo masculino (52,0% vs 26,0%). Os genótipos 

CC e TT, no rs12979860 e rs8099917, respectivamente, foram mais frequentes em 

pacientes com clareamento viral espontâneo, quando comparados aos pacientes 

cronicamente infectados com o HCV (88,9% vs 30,3%; p <0,001 e 88,9% vs 49,6%, p 

= 0,002) (Ramos et al., 2012a). No trabalho de Tillmann e colaboradores, a eliminação 

espontânea viral foi mais comum em pacientes com o genótipo CC (64%) em 

comparação com CT (24%) ou TT (6%) (p < 001).  

Além disso, estes estudos abordam que nos pacientes com infecção aguda e, que 

eliminam espontaneamente a infecção pelo HCV, a frequência do genótipo CC foi 

expressivamente maior em comparação aos pacientes que evoluem para a 

cronicidade (73,0% vs 26,0%). Por outro lado, De Re e colaboradores, observou que 

existe uma tendência negativa nas frequências dos genótipos CC em pacientes com 

gravidade crescente de doenças hepáticas (40% em CHC, 30% em cirrose, 17% em 

HCC), sugerindo um papel importante do alelo C na progressão da doença do fígado 

(De Re et al., 2014). 

Os nossos dados demonstram que os indivíduos homozigotos para o alelo C no 

rs12979860 e homozigotos para o alelo T no rs8099917 tinham maior probabilidade de 

alcançar a cura espontânea, mais de 70% dos pacientes que eliminaram o vírus eram 

portadores desses genótipos. Apesar de não apresentar significância estatística 

(p=0.2119), no rs12979860 o genótipo CC foi detectado em 73,3% dos pacientes que 

apresentaram RE enquanto que os genótipos CT/TT foram detectados em 26,7% dos 

pacientes com RE, demonstrando assim, que o genótipo favorável ocorre em uma 

frequência substancialmente maior no grupo que alcançou a RE. Para o rs8099917, a 

associação entre genótipos de IL28B e o clareamento espontâneo, demonstrou ser 

estatisticamente significativa (p = 0,0415). O impacto clínico desses resultados é que 

os indivíduos infectados pelo HCV poderiam adiar a terapia para permitir a eliminação 

espontânea, pois mais de 70% deles acabam se curando da infecção sem tratamento. 

Grebely e colaboradores, observaram que no SNP rs8099917, o homozigoto T (vs 

TG/GG) foi o único fator independente associado com a cura espontânea. 
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Em nossos casos de infecção crônica pelo HCV, o alelo C (rs12979860) 

apresentou uma grande associação (p = 0,0045) com a RVS. No entanto, para os 

genótipos do SNP rs8099917 não houve associação estatisticamente significativa com 

a RVS. Outros estudos também não acharam significância estatística entre rs8099917 

e RVS (Grebely et al., 2010; da Silva Conde et al., 2014). Por outro lado, na nossa 

coorte de pacientes com hepatite C crônica, a presença do alelo G foi duas vezes 

maior em não-respondedores do que em pacientes com RVS (66,7% vs 33,4%). Esse 

dado é concordante com estudos anteriores que encontraram que o G alelo foi 

associado com a falha ao tratamento antiviral, considerado assim, como alelo de risco. 

No geral, os resultados observados neste estudo são consistentes com estudos 

anteriores realizados no Brasil (Ramos et al., 2012a; 2012b). O estudo de Cavalcante 

e colaboradores (2012) no Brasil, também observou que o genótipo CC do rs12979860 

foi associado à RVS, enquanto que os genótipos CT/TT foram associados com a falha 

na resposta à terapia antiviral (p = 0,0112). Já no rs8099917, o genótipo TT foi 

associado com a RVS, e os outros genótipos foram associados com pacientes não 

respondedores ao tratamento antiviral (p = 0,080). Além dos estudos realizados no 

Brasil, dados obtidos por trabalhos feitos pelo mundo corroboram com os nossos 

achados (Ge et al., 2009; McCarthy et al., 2010; Suppiah et al., 2009; Tanaka et al., 

2009). 

Diante desses resultados podemos concluir que os polimorfismos IL28B são fortes 

preditores de cura espontânea do vírus em pacientes com infecção aguda pelo HCV 

bem como, para a RVS em pacientes cronicamente infectados submetidos à terapia 

antiviral com PEG-IFN/RBV. Em pacientes agudos, demonstrou-se que os SNPs 

favoráveis do IL28B (CC em rs12979860 e TT no rs8099917) foram associados com 

altas taxas de cura espontânea. Por conseguinte, pode se sugerir que esses pacientes 

com genótipos favoráveis poderiam ser acompanhados, pois a eliminação espontânea 

pode ocorrer com grande probabilidade, podendo assim postergar o tratamento se for 

necessário. Para os pacientes crônicos, com os genótipos desfavoráveis, a elevada 

probabilidade de não responder ao tratamento deve ser considerada, devendo ser 

considerado para estes pacientes o tratamento com novos medicamentos livre de IFN. 

Com a submissão deste artigo intitulado “Association of IL28B polymorphisms with 

spontaneous resolution of infection and with treatment response to HCV infection” foi 

possível alcançar o terceiro e quarto objetivo específico desta tese, cujos resultados 

nos permitiram concluir que a genotipagem do IL28B pode ser extremamente útil para 
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individualizar estratégias de tratamento, identificar os pacientes que podem ser 

tratados com sucesso com regimes mais curtos, mais simples ou mais baratos. Além 

disso, pode auxiliar na utilização racional dos medicamentos pelo SUS e poupar os 

pacientes dos sérios efeitos colaterais da terapia antiviral. 
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VI. CONCLUSÕES 

 

  A determinação do perfil alélico humano dos genes da IL28B (rs8099917 e 

rs12979860) por RFLP, ARMS-PCR e qPCR foram específicos com resultados 100% 

concordantes com os do sequenciamento nucleotídico. 

 

 A técnica ARMS-PCR apresentou os melhores resultados de acordo com a análise de 

rapidez e custo-benefício. 

 

 O desenvolvimento de anemia grave (Hb < 10g/dL) durante o tratamento foi mais 

acentuado nos pacientes com genótipo AA (rs7270101) e com genótipo CC 

(rs1127354), sendo que essa diminuição foi mais significativa na 12ª semana de 

tratamento e em pacientes do sexo masculino. 

 

 A população estudada é geneticamente mais propensa a desenvolver anemia 

hemolítica induzida pela RBV, devido a alta frequência dos genótipos AA e CC, 

respectivamente, nos SNPs rs7270101 e rs1127354 do gene ITPA.  

 

 Em pacientes com infecção aguda demonstrou-se que os SNPs do IL28B (CC, 

rs12979860 e TT, rs8099917) foram associados com melhores taxas de resolução 

espontânea da infecção pelo HCV. 

 

 Nos pacientes crônicos pode-se observar que os indivíduos portadores do genótipo 

CC no rs12979860 e do genótipo TT no rs8099917 tinham maior probabilidade de 

apresentarem RVS após tratamento com PEG-INF/RBV.  

 

 Os resultados obtidos demonstraram que os polimorfismos estudados do gene da 

IL28B tem papel importante no controle da infecção pelo HCV e que os SNPs do gene 

da ITPA são preditores de anemia hemolítica induzida pela RBV. 
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Anexo IV. Parecer do Comitê de Ética do Hospital Universitário Gaffree e 

Guinle/HUGG/UNIRIO. 
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Anexo V. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

 



119 

 



120 

 

 


