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RESUMO

Com objetivo de avaliar a distribuicdo dos gendtipos do HCV em pacientes de Botucatu, Bauru, Assis e
regides, foram analisadas 1.018 amostras assim distribuidas: Botucatu (508), Bauru (415) e Assis (95)
com sorologia anti-HCV reagente pela técnica ELISA (Enzyme - linked immunosorbent assay) e detectadas
por Biologia Molecular RT-PCR (reverse transcription Polymerase Chain Reaction - Roche ®). Genétipos
foram determinados pela tecnologia LiPA (Line probe assay - Bayer) que permite deteccao de 6 genotipos
e subtipos mais comuns. Distribui¢do dos gendtipos na regido: gen6tipo 1 (62,9%) , genétipo 3 (34,5%),
gendtipo 2 presente nas regides de Botucatu e Bauru (2,1%), gen6tipo 5 em Botucatu (0,2%). Distribuicéo
dos subtipos: Regido de Botucatu - subtipos: la (25,0%), 1b (29,3%), 1a/lb (3,5%), 2b (0,6%), 3a
(35,0%), 5a (0,2%). Regifo de Bauru - subtipos: 1a (31,1%), 1b (27,2%),1a /1b (2,4%), 2 b (1,9%), 2 a/
2¢ (0,2%), 3a (32,3%). Regido de Assis - subtipos: 1a (26,3%), 1b (26,3%), 1a /1b (2,1%), 3a (41,1%).
Atécnica utilizada ndo permitiu a diferenciacdo dos subtipos em 5,1% das amostras. A distribuicdo dos
genotipos nestas regides foi similar as outras regides do Brasil e do mundo ocidental (Europa Ocidental
e Américas) apresentando algumas diferencas regionais relativas aos subtipos, como presenga de genotipo
africano (5) na regido de Botucatu.

Palavras - Chave. HCV, Gendtipos, Subtipos.

ABSTRACT

Hepatitis C is an infectious disease with variable clinical evolution, generally slow and progressive ,
caused by a RNA virus termed HCV (hepatitis C virus). This virus presents a structure composed by an
external envelop, protein core, and a single strand RNA with approximately 9,5 Kb. RNA virus usually
present a high mutation level resulting in diverse genomic sequences , and owing to these various
genotypes and subtypes are evolved. HCV genotypes 1, 2 and 3 have been worldwide disseminated,
being types 4 and 5 specially in Africa, and type 6 has been found in Asia. In Brazil the mostly frequent
genotypes are 1, 2, and 3. The present study evaluated 1.018 plasma samples anti-HCV positive on
ELISA assay, and HCV RNA positive by means of RT-PCR (Roche®). These plasma samples were sent
from following cities of S&o Paulo state: Botucatu (N=508), Bauru (N= 415), and Assis (N= 95).
Genotyping was performed by means of LiPA (Line probe assay - Bayer) which allows to analyze six
HCV genotypes, and the most common subtypes. HCV genotypes regional distribution was 62.9% of
genotype 1 ,and 34.5% of genotype 3. Genotype 2 was found in Botucatu and Bauru regions only in a
frequency of 2.1%, and genotype 5 was shown in Botucatu (0.2%) only . HCV subtypes distribution was
as follow: in Botucatu region — subtype 1a (25%), 1b (29.3%), 1a/1b (3.5%), 2b (0.6%), 3a (35.0%), 5a
(0.2%); in Bauru region — subtypes 1a (31.1%), 1b (27.2%), 1a /1b (2.4%), 2 b (1.9%), 2 a/2c (0.2%), 3a
(32.3%); in Assis region — subtypes la (26.3%), 1b (26.3%), 1a /1b (2.1%), 3a (41.1%). The used
genotyping technique did not allow to perform the subtypes characterization in 4.1% of samples. The
HCV genotypes distribution in these S&o Paulo state regions was similar to those observed in other
Brazilian and world sites, although some regional differences on HCV subtypes were observed , such as
the occurrence of African genotypes (5 and 5a) in Botucatu region.
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INTRODUCAO

A Hepatite C é uma doenca infecciosa, com evolugao
variavel, geralmente lenta e progressiva, que acomete o figado,
lesando-o de maneira irreversivel evoluindo de hepatite cronica,
para cirrose hepatica e hepatocarcinoma. O intervalo médio
entre a infecgdo e o desenvolvimento de hepatite C cronica é
de aproximadamente 10 anos, com praticamente a mesma
média para as evolucoes seguintest.

Considerada uma das maiores epidemias do século XXI,
sua prevaléncia mundial é estimada em 3% , sendo no Brasil
1,23% entre doadores de sangue?®.

O agente etioldgico da Hepatite C (HCV - Hepatitis C
virus) é um virus RNA, do Género Hepacivirus, Familia
Flaviviridae (National Center Brotechnology Information)*
com didmetro de 55 a 65 nm, identificado por Biologia
Molecular em 198955,

A estrutura gendmica do HCV estd bem caracterizada e
é composta de um envelope externo (membrana celular
contendo proteinas virais E1 e E2), um core viral (p 21) e uma
fita simples e linear da molécula de RNA, contendo
aproximadamente 9.500 nucleotideos. Esta fita contém uma
Unica e longa fase aberta de leitura (ORF — Open Reading
Frame) que codifica uma proteina com cerca de 3.000
aminoéacidos. Essa proteina é clivada por proteases virais e do
hospedeiro em pelo menos 10 proteinas estruturais e ndo
estruturais®”8°.

O reservatorio natural e fonte de infecgdo é 0 homem doente
(clinica ou subclinicamente) ou o portador assintomatico .

A principal via de transmissdo € a parenteral (transfusdo
de sangue e hemoderivados), embora transmissdo sexual,
vertical, percutanea direta (usuarios de drogas injetaveis,
aplicagdo de tatuagens, acidentes pérfuro-cortantes) em
profissionais da salde possam ocorrer,

A hepatite C é a hepatite viral mais comumente
transmitida por sangue. Os grupos de maiores riscos s&o pessoas
que recebem sangue em transfusdo, pacientes em dialise e
toxicomanos. O advento de testes sorolégicos de 22 e 3% geracdo
na selecdo de doadores de sangue reduziu de maneira significativa
o risco de transmissdo por unidade de sangue transfundido. No
Brasil a obrigatoriedade de triagem de doadores de sangue para
hepatite C data de 1993, porém no Estado de Sao Paulo essa
triagem € obrigatéria desde 1992, Portaria CVS-10, 1992.

Como na maioria dos virus, a auséncia da atividade de
reparo da enzima conduz a uma alta taxa de mutacdo espontanea,
caracterizando diferentes sequéncias gendmicas levando a
descricdo de varios tipos (gendtipos) e diferentes subtipos. Alguns
gendtipos tém distribuicdo geografica caracteristica, e podem
ser associados a determinadas vias de transmisséo™.

Os testes de genotipagem mais utilizados detectam os
seis (6) tipos mais frequientes e os diversos subtipos. Os genétipos
1, 2 e 3 tém distribuicdo mundial, os tipos 4 e 5 sdo encontrados
principalmente na Africa e o tipo 6 é normalmente detectado
na Asia'213, De acordo com Consenso proposto em 2005 sobre o
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sistema de nomenclatura dos gendtipos do HCV?*4, os gendtipos
considerados anteriormente como 7, 8, 9 e 11 foram classificados
como subtipos do genétipo 6, enquanto o genotipo 10 foi
classificado como subtipo do genétipo 3, sendo mais
comumente encontrados na Tailandia, Vietna, e Indonésia®. No
Brasil os genotipos mais freqlientes sdo 1, 2 e 3 31213,

Indmeros estudos em todo mundo tém como objetivo a
cura da hepatite C. Atualmente dois tipos de tratamento vém
sendo utilizados, o interferon convencional ou peguilado
associado ou ndo a ribavirina®!®. A utilizagdo de um ou outro
tratamento foi normatizado no Brasil pelo programa de Hepatites
Virais do Ministério da Salude na Portaria n°® 863/022, que
estabeleceu o tratamento com interferon convencional e/ou
ribavirina para portadores de gendtipos 2, 3, enquanto portadores
do gendtipo 1 devem ser tratados com interferon peguilado e/ou
ribavirina. Neste contexto, a determinacéo laboratorial do
genétipo do HCV no paciente infectado é essencial para auxiliar
o clinico na escolha da terapia a ser instituida®.

O objetivo deste trabalho foi determinar a freqiiéncia e
distribuicdo dos gendtipos / subtipos do HCV em pacientes
com hepatite C cronica nas regides de Botucatu, Bauru e Assis,
atendidos pelo Hemocentro de Botucatu.

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Foram incluidos neste estudo 1018 pacientes, com
sorologia anti-HCV positiva, acompanhados nas diferentes
Unidades de Saude das regides de Botucatu (508), Bauru (415)
e Assis (95), integrantes do Programa Estadual de Hepatites
Virais, da Secretaria de Estado da Salude de S&o Paulo, no
periodo de agosto de 2002 a maio de 2005. Todos os pacientes
apresentaram solicitacdo médica para a realizagdo da Reacdo
em Cadeia pela Polimerase (PCR) e genotipagem para o HCV.

Metodologia

A deteccdo do RNA viral foi realizada por RT - PCR
utilizando Kit Cobas Amplicor® HCV Monitor Test, v.2.0 -
Roche Diagnostica enquanto a determinacao do gendtipo foi
realizada analisando a regido ndo traduzida ultra conservada
5 UTR com o Kit Versant™ HCV Genotyping Assay (LiPA -
Line Probe Assay) — Bayer Corporation, que permite a
determinacdo de 6 diferentes genotipos e subtipos mais
comuns.

Em ambas as técnicas foram seguidas as orientagGes
preconizadas pelos fabricantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando a distribuicdo dos gendtipos na populagao
estudada observamos a predominancia do genétipo 1 (62,9%),
seguida pelo gendtipo 3 (34,5%) e uma freqiiéncia menor do
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genotipo 2 (2,1%) presente apenas nas regides de Botucatu e
Bauru. Ja 0 genotipo 5 (0,2%) esteve presente apenas ha regido
de Botucatu, enquanto que gendtipos mistos (1 e 3) foram
encontrados em 0,4% da populacdo estudada, correspondente
a regido de Bauru (Tabela 1).

O resultado observado para o gendtipo 1 (62,9%) na
regido estudada, mostra-se concordante com a frequiéncia deste
genotipo no Estado de Séo Paulo. Jardim et al.* encontraram
uma frequiéncia de 64,7% na regido de Sao José do Rio Preto,
enquanto Bassit et al.'” observaram uma freqiiéncia de 62,9%
na cidade de Séo Paulo.

O gendétipo 3 aparece com uma freqliéncia mais elevada
na regido de Assis (41,1%) enquanto que nas regides de
Botucatu e Bauru é de 35,0% e 32,3%, respectivamente. Estes
dados apontam uma variagéo regional deste genétipo pois
Jardim et al.'® encontraram 26,5% em S&o José do Rio Preto
enquanto Bassit et al.’® encontraram valores semelhantes
(31,3%) aos das regides de Botucatu e Bauru. Ja para o
genotipo 2 (2,1%) este estudo revelou uma freqliéncia inferior
a que tem sido encontrada no Estado de Sdo Paulo: Jardim et
al'® encontraram 8,8% em S&o José do Rio Preto, enquanto
Bassit et al.'” encontraram 4,3% na cidade de S&o Paulo.

Embora o genotipo 4 esteja presente no Estado de Sdo Paulo®
este ndo foi encontrado na populacdo estudada. O presente
estudo revela a presenca do genétipo 5 apenas na regido de
Botucatu, embora este ja tenha sido encontrado em outras
regides do Estado de Séo Paulo®.

De modo geral, os gen6tipos nas regides estudadas
seguem o mesmo padrdo do Estado de Sdo Paulo®® e outros
estados brasileiros'”120:2122 oy seja, uma maior freqiiéncia do
gendtipo 1 seguido pelo 3 e 2, observando-se a presenca dos
gendtipos 4 e 5 de prevaléncia africana, nos estados do Rio de
Janeiro e S&o Paulo'"18%,

A freqiiéncia de gendtipos nas regides de Botucatu,
Bauru e Assis assemelha-se as mais comumente encontradas
no mundo ocidental®, levando a crer que o grande movimento
imigratorio no século passado seja responsavel pela diversidade
de genotipos observados. Nos estados de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro observa-se a presenga dos genotipos 4 e 5, oriundos
provavelmente das regides sul e central da Africa’3Y’.

Neste estudo observamos que a distribuicdo geral dos
subtipos do HCV das regiGes estudadas apresenta
predominéncia dos subtipos la (27,6%), 1b (28,2%) e 3a
(34,5%) (Tabela 2).

Tabela 1. Distribuicdo dos genotipos do HCV em pacientes portadores cronicos pertencentes as regides de Botucatu, Bauru e

Assis, no periodo de 08/2002 a 05/2005.

Genotipos Regides Total
Botucatu Bauru Assis

N° % Ne % N° % Ne %

1 319 62,8 265 63,9 56 59,0 640 62,9

2 9 1,8 12 2,9 0 0,0 21 2,1

3 178 35,0 134 32,3 39 41,1 351 34,5

5 2 0,4 0 0,0 0 0,0 2 0,2

Misto (1 e 3) 0 0 4 1,0 0 0,0 4 0,4
Total 508 100,0 415 100,0 95 100,0 1018 100,0

Tabela 2. Distribuicdo dos subtipos do HCV em pacientes portadores cronicos pertencentes as regides de Botucatu, Bauru e

Assis, no periodo de 08/2002 a 05/2005.

Subtipos Regides Total
Botucatu Bauru Assis
Ne % N° % Ne % Ne %
1 25 49 13 3,1 4 4,2 42 4.1
la 127 25,0 129 31,1 25 26,3 281 27,6
1b 149 29,3 113 27,2 25 26,3 287 28,2
la/lb 18 3,5 10 2,4 2 2,1 30 3,0
2 6 1,2 3 0,7 0 0,0 9 0,9
2b 3 0,6 8 1,9 0 0,0 11 11
2al2c 0 0,0 1 0,2 0 0,0 1 0,1
3a 178 35,0 134 32,3 39 41,0 351 34,5
5 1 0,2 0 0,0 0 0,0 1 0,1
5a 1 0,2 0 0,0 0 0,0 1 0,1
Misto (1e3) 0 0,0 4 1,0 0 0,0 4 0,4
Total 508 100,0 415 100,0 95 100,0 1.018 100,0
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O subtipo 1a é mais freqliente na regido de Bauru
(31,1%), 1b na regido de Botucatu (29,3%), enquanto o subtipo
3a apresenta uma freqiiéncia maior na regido de Assis (41,1%),
sendo esta Ultima superior as médias normalmente encontradas
nos estados brasileiros 172128

A classificacdo em subtipos pode ocasionalmente ser
limitada pela falta de variagOes das seqliéncias especificas de
subtipos na 5’UTR, podendo ocorrer padrdes nédo
identificaveis?*. Assim a metodologia utilizada ndo permitiu a
diferenciacdo dos subtipos em 5,1% dos pacientes, sendo
identificado apenas os gen6tipos 1 (4,1%), 2 (0,9%) e 5 (0,1%).
Observamos também a presencga de gendtipos mistos (1 e 3)
em 0,4% dos pacientes.

As variacdes genéticas, subtipos e quasispécies do HCV
sdo responsaveis ndo apenas pelo escape do sistema
imunoldgico®?, mas também podem estar relacionadas a
suscetibidade ao tratamento®®. Assim, a determinacdo dos
subtipos e quasispécies sdo extremamente Uteis para orientacao
na escolha do tratamento adequado. Neste contexto, os dados
obtidos com este trabalho poderdo compor um banco de dados
com informag@es sobre subtipos regionais do HCV.
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