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_Introdugéo

Ahepatite C é reconhecida como uma doenca de importancia global
em Saude Publica atingindo tanto paises desenvolvidos como paises
em vias de desenvolvimento. O seu agente etiolégico - o virus da
hepatite C (VHC) - é endémico em todo 0 mundo e a taxa de pre-
valéncia da infe¢do pode variar significativamente, sendo influencia-
da, quer pelas principais vias de transmisséo, quer pelas politicas
de satde implementadas nos diferentes paises (' 2). A Organiza-
¢80 Mundial da Salde (OMS) estima que entre 150 a 170 milhdes
de individuos estejam infetados pelo VHC (2). Embora a incidéncia
da infegéo tenha diminuido nos Ultimos anos, a sua prevaléncia per-
manece elevada devido a cronicidade da doenga em cerca de 80%
dos individuos infetados (2 4).

Em Portugal, existem poucos estudos sobre a infegao pelo VHC,
estimando-se uma prevaléncia entre 1% e 1,5% estando esta infe-
¢ao associada a 45% dos casos de hepatite notificados no nosso
pais (5. ). No entanto, & reconhecido que nem todos os casos s&o
notificados e muitos dos casos nao sao diagnosticados. Entre 0s
paises europeus, Portugal apresenta a taxa de prevaléncia mais
elevada por VHC em grupos populacionais Utilizadores de Drogas
Injetaveis (UDI), podendo esta variar entre 60% e 80% (6. 7).

O VHC é caracterizado por uma elevada variabilidade genética, tra-
duzida na sua classificacdo em 6 diferentes gendtipos e em mais
de 100 subtipos virais com distintos padrées de distribuicdo epide-
mioldgica em todo 0 mundo. A taxa de evolugéao é rapida e o grau
de diversificagdo dos virus aumenta significativamente ao longo do
tempo, resultando no desenvolvimento de quasispecies que sao im-

portantes na histéria natural da infecdo e permitem a evasao ao sis-
tema imunitario do hospedeiro (8).

Apesar de néo se ter conseguido ainda desenvolver uma vacina
contra 0 VHG, tém sido alcangados avangos significativos na pro-
ducédo de farmacos de agao direta contra o virus (%), Contudo,
devido ao elevado custo destes antivirais, a terapia combinada de
INF-a-PEG e RBV mantém-se como tratamento padréo da maio-
ria dos doentes crénicos (19). Este regime terapéutico induz uma
Resposta Viroldgica Sustentada (RVS) que varia entre 42% e 82%
e 6 dependente do gendtipo do virus em causa (). Nas infegdes
pelo gendtipo 1 sdo observadas as taxas de RVS mais baixas (40-
50%). Em contraste, para 0s gen6tipos 2 ou 3 sdo obtidas as taxas
de RVS mais elevadas, podendo atingir 80%. Taxas de RVS de va-
lores intermédios (43-70%) foram associadas a infe¢des pelo ge-
nétipo 4 (10-12),

Uma vez que os varios genotipos de VHC estao associados a uma
diferente evolucao da infecdo e doenca, a genotipagem do virus
tornou-se na principal ferramenta que o clinico dispde para a de-
terminagdo da dosagem e duragdo do tratamento, bem como para
o0 conhecimento do prognostico da infecao. Porém, a resposta cli-
nica diferenciada de doentes infetados com diferentes subtipos do
mesmo gendtipo de VHC, j& descrita na literatura para 0s subtipos
1a e 1b, continua a colocar hipdteses de investigagéo sobre a im-
portancia do subtipo do virus na resposta ao tratamento e na pro-
gressao da doenca cronica pelo VHC (13),

O método de sondas em linha, baseado na hibridacao rever-
sa (designado por LiPA), é o ensaio comercial mais utilizado nos
paises europeus para a genotipagem do VHC. No entanto, apre-
senta um fraco desempenho para a subtipagem dos virus (14),
Em 2009, o Laboratério Nacional de Referéncia de Infegdes Se-
xualmente Transmissiveis-VIH e virus da Hepatite B e C do INSA
desenvolveu um ensaio molecular in house para melhorar a clas-
sificagdo do VHC (14). Nos dltimos 3 anos, este ensaio tem sido
correntemente utilizado no laboratério e aplicado em amostras
clinicas em que nao foi possivel determinar o subtipo de VHC
quando previamente submetidas ao ensaio comercial LiPA.
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_Objetivos

O presente estudo pretende dar a conhecer os resultados da ca-
racterizacdo molecular do VHC, realizada no Laboratoério Nacio-
nal de Referéncia de Infe¢cdes Sexualmente Transmissiveis - VIH e
virus da hepatite B e C do Instituto Nacional de Saude Doutor Ri-
cardo Jorge (INSA) entre 2008 e 2013, e revelar o contributo de um
ensaio in house para a determinacao dos subtipos por andlise de
sequéncias virais do VHC.

_Material e métodos

Foi realizada uma analise retrospetiva dos resultados da genotipa-
gem do VHC obtidos no Laboratério Nacional de Referéncia de In-
fegbes Sexualmente Transmissiveis - VIH e virus da hepatite B e C
entre 2008 a 2013. A caracterizagdo molecular para a classificagcao
do virus foi realizada pelo ensaio comercial (VERSANT™M HCV Geno-
type 2.0 Assay-LiPA (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarryto-
wn, NY, USA). As amostras em que 0 subtipo ndo foi determinado
foram submetidas a um ensaio molecular in house, baseado na am-
plificacdo, sequenciacdo e andlise de duas regides gendmicas do
VHC - as regides C/E1 e NS5B (14),

_Resultados e discusséo

Caracterizagdo da populagdo estudada

Durante o periodo em analise foi realizada a genotipagem do VHC
pelo ensaio comercial LIPA em 1004 amostras clinicas de individu-
os infetados por VHC, das quais 71,1% foram obtidas de reclusos,
13,4% de individuos da populagéo em geral sem risco conhecido e
4,4% de UDI. Em relag@o ao género, 90,5% eram provenientes de
homens e 9,5% de mulheres, sendo que a idade média da popula-
¢&o analisada variou anualmente entre 35,3 e 42,4 anos (Tabela 1).

Genotipagem do VHC

Os resultados de genotipagem ao longo do periodo em analise re-
velaram uma maior frequéncia de infecdes pelo gendtipo 1 (55%,
variando entre 50,7% e 57,9%), seguida do gendtipo 3 (28,2%, va-
riando entre 21,0% e 35,5%) e do gendtipo 4 (13,9%, variando entre
11,0% e 15,9%). O gendtipo 2 foi 0 menos frequente (1,5%, varian-
do entre 0% e 2,3%) e nao foram detetados casos de infecao pelos
genotipos 5 e 6. Verificou-se, ainda, que 1,4% (n=14) das amostras
analisadas apresentaram um resultado inconclusivo pelo método
LiPA, incluindo trés casos que revelaram um perfil compativel com
infec@o mista por diferentes gendtipos de VHC (Tabela 2).

0 gendtipo 1, seguido do gendtipo 2 e do gendtipo 3 tém sido descri-
tos como os mais prevalentes a nivel mundial, nomeadamente nos con-

tinentes Europeu e Americano. Neste estudo, os gendtipos 1 e 3 foram
0s mais frequentes ao longo dos 6 anos em andlise (Tabela 2). Por outro
lado, foi observado que 13,9% das infe¢des correspondiam ao gendtipo
4, que tem sido descrito na literatura como mais prevalente em paises do
Médio Oriente e no do norte de Africa, em particular no Egipto (15 16),

Subtipagem do VHC

No presente estudo, observou-se que, do total dos casos classifica-
dos de gendtipo 1, cerca de 78,3% (432/552) pertenciam ao subti-
po 1ae 18,1% (100/552) ao subtipo 1b. Em 3,6% (20/552) dos casos
nao foi possivel determinar o subtipo do virus pelo ensaio comercial
LiPA. Observou-se ainda, que a diferenga proporcional entre a fre-
quéncia do subtipo 1a e a do subtipo 1b foi constante em cada ano,
e aolongo do perfodo em analise, sendo sempre mais frequente para
0 subtipo 1a. Contudo, na literatura é descrito que o subtipo 1b é o
subtipo mais prevalente a nivel mundial, amplamente distribuido na
Europa e em alguns paises de Africa e do Sudoeste Asiatico, encon-
trando-se associado a individuos de idade avangada e que adquiri-
ram a infecao por transfusdes sanguineas no passado (6. 17), Neste
estudo, a maioria dos casos identificados como subtipo 1b eram re-
clusos e de uma faixa etaria mais jovem.

0 segundo subtipo mais frequente na populacao estudada foi o subti-
po 3a (28,2%), que a semelhanca do que acontece para o subtipo 1a,
foi descrito como comum em UDI em varios paises Europeus (15-18),
Neste trabalho e apesar do viés de selecdo da populacao estudada,
ndo pode ser excluido o eventual uso de drogas endovenosas pelos
individuos que constituem o grupo de reclusos.

Das 1004 amostras clinicas submetidas ao ensaio comercial LiPA, ndo
foi possivel subtipar 0 VHC em 185 (18,4%) casos: em 126 (64,3%) o
subtipo nao foi descriminado e em 59 (30,1%) o subtipo ndo foi deter-
minado. Em 11 casos a subtipagem foi inconclusiva. Assim, e no sen-
tido de melhorar os resultados da classificacdo do VHC para estes
casos, procedeu-se a sequenciagdo das regides genomicas virais
C/E1 e NS5B, utilizando um ensaio molecular in-house, desenvolvi-
do no Laboratorio Nacional de Referéncia IST-VIH e Hepatite B e C do
INSA. Este novo método foi aplicado em 87 (44,4%) das amostras sem
subtipo conhecido, nas restantes o volume disponivel mostrou-se in-
suficiente. A sequenciacao e analise das regides genomicas amplifica-
das permitiram determinar com éxito o subtipo do VHC em 86 (98,9%)
destas amostras. (Tabela 3).
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Tabela 1: [} Caracterizagdo da populagéo estudada para genotipagem do VHC, 2008-2013.

Grupo populacional

Total Homens Mulheres |dade média ( Pop. em geral " Reclusos UDI
(n) % (n % (n % (n % (

2013  85,7%(120) § 14,3% 20) 2108 23,6% @ § 76,4% (107)
""" 2 b{z"""'""""'1'55""""'E""éé{é%(&éé')"'}"""'%,'2'%('16)""i""""é'é,'é'(ﬁéjm"E""{é,%%'kééj""""'"7'7','5'%hb%j"”""""5',5%'('3)'"""
""" 201 T 831%(9)  169%(12  424(7)  254%(18) = 88%(27)  36.6%(26)
""" 2010 214 925%(198)  75%(16)  853(71)  164%(35)  794%(70)  42%(©Q)
""" 2000 226 934%(@M)  66%(15)  365(110)  106% (24  889%(201)  O4%()
""" 2008 215 898%(193)  102%(2)  396(146)  09%(2)  498%(105) 0O
TOTAL 1004 90,5% (909) 9,5% (95) 38,6 (606) 13,4% (135) 711% (714) 4,4% (44)

1 N&o podem ser excluidos comportamentos de risco para a infegédo VHC, nomeadamente o uso de drogas injetaveis (UDI)

Tabela 2: [ Resultados de genotipagem do VHC (ensaio LiPA 2.2), 2008-2013.

Genotlpo 1 Genotlpo 2 L Genot|po 3 2 Genotlpo 4 Inconcluswo
% (n % (n % (n % (n % (n

2013 607% (71 O71%()  336%47)  14,3% (20) i 0,7% (1)
""" ’2’0’1’5"”"""'"’5'1"4%'(’7'1’)'"""’"""o"""’"'"’55;5%’@95"""""&'2’5%’af)'"”"”””5’7'%’(5”””'
""" 2011 57T7%@) 0 241%(5)  155% (1)  56%@4)
""" 2010 S5T9% (124  23%(5)  210%@5)  159%(34)  28%(6)
""" 2008 s23%084  18% @) 2r4% (62 1%E5  04%()
""" 2008 SLE%(M1)  23%()  307%(66)  149%(32)  05%()

Total 55% (552) 1,5% (15) 28,2% (289) 13,9% (140) 1,4% (14)

1 Todos os casos foram classificados de subtipo 3a
2 |dentificados casos ndo subtipados de gendtipo 4 e casos de subtipo indiscriminado 4a/4c/4d

Tabela 3: [} Resultados da subtipagem do VHC pelo ensaio molecular in house em amostras
clinicas ndo subtipadas e/ou inconclusivas no ensaio comercial LiPA 2.2.

Amostras analisadas pelo ensaio molecular
Amostras analisadas por LiPA in house (sequenciagdo da regiao CE1
e/ou NS5B do VHC) 1

Total 1004 196 87 86 § 1

1 Todas as amostras com volume suficiente para o ensaio molecular in house
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_Concluséo

0O elevado desempenho revelado pelo ensaio molecular in house
na determinagdo dos subtipos virais, comparativamente ao ensaio
comercial LIPA, possibilita uma melhoria na classificagédo do VHC
e, deste modo, contribui para aumentar o conhecimento do papel
da diversidade genética na progressao da doenca.

Num futuro proximo, e de forma mais alargada, os antivirais apro-
vados para tratamento da infe¢ao pelo VHC serao administrados a
doentes crénicos, facto que tem implicagdes clinicas e viroldgicas
a curto prazo (19). E por isso crucial implementar a melhor estra-
tégia laboratorial para a classificacdo dos virus e estar prepara-
do para a nova era de tratamento e monitorizagao da infe¢éo pelo
VHC. Neste sentido, o Laboratério Nacional de Referéncia de In-
fe¢Oes Sexualmente Transmissiveis - VIH e virus da hepatite B e C
do INSA esta ja a desenvolver métodos laboratoriais que permitam
a analise molecular de outras regides gendmicas do VHC alvo dos
antivirais, nomeadamente dos inibidores da protease NS3/4A, bem
como a pesquisa de mutagdes de resisténcia aos antivirais utiliza-
dos no tratamento da hepatite C.

Referéncias bibliograficas:

(1) Lavanchy D. The global burden of hepatitis C. Liver Int. 2009;29(Supp! 1):74-81.

(2) JafariN, Farajzadegan Z, Ataei B. Surveillance system for hepatitis C infection: a
practical approach. Int J Prev Med. 2012;3(Suppl 1):S48-57.

(3) Hepatitis C-global prevalence (update). Wkly Epidemiol Rec. 2000; 75(3): 18-19.

(4) Lavanchy D. Evolving epidemiology of hepatitis C virus. Clin Microbiol Infect.
2011;17(2):107-15.

(5) Marinho R, Moura M, Giria J, et al. Epidemiological aspects of hepatitis C in Portugal. J
Gastroenterol Hepatol. 2001;16(9):1076-7.

(6) Marinho RT, Lavanchy D. Viral Hepatitis. Meeting News 2011;19(2): 1-24.

(7) Vieira AM, Freire R, Mangualde J, et al. Hepatite C - casuistica da consulta de
hepatologia de um hospital distrital. J Port Gastrenterol. 2007;14(3): 134-40.

(8) Bukh J, Miller R, Purcell R. Biology and genetic heterogeneity of hepatitis C virus. Clin
Exp Rheumatol. 1995; 13(Suppl 13):S3-7.

(9) Thomas DL. Advances in the treatment of Hepatitis C virus infection. Top Antivir Med.
2012;20(1):5-10.

(10) Feld JJ, Hoofnagle JH. Mechanism of action of interferon and ribavirin in treatment of
hepatitis C. Nature. 2005; 436(7053):967-72.

(11) Kanda T, Yokosuka O, Omata M. Treatment of hepatitis C virus infection in the future.
Clin Transl Med. 2013;2(1):9. doi: 10.1186/2001-1326-2-9.

(12) Antaki N, Craxi A, Kamal S, et al. The neglected hepatitis C virus genotypes 4, 5 and 6:
an international consensus report. Liver Int. 2010;30(3):342-55.

€O LINK

QO LINK

QO LINK

QO LINK

@O LINK

(13) Zein N, Poterucha J, Gross JB Jr, et al. Increased risk of hepatocellularcarcinoma in
patients infected with hepatitis C genotypetb. Am J Gastroenterol. 1996;91(12):2560-2.

(14) Avé AP, Agua-Doce |, Andrade A, et al. Hepatitis C Virus Subtyping Based on
Sequencing of the C / E1 and NS5B Genomic Regions in Comparison to a Commercially
Available Line Probe Assay. J Med Virol. 2013;85(5):815-22.

(15) de Bruijne J, Schinkel J, Prins M, et al. Emergence of hepatitis C virus genotype 4:
phylogenetic analysis reveals three distinct epidemiological profiles. Journal of clinical
microbiology 2009; 47: 3832-8. J Clin Microbiol. 2009;47(12):3832-8.

(16) Esteban JI, Sauleda S, Quer J. The changing epidemiology of hepatitis C virus infection
in Europe. J Hepatol. 2008;48(1):148-62.

(17) Simmonds P. Genetic diversity and evolution of hepatiti C virus-15 years on. J Gen Virol.
2004; 85(Pt 11):3173-88.

(18) van Asten L, Verhaest |, Lamzira S, et al; European and Italian Seroconverter Studies.
Spread of hepatitis C virus among European injection drug users infected with HIV: a
phylogenetic analysis. J Infect Dis. 2004;189(2):292-302.

(19) Pawlotsky JM. New antiviral agents for hepatitis C. F1000 Biol Rep. 2012;4:5.

@ LINK

@O LINK

@ LINK

QO LINK



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3399297/
http://www.vhpb.org/files/html/Meetings_and_publications/Viral_Hepatitis_Newsletters/vhv19n2.pdf
http://www.scielo.gpeari.mctes.pt/pdf/ge/v14n3/v14n3a02.pdf
http://www.iasusa.org/sites/default/files/tam/20-1-5.pdf
http://www.clintransmed.com/content/2/1/9
http://jcm.asm.org/content/47/12/3832.full.pdf+html
http://jid.oxfordjournals.org/content/189/2/292.full.pdf+html
http://jid.oxfordjournals.org/content/189/2/292.full.pdf+html
http://f1000.com/prime/reports/b/4/5/pdf

