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RESUMO

A infecgdo causada pelo virus da hepatite C (VHC) € um importante problema de satude
publica, sendo estimado que 170 milhdes de pessoas estejam infectadas no mundo. O
VHC pode ser encontrado no sangue e em outros fluidos corpéreos como na saliva,
sémen e suco gastrico o que pode explicar o fato de alguns pacientes possuirem rota de
transmissdo desconhecida. A utilizagdo de testes qualitativos e quantitativos ¢
imprescindivel para diagnosticar a infec¢do pelo VHC e monitorar a terapia. O presente
estudo tem o objetivo de verificar a existéncia de correlagdo entre os niveis de carga
viral do VHC-RNA na saliva e no soro de pacientes infectados pelo VHC. O nivel
médio do VHC-RNA encontrado na saliva foi de 2,8x10* copias/mL (3,44 log;q) e 7.44
x 10° copias/mL (3,60 logo), enquanto no soro foi de 5,9x10° copias/mL (5,87 logo) €
1,51 x 107 copias/mL (5.17 logg) através do PCR em tempo real e Amplicor®,
respectivamente. Foi observado que o nivel médio do VHC-RNA presente na saliva foi
- 1,70 logio e 1,60 logo vezes inferior ao encontrado no soro, através do PCR em tempo
real e Amplicor®, respectivamente. Foi observada diferenga estatisticamente
significante entre os niveis VHC-RNA no soro e na saliva. No entanto, ndo foi
observada correlagdo significante entre os niveis VHC-RNA presentes no soro ¢ na
saliva. Foi possivel quantificar o VHC-RNA nas amostras de soro e saliva dos
pacientes. Entretanto ndo houve correlagdo entre os niveis de VHC-RNA encontrados
na saliva e no soro dos pacientes, sugerindo a necessidade de estudos epidemioldgicos
para melhor entendimento da importancia da saliva como via de transmissdo para o

VHC.

Palavras chaves: HCV, saliva, carga viral, RNA.



ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) infection represents a major public health problem, estimated
that 170 millions of people are infected in the world. HCV can be found in blood and
other body fluids, such saliva, semen and gastric juice, what might explain the fact that
some patients have unknown route of transmission. The use of qualitative and
quantitative tests is essential to diagnose the HCV infection and to monitor the therapy.
The aim of this study was correlation the levels of viral load of the HCV-RNA in saliva
and serum of infected patients. The average level of HCV-RNA found in saliva was
2.8x10" copies/ml (3,44 log;o) and 7,44X 10’ copies/ml (3,60 logjo), while in serum was
5.9X10° copies/ml (5.87 logjo) and 1,51x10° copies/ml (5,17 logo) with PCR in real
time and Amplicor” respectively. The average level of HCV-RNA found in saliva was
of 1.70 logiy 1.60 logi, time lower that in the serum with PCR in real time and
Amplicor” respectively. There was significance difference between the levels of HCV-
RNA in serum and saliva. However, there was not significant correlation between the
levels of HCV-RNA in serum and saliva. It was possible to quantify the HCV-RNA in
samples of serum and saliva of the patients, however there was no correlation between
the levels of HCV-RNA found in saliva and serum of the patients what suggests
epidemiological studies designed to understand the significance of the oral of

transmission of HCV are warranted.

Key words: HCV, saliva, viral load, RNA



1 INTRODUCAO

A infec¢do causada pelo virus da hepatite C (VHC) ¢ um importante problema
de saude publica, sendo estimado que 170 milhdes de pessoas estejam infectadas no
mundo. Cerca de 80% dos individuos infectados desenvolvem hepatite cronica, sendo
que em torno de 20% podem evoluir para um quadro de cirrose com uma progressao
para carcinoma hepatocelular em aproximadamente 3% dos casos. Aproximadamente
430.000 casos de carcinoma hepatocelular no mundo sdo causados por infecgdes por
virus hepatotropicos, com 115.000 associados ao VHC.

A infecgdo pelo VHC € mais prevalente em individuos transfundidos,
transplantados, pacientes hemodialisados, usudrios de drogas intravenosas (UDI) e
individuos tatuados. As vias de transmissao sexual e vertical sdo consideradas raras.

O VHC pode ser encontrado no sangue e em outros fluidos corporeos como
saliva, leite materno, secre¢des vaginais e sémen, o que pode explicar o fato de alguns

_pacientes possuirem rota de transmissdo desconhecida. Diversos estudos foram
realizados com o objetivo de avaliar a presenga do RNA do VHC (VHC-RNA) na saliva
de pacientes infectados, com taxas variando de 0% a 100%. Alguns autores sugerem a
importancia da saliva contaminada na propagagdo intrafamiliar. Apesar de varios
estudos demonstrarem a detecgdo do VHC-RNA na saliva, a probabilidade de
transmissdo do VHC através da saliva € desconhecida.

A maioria dos estudos indica a presenca do VHC-RNA na saliva, mas ndo
esclarece o mecanismo de entrada do virus na saliva, a significancia clinica da presenca
do VHC-RNA neste fluido biologico, nem a possibilidade de transmissdo através da
exposi¢do a saliva. A reduzida prevaléncia do VHC observada através dos estudos de
base populacional demonstra que a transmissdo do VHC através da saliva é improvavel.
Uma das provaveis explicagdes seriam os baixos niveis de carga viral do VHC-RNA
encontrados na saliva, provaveis modificagdes na particula viral presente na saliva ou
possivel presen¢a de inibidores neste fluido; estes aspectos devem ser melhor
investigados.

O presente estudo tem o objetivo de verificar se existe diferenca na carga viral
do VHC-RNA presente no soro e na saliva de individuos infectados pelo VHC. Foi

realizada uma avalia¢do da correlagdo entre a carga viral no soro e na saliva de
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a

pacientes infectados pelo VHC, utilizando-se duas metodologias distintas, Amplicor
HCV Monitor (Roche Diagnostics, Indiandpolis, IN) e PCR em Tempo Real ((Applied
Biosystem, Foster City, CA).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO

Nos anos 70, alguns pesquisadores observaram a existéncia de um agente
infeccioso que acarretava inflamag@o hepdtica para o qual ndo existiam marcadores
sorologicos conhecidos na época. Esta doenga foi entdo denominada hepatite ndo-A
ndo-B (HNANB) (FEINSTONE , et al., 1975; PRINCE&JASS, 1974).

Estudos demonstravam que o agente que causava a HNANB se tratava de um
virus pequeno, envelopado e transmissivel em chimpanzés e possuia relagdo com
transfusdo sanguinea (ALTER , et al., 1989; CHOO, et al., 1989; KUO, et al., 1989).

Em 1989, Choo et al caracterizaram este virus através de técnicas de biologia
molecular. Eles observaram que se tratava de um virus pequeno que continha uma
molécula de RNA de polaridade positiva e seu envelope era composto basicamente por
lipideos. O virus descrito possuia cerca de 10.000 nucleotideos e provavelmente
pertencia a familia flaviviridae. Este passou a ser conhecido como virus da hepatite C.

A partir do conhecimento do genoma do VHC foi possivel o desenvolvimento de
testes sorologicos capazes de detectar anticorpos contra o virus (KUO, et al., 1989). A
utilizagdo destes testes demonstrou que o VHC era o principal agente causal de hepatite
pos-transfusional (FARCI, 2002; TREMOLADA , et al, 1991) e sua posterior
implantagdo em bancos de sangue reduziu os casos atribuidos a HNANB (ALTER, et
al., 1989: DONAHUE , er al., 1992). Ao longo do tempo, ocorreu o desenvolvimento
testes mais especificos e sensiveis diminuindo o risco de transmissdo do VHC através

de transfusdes sanguineas (FARCI, 2002).

2.2 O VIRUS DA HEPATITE C

O VHC pertence a familia Flaviviridae e ao género Hepacivirus. E um virus
pequeno e envelopado, que possui tropismo para o figado podendo acarretar inflamagéo,
dano celular e reagdes fibroticas no tecido hepatico (PENIN , ef al., 2004). O genoma
do VHC ¢ composto por uma molécula de RNA de fita simples com polaridade positiva
e possui cerca de 9600 nucleotideos. O VHC contém duas regides ndo codificantes
(5°NC e 3°'NC) que flanqueiam uma fase aberta de leitura (ORF- “open reading frame™).

A ORF codifica uma Wnica poliproteina precursora que varia de 3008 a 3037
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aminoacidos dependendo do genotipo viral (CLARKE, 1997; MORADPOUR&BLUM,
2004; PENIN, et al., 2004).

A regido 57 NC ¢ conservada, sendo utilizada comumente nos testes
diagnésticos. Esta regido contém um sitio de entrada para o ribossomo (IRES) que se
liga a subunidade 40 S e inicia a tradugdo da poliproteina. A 3’'NC ¢ composta de uma
regido variavel e uma regido conservadé de 98 nucleotideos que participa da replicagéo
do genoma viral (MORADPOUR&BLUM, 2004; PENIN, et al., 2004).

A poliproteina precursora sofre ag¢do de proteases virais e do hospedeiro
originando proteinas estruturais e ndo estruturais. As proteinas estruturais incluem as
proteinas do nucleocapsideo e as glicoproteinas do envelope (El e E2). Entre as
proteinas estruturais ¢ ndo estruturais encontra-se o polipeptideo p7 que se acredita estar
relacionado com a formag¢do de um canal i6nico. A glicoproteina E2 possui duas
regides de hipervariabilidade 1 ¢ 2 (HVRI e HVR2) que devido a agdo de anticorpos
sofrem diversas mutagdes. A glicoproteina E2 contém também um sitio de ligagdo para
uma tetraspanina (CD81), um receptor para entrada do virus presente nos hepatdcitos e
linfécitos (LAUER&WALKER, 2001).

As proteinas ndo - estruturais incluem as proteases (NS2, NS3), um co-fator
(NS4A), uma helicase (NS3), uma fosfoproteina (NSSA), uma RNA polimerase (NS5B)
¢ uma proteina de fun¢do desconhecida (NS4B) (STUMPF&PYBUS, 2002).

O VHC possui uma importante variabilidade genética, apresentando uma taxa de
mutag¢do de 1.5 a 2.0 x 107 substitui¢des de bases nucleotidicas/local no genoma/ano
(BUKH , e al., 1995). E classificado em seis gendtipos principais numerados em
algarismos arabicos (1 a 6) e mais de 50 subtipos que sdo designados utilizando estes
numeros seguidos por letras ( la, 1b, 2a ....), além de quasispécies e isolados (CHAN ,
et al, 1992; FARCI&PURCELL, 2000). O conhecimento do gendtipo viral €
indispensavel para definir a duragdo e o tipo do tratamento antiviral, além de sua
importancia para estudos epidemioldgicos. O portador do gendtipo | é normalmente
tratado por um ano, enquanto 0s pértadores dos gendtipos 2 ¢ 3 por 6 meses

(LAUER&WALKER, 2001).



21

2.3 EPIDEMIOLOGIA

A infec¢do causada pelo VHC é um importante problema de satde publica,
estimando-se que aproximadamente 170 milhdes de pessoas estejam infectadas em todo
mundo (LAUER&WALKER, 2001)..

O VHC possui uma ampla distribuicdo mundial, porém sua prevaléncia ¢ a
distribuigcdo genotipica varia de acordo com a regido estudada. A menor prevaléncia é
encontrada na Escdndinavia e Reino Unido (0,01-0,1%); no Brasil, Leste Europeu e no
Mediterraneo sdo observadas taxas intermedidrias (1-5%) de prevaléncia, enquanto no
Egito encontramos a taxa mais alta de prevaléncia (17-26%) (WASLEY&ALTER,
2000). Com relagdo a distribuigdo dos genotipos observamos o predominio dos
gendtipos |1, 2 ¢ 3 na Europa, Estados Unidos e Japao (BUKH, et al., 1995), o gendtipo
4 na Africa do Norte e Central e no Oriente Médio (MCOMISH , et al., 1994). o
gendtipo 5 no Sul da Africa (SMUTS&KANNEMEYER, 1995) e o genétipo 6 no
Sudoeste Asiatico (MCOMISH, ef al., 1994).

No Brasil, a prevaléncia média estimada ¢ de 1,5%, com cerca de 2,4 milhdes de

- infectados (ROSEN , ef al., 2002). Em Salvador, estima-se que aproximadamente 1,5%
da populagdo esteja infectada (ZARIFE , er al., 2006b). O gendtipo 1 € o mais
prevalente em todas as regides do Brasil, seguido dos genoétipos 3 e 2 (CAMPIOTTO
et al., 2005). Os gendtipos 4 e 5 sdo raros (CAMPIOTTO, et al., 2005). Recentemente
foi diagnosticado pela primeira vez um caso do gendtipo 4 na Bahia (ZARIFE | et al.,
2006a) e trés casos do genotipo 5 em um estudo de filogenia que utilizou amostras de
varios estados do Brasil (LEVI , e al., 2002). Em Salvador, um estudo com pacientes
ambulatoriais demonstrou que 62,7% era do tipo I, 3,6% do tipo 2, 21,7% do tipo 3, e
12% de gendtipo mistos (SILVA | et al., 2000). Entretanto, o estudo de base
populacional, também realizado em Salvador, demonstrou discreto predominio do
genotipo 3 com 53,3 %, seguido do gendtipo | com 40% e gendtipo 2 com 6,7%
(ZARIFE, et al., 2006b). Estes dados demonstram a variagdo na prevaléncia dos
gendtipos de acordo com a populagdo estudada.

A historia natural da infecgdo pelo VHC esta relacionada com caracteristicas do
virus (carga viral, gendtipo, quasispééies), fatores do hospedeiro (idade, sexo, raga,
resposta imune ¢ patrimonio genético) e fatores ambientais (abuso de bebida alcoolicas,
coinfecgdes), importantes para definir a progressdo da doenga (AMARAPURKAR,
2000).
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A infec¢do pelo VHC persiste em cerca de 80% dos individuos infectados, com
o desenvolvimento da hepatite cronica e evolugdo para cirrose em torno de 20% dos
individuos infectados, podendo progredir para o carcinoma hepatocelular em

aproximadamente 3 % desses individuos (AMARAPURKAR, 2000).

2.4 VIAS DE TRANSMISSAO

O virus da hepatite C ¢ transmitido preferencialmente por via parenteral.
Transfusdes sanguineas realizadas antes de 1993 constituem importante fator de risco
para aquisi¢do da infecgdo, periodo anterior a implantagdo de testes diagndsticos em
bancos de sangue. Outras formas de transmissdo parenteral sdo importantes como o uso
de drogas injetaveis ¢ inaladas, hemodialise, acupuntura e tatuagem. Hé possibilidade de
transmissdo sexual particularmente nos individuos com multiplos parceiros e
transmissdo materno-fetal, embora em menor propor¢do (THALER , et al., 1991).
Alguns portadores do virus ndo apresentam rota de transmissao identificada e a possivel
explicagdo pode estar na presenga do VHC em fluidos biologicos como saliva, sémen
ou secregdo cervicovaginal (ACKERMAN, ef al., 2000).

Existem dois relatos na literatura da possivel transmissdo do VHC através de
mordida humana. Dusheiko e/ al. 1990, analisaram um caso em que o paciente
apresentou sintomas de hepatite e sorologia positiva para anti - VHC, sem relatar
nenhum fator de risco para aquisi¢do do VHC (histdria de transfusdo sanguinea ou uso
de drogas). O paciente apenas relatou o fato de ter sido mordido durante uma briga. O
autor conclui se tratar de transmissdo via mordida humana através de saliva
contaminada. Figueiredo ef al. 1994, relataram o caso de um paciente que apresentou
soroconversdo para o VHC, apds ser mordido pelo seu filho VHC e HIV positivo.

A possibilidade de transmissdo da hepatite ndo - A ndo - B foi demonstrada
experimentalmente desde 1987 por Abe e colaboradores. Abe & Inchauspe 1991,
analisaram a transmissdo do VHC através da saliva em chimpanzés com hepatite C
cronica. O VHC — RNA foi isolado da saliva de dois chimpanzés e inoculado em um
outro chimpanzé. O VHC — RNA foi detectado no soro do chimpanzé inoculado,

sugerindo a infectividade da saliva de pacientes com hepatite C.
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2.5 TESTES DIAGNOSTICOS

A realizag¢do do diagnostico laboratorial do VHC ¢ possivel com a utilizagdo de
ensaios sorologicos para detecg¢do de anticorpos especificos e testes moleculares para a
deteccdo de particulas virais (LAUER&WALKER, 2001; VAN DER POEL , et al.,
1994).

2.5.1 Ensaios Sorolégicos

Os anticorpos contra o VHC sdo detectados através de ensaios
imunoenzimaticos (EIA). O primeiro teste sorologico foi desenvolvido em 1989. Este
teste ¢ direcionado ao epitopo da proteina C100-3 da regido ndo estrutural NS4 do virus.
Este ensaio € conhecido como ELISA de |* geragdo.

A implantagdo do ELISA de |* geragdo em bancos de sangue permitiu uma
redugdo significativa da incidéncia de hepatite pos-transfusional ndo-A ndo-B (ALTER,
et al., 1989; DONAHUE, ef al., 1992), porém este teste apresentou algumas limitagdes.
O teste era pouco sensivel e especifico e observava-se resultados falso-positivos em
aproximadamente 50 a 70% dos casos em populagdes de baixo risco, como doadores de
sangue ¢ em pacientes portadores de hiperglobulinemia (ALTER, 1991). Mostrou-se
também ineficaz na detecgdo de anticorpos contra 0 VHC em individuos com dezesseis
semanas de exposi¢ao ao virus (SCHIFF , et al., 1999).

A implanta¢do de testes mais especificos e sensiveis foi necessaria. Com a
incorporagdo da proteina da regido de nucleocapsideo (C22-3), da regido NS3 (C33¢) ¢
da proteina C100-3 foi desenvolvido o teste de ELISA de 2 geragdo. Observou-se o
aumento da especificidade e sensibilidade, porém o niimero de falso- positivos ainda era
considerado alto em popula¢des de baixo risco e testes confirmatérios faziam-se
necessarios (URDEA | et al., 1997).

O teste de 3 geragdo esta disponivel desde 1993, e inclui proteinas
recombinantes capazes de detectar anticorpos contra regides do nucleocapsideo, NS3,
NS4 e NS35. A sensibilidade do teste é de 97% e a especificidade de 100% (COLIN , ef
al., 2001). O ELISA de 3* geragdo € capaz detectar anticorpos ap6s 4 a 10 semanas de
exposicdo ao virus, mas podem ocorrer resultados falso-negativos em pacientes
imunossuprimidos (POYNARD , e al., 2003). Embora a especificidade e sensibilidade
tenham aumentado sensivelmente ainda persiste a possibilidade de resultados falso-
positivos em populagdes de baixo risco, sendo necessaria a utilizagdo de testes

confirmatorios.
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2.5.2 Testes Suplementares

O ensaio “immunoblotting” recombinante (RIBA — “recombinant immunoblot
assay”) ¢ utilizado para auxiliar no diagndstico da infecg¢do pelo VHC em individuos
com ELISA positivo. E uma metodologia mais especifica que o ELISA, reduzindo o
namero de resultados de falso-positivos. Porém, individuos com resultados prévios de
ELISA positivo podem resultar em RIBA negativo devido a uma reagdo cruzada de
anticorpos nao-especificos. O RIBA pode apresentar resultados positivos em individuos
que resolveram a infecgdo, possuem anticorpos anti-VHC, mas n3o apresentam a
infec¢do pelo VHC (FERREIRA-GONZALEZ&SHIFFMAN, 2004).

Assim como o ELISA, trés gera¢des de RIBA foram desenvolvidas, com a
implantagdo de testes cada vez mais especificos (URDEA, et al., 1997). Atualmente o
RIBA ¢ utilizado raramente devido ao desenvolvimento de testes moleculares capazes
de detectar a presenga do VHC - RNA para confirmar a infec¢do (LAUER&WALKER,
2001).

2.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR

A detecgdo VHC - RNA ¢ imprescindivel para confirmar a viremia pelo VHC
em individuos com exposi¢do recente ao virus, durante a fase aguda da doenga sem
soroconversdo, em imunossuprimidos e em pacientes com infec¢do cronica ou apenas
com sorologia positiva (STRAUSS, 2001). Tem importancia também no
acompanhamento da resposta terapéutica e em portadores de hepatite criptogénica
(LAUER&WALKER, 2001).0s testes de detecgdo do VHC-RNA podem ser divididos

em qualitativos e quantitativos.

2.6.1 Detecgao Qualitativa

Os testes qualitativos mais utilizados sdo a transcri¢do reversa seguida de PCR
(RT-PCR) e a amplificagdo mediada por transcrigdo (TMA — “transcription mediated
amplification™). A metodologia de RT-PCR consiste na extragdo do RNA viral seguida
pela transcri¢do reversa, utilizando uma enzima transcriptase reversa € obtendo o DNA
complementar (¢cDNA). O ¢cDNA ¢ posteriormente amplificado através da reac¢do da
polimerase em cadeia (PCR), utilizando iniciadores (primers) especificos para o VHC.

Existe atualmente um teste qualitativo disponivel comercialmente, baseado na
metodologia de RT-PCR, o Amplicor® HCV (Roche Diagnostics, Indiandpolis, IN).

Este teste possui um limite inferior de detec¢do de 50 Ul/mL.
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O TMA ¢ um teste disponivel comercialmente, o Versant” (Bayer Health Care,
Berkley, CA), ¢ um teste mais sensivel que o RT-PCR podendo detectar menos que 10

UI/mL (FERREIRA-GONZALEZ&SHIFFMAN, 2004).

2.6.2 Determinacio da Carga viral

A determinagdo da carga viral do VHC-RNA ¢ importante para definir a
interrup¢do ou continuidade ao tratamento em individuos infectados pelo genétipo 1. O
National Institute of Health (NIH) recomenda que individuos infectados pelo gendtipo
I, submetidos ao tratamento com antivirais apés 12 semanas, que obtiverem um
decréscimo de 2 log,y na carga viral deve continuar a terapia, enquanto os individuos
que ndo obtiverem um decréscimo de 2 log;y na carga viral a terapia pode ser
interrompida (CONSENSUS, 2002). A determinagdo da carga viral do VHC-RNA pode
ser realizada através da PCR em Tempo Real ou através de testes comerciais como o
Amplicor” HCV Monitor (Roche Diagnostics, Indianopolis, IN) e Branched- DNA
(Quantiplex HCV RNA, Chiron Diagnostic, Emeryville, USA).

A PCR em Tempo Real detecta a quantidade da molécula alvo produzida
-durante todo periodo de amplificagdo, o que reduz o tempo de detec¢do da amostra que
esta sendo amplificada. E também capaz de quantificar as amostras em diferentes
concentragdes sem a necessidade de dilui¢des (FERREIRA-
GONZALEZ&SHIFFMAN, 2004).

O desenvolvimento da metodologia de PCR em Tempo Real foi possivel devido
a duas importantes descobertas: a atividade polimerase e exonuclease 5°-3" da thermus
aquaticus (Taq) DNA polimerase e o desenvolvimento de sondas ligadas
covalentemente com um fluoréforo (OVERBERGH , et al., 2003).

O primeiro ensaio de PCR em Tempo Real desenvolvido foi o TaqMan"R’t
(Applied Biosystem, Foster City, CA). Neste ensaio sdo utilizadas sondas que se ligam
na seqiiéncia alvo entre os iniciadores interno e externo. A sonda estd ligada na
extremidade 5° a um fluoroforo e na extremidade 3" a um gquencher. A emissio de
fluorescéncia emitida pelo fluoréforo € absorvida pelo quencher. Este fendmeno é
conhecido como transferéncia de energia fluorescente (FRET — “Fluorescence
Ressonance Energy Transfer). A sonda ¢ degradada pela atividade exonuclease 5°-3da
Taq DNA polimerase na fase de extensdo da molécula alvo, o que resulta na separacgéo
do fluordforo e do quencher, com conseqiiente emissdo de fluorescéncia. A quantidade

de fluorescéncia emitida ¢ proporcional a quantidade de produto formado a cada ciclo
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da PCR, por isso pode ser aplicado na quantificacdo de moléculas amplificadas
(OVERBERGH, et al., 2003).

A fluorescéncia gerada aumenta & medida que os fluordforos se tornam livres do
fendmeno FRET. Quando esta alcanga um limiar acima da fluorescéncia basal na fase
exponencial da reagdo, um programa do sistema correlaciona o ciclo em que isto
ocorreu (ct — “cycle threshold™) com as informagdes decorrentes da curva padrdo
paralela a rea¢do, o que possibilita a quantificagdo das amostras (MACKAY , et al.,
2002).

Outra maneira de quantificar amostras através da metodologia de PCR em
Tempo Real, é utilizando moléculas fluorogénicas que se ligam as moléculas de DNA.
O Syber” Green, o brometo de etidio e o YO-PRO-1 sdo exemplos destas moléculas,
que emitem fluorescéncia quando ligadas ao DNA dupla fita.

Em uma PCR, ocorre comumente a formagdo de dimeros de primers. Como
esses fluoréforos ndo sdo especificos, podem intercalar a dimeros de primers e produtos
amplificados ndo especificos e interferir na interpretagdo dos resultados (MACKAY, et
al., 2002). Este problema pode ser atenuado com a utilizagdo de sofiware capaz de

»medir a dissociagdo da fluorescéncia (MACKAY, et al., 2002), porém estas limitagdes
fazem o ensaio TagMan" mais especifico.

(R)

O Amplicor” HCV Monitor baseia-se na comparagdo da amostra de VHC —
RNA a ser estudada com um padrdo interno que ¢ adicionado a reagdo de PCR. O limite
de detecgdo do teste varia de 6,0x10% Ul/mL a 8,5x10° UI/mL. O método de bDNA, por
outro lado amplifica o sinal emitido da detec¢do de sondas que se ligam ao DNA ou
RNA alvo e o limite de detecgdo varia de 6.5 x10° Ul/mL a 8 x 10° Ul/mL

(FERREIRA-GONZALEZ&SHIFFMAN, 2004).

2.7 DETECCAO DO VHC NA SALIVA UTILIZANDO O TESTE DE ELISA

A saliva é um fluido corporeo de facil obteng@o. Sua coleta € considerada nédo
invasiva e de baixo custo quando comparada com a coleta de sangue. A utilizagdo da
saliva como método de detec¢do de doengas infecciosas é de grande interesse,
principalmente em grupos de pacientes onde existem dificuldades de coleta de sangue.
como em criangas, usuarios de drogas, hemofilicos e pacientes obesos. Por este motivo,
diversos estudos sdo realizados para comprovar a possibilidade da detecgdo do VHC na

saliva.
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A presenga de anticorpos do VHC na saliva em pacientes com sorologia positiva
para o VHC foi constatada em varios estudos (BELLO , ef al., 1998; CAMERON , et
al., 1999; ELSANA | et al., 1998; SHERMAN , et al., 1994). Alguns autores testaram a
sensibilidade ¢ especificidade de testes de ELISA utilizando amostras de saliva. Foram
observados diferentes valores de sensibilidade e especificidade provavelmente devido
aos diferentes métodos de coleta e de détecqﬁo de anticorpos contra o VHC empregados
nestes estudos, além destes estudos terem sido realizados em populagdes diferentes
(COCK DE, et al., 2005) .

Sherman et al., 1994, e Bello er al., 1998, utilizando o teste de ELISA da Abbott
Axsym HCV 3.0" (Abbott Diagnostic, Chicago, IL), obtiveram sensibilidade de 94,4% e
de 98.2%, respectivamente ¢ especificidade de 99,1%, em ambos os trabalhos,
sugerindo o uso da saliva em estudos epidemiologicos.

Mclintyre et al., 1996, analisaram 18 pacientes com sorologia positiva para o
VHC e 49 pacientes negativos e obtiveram sensibilidade de 72% e especificidade de
98% com o Kit Ortho HCV 3.0" (Ortho Diagnostic, Raritan, NJ) e ao utilizar o kit
Monalisa® (Sanofi Pauster,Marne-la-Coquette, Franca) obtiveram sensibilidade e
.especificidade de 100%. Neste trabalho foi utilizado o sistema de coleta Salivettes
colletion®’.

Em um estudo realizado em 2001, foi analisado dois diferentes Kits de ELISA, o
Ortho HCV 3.0" (Ortho Diagnostic, Raritan, NJ) e o Monalisa” (Sanofi Pauster,Marne-
la-Coquette, Fran¢a). Foram incluidos no estudo 152 individuos UDI e infectados pelo
HIV ¢ destes 102 pacientes (67%) eram anti-VHC positivos no soro. Foi encontrada
uma positividade de 79% a 88% de anti-VHC na saliva. A detec¢do do VHC-RNA na
saliva ocorreu em 76 dos 102 (74,5%) pacientes anti-VHC positivos no soro. Os autores
sugeriram o uso da saliva apenas em estudos epidemiologicos (VAN DOORNUM |, et
al., 2001).

Allwright et al., 2000 e Judd er al., 2003, utilizaram o sistema de coleta
Orasure" (Epitope Incorporated, Beaverton, Oregon, US) e o kit Ortho HCV 3.0"
(Ortho Diagnostic, Raritan, NJ), obtendo sensibilidade de 84% e 87% respectivamente,
e 100% de especificidade. Utilizando também o kit Ortho HCV 3.0" (Ortho Diagnostic,
Raritan, NJ). ¢ sistema de coleta Oracol” (Malvern Medical Development, UK) De
Cock et al., 2004, encontraram sensibilidade de 89% ¢ especificidade de 100%.

Alguns estudos obtiveram elevado valor de especificidade, provavelmente por

utilizar amostras de pacientes que pertenciam a grupos de risco como prisioneiros, UDI



28

e portadores do HIV, que geralmente possuem titulos altos de anticorpos
(ALLWRIGHT, et al., 2000; BELLO, et al., 1998; JUDD, et al., 2003; SHERMAN, et
al., 1994).

Cock De et al., 2005 com o objetivo de analisar a correlagdo entre a presenca do
VHC - RNA no soro e a detecgdo de anticorpos anti-VHC na saliva, observaram que a
detecg¢do do anticorpo na saliva possui sensibilidade levemente aumentada quando os
pacientes apresentaram VHC-RNA detectavel no soro.

Um estudo recente realizado no Brasil utilizou o sistema de coleta Orasure®
(Epitope Incorporated, Beaverton, Oregon, US) e o kit de ELISA UBI HCV EIA 4.0°
(United Biomeical, US) e obteve sensibilidade de 75% e especificidade de 100%. A
populacio estudada foi de individuos com suspeita clinica de hepatite viral que eram
encaminhadas ao Centro de Referéncia do Instituto Oswaldo Cruz. Os autores também
concluiram que os kits comerciais de ELISA podem ser utilizados para estudos

epidemiologicos (AMADO, ef al., 2006).

2.8 DETECCAO DO VHC-RNA NA SALIVA

O primeiro registro de deteccdo do RNA do virus da hepatite C na saliva foi
descrito por Takamatsu ef al., 1990. O VHC-RNA foi extraido da saliva de cinco
pacientes com anti-VHC positivos, portadores de hepatite C cronica. Foi demonstrado
100% de positividade. Os autores sugeriram que a presenga do VHC-RNA na saliva se
devia a presenca de células mononucleares infectadas na saliva total.

A preocupagdo com a possivel transmissdo do VHC através de fluidos corporeos
impulsionou varios pesquisadores a investigar a presenca do VHC-RNA em varios
fluidos corporeos, mas os achados na literatura mostram-se contraditorios. Uma
possivel explica¢do deve-se as diferencas nas metodologias de coleta empregadas, na
estocagem do material, ou na técnica de extragdo e detecgdo do RNA viral. Hsu er al.,
1991 estudaram 19 pacientes com VHC — RNA positivo no soro e, ao investigar
amostras de saliva, sémen, urina e secre¢des vaginais ndo detectaram o VHC — RNA.
Em 1992, Fried et al., também ndo encontraram positividade nas amostras de saliva e
sémen de 14 pacientes com VHC — RNA presentes no soro. Resultados contraditorios
foram observados por Liou et al., 1992, que avaliaram a presenga do VHC-RNA em
soro, saliva, urina, liquido seminal e ascite através da técnica de Nested PCR. Os
autores estudaram 52 pacientes com doenga hepética cronica e anti-VHC positivos. Do

total, 81% (42/52) apresentaram VHC - RNA detectaveis no soro. Entre estes pacientes
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infectados, 39 aceitaram doar os fluidos e foi observada a seguinte prevaléncia: saliva
48% (15/31), urina 7% (2/29), liquido seminal 24% (4/17) ¢ 100% (7/7) ascite. O estudo
sugere que a presenca do VHC — RNA nesses fluidos corporeos represente uma possivel
via de transmissdo. Existem ainda estudos que evidenciam taxas de 100% de detecgdo
do VHC — RNA na saliva (LINS | ef al., 2005; TAKAMATSU , et al., 1990; WANG ,
etal., 1991).

Komiyama et al., 1995, verificaram a presenga do VHC — RNA no suco géstrico
e na saliva de 32 pacientes com HNANB, cirrose ou carcinoma hepatocelular ¢
sorologia positiva para anticorpos anti-VHC. Foi observada positividade de 66% na
saliva e de 65% no suco gastrico, indicando a importancia desses fluidos como
potencial fonte de transmissdo, principalmente em clinicas e hospitais. Os mesmos
autores, em 1991, estudaram amostras de saliva de 6 pacientes VHC-RNA positivo no
soro sem tratamento com antivirais € 7 pacientes sob tratamento com antivirais. Foi
encontrada positividade em 2 amostras de saliva do primeiro grupo, enquanto as
amostras de saliva dos pacientes que estavam sob tratamento foram todas negativas,
sugerindo que o uso de antivirais pode diminuir a concentragdo do virus ndo apenas no
s0ro, mas também na saliva.

Couzigou et al., 1993, obtiveram positividade de 62% de VHC — RNA na saliva
ao estudar 37 pacientes infectados pelo VHC, concluindo que a presenga VHC — RNA
na saliva ¢ uma possivel fonte de infec¢do do VHC, embora ndo esteja determinado o
seu papel na transmissdo. Sugimura e al., 1995, estudaram uma populagdo rural no
Japdo. Foram incluidos no estudo 76 portadores cronicos do VHC e obteve-se 36%
(27/76) de individuos com o VHC-RNA detectavel na saliva. Numata er al., 1993,
examinaram amostras de saliva e de urina obtidas de 23 pacientes com VHC — RNA
positivos no soro. Foi encontrada positividade em 34,8% (8/23) das amostras de saliva e
em 56,5% (13/23) das amostras de urina.

Wang et al., 1992, avaliaram a possibilidade de transmissdo entre casais.
Quatorze pacientes anti-VHC positivos que receberam transfusdo sanguinea foram
selecionados randomicamente e amostras pareadas de soro e saliva foram coletadas.
Foram coletadas também amostras de 11 conjuges. A detecgdo do VHC — RNA foi
observada em 10 amostras de soro, enquanto apenas 7 das amostras de saliva
apresentaram VHC- RNA detectdveis nos pacientes anti-VHC positivos. Os cOnjuges
foram anti-VHC e VHC — RNA negativo, demonstrando um baixo risco de transmissio

entre casais. Fabris ¢/ al., 1999, também buscaram avaliar a prevaléncia do VHC — RNA
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entre parceiros sexuais. Foram incluidos no estudo 45 individuos anti-VHC positivos, 3
individuos que ndo apresentavam anticorpo anti-VHC e 27 conjuges. O VHC — RNA
foi detectado em 86.6% (39/45) das amostras de soro e em 62,9% (22/35) das amostras
de saliva dos individuos anti-VHC positivos. O anti-VHC foi positivo em apenas 1 dos
13 parceiros sexuais dos pacientes com VHC-RNA detectavel na saliva e em | dos 14
parceiros sexuais de pacientes com o VHC-RNA detectavel apenas no soro. O autor
avaliou também a prevaléncia do VHC — RNA em diferentes fragdes da saliva (saliva
total, sobrenadante e frag¢do celular). O VHC — RNA foi detectdvel em maior proporgdo
na fragdo celular, embora este fato ndo tenha demonstrado correlagdo com o risco
aumentado de transmissdo do VHC entre parceiros sexuais.

Recomenda-se como forma de prevengdo para aquisicio do VHC nédo
compartilhar utensilios de uso pessoal como tesoura, alicate, barbeador e escova de
dentes. O risco de uma possivel contaminagdo com escova de dentes foi investigada em
30 pacientes com infecgdo cronica pelo VHC (LOCK | et al., 2006). Com o objetivo de
testar a presenga do VHC — RNA foram coletadas 2 mL de saliva antes e depois do ato
de escovar os dentes e a dgua do enxdgiie das escovas de dentes. Observou-se
positividade de 30% e 36,7% na saliva antes e depois da escovagdo, respectivamente. O
VHC — RNA foi detectavel na dgua do enxdagiie das escovas em 40% dos casos. Os
autores concluiram que existe contaminac¢do na escova de pacientes portadores do VHC
e sugerem evitar o compartilhamento de objetos de uso pessoal entre pacientes ¢
familiares (LOCK, et al., 2006). Em 1994, Puchhammer — Stockl ef al., estudaram
amostras de soro de 46 criangas com hepatite C cronica pos-transfusional e encontraram
uma prevaléncia de 73% do VHC — RNA. Para investigar a prevaléncia do RNA viral
na saliva, 35 criangas realizaram bochechos com soro fisiologico. Através de Nested
PCR, os bochechos foram analisados quanto a presenga do VHC — RNA, sendo este
detectdvel em 20% das amostras.

Young ef al., 1993, avaliaram a deteccdio do VHC-RNA em células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs), na saliva € no soro de pacientes anti-
VHC positivos. O VHC — RNA foi detectavel em 24% (12/50) das PBMCs, sendo que 5
amostras eram VHC - RNA negativas no soro e 7 amostras eram VHC-RNA positivas.
Nio foi possivel correlacionar a presenga do VHC-RNA nas PBMCs € no soro neste
trabalho. O VHC-RNA foi detectdvel na saliva de 25 pacientes (50%) e todos
apresentaram VHC-RNA detectavel no soro. Os autores sugerem que as PBMCs

possam ser um alvo extra-hepatico da infecg¢do cronica pelo VHC.
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Para avaliar a possibilidade do VHC ser transmitido através da saliva, a presenga
do VHC foi investigada no fluido crevicular e na saliva de 50 pacientes com viremia
detectavel no soro (MATICIC , et al., 2001). Foi encontrada positividade em 59%
(29/49) das amostras de fluido crevicular ¢ em 35% (17/48) das amostras de saliva. Os
autores sugerem que a saliva e o fluido crevicular sdo importantes rotas de transmissao
do VHC e que o virus desempenhe papel fundamental na patogénese da doenga
periodontal (MATICIC, et al., 2001).

A recorréncia da infec¢do pelo virus da hepatite C apds transplante hepatico
pode estar associada a niveis elevados de VHC — RNA no sangue periférico, o que pode
promover a presenga do VHC — RNA em fluidos corporeos. Para avaliar esta correlagdo
foram testadas amostras de fluidos corpdreos de 33 pacientes infectados pelo VHC (33
amostras de saliva, 33 amostras de urina, 9 secre¢des vaginais, 12 amostras de sémen,
33 amostras de suor ¢ 32 amostras de lagrimas). Do total de pacientes incluidos no
estudo 21 receberam transplante hepatico. Dos pacientes transplantados 24% (5/21)
foram VHC — RNA positivos na saliva, enquanto no grupo controle (ndo transplantados)
as amostras de saliva foram indetectaveis. O VHC-RNA ndo foi detectavel nas amostras
de urina, lagrima e sémen (CALDWELL , et al.. 1996).

A possibilidade de transmissdo vertical estd sendo investigada em alguns
estudos. Ogasawara et al., 1993, avaliaram amostras de soro, saliva e leite materno de
10 pacientes VHC — RNA positivos. Do total, 5 amostras de saliva foram VHC — RNA
positivas ¢ todas as amostras de leite materno foram VHC — RNA negativas. Kage et
al., 1997, examinaram amostras de soro, saliva e leite materno de 11 maes portadoras
do VHC e as amostras de sangue das criangas foram coletadas em diferentes periodos,
de 2 a 44 meses. O VHC — RNA nio foi detectado nas amostras de leite materno, porém
foi detectado em 36% (4/11) das amostras de saliva das maes e nenhumas das criangas
apresentaram VHC — RNA detectavel no soro. Durante o periodo, ndo houve evidéncia
de transmissdo do virus entre maes e filhos.

Chen et al., 1995, investigaram a freqiiéncia do VHC—RNA em amostras de soro
e saliva de pacientes submetidos a cirurgia dentdria, antes e depois do procedimento
cirargico. Foram selecionados 26 pacientes, sendo que 11 eram coinfectados com HIV.
O VHC — RNA foi detectavel em 88% das amostras de soro e em 17% das amostras de
saliva. Apenas uma amostra de saliva foi detectavel para o VHC — RNA imediatamente
apos o procedimento cirtirgico. Os autores concluiram que o VHC — RNA esta presente

em menos que 25% dos anti-VHC positivos e que a saliva pode representar uma
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possivel via de transmissdo do VHC, além do fato de que cirurgias dentarias podem
aumentar o risco de transmissdo do VHC.

Mariette ¢f al.. 1995, estudaram 28 pacientes infectados pelo VHC, sendo 13
coinfectados com o HIV. Os autores encontraram 61% de positividade do VHC-RNA
na saliva com freqii€ncia similar entre pacientes HIV positivos (53,85% - 7/13) ¢ HIV
negativos (66,6% - 10/15). Os autores também avaliaram a carga viral nas amostras de
soro. O estudo concluiu que a presenga do VHC - RNA na saliva tem relagdo com
niveis elevados de VHC-RNA no soro. Eira et al., 2005, estudaram a prevaléncia do
VHC — RNA na saliva de pacientes coinfectados VHC / HIV. Foram incluidos no
estudo 75 pacientes coinfectados € 75 infectados somente com o VHC. O VHC — RNA
foi detectado na saliva de 65% (49/75) dos pacientes coinfectados e em 52% (39/75) dos
pacientes infectados pelo VHC. A presenca do VHC — RNA na saliva foi mais elevada
nos individuos coinfectados que nos portadores de infecg¢@o apenas pelo VHC.

A presenca do VHC—RNA foi investigada na saliva de 21 individuos portadores
de hemofilia, dos quais 6 eram coinfectados com o HIV. A positividade na saliva foi
observada em 47.6% (10/21) pacientes, dos quais 33,3% (2/6) eram coinfectados.
demonstrando que o VHC — RNA pode estar presente na saliva de hemofilicos (ROY ,
et al., 1996).

Existem trabalhos na literatura que evidenciam a detec¢do do VHC-RNA na
saliva de pacientes que tiveram resultado indetectaveis no soro. Em 2001, Savoldi et al.,
avaliaram 32 pacientes anti—-VHC positivos e todos os pacientes VHC—RNA detectaveis
no soro também apresentaram detec¢do positiva do VHC na saliva. No entanto, neste
mesmo trabalho 2 pacientes com resultado positivo do VHC-RNA na saliva ndo
apresentaram  VHC-RNA detectavel no soro. Harle er al., 1993, encontraram 9
amostras de saliva com VHC-RNA detectdveis em pacientes com resultado
indetectaveis no soro.

Alguns estudos buscam correlacionar a presenga do VHC — RNA na saliva com
a carga viral no soro. Lins et al., 2005 investigaram a presenga do VHC — RNA na
saliva de 50 pacientes anti-VHC positivos e em 25 individuos de um grupo controle ndo
infectado pelo VHC. O VHC — RNA foi detectavel nas amostras de saliva e soro em
100% dos pacientes anti-VHC positivos € em nenhum dos pacientes do grupo controle.
Nao houve correlagdo entre a presenga do VHC — RNA na saliva, carga viral no soro € a

patologias na cavidade oral dos pacientes avaliados.
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Alguns pesquisadores observaram correlagdo entre a detecgdo do VHC—-RNA na
saliva e a carga viral no soro de pacientes infectados pelo VHC. Hermida et al., 2002,
avaliaram a prevaléncia do VHC - RNA na saliva de pacientes VHC — RNA detectaveis
no soro e encontraram 52,4% de positividade. Os autores observaram correlagdo
estatisticamente significante entre a detecgdo do VHC - RNA na saliva e a elevada carga
viral presente no soro dos pacientes infectados. Os autores sugerem o uso da saliva para
monitorar a terapia antiviral. Eira et al., 2005, estudaram 75 pacientes infectados pelo
VHC e encontraram um resultado estatisticamente significante entre a detec¢do do VHC
— RNA na saliva e carga viral no soro. O mesmo foi observado por Wang et al.. 2006,
ao estudar 23 pacientes cronicamente infectados pelo VHC e um paciente portador de
hepatite C aguda. Os autores encontraram 72% de positividade para VHC — RNA na
saliva e evidenciaram a associagdo entre a elevada carga viral no soro e detec¢do do

VHC — RNA na saliva em pacientes com infecgdo cronica e aguda pelo VHC.

2.9 QUANTIFICACAO DO VHC — RNA NA SALIVA

Existem poucos estudos publicados correlacionando a quantificagdo do VHC —
RNA no soro ¢ saliva. Em 1993, Numata ef al., buscaram examinar a quantidade
relativa do VHC — RNA em amostras de saliva, urina e soro de um paciente infectado
pelo VHC. Foi utilizado um método semi-quantitativo para quantificagdo do VHC
nesses fluidos e foram encontrados os valores de 1x10° unidades de PCR/mL no soro,
50 unidades de PCR/mL na saliva e 30 unidades de PCR/mL na urina.

Alguns anos depois, Taliani et al., 1997, estudaram amostras de saliva e soro de
20 pacientes com hepatite C cronica, com o objetivo de investigar a presenga do VHC-
RNA em células epiteliais da glandula salivar. Os autores observaram uma positividade
do VHC-RNA em 100% das amostras de soro, e encontraram uma média de carga viral
de 5.42x10° copias/mL. Enquanto apenas 15% (3/20) das amostras de saliva
apresentaram VHC-RNA detectavel e apresentaram carga viral de 2,0x10° copias/mL. o
resultado foi significativamente inferior ao observado nas amostras de soro. Ndéo foi
observada evidéncia do VHC-RNA nas células epiteliais da glandula salivar dos
pacientes estudados.

Rey et al., 2001, avaliaram 59 amostras pareadas de soro e saliva de pacientes
coinfectados com VHC e HIV. O VHC — RNA foi detectado a partir de Nested PCR e a
quantifica¢do realizada através do método de bDNA. A detecgdo na saliva foi positiva

em 37.5% (22/59) das amostras estudadas, e o nivel médio da carga viral foi estimado
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em 1,15x10° equivalentes gendmicos/mL, enquanto no soro a prevaléncia foi de 76,3%
(45/59) e nivel médio foi de 2,52x10” equivalentes gendmicos/mL. O nivel médio da
carga viral no soro foi superior ao observado na saliva, e ndo foi demonstrada
correlagdo entre a carga viral no soro e na saliva dos pacientes.

Suzuki ef al., 2005, buscaram examinar a presenga do VHC — RNA em amostras
de soro, saliva e fluido crevicular gengi-val a partir de testes qualitativos e quantitativos.
Foram estudados 26 pacientes anti-VHC positivos, sendo que o VHC — RNA foi
detectado em 77% das amostras de soro, em 31% das amostras de saliva e em 85% das
amostras do fluido crevicular gengival. O nivel médio da carga viral foi 5.1x10’
copias/mL nas amostras de soro, 1,9x10* copias/mL nas amostras de saliva e 3.1x10*
copias/mL no fluido crevicular gengival. Nao foi observada correlagdo significativa

entre os niveis de carga viral no soro, saliva e/ou fluido crevicular.

2.10 DETECCAO DO VHC-RNA NO SORO DE PORTADORES DE PATOLOGIAS
ORAIS

A infecgdo causada pelo VHC representa uma causa comum de doenca
parenquimatosa cronica do figado, porém diversas manifestagdes extra-hepaticas estdo
sendo evidenciadas (PAWLOTSKY |, et al., 1995). Dentre estas manifesta¢des, estdo
algumas patologias orais que vem sendo associadas com a presenga do VHC — RNA na
saliva. A sialodenite, a sindrome de Sjogren e o liquen plano sdo exemplos de
patologias orais relacionadas com o VHC (NAGAO , et al., 1995; OHOKA |, ef al.,
2003; ROY&BAGG, 1999).

O liquen plano é uma doenga inflamatoria cronica que afeta a pele e mucosa,
sendo liquen plano oral o mais comumente encontrado. A prevaléncia estimada ¢ de
aproximadamente 0.02 a 1,2 % na populagdo mundial (DUFFEY , er al., 1996). A
etiologia do liquen plano ainda é desconhecida, mas tem sido considerada uma doenca
multifatorial mediada por um mecanismo imunopatolégico, envolvendo principalmente
os linfocitos T (KILPI, et al., 1996). A prevaléncia do VHC nos portadores de liquen
plano varia de 4% na Franga a 65% no Japdo (CARROZZO , et al., 1996). Alguns
estudos demonstram uma relagdo causal significativa entre o VHC e o liquen plano,
enquanto outros estudos s@o contrarios esta hipotese. Estudos recentes demonstram a
relagdo entre a infec¢do pelo VHC e liquen plano oral (GROTE | ef al., 1998; VAN
DER MEN&VAN DER WAAL, 2000). Em contrapartida, uma baixa prevaléncia da
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infecgdo pelo VHC em pacientes com liquen plano oral foi encontrada em estudos
realizados na Inglaterra (TUCKER&COULSON, 1999).

A sindrome de Sjogren ¢ uma infiltragdo linfocitica das glandulas salivares, onde
ocorre deposigdo tissular de imunocomplexos (PAWLOTSKY, et al, 1995). A
sialoadenite linfocitica cronica relacionada com a sindrome de Sjogren foi descrita
inicialmente em 57% dos pacientes infectados pelo VHC (DICKSON, 1997). Enquanto
que um estudo realizado em pacientes com Sjogren primario, demonstrou que a

infecgdo pelo VHC ocorria em percentagem similar ao grupo controle (PAWLOTSKY ,
et al., 1994). |
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3 HIPOTESE

A carga viral do VHC-RNA presente no soro possui correlagdo com a carga viral
do VHC-RNA presente na saliva de individuos infectados pelo VHC.
A carga viral do VHC-RNA presente no soro ndo possui correlagdo com a carga

viral do VHC-RNA presente na saliva de individuos infectados pelo VHC.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a existéncia de correlagdo entre a carga viral do VHC-RNA na saliva e

no soro de pacientes infectados pelo VHC.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a carga viral do VHC-RNA na saliva ¢ no soro de pacientes
infectados pelo VHC;

Correlacionar a carga viral do VHC—RNA presentes no soro € na saliva:

Realizar a genotipagem do VHC-RNA na saliva e no soro de pacientes
infectados pelo VHC:;

Verificar a correla¢do entre a carga viral do VHC-RNA no soro ¢ na saliva e o
genotipo do VHC;

Verificar a correlagdo entre a cafga viral do VHC-RNA na saliva e presenga de

patologias orais.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 TIPO DE ESTUDO

O estudo € do tipo descritivo de corte transversal.

5.2 AMOSTRA

Os voluntarios foram recrutados no servigo de coleta do Laboratorio Central da
Bahia (LACEN), onde realizaram a coleta de sangue. Foram incluidos no estudo 29
individuos com VHC-RNA detectaveis no soro e na saliva. Os pacientes ndo haviam
recebido tratamento antiviral até o moménto.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de 10 mL sem anticoagulante
BD Vacutainer® (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA). Em seguida
foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada. As amostras
de saliva foram coletadas em tubos ndo aditivados, em um volume de aproximadamente
5 mL. As amostras de soro ¢ saliva foram em seguida aliquotadas e estocadas a -70° C
até sua manipulagio. Os voluntérios realizaram bochecho com colutério e d4gua mineral

antes da coleta da saliva.

5.3 CONSIDERACOES ETICAS
Todos os pacientes incluidos no estudo foram entrevistados (Anexo ) e
assinaram um termo de consentimento livre ¢ esclarecido (Anexo II). O protocolo de

pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do IGM.

5.4 DETECCAO DO VHC-RNA

O VHC-RNA foi isolado do soro e da saliva utilizando-se 200 pl. da amostra,
através de uma técnica de extragdo baseada no kit Trizol LS™ (Invitrogen). Apos
extragdo, o VHC-RNA foi transcrito imediatamente e amplificado pela técnica de
Nested PCR utilizando-se primers especificos da regido 5'NC, que foram previamente
descritos por Chan e al., 1992. Os produtos amplificados foram visualizados a luz
ultravioleta apds eletroforese em gel de agarose a 1,5% e coloragdo com brometo de

etidio. O resultado detectavel foi evidenciado com bandas especificas de 251 pb.

5.5 GENOTIPAGEM
Os produtos amplificados como descrito anteriormente foram submetidos a

analise de fragmentos de restrigdo (RFLP - “Restriction Fragment Length
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Polymorphism™) pelo método descrito por Davidson er al.,1995, utilizando-se as
enzimas Rsa | e Hae 1ll, e Mva | e Hinf | para digestdo do produto amplificado. O
padrdo de restricdo foi analisado apés eletroforese em gel de agarose (Metaph0r®,
BMA) a 4% e colorag@o em brometo de etidio e visualizagdo através de luz ultravioleta.
Este método permite andlises de todos os seis gendtipos e pelo menos seis subtipos (1
a/b,2a/b,3a/b,4,5¢6).

5.6 CARGA VIRAL

As amostras de soro e de saliva foram quantificadas através da PCR em Tempo
Real utilizando a metodologia TagMan® (Applied Biosystem, Foster City, CA) e
através do kit Amplicor” HCV Monitor versdo 2.0 (Roche Diagnostics, Indianopolis,
IN). '

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando iniciadores e
sondas desenhadas por Duarte er al., 2006. Os experimentos foram realizados no
Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP).

A curva padrio externa foi obtida a partir da inser¢do da regido 5’NC do VHC
no plasmideo pGEM" - T Easy Vector. O plasmideo com o inserto foi obtido através da
mini - prepara¢do de plasmideo, linearizado com a enzima Pst/ e quantificado por
espectrofotometria. Foi possivel estimar o nimero de copias de plasmideo por
microlitro da solugdo devido ao niimero de pares de bases ¢ a quantidade do plasmideo.
Foram feitas seis diluigdes variando de 250.000 copias/ul. a 2,5 copias/pl. A
reprodutibilidade e a especificidade do teste foram avaliadas e uma fung@o de reta foi
desenvolvida (y= - 0,2929x +13,157). O uso dessa fung¢do de reta fornece valor em
copias/reagdo. Uma formula matematica foi sugerida considerando a eficiéncia da
extragdo em 50%, utilizando-se 100% do material extraido na reagdo de transcrig@o
reversa e utilizando 28% do material transcrito na reagdo de PCR em Tempo Real,
obtendo-se o valor em niimero de copias/mL (Anexo 111) (DUARTE, 2006).

A partir dos valores do Ct obtidos da reagdo de PCR em Tempo Real, utilizando
a fungdo da reta estabelecida pela curva padrio e através da formula matematica foi
possivel determinar os niveis de carga viral em cdpias por reagdo e log;o nas amostras
de soro e de saliva.

As amostras de soro e saliva foram quantificadas através do kit Amplicor® HCV
Monitor versdo 2.0, seguindo orientagdes do fabricante. No Amplicor® HCV Monitor

versdo 2.0 os resultados de carga viral sdo expressos em Ul/mL, sendo que 1 Ul/mL
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corresponde a 0,9 copias/mL do VHC — RNA. Para fins comparativos os resuftados de
quantificagio obtidos a partir do Amplicor” HCV Monitor versio 2.0 foram
transformados em cépia/mL. Considerando que o limite de detecgdo do teste varia de
6,0x10> Ul/mL a 8,5x10° Ul/mL, algumas amostras apresentaram o resultado fora do
limite de deteccdo do teste.

Os resultados de quantificagdo obtidos a partir do PCR em Tempo Real ¢ do
Amplicor” HCV Monitor versio 2.0, sio expressos em nimeros absolutos € em
logaritmo de base 10, sendo, esta tltima, a forma recomendada para interpretacdo dos
resultados, uma vez que pequenas alteragdes do niimero absoluto de particulas virais

ndo apresentam relevancia bioldgica ou clinica.

5.7 ESFREGACO DAS AMOSTRAS DE SALIVA

Com o objetivo de avaliar a presenca de hemacias nas amostras de saliva e
excluir uma possivel contaminagdo com sangue, ImL de cada amostra de saliva foi
centrifugada a 5000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante foi descartado. Foram
realizados esfregacos com os precipitados, para obtengdo de um maior nimero de
¢élulas. As laminas foram coradas com Wright, que ¢ um método para coloragdo de
células de sangue periférico, medula dssea ou para estudo citologico de elementos

celulares.

5.8 EXAME BUCAL

Todos os pacientes que foram incluidos no estudo foram chamados para serem
avaliados por um Cirurgido Dentista, destes 48,2% (14/29) compareceram e foram
submetidos a exame extra e intrabucais. O exame clinico foi baseado na percep¢do
visual, palpagdo, percussio e sondagem. Os dentes ¢ a mucosa bucal foram examinados
na busca por possiveis lesdes, doenga periodontal e cérie. O indice CPOD, baseado no
registro de dentes cariados, perdidos e obturados foi utilizado. A avaliagdo da doenga
periodontal enfatizou caracteristicas teciduais, sondagem e sangramento. Um esquema
de classificagdo foi utilizado para refletir o perfil geral do estado periodontal (Gary
Coleman ¢ John F.Nelson, 1993, Principles of Oral Diagnosis): O caso tipo | indica
gengivite sem evidéncia de perda dssea. O caso tipo Il ¢ a periodontite inicial
caracterizada por gengivite, discreto aumento na profundidade de sulco a sondagem e
evidéncia minima de perda dssea. O caso tipo Il é a periodontite moderada que

apresenta profundidade sulcular a sondagem de 5 a 7mm e hemorragia na sondagem.
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Observa-se também fibrose gengival, retragdo, acumulo de calculo ¢ mobilidade dental
discreta. O caso tipo 1V ou periodontite avangada indica perda ¢ssea, mobilidade dental

e profundidade sulcular igual ou superior a §mm.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados gerados no estudo foram cadastrados no banco de dados Epi 2000 (CDC,
Atlanta, USA). As analises estatisticas dos dados coletados no estudo foram realizadas
com o uso do programa Grathpad Prism version 5.00 for windows (GraphPad software,
San Diego California, USA).

A comparagio dos niveis de VHC-RNA presentes no soro e na saliva foi realizada
através do teste t de Student. Foi estabelecido um nivel a de 5% de significancia.

A correlagdo entre os niveis de VHC-RNA presentes no soro e na saliva utilizando
a PCR em Tempo Real ¢ o Amplicor” , foi realizada com o teste de correlagio de
Pearson. Foi estabelecido um nivel a de 5% de significancia.

A concordancia entre os niveis de carga viral do VHC-RNA presentes no soro € na
saliva utilizando a PCR em Tempo Real e o Amplicor”, foi realizada através da
aplicagdo da metodologia descrita por Bland e Altman. A metodologia proposta por
Bland e Altman, 1999, analisa a variabilidade entre dois momentos para medidas
repetidas, com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade de dois métodos. Os autores
sugerem que a variagdo existente para a diferenga entre as medidas € igual a média das
diferencas somadas ou subtraidas de duas vezes o desvio padrio das diferengas.

Foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para avaliar a diferenga entre as médias de
carga viral, utilizando a PCR em Tempo Real ¢ o Amplicor”, e genétipo do VHC. Foi

estabelecido um nivel a de 5% de significancia.



41

6 RESULTADOS

6.1 DADOS DEMOGRAFICOS DA POPULACAO ESTUDADA

Neste estudo foram analisadas 29 amostras parcadas de soro e saliva de
individuos portadores da infec¢do cronica causada pelo VHC. O VHC-RNA foi
detectavel nas 29 amostras de soro e saliva incluidas no estudo. Destas 41,3% (12/29)
do sexo feminino e 58,6% (17/29) do sexo masculino. A média de idade dos pacientes

foi de 49,3 + 9.08 anos.

6.2 DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS
Dentre os individuos estudados 75,8% (22/29) estdo infectados pelo genotipo 1,
13,7 % (4/29) pelo gendtipo 3 e 10,3% (3/29) pelo genotipo 2.

6.3 CARGA VIRAL NO SORO E NA SALIVA ATRAVES DA PCR EM TEMPO
REAL

A carga viral das 29 amostras pareadas de soro e saliva foram quantificadas
através do PCR em Tempo Real. A tabela | apresenta os valores de Ct e o nlimero de
copias por reagdo das 29 amostras estudadas. Os valores de ('t encontrados no soro

variou de 21,17 a 36,42, e o encontrado na saliva de 28,39 a 41,08.
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Tabela 1: Resultados das Reagdes de PCR em Tempo Real expressos em Ct € em n°® de
copias/reacdo em amostras pareadas de soro e saliva.

Pacientes CT do Soro  n’ copias/reacio CT da Saliva  n° copias/reacio

1 23.42 1,99x10° 36.61 2.69x107
2 26.205 4,89x10° 38,67 1.47x10°
3 24.76 3.01x10° 36.47 67
4 22.995 7.94x10° 31.88 2.95x10°
5 28.08 3.09x10° 28.39 1.04x10°
6 26.69 2.63x10° 36.2 6.60x10°
7 26.435 1.94x10* 31,55 5,88x10°
22.51 5.49x10* 35.65 97
9 23.96 5,01x10° 40.83 1.94x107
10 32.845 8,51x10°* 37.5 6,91X10*
11 36.42 2.04x10° 36.35 5.49x10°
12 30,09 2.18x10° 36,66 3.54X10°
13 30.97 2.57x10° 36.8 8.12x10°
14 30.935 3.63x10° 35.1 5.12x10°
15 31.095 1.38x10° 31.59 15
16 32,19 3.46x10° 36.19 1.47x10*
17 29,265 3.09x10° 37.92 3.23x10°
18 29.465 2.18x10* 37.05 2.63x10°
19 23.395 1.23x10* 39.85 2.39x10?
20 31.8 1.25x10* 41,08 7.41x10°
ox 22.875 1,12x10* 40,15 7.94x10°
22 27.07 5,37x10° 36,45 3.63x107
23 28.375 3.89x10° 31,6 1.12x10°
24 21,17 3.38x10° 37.5 1.99x 107
25 28,75 1.99x10° 38.13 30
26 32.28 6.91x10° 37.11 13
27 26.18 2.88x10° 34,6 25
28 23.36 1.69x10° 35.58 3,01x10°
29 30.285 7,07x10* 32.05 7.94x10°

O namero de copias por mililitro de soro e de saliva foi estimado considerando a
eficiéncia da extragdo de 0,50, sendo utilizado 100% do total extraido na transcri¢@o
reversa ¢ 28% na reagdo de PCR. A tabela 2 apresenta os resultados referentes ao

numero de copias/mL e copias log;¢/mL.
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Tabela 2: Resultados das Reagdes de PCR em Tempo Real expressos em numero de copias/mL
¢ copias log,,/mL em amostras pareada de soro e saliva.

Pacientes n°copias /ml (soro) Log;, n°copias /ml (saliva) Log 1o
1 1.42x10’ 7.15 1.90x10° 3.28
2 3.49x10’ 7.54 1.05x10° 3.02
3 2.15x10° 6.33 4.82x10° 2.68
4 5.67x10° 675 2.10x10° 3.32
5 2.20x10° 6.34 7.40x10° 3.87
6 1.88x107 727 4.72x10* 4.67

1.39x10° 5.14 4.20x10* 4.62

8 392x10° 5.59 6.98x10° 2.84
9 3.58x10° 4.55 139x10° 3.14
10 6.08x10°% 5.78 4.91x10° 5.69
i 1.45x10’ 7.16 3.92x10° 3.59
12 1.56x10° 6.19 2.53x10° 3.4
3 1.83x10° 6.26 5.80x10" 4.76

14 2.59x107 7.41 3.66x10° 3.56
15 9.85x10° 6.99 1.13x10° 2.05
16 2.47x10° 439 1.05x10° 3.02
17 2.20x10° 3.34 2.31x10° 3.36
18 1.56x105 5.19 1.87x10° 3.27
19 8.78x10* 4.94 1.71x10° 3.23
20 8.99x10° 495 5.29x10° 372
21 8.01x10* 4.9 5.67x10* 475
20 3.83x10° . 458 2.59x10° 3.41
23 2.77x10° 5.44 8.01x10° 2.9
24 2.42x10° 5.38 1.42x10° 3.15
25 1.42x107 7.15 2.15x10° 2.33
26 4.94x10* 4.69 94 1.97
27 2.06x107 7.31 1.79x 107 225
28 1.21x10° 6.08 2.15x10° 3.33
29 5.05x10° 5.7 5.67x10* 4.75

O nivel médio do VHC-RNA encontrado na saliva foi de 2,8x10* copias/mL
(3.44 logo) e no soro foi de 5,9x10° copias/mL (5.87 logo). demonstrando que a carga
viral do VHC-RNA na saliva é de aproximadamente 1,7 log;, vezes inferior a carga
viral do soro. Os niveis de VHC-RNA presentes na saliva sdo inferiores aos encontrados
no soro, com resultados estatisticamente significante [(p < 0,0005; intervalo de
confianga (1,90 — 2,96); teste ¢ de Student). Nao foi observada correlagdo significante
entre os niveis VHC-RNA presentes no soro e na saliva (» = -0,81 e p = 0,6752; teste de
Correla¢do de Pearson) (figura ). Uma avaliagdo mais informativa da concordancia
dos niveis de carga viral do VHC-RNA presentes no soro e na saliva, foi obtida através

da aplicagao da metodologia descrita por Bland e Altman (figura 2).



Diferenga entre Saliva e Soro- PCR em Tempo Real

6-
5_.
- |
o E 44
2~ -— .
(I“S g’ 34 :
2_
1 T T T T 1
3 4 5 6 7 8
Soro
logqe/ mL

Figura I: Correlagdo entre os niveis de carga viral através do PCR em tempo real
no soro ¢ na saliva (log;¢/ml.) [r =-0.081, p=0.6752].

Média entre Saliva e Soro - PCR em Temipo Real

Figura 2: Concordancia entre os niveis de VHC-RNA na saliva e no soro com
resultados da PCR em Tempo Real através da metodologia de Bland-Altman

1 +1.498
B . 0s
» »
= *
- . . -
B * . .
”

- »

*
] * " L™ " hd ~2.4
= ¥

- -
- » £
= E
*

5 * . -1.96
i 5.2
-l 1 i i l 1 i i
3.0 3.5 40 4.4 5.0 55 g.0 6.5

44



45

De acordo com a metodologia de Bland e Altman observamos uma média da
diferenga entre os fluidos de 2,43 logo (2,99 logoa 1,87 logo, intervalo de confianga de
95%), com desvio padrdo de 1,47. Os limites de concordancia encontrados foram: limite
superior de 0,46 logio ( 0,51 logo a 1,43 logjo. com intervalo de confianga de 95%) e
inferior -5,32 logo (- 6,29 logo a - 4,35 log;y com intervalo de confianca de 95%)
(figura 2).

6.4 CARGA VIRAL NO SORO E NA SALIVA ATRAVES DO AMPLICOR"
HCV MONITOR

Foi realizada a comparagdo entre as amostras de soro e saliva utilizando o teste
quantitativo Amplicor™ HCV Monitor (tabela 3). Foi possivel comparar apenas 23
amostras de saliva, devido ao volume insuficiente das mesmas. O nivel médio da carga
viral encontrada no soro foi de 1,51 x 10° copias/mL (5,17 log;o), enquanto na saliva foi
de 7.44x 10° copias/mL (3,60 logo), demonstrando que a carga viral do VHC-RNA na
saliva ¢ aproximadamente 1,6 log)o vezes inferior a carga viral do soro. Os niveis de
VHC-RNA presentes na saliva sdo inferiores aos encontrados no soro, com resultados
.estatisticamente significante [(p < 0,0005 intervalo de confianga (1,95 — 2,39); teste ¢ de
Student]. Nao foi observado um coeficiente de correlagdo significante entre os dois

testes (r = 0,018 e p = 0,934; teste de Correlagdo de Pearson).
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Tabela 3: Resultados quantitativos em log,,/mL utilizando o teste Amplicor HCV Monitor no
soro e na saliva.

Pacientes AMPLICOR * Soro  AMPLICOR” Saliva

1 5.88 3.98
2 5.88 3.90
3 5.76 428
4 5.88 3.49
5 5.88 2.90
10 5.44 3.07
11 5.88 2.93
13 5.37 3.56
14 5.79 2.83
15 5.88 3.26
16 5.88 3.40
17 5.88 3.60
18 5.52 4.01
19 5.88 4.18
20 5.88 3.90
21 5.88 3.69
22 5.88 3.50
23 5.88 3.08
24 5.88 3.64
25 5.18 3.71
26 5.88 3.40
28 5.88 4.40
29 5.88 4.30

A avaliagéo realizada através da metodologia de Bland e Altman apresentou uma
média da diferenga entre os testes de 2,17 logo (-1.95 logio a 2,39 logo, intervalo de
confianga de 95%), com desvio padrdo de 0,50. Os limites de concordancia
encontrados foram: limite superior de 3,15 log;, (2,78 logo a 3,53 log;o. com intervalo
de confianga de 95%) e inferior 1,19 logo (0,81 logip a 1,56 log;o com intervalo de

confianga de 95%) (figura 4).
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6.5 LAMINAS COM ESFREGACOS DE SALIVA

Foram realizados esfregacos de todas as amostras de saliva e estavam presentes
células epiteliais, polimorfos nucleares e algumas bactérias nas amostras de alguns
pacientes. Foi observada auséncia de hemécias em todas as amostras analisadas,

excluindo a possibilidade de contaminagdo com sangue.

6.6 EXAMES BUCAIS

Foram submetidos a avaliagdo bucal 48,2% (14/29) dos individuos estudados,
destes foram classificados como doenga periodontal tipo I 14,2% (2/14) dos casos,
como doenga periodontal tipo Il 21,4% (3/14) dos casos, como doenga periodontal tipo
It 21,4% (3/14). Ndo houve casos de doenga periodontal tipo 1V e 42,8% (6/14) dos
individuos avaliados ndo apresentavam sinais de doenga periodontal.

Na tabela 4 esta registrado o dado de quantificagio obtido através do Amplicor"
HCV Monitor e da PCR em Tempo Real e os exames bucais dos pacientes avaliados.
Os niveis médio em log;odo VHC-RNA nos pacientes com doenga periodontal tipo I foi
de 3,50 logy, utilizando a PCR em Tempo Real e de 3,93 logo utilizando o Amplicor®,
nos pacientes com doenga periodontal tipo Il foi de 4,12 logo utilizando a PCR em
Tempo Real e de 3,74 logyo utilizando o Amplicor”, nos pacientes com doenga
periodontal tipo HI foi de 3,22 log, utilizando a PCR em Tempo Real e de 3,48 logio
utilizando o Amplicor”, enquanto nos pacientes que nio apresentavam sinais de doenga
periodontal foi de 3.44 log, utilizando a PCR em Tempo Real e de 3,72 log)o utilizando

. R
o Amplicor".
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Tabela 4: Resultado da avaliagdo bucal e dos dados quantitativos dos testes da PCR em Tempo

Real e Amplicor” expressos em log.

Avaliacao Bucal Carga viral (log,¢) do VHC-RNA na saliva
PCR em tempo real Amplicor®

Doenga periodontal tipo | 3.72 3.69
3,27 4.18
Doenga periodontal tipo Il 3,14 Al*
5,69 293
3,36 4,01
Doencga periodontal tipo Il 2,84 3,07
3,59 NEG**
3,23 3,9
Auséncia de Doenga periodontal 2,68 4,28
3,87 29
4,75 3,5
29 3,64
3,15 3,71
3,33 4,3
*Al - amostra insuficiente;
PENEG negativo,

6.7 GENOTIPOS E QUANTIFICACAO DO VHC-RNA

6.7.1 Genotipos e quantificacio do VHC-RNA no soro através do Amplicor” e da
PCR em Tempo Real

Esta registrado na tabela 5 a carga viral do VHC-RNA no soro através dos testes
do Amplicor” e da PCR em Tempo Real de acordo com os genétipos do VHC. O nivel
médio do VHC-RNA observado no genétipo 1 foi de 5,84 log) utilizando o Amplicor"'")
e de 6,13 log), utilizando a PCR em Tempo Real, no genédtipo 3 foi de 5,57 logio
utilizando o Amplicor” e de 5,30 log) utilizando a PCR em Tempo Real e no gendtipo
2 foi de 5,64 logo utilizando o Amplicor” e 4,78 log)o utilizando a PCR em Tempo
Real. Nio foi observado diferenga estatisticamente significante entre os niveis médio do

VHC-RNA e gendtipo do VHC no soro (H = 11,05 e p = 0,0504; teste Kruskal-Wallis).
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Tabela 5: Resultado de geno6tipos e dos dados quantitativos dos testes da PCR em Tempo Real

e Amplicor™ HCV Monitor nas amostras de soro.

Pacientes Genétipos Amplicor” Real time PCR

1 3 5.88 7:18
2 1 5.88 7.54
3 1 5.76 6.33
4 1 5.88 6.75
5 | 5.88 6.34
6 1 5.88 7.27
7 3 5.46 5.14
8 3 5.44 5.59
9 1 5.88 4.55
10 | 5.88 5.78
11 1 5.88 7.16
12 ] 5.37 6.19
13 1 5.79 6.26
14 ! 5.88 7.41
15 1 5.88 6.99
16 2 5.88 4.39
17 3 5.52 3.34
18 1 5.88 5.19
19 1 5.88 4.94
20 1 5.88 4.95
21 1 5.88 4.90
22 2 5.88 4.58
23 1 5.88 5.44
24 2 5.18 5.38
23 1 5.88 7.15
26 1 5.88 4.69
27 1 5.88 7.31
28 1 5.88 6.08
29 | 5.73 5.70

6.7.2 Genotipos e quantificagio do VHC-RNA na saliva através do Amplicor” e da
PCR em Tempo Real

Esta registrado na tabela 6 a carga viral do VHC-RNA na saliva através dos
testes do Amplicor” e da PCR em Tempo Real de acordo com os gen6tipos do VHC. O
nivel médio do VHC-RNA observado no genotipo | foi de 3,62 logo utilizando o
Amplicor” e de 3.42 log), utilizando a PCR em Tempo Real. no genétipo 3 foi de 3,69
logo utilizando o Amplicor” e de 3,16 log;o utilizando a PCR em Tempo Real € no
gendtipo 2 foi de 4,46 log utilizando o Amplicor” e 3,19 log)o utilizando a PCR em

Tempo Real. Ndo foi observado diferenga estatisticamente significante entre os niveis
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médio do VHC-RNA e gendtipo do VHC na saliva (H = 4,85 ¢ p = 0,433; teste Kruskal-
Wallis).

Tabela 6: Resultado de gendtipos e dos dados quantitativos dos testes da PCR em Tempo Real

e Amplicor” HCV Monitor nas amostras de saliva.

Pacientes  Genétipos Amplicor”  Real time PCR

| 3 3.98 3.28
y. 1 3.90 3.02
3 I 4.28 2.68
4 I 3.49 3.32
5 | 2.90 3.87
10 3 3.07 2.84
1 | 2.93 5.69
13 | 3.56 3.40
14 i 2.83 4.76
5 I 3.26 3.56
16 I 3.40 2.05
17 g 3.60 3.02
18 3 4.01 3.36
19 I 4.18 3.27
20 | 3.90 3.23
21 | 3.69 372
22 1 3.50 4.75
7 2 3.08 3.41
24 I 3.64 2.90
25 v 3.71 3.15
26 I 3.40 333
28 I 4.40 2.25
29 1 4.30 555
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7 DISCUSSAO

A infecgdo causada pelo VHC possui altas taxas de mortalidade € morbidade,
devido a sua evolugdo para cirrose e carcinoma hepatocelular. A elevada prevaléncia, a
auséncia de vacina e a limitada resposta terapéutica, tornam fundamental o estudo da
infec¢do pelo VHC.

A transmissdo do VHC ocorre preferencialmente por via parenteral, sendo que
os individuos que receberam transfusdo sanguinea no periodo anterior a 1990 e usuarios
de drogas injetaveis sdo os mais importantes grupos sob risco para infec¢do pelo VHC.
Porém alguns individuos infectados pelo VHC desconhecem como adquiriram a
infecgdo, o que indica a existéncia de vias de transmissdo desconhecidas, demonstrando
a importdncia de investigar a saliva como possivel via de transmissdo do VHC.

Os estudos publicados na literatura cientifica demonstram a possibilidade de
detecgdao do VHC-RNA na saliva em individuos com o VHC-RNA detectavel no soro, o
que sugere a possibilidade de transmissdo do VHC através da saliva. Entretanto,
considerando a baixa prevaléncia do VHC na populagdo geral (FOCACCIA | et al.,
1998 SILVA | et al., 1995; SOUTO , et al., 1999; ZARIFE, et al.. 2006b) e a baixa
prevaléncia de transmissdo sexual (ROONEY &GILSON, 1998), a transmissdao do VHC
através da saliva precisa ser investigada.

Os estudos com o objetivo de investigar a presenga e a carga viral do VHC-RNA
na saliva podem contribuir para o desenvolvimento de métodos diagndsticos menos
invasivos ¢ mais econdmicos. Esses estudos podem contribuir ainda na compreensio do
papel da saliva na transmiss@o da hepatite C e no desenvolvimento de novas drogas
utilizadas no tratamento contra o VHC.

Diversos estudos apresentam diferentes hipoteses para explicar a presen¢a do
VHC-RNA em diversos fluidos corpdreos, incluindo a saliva, em individuos com VHC-
RNA detectavel no soro (CHEN , ef al., 1995; FABRIS | ef al., 1999; HERMIDA | et
al., 2002; LINS, et al., 2005; MARIETTE , et al., 1995; TAKAMATSU, et al., 1990),
assim como varios autores buscaram investigar a origem do VHC-RNA na saliva,
Ferreiro et al., 2005 sugerem que a contaminagdo com sangue seja responsavel pela
presenga do VHC-RNA na saliva, no entanto a maioria dos estudos demonstram que a
presenga do VHC-RNA na saliva ¢ independente da contaminacgdo com sangue oculto
oriundos de lesdes na mucosa bucal (FABRIS, et al., 1999; HERMIDA, et al., 2002;
LIOU , ef al., 1992). Maticic et al., 2001 sugerem que o VHC-RNA presente na saliva
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se origina do fluido crevicular, mas alguns estudos observaram a presenca do VHC-
RNA na saliva em individuos desdentados. Outros estudos demonstram que o VHC-
RNA na saliva esta presente independente de doenga periodontal (LINS, et al., 2005;
ROY , et al., 1998). Alguns autores sugerem que a detec¢do do VHC-RNA na saliva
seja através da presenca de PBMCs (MATICIC, et al., 2001). No entanto, Young ef al.,
1993 ndo observaram correlagdo entre a presenga do VHC-RNA nas PBMCs e em
amostras de saliva. Alguns pesquisadores demonstram que o VHC-RNA pode ser
detectado em glandulas salivares (ARRIETA | et al., 2001; TAKAMATSU , et al.,
1992), elucidando o papel das glandulas salivares na disseminagdo do virus na saliva.
No entanto, Taliani er al., 1997, estudaram 20 pacientes italianos e ndo encontraram
evidéncia do VHC-RNA em glandulas salivares.

Os estudo publicados na literatura que buscaram investigar a origem do VHC-
RNA na saliva sdo contraditorios (ARRIETA, ef al., 2001; FERREIRO , er al., 2005;
MATICIC, ¢t al., 2001; TAKAMATSU, et al., 1992; TALIANI, et al., 1997; YOUNG ,
et al., 1993). A baixa carga viral do VHC-RNA presentes na saliva quando comparado
com o soro e a auséncia de correlagdo entre a carga viral observada no soro € na saliva
pode esta correlacionada com a origem do VHC-RNA encontrado na saliva, ou ainda
com o estado de satde bucal dos individuos infectados pelo VHC. Dos 29 individuos
incluidos neste estudo apenas 48,2% foram avaliados quanto ao estado de saude bucal,
dificultando a avaliagdo da correlagdo entre a carga viral do VHC-RNA na saliva e da
presenga ou auséncia de doenga periodontal.

Alguns pesquisadores buscaram investigar a correlagdo entre a carga viral no
soro ¢ a detec¢do do VHC-RNA na saliva (EIREA | er al., 2005; HERMIDA, et al.,
2002; LINS, et al., 2005; WANG , et al., 2006). Esses estudos mostram-se
contraditorios, a maioria dos trabalho publicados na literatura demonstraram a
correlagdo entre a presenca do VHC-RNA na saliva e a carga viral no soro, com
resultados estatisticamente significantes (EIREA, ef al., 2005; HERMIDA, ef al., 2002;
WANG, et al., 2006). No entanto, foi demonstrado por Lins et al., 2005, que a presenca
do VHC-RNA na saliva ¢ independente da carga viral no soro e da presenca de
patologias bucais nos individuos infectados pelo VHC.

No presente estudo utilizamos dois métodos quantitativos a PCR em Tempo
Real ¢ o Amplicor” HCV Monitor e obtemos resultados similares, indicando que a
possibilidade de quantificagdo do VHC-RNA na saliva e que a sua correlagdo com o

soro sdo independentes dos métodos quantitativos utilizados para avaliar a carga viral na
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saliva. Nesse trabalho foi observado que a média da carga viral na saliva foi de 1,70
log)o vezes inferior ao observado no soro utilizando a metodologia de PCR em Tempo
Real. Enquanto, utilizando o teste Amplicor” HCV Monitor foi observado que a média
da carga viral na saliva foi de 1,60 log,o vezes inferior ao observado no soro. A carga
viral do VHC-RNA na saliva foi estatisticamente inferior a carga viral do VHC-RNA
no soro, concordando com os estudos publicados na literatura (NUMATA | et al., 1993;
REY , ef al., 2001; SUZUKI, et al., 2005; TALIANI, et al., 1997). Os estudos prévios
que correlacionaram a carga viral do VHC-RNA na saliva e no soro demonstram a
auséncia de correlagdo entre a carga viral observada na saliva e no soro (REY, et al.,
2001; SUZUKI, et al., 2005), similar ao observado no presente trabalho.

A baixa carga viral do VHC-RNA encontrada na saliva e a auséncia de
correlagdo entre a carga viral observado na saliva e no soro podem ser explicados por
diversos fatores, dentre eles estd o estado de saide bucal do individuo infectado pelo
VHC, a origem do VHC- RNA encontrado na saliva e a possivel presenga de inibidores
da reagdo de PCR. Por exemplo, Pawlotsky er al., 1999 sugerem a existéncia de
inibidores da PCR na saliva, o que poderia influenciar nos baixos niveis de carga viral

- do VHC-RNA observados na saliva.

No presente estudo avaliamos também a diferenca entre a carga viral do VHC-
RNA na saliva ¢ no soro ¢ o gendtipo do VHC e ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os niveis médio do VHC-RNA saliva e no soro e
gendtipo do VHC, demonstrando que o gendtipo do VHC néo esta relacionado com os
niveis encontrados na saliva e no soro.

A possibilidade de detecg@o e quantificagdo do VHC-RNA na saliva demonstra
que a saliva pode ser utilizada como fluido corporeo alternativo para avaliar a presenga
e quantificagdo do VHC-RNA em estudos epidemiologicos ou em grupos de individuos
impossibilitados de realizar coleta de sangue, porém ndo para fins diagnosticos. A coleta
da saliva ndo é invasiva, possui um baixo custo e € considerada mais facil e rapida
quando comparada com a coleta de sangue. A utilizagdo da saliva como método de
detecgdo e quantificagio do VHC-RNA ¢ de grande interesse, pois pode trazer
beneficios para grupos de pacientes onde existam dificuldades de coleta de sangue.

Embora diversos estudos tenham demonstrado a possibilidade de detecg¢do do
VHC-RNA na saliva, o mecanismo de transmissdo através deste fluido ndo ¢
conhecido. Mastromatteo ez al., 2001 sugerem que a presenca do VHC-RNA na saliva

tenha papel importante na transmissdo intrafamiliar. No entanto alguns estudos
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buscaram investigar a transmissdo entre casais e foi observado baixo risco de
transmissdo (FABRIS, ef al., 1999; WANG , et al., 1992). Esses dados demonstram que
a transmissdo do VHC-RNA na saliva deve ser incomum, ¢ isso pode ser devido a baixa
a carga viral do VHC-RNA encontrados na saliva. Os dados obtidos no presente estudo
e os dados publicados na literatura cientifica demonstram a necessidade de realizagio de

estudos para elucidar o papel da saliva na transmissdo do VHC.
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9 CONCLUSAO

| - E possivel quantificar o VHC-RNA na saliva de pacientes infectados pelo
VHC.

2 — A carga viral do VHC-RNA encontrada na saliva ¢ estatisticamente inferior a
observada no soro.

3 - Nio foi observada correlagdo entre a carga viral do VHC-RNA presente no

soro ¢ na saliva dos pacientes infectados pelo VHC.
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10 PERSPECTIVAS

1 - Realizar estudos epidemiologicos para um melhor entendimento da
importdncia da saliva como via de transmissdo para o VHC.

2 - Realizar estudos utilizando maior niimero de amostras e grupo controle bem
estabelecido.

3 - Desenvolver uma curva padrdo para ser utilizada na reacdo de PCR em
Tempo Real, em nosso laboratorio, permitindo a realizag@o de testes quantitativos.

4 - Realizar estudos de cinética viral, investigando os niveis de VHC-RNA na
saliva ¢ no soro antes ¢ depois da terapia com antivirais.

5 - Realizar estudos com o objetivo de investigar a presenga de possiveis
inibidores do VHC na saliva e verificar se existe diferenga estrutural do VHC presente

na saliva em relagdo ao VHC presente no soro dos individuos infectados pelo VHC.
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Anexo I

FICHA DE CADASTRAMENTO

A. ENTREVISTA

1. Identifica¢do

1. Cédigo do paciente {cod} ................ R L]

2. {INICIAISY teeeiieee et L]

3. Data da entrevista {dtentrev} .........ccccoovvereennee. L7 0

B, JOTUEEM § . commmansans soobsmmssatnsimsmmes shnsiinnmis S8 asss0msbd |__| (O=hupes; 1=lacen; 2=doadores
de sangue; 3=hemofilico;
4=falcemico; 5=udi; 6=bahia azul;
7=hemodialisado; 8=outros)

Se 0, registro do {hupes} ......ccccoeeveviiiiieinnnn. Lo

5. Data de nascimento {dtnasc}......ccccccoervuveerenne P2 7 0

(ST 11162 To [ SO | | _|(anos)

Ter JOENCID | s unverorssrrmmmes s it yms csvnssepsomm s s o || (0=f; 1=m)

8. {Tipo Sang}uineo ......ccceevveeeirieiirieceniecenn, |1 (0=0; 1=A; 2=B; 3=AB)

9. {Fator RH} .ooooiiee e || (O=neg; 1=pos)

10~{Natura:}i¢|iadlel | I|| |||I||I||||!I |

|| l
1T ARA00T s cmmmmmommmsmm s ssarar s | | (0=br; 1=neg; 2=ind; 3=mest;
» 4=oriental)

12. {Estado Civil} .oocveeeiiiiiieieereeeeceeee e, || (0=solt; 1=cas; 2=divorc;

3=viuvo)

13. {Escola}ridade.......ccccceviinericiimmniicieiniiiieicas | | (O=analf; 1=assina o nome;

2=1° grau incompleto; 3=1° grau

completo; 4=2° grau completo; 5=3°

grau completo; 6=pg)
[4.{Enderego}residencial |__|_|_ | ||| || ||| [ | [ | 1[I | ||

(logradouro)
15, {21} ot L
16. Distrito sanitario {distsani} .........ccccoeeerrreunenn. | ||

11. Dados Clinicos (Inicio do atendimento)
I. Primeiro anti-VHC {dtdiag} | | / | / | | |
1.1 Resultado repetidamente pos.{diagconf} | | (0=n; I=s; 9=ns)

2. Inicio do acompanhamento {dtiniacom} ......... L2 70 L
2.1 {Portador} assintOMatico .......cceeceverruveeecuninn. | | (0=n; I=s; 9=ns)
se 0, data primeiros sintomas {dtsintom} ...........c.cceu....
.......................................................................................... L
{fraqueza} | | {febre} | | {nduseas} |_|

{mialgia} | | f{anorexia}| | {vOmito} | |

{prurido} | | {diarréia}| | {perda palad} | |

{acoliafec} | | {dorabdom}| | {urinaescura} | |

{ictericia} | | {cefaléia}| | {artralgia} | |
2.2 Apresentou a qualquer tempo “reagudizagdo” {reagudizou} |__ | (0=n; 1=s; 9=ns)
2.3 Sintomas agudos foram associados a hepatite C {agudoc} |_ | (0=n; 1=s; 9=ns)
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se 0, causa {causaguda} | | (O=hepatite A; |=hepatite B; 2=outras; 9=ns)
1. Dados Epidemiolégicos - Parte |
. Fez ou faz

a) {acumjpultura............ |1 (0=n; 1=s; 9=ns)
fand 1} o L
67170 | S ——— e
b) {hemotransf} ............. | | (anterior a 1990) (0=n; I=s; 9=ns)
{qnd2} e, L
fonde2} ....cooveveennnnne .
{hemotransf2} ............ | | (posterior a 1990) (0=n; 1=s; 9=ns)
o) T 1T o (o) —— | | (agulha fi descartavel ou compartilhada) (0=n; 1=s; 9=ns)
151311 1 | ——————— A
fonde3} ...ooooiviiieiennnn. .
d) {tratdent} .................. || (servico fi especializado, pratico) (0=n; 1=s; 9=ns)
{qndS} e A
{onde5} oo, T O A
{cirhabmeses} do inicio dos sintomas | |
&) {atuado] ...scemsomsones | | (0=n; I=s; 9=ns)
{gqnd6} .o Ll
fondeb} ..ocovvervenennnns S T T T T T I I
(3011 —— || (0=n; I=s; 9=ns)
13157 13 T A A
fonde7} .o [ 1 T T e T
g) {tratcirurg} .......c.c..... | |( =n; 1=s; 9=ns)
{qnd8} e A A
fonde8} ......covunnnnnns || I | ]
se feminino, {cesaria} | | Quantas| |
h) {transplante} .............. |1 (0=n; I=s; 9=ns)
{nd9} e A A
fonde9} ..oeiiiiine .
i) {ocupagdo risc} .......... || (0=n; 1=s; 9=ns)
{quallO} .o (1 A
fqnd10} e A
fondel0} .oooooeeveninene. 1 T O T T T O O T I O
1) {puncaodigit} ............. || (acidente com objeto suspeito) (0=n; 1=s; 9=ns)
1[0 L R — L2 ]
fonded} ..oooooveivennnnn. [ T O T T T T I I O O
I) {dialise} | | (0=n; 1=s; 9=ns) {sessdes} | | (0=1/sem; 1=2/sem; 2=3 ou mais/sem)
fgqnd 1} e [
15070 [ 1 U Tp— .
{tempodedial} ............. || | (anos)
{tipounidd} ......cccceeee. |__| (0O=publica; 1=privada)
m) {hemofilico} tratado com produtos do sangue antes de 1990 |__| (0=n; 1=s; 9=ns)
n) {diabetes} ................. | |(0 n; 1=s; 9=ns)
0) {esquistossom} .......... | (0=n; 1=s; 9=ns)
{esplenec}t ....cccccerinnnns | | (0 n I=s; 9=ns)
fQnd 12} e A A
p) compartilha(ou) {alicate} de unha |1 (0=n; 1=s; 9=ns)
10 £ 1G] —— A

q) barbearia ou depilagdo, onde a 1amina ndo ¢ descartavel |__| (0=n; 1=s; 9=ns)
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(qnd 14} oo, HEAREEEE

r) compartilha(ou) escova de dentes {escovadent} | | (0=n; |=s; 9=ns)

Obs.: Proceder o questiondrio fechado.

1V. Habitos
1. {Etilista} ...cccooovvrreeenn. |__| (0=n; 1=s; 9=ns)
L o[ —— ||| (anos)
{Tipo pret} ..ccovevveenenns || (0O=fermentada; [=destilda; 2=indiferente)
{Dose sem}anal .......... | | (0O=esporadicamente; 1=1 garrafa; 2=mais de 2 garrafas)

V. Antecedentes familiares e contato
1. Historico de hepatopatia na familia {hepato fam} | | (0=n; 1=s; 9=ns)
1.1 Associado a {alcool} | | (0=n; 1=s; 9=ns)

VI. Condig¢des sécio-econdmicas
1. Numero de pessoas resid. no mesmo domicilio| | |
1.1 {Renda} familiar mensal| | | |SM




B. ANALISE DE PRONTUARIO

I. Dados laboratoriais

1. Dosagem de TGO/TGP nos primeiros 6 meses a partir do diagnostico
fase aguda | | (0=n; 1=s; 9=ns)

{tgol} [ 1 | [{degol}| |/ | / | | | |
{tgpl} | || |_[{dtegol}| |/ | / | | |

{tgo2} |_|_|_|_[{dtego2} | | _/ | /| | | |
{tgp2} ||| | _|{dwgo2} | |/ | / | | | |
{tgo3} |_|_|_|_|{dtego3} | | / | /| | | |
{tgp3} ||| | [{dttgo3} | |/ | / | | | |
{teo} | | {tgp} | | (0=normais; 1=alterados; 2=flutuantes)

2. Outros marcadores virais
HAV .o | ] (0=n; 1=s; 9=ns)
HBV ... || (0=n; 1=s; 9=ns)
Sifilis || (0=n; 1=s; 9=ns)

HTLV ....... || (0=n; 1=s; 9=ns)
HIY oo || (0=n; 1=s; 9=ns)
11. Exame fisico
1. Hepatomegalia {hepatomeg} | | (0=n; I1=s; 9=ns)
. 2. Esplenomegalia {esplenomeg} | | (0=n; I=s; 9=ns)
3. {Spiders} || (0=n; 1=s; 9=ns)
111. Biopsia
1. Tem {biopsia} || (0=n; I=s; 9=ns)

IV. Tratamento

69

1. Vem recebendo algum medicamento regularmente |__| (0=n; 1=s; 9=ns)

{Quais}|__ | | | [ | b
(R O O O S O I
2. {Tratado} p/ VHC | | (0=n; 1=s; 9=ns)
Inicio {dttrat} [ L
{Esquema} || (0=ifn; I=riba; 2=ifn/riba; 9=dno)
{Duracéo} |} (0=3m; I=6m; 2=la; 3=mais de l1a)

Tratamento interrompido {inttrat} | | (0=n; 1=s; 9=ns)
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C. QUESTIONARIO FECHADO
1. Identificacdo

1. Codigo do paciente {cod} .......ccoovevvirnnininens L]
2. A LITIBIHIES ... .ocn cncenmsinsisiimesonsitienis somini iRt Siiniiisiads L]
3. Data da entrevista {dtentrev} .......ccccccvveeeereenns A

1. Dados epidemiolégicos - Parte Il
I. Contato com pessoas portadoras de HCV {ctporthcv} | | (0=n; 1=s; 9=ns)
1.1 Tem suspeita de transmissdo por contato {suspcotato}| | (0=n; 1=s; 9=ns)
2. Ja teve experiéncia homossexual {exphomo} .........ccccecuevueeeen. |1 (0=n; 1=s; 9=ns)
3. Como vocé define sua {pratica sex}ual ........... || (O=heterossexual;
I=homossexual;
2=bisexual)

4. Sexo anal (ativo)................ | [(0=n; 1=s/ativo;2=s/passivo 9=ns)

5. Rela¢édo sexual durante o periodo menstrual {menst}| |(0=n; 1=s; 9=ns)

6:  JA1EVE DS T ersnesmomsnnsces srasmmpespommrpmenserrompmnres sogsnomyisoss || (0=n; I=s; 9=ns)
{quall6}]| |
{qnd16}

..................................................................................................... A A

7. Numero de parceiros nos Gltimos 12 meses {numparc}| | (0=apenas I;
1=2-5;3=mais de 5; 8=zero)
8. Numero de parceiros ao longo da vida {numparc2} | | (0=1-9; 1=10-49;
2=>50; 8=zero)
9. Manteve relagio sexual com:

a) receptor de transf. de sangue {conttrans} |__| (0=n; 1=s; 9=ns)
b) usuario de drogras intravenosas {contUDIV}| | (0=n; I=s; 9=ns)
¢) profissionais do seXo {CONIPrOBLY «ossssammmmmasamssesassssossans |__|(0=n: I=s;
9=ns)
d) alguém que tenha tido hepatite {conthepa}.....| | (0=n; I=s; 9=ns)
Se 1, foi associado a HCV {contHCV} ..., |__| (0=n; 1=s; 9=ns)

10. Fez uso de complexos vitaminicos intravenosos |__| (0=n; 1=s; 9=ns)

Ja compartilhou seringa {compserinl }.....cccccceevveeriiinnnnane. | | (0=n; I=s; 9=ns)

11. Fez uso de drogas ilicitas {udil} .......ccccovnviiriiiiiiiiiniiinnnnnn, || (0=n; I=s; 9=ns)
{quall7} | |
Ainda faz uso {fazudil}.......ccooviiimiiiiii e || (0=n; I=s; 9=ns)
Duracio $HdI1}. o ameimens smmmmssmsrssmsmesss s e sanis ||| (anos)

12. Fez uso de drogas intravenosas {udiv} .......ccccvveviiciiniinnnnnns || (0=n; I=s; 9=ns)
Ainda faz uso {fazudiv} ......ccooveeiiiiiiie e || (0=n; 1=s; 9=ns)
DUracao §TUAIVY ......cocusi onsnmmaassnsnuners soenisnmss isnndsssipmmassangasissosises ||| (anos)

Ja compartilhou seringa {compserin2} .......cccccoovvvieiiiniinnnnnn. |1 (0=n; I=s; 9=ns)

13. Fez uso de {coca inal}ada .......ccocooeeeeiniiiiininiieecioniiceincineene || (0=n; I=s; 9=ns)
Ainda faz uso {fazcoCa}...cooeeiiieriiiieiiiie s |1 (0=n; I=s; 9=ns)
Duragdo {tcoca}.....ccovvereeeeereeiiicnnnnns wan e i A e SR 6 ||| (anos)

Ja compartilhou canudinho {comptcan} ........cccccoevviiniiiniininns | | (0=n; I=s; 9=ns)
Recotda sangramento nasal {epistaxe . amommmmsemsove || (0=n; 1=s; 9=ns)

4, JA:CSUEVE {PLESO Firuncumssseommponessmuurmsmessarsosesmmnovssorenssnssiions ansa iannsssn || (0=n; 1=s; 9=ns)
Tempo de prisfe {IPrSAG} .c.cwomesrrconmsrmmmmsanississsssisusimnsis oo | | (O=menos de la;

=la;2=1-2a;

3=2-5a; 4= mais de 5a)
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Anexo 11

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Em acordo com as Normas da Resolugdo n®. 196/96 do Conselho Nacional de Saide, de 10 de outubro de 1996,
aprovada na 59" Reunido Ordinaria do Plenario do Conselho Nacional de Saade)

Instituicdes de pesquisa: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ. Hospital Universitario Prof.
idgard Santos-1HUPES/UFBA ¢ Fundagdo Bahiana para o Desenvolvimento da Ciéncia (FBDC).

Titulo do projeto: Caracterizagdo Ultra-cstrutural ¢ Molecular do Virus da Hepatite B ¢ C no
Sangue ¢ na Saliva.

Pesquisador Responsavel: Dr. Mitermayer Galvao dos Reis.

Liste documento procura forneeer ao (a) Sr.(Sra.) informagdes sobre a utilizagdo de sua amostra
de sangue ¢ saliva para pesquisas sobre os virus que causam a hepatite B (VHB) e C (VHC).

O (A) Sr.(Sra.) podera recusar-se a participar da pesquisa. ou dela se afastar a qualquer momento, sem
que venha a sofrer qualquer constrangimento ou penalidade por parte das institui¢des de pesquisa.

Os procedimentos ¢ exames que serdo realizados incluem: coleta de 10mlL de sangue da veia
que pode gerar um ligeiro desconforto devido a pungio. coleta de saliva, exames moleculares para
detecgiio ¢ tipagem do VHB ¢ do VHC. Os pacientes participantes reccberdo os resultados dos exames
realizados.

Os riscos ¢ danos da pesquisa s@o praticamente nulos. Este estudo contribuird para o
cntendimento da transmissdo do VHC ¢ a identificagdo de grupos que possam ser beneficiados pelo
tratamento com medicamentos.

Os investigadores se obrigam a ndo revelar sua identidade em nenhuma circunstincia. Os
exames ¢ procedimentos aplicados serdo gratuitos. Todos os dados colhidos para a avaliagdo clinico-
cpidemioldgica estardo codificados no computador, sob sigilo, ndo permitindo sua identifica¢io.
Declaro estar ciente do inteiro teor da investigagdo proposta e assino o presente Termo de

Consentimento.

Nome do voluntario __Salvador-Bahia  / /

Assinatura do voluntario, pais
ou responsaveis legais

Assinatura do investigador

Assinatura da testemunha

Contato: Dr. Mitermayer Galvao dos Reis

Tel: (71) 3176-2265 Fax: (71) 3176-2289

Impressao digital do voluntario, pais

ou responsaveis legais (caso necessario)
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Anexo 111

Calculo do numero de equivalentes gendmicos:
N=n/k".k".k"

N= célculo do namero de copias/reagio esperados apartir de 200 uL de soro.

n= nimero de cdpias na reagdo de PCR em Tempo Real.

K'= 0,50, fragdo esperada de recuperagdo do RNA extraido.

K"= 1, fragdo do RNA extraido utilizado na reag@o de transcri¢do reversa (para
formar o cDNA).

K™= 0,28, fra¢do do cDNA utilizada na reagdo de PCR em Tempo Real.
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