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Resumo



A Hepatite C € uma doenca hepatica de etiologia viral cujo agente é o Virus
da Hepatite C (VHC). A infec¢éo pelo virus, na grande maioria dos casos evolui para
a cronicidade, sendo, portanto, um problema de saude publica devido ao seu grande
potencial de evolucdo para cirrose e hepatocarcinoma. Portanto, atualmente é
fundamental a utilizacdo de testes moleculares como diagndstico complementar e
para 0 acompanhamento da doenca no paciente infectado, assim como para a
deteccdo cada vez mais precoce da infeccao pelo VHC. Neste sentido, testes para a
deteccdo de &cidos nucléicos podem ser utilizados para a deteccdo qualitativa e
guantitativa do RNA-VHC no sangue dos pacientes, de modo a avaliar a dinamica da
infeccdo e definir a conduta terapéutica. Desta forma, o Ministério da Saude adotou
no Brasil uma metodologia baseada na Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (RT-gPCR) precedida de etapa de transcri¢cdo reversa para a deteccao
do material genético viral em amostras de plasma dos infectados. A presenca do
VHC estd documentada em outros compartimentos bioldgicos como células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e plaquetas, o que sugere que 0
protocolo atualmente adotado no Brasil pode superestimar o numero de particulas
virais ativas, visto que o plasma preparado para a realizacdo desta analise contém
uma grande quantidade de plaquetas em relacdo a contagem total dos individuos.
Desta forma, a finalidade da execucdo deste projeto foi comparar a carga viral do
VHC em pacientes cronicamente infectados levando-se em conta o protocolo
atualmente empregado pelo SUS e outro modificado onde o plasma preparado é
praticamente isento de plagquetas. Embora nenhuma diferenca estatisticamente
significativa tenha sido encontrada na comparacdo dos protocolos, as inferéncias
estatisticas realizadas a partir dos resultados obtidos demonstraram que o genétipo
viral parece, a primeira vista, ser capaz de influenciar a distribuicdo do VHC nos
compartimentos extra-hepéticos, dependendo do tipo de protocolo utilizado. Apesar
dos dados e da quantidade de pacientes analisados ainda n&o indicar de forma
segura uma necessidade de mudanca técnica no protocolo atual da Rede Nacional
de Carga Viral do VHC, os achados deste trabalho sugerem que novos estudos
devem ser prontamente realizados, de modo a adequar a conduta terapéutica e o

prognéstico de cada paciente portador de Hepatite C.

Palavras-chave: Plasma pobre em plaquetas; Carga Viral; Hepatite C.



Abstract



Hepatitis C is a liver disease of viral etiology whose agent is Hepatitis C Virus
(HCV). This virus infection, in the vast majority of cases, progresses to chronicity and
is therefore a public health problem due to its great potential for progression to
cirrhosis and hepatocarcinoma. Therefore, the use of molecular tests as a
complementary diagnosis and disease control, as well as for early detection of HCV
infection, is currently essential. In this sense, tests for the detection of nucleic acids
can be used for the qualitative and quantitative detection of HCV RNA in the blood of
the patients, in order to evaluate the dynamics of the infection and define the
therapeutics. Thus the Brazilian Ministry of Health adopted a methodology based on
the Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR) preceded by a reverse
transcription step for the detection of the viral genetic material in plasma samples of
infected individuals. The presence of HCV is well documented in other biological
compartments such as peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and platelets,
suggesting that the protocol currently adopted in Brazil may overestimate the number
of active viral particles, since the plasma samples prepared for this analysis contains
a large amount of platelets. Thus, the purpose of this project was to compare the
HCV viral load in chronically infected patients, taking into account the protocol
currently used by the SUS and another one modified, where the plasma samples are
practically free of platelets. Although no statistically significant difference was found
in the comparison of the protocols, statistical inferences from the results showed that
the viral genotype appears to influence the distribution of HCV in extra hepatic
compartments, depending on the protocol. Although the data and the number of
patients analyzed still do not indicate a need for a technical change in the current
protocol of the National HCV Viral Load Network, the findings of this study suggest
that new studies should be carried out promptly in order improve prognosis and

treatment patients.

Key words: Platelet-poor plasma; Viral load; Hepatitis C.
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1.1 Hepatite C: informacdes gerais e epidemiologia

A Hepatite C € uma doenca hepética de etiologia viral cujo agente € o Virus
da Hepatite C (VHC). A infeccao pelo virus, na grande maioria dos casos (75 a 85%)
evolui para a cronicidade (FARIAS, 2011) sendo, portanto, um problema de saude
publica. Esta evolucédo se deve ao seu grande potencial de evolucéo para cirrose e
hepatocarcinoma (STRAUSS, 2001; SZABO et al., 2003). Estima-se que 71 milhdes
de pessoas no mundo apresentem hepatite C crbnica sendo que a doenca esta
associada a, aproximadamente, 399 mil mortes por ano (WHO, 2018). De acordo
com o panorama atual, o Brasil registrou 40.198 casos novos de hepatites virais em
2017, sendo que 24.460 casos registrados foram de infecgdo por VHC (BRASIL,
2018c).

As principais vias de transmissdo do VHC sao por transfusdo de sangue e
hemocomponentes, compartilhamento de objetos perfurocortantes e, embora mais
raramente, por contato sexual (BRASIL, 2018c). Ap6s a infeccdo pelo VHC, o
individuo pode apresentar um quadro de hepatite aguda de forma
assintomatica/oligossintomatica ou sintomatica. No primeiro caso, as manifestacées
clinicas estdo ausentes ou séo bastante leves e atipicas, simulando um quadro
gripal, enquanto que no segundo, a apresentacao é tipica, com os sinais e sintomas
caracteristicos de hepatites, como febre, ictericia e coldria (BRASIL, 2007).

Aproximadamente 20% dos pacientes portadores do VHC apresentam
resolucdo espontanea da doenca, que é definida como clareamento espontaneo
caracterizado pela ndo deteccao do RNA viral no plasma ou soro do paciente com
sorologia anti-VHC reagente. Na maioria dos casos, entretanto, ocorre a evolugéo
para a cronicidade, com a progressao relacionada ao diagnéstico, tratamento e
monitoramento da doenca (ANJO et al., 2014). Assim, devido a fase assintomatica
de longa duracdo associada aos casos cronicos, o diagnéstico da Hepatite C é
essencial, assim como o de comorbidades e coinfec¢gbes, como a Hepatite B e a
aids (BRASIL, 2018c).

Outro fator importante na historia natural da doenca € a via de transmisséo,
sendo que a transmissao por transfusdo sanguinea estd mais associada a forma
cronica da doenca. Acredita-se que a evolucdo para cirrose e hepatocarcinoma
também dependa de fatores como carga viral e genétipo (BRASIL, 2018b).
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Conclusdo
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Os resultados aqui apresentados nos permitem concluir que:

v/ para cargas virais a partir de 3,00 log o virus ligado na plaqueta ndo impacta
no resultado do exame de carga viral,

v" na populacéo estudada dados demograficos e clinicos ndo foram associados
a carga viral;

v ainteracaol/ligacdo do VHC com plaquetas parece depender do gendtipo viral.
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