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RESUMO

O virus da hepatite C (VHC) é caracterizado por uma elevada variabilidade
genética traduzida na sua classificacdo em 6 diferentes genétipos, e em mais de 80
subtipos com distintos padrées de distribuicdo epidemiolégica no mundo. Os varios
genadtipos estdo associados a uma diferente evolugdo da infecgdo e progressao da
doenca, sendo por isso a classificagdo do VHC a principal ferramenta do clinico para a
determinagdo da dosagem e duragao do tratamento dos doentes.

O presente estudo pretendeu desenvolver um método alternativo de
genotipagem e subtipagem do VHC, no contexto de um laboratério de referéncia, que
permitisse por um lado, reduzir os custos, e por outro lado, obter uma melhoria na
classificacao do virus.

No presente trabalho foram analisadas amostras de referéncia e amostras
clinicas de 72 reclusos infectados por VHC, com resultados previamente conhecidos
dos niveis de RNA e de genotipagem obtidos pelo método comercial LiPA. As
amostras foram sujeitas a extraccdo de RNA e sintese de cDNA, amplificacdo por
heminested PCR e sequenciacdo, e ainda, a analise filogenética de sequéncias
nucleotidicas das regides C/E1 e NS5B do VHC. Os resultados foram comparados
com os previamente conhecidos obtidos pelo método LiPA.

Independentemente das regides gendmicas, a subtipagem do VHC pelo
método desenvolvido foi conseguida em 95,8% (69/72) dos casos, uma proporgao
bastante superior comparativamente a obtida no método LiPA (47,2%, 34/72),
mostrando assim um melhor desempenho em identificar ou discriminar o subtipo VHC.

Informagédo molecular conjunta para as duas regides genémicas foi obtida em
88,9% (64/72) dos casos com identificagdo de um recombinante intergenétipo 1b/2k e
um recombinante intragendtipo 2q/2k para a regido C/E1 e 2k/2a para a regiao NS5B.
Adicionalmente, 2 casos apresentaram uma classificagado de VHC discordante, 1b/4a e
3al/4a, respectivamente para as regides C/E1 e NS5B analisadas. Contudo, nestes
casos nao foi possivel descartar a hipétese de possiveis infecgoes mistas.

O elevado desempenho do método desenvolvido na detecgéo e classificagao
do VHC pode possibilitar de um modo mais preciso uma correlagcao clinica com os
subtipos virais do VHC, e deste modo viabilizar um melhor entendimento do papel da

variabilidade gendémica na histéria natural e progressao da infecgao do VHC.

PALAVRAS-CHAVE: Virus da hepatite C (VHC); Genotipagem; Subtipagem; Regides genémicas C/E1 e
NS5B.
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ABSTRACT

The hepatitis C virus (HCV) is characterized by a high genetic variability which
is reflected in their classification into 6 different genotypes, and in more than 80
subtypes with distinct epidemiological patterns of distribution in the world. The several
HCV genotypes are associated with a different evolution of infection and disease
progression, and therefore the HCV classification is the clinician main tool to determine
the patients’ treatment dosage and duration.

This study aimed to develop an alternative method of HCV genotyping and
subtyping, in the context of a reference laboratory, to enable lower costs, and the other
hand, to obtain an improvement in virus classification.

In this work we analyzed reference samples and clinic specimens from 72 HCV-
infected inmates, with previously known results of HCV viral load and genotyping
obtained using the commercial method, LiPA. The samples were subjected to RNA
extraction and cDNA synthesis, amplification by heminested PCR and sequencing, and
also, to phylogenetic analysis of C/E1 and NS5B nucleotide sequences. The results
were compared with those previously obtained by LiPA.

Regardless of the genomic regions, the HCV subtyping with the developed
method was achieved for 95.8% (69/72) of cases, a much higher success rate when
compared with 47.2% (69/72) in LiPA. It showed a better performance in identifying or
discriminating the HCV subtype when using the method developed

The joint molecular information for the two genomic regions was obtained in
88.9% (64/72) of cases with identification of an intergenotypic recombinant form 1b/2k,
and an intragenotypic recombinant 2q/2k for C/E1 region and 2k/2a for NS5B region.
Additionally, 2 cases showed a discordant HCV classification, 1b/4a and 3a/4a,
respectively for the analyzed regions, C/E1 and NS5B. However, in these cases it was
not possible to discard the hypothesis of possible mixed infections.

The high performance of the developed method in HCV detection and
classification may allow a more precise clinic correlation with the HCV subtypes, and
thus to enable a better understanding of the genomic variability’s role in natural history

and progression of HCV infection.

KEY WORDS: Hepatitis C virus (HCV); Genotyping; Subtyping; C/E1 and NS5B genomic regions.
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO
1.1 A infecc¢ao pelo Virus da Hepatite C

1.1.1 Classificagao
O virus da hepatite C (VHC) foi identificado em 1989, por Choo e seus

colaboradores, no soro de um paciente com hepatite adquirida apds transfusdo e nao
causada pelos virus da hepatite A ou da hepatite B [1].

O VHC pertence a familia Flaviviridae do género Hepacivirus (do grego hepar,
hepatos, figado). O uso da nomenclatura internacional das variantes do VHC torna-se
essencial quanto mais se descobre sobre a doenga hepatica relacionada com o VHC,
e mais se conhece sobre as diferencas biologicas e antigénicas que existem entre as

variantes virais identificadas [2].

1.1.2 Morfologia do Virido
O virido da hepatite C consiste numa particula esférica com um didmetro entre

40 a 70 nm, envolvida por um involucro de constituicdo lipoproteica no qual estao
ancoradas as glicoproteinas (E1 e E2) [3]. No interior do invélucro encontra-se a

proteina do core (C) que protege o RNA gendmico viral [4] (Figura 1.1).

Envelope
glycoproteinl
(E1)

Envelope
lipid

7

SS-RNA
genome
(~9.6 Kb)

/

Envelope
glycoprotein 2
(E2)

Capsid proteins
(Core)

Figura 1.1 — Esquema representativo da estrutura do virido da hepatite C [5].
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INTRODUGAO

1.1.3 Organizagdo Gendmica
O genoma do VHC é constituido por RNA de cadeia simples com polaridade

positiva, composto por aproximadamente 9,6 kb (Figura. 1.2) [5]. Contém apenas uma
Unica grelha de leitura (open reading frame, ORF), precursor da poliproteina de cerca
de 3000 aminoacidos, que é flanqueada por regibes de RNA ndo traduzidas
(untranslated region, UTR) designadas respectivamente de 5UTR e 3'UTR [4-6]. A
regiao 5’UTR tem aproximadamente 341 nucleotidos (nt) e € composta por quatro
dominios altamente estruturados numerados de | a IV [4, 7]. Os dominios I, lll e IV
constituem um local interno de entrada do ribossoma (/nternal Ribossomal Entry Site,
IRES) que é responsavel pela iniciagdo da traducdo da poliproteina viral [8]. A regido
3'UTR tem cerca de 269 nucleotidos e, tal como a regido 5’UTR, esta envolvida na
replicacao do RNA e na tradugao proteica [5, 7].

As proteinas estruturais sao codificadas pelo terminal amina da ORF, enquanto
a restante regido da ORF codifica as proteinas nao estruturais. Uma unica poliproteina
sofre proteolise mediado por proteases virais e da célula hospedeira, originando pelo
menos 10 proteinas, incluindo trés proteinas estruturais (C ou core, E1 e E2), uma
pequena proteina, p7 que faz a ligagdo entre as proteinas estruturais e ndo estruturais
e que forma canais iodnicos (viroporina), e seis proteinas nao estruturais (NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) [4, 9, 10] (Figura 1.2). A proteina do quadro de leitura
alternativo (alternate reading frame protein, protein F/ARFP) é codificada pelo quadro
de leitura +1 do genoma viral, a qual se sobrepde com a sequéncia codificante da
proteina do core [11]. As fungdes, se for o caso, das proteinas F/ARFP no ciclo de

vida e patogénese da infecgao pelo VHC, permanecem por serem elucidadas [4].
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INTRODUGAO

A 5'UTRH 3 UTH
IRES n
1
Variable
region
~ ORF
5 Poly(U/UC) tract
v
X-Aail

B ﬂTranslationfprocessing

lcore| E1| E2 |p7|Ns2 | NSz  |ns4a[NsaB| NssA | NS5B |

1 192 384 747810 1027 1658 1712 1873 2419 3010

A A A AA A A A A A A

Cleavage by cellular Autog Cleavage by HCWV NS3
signal peptidase cle
C Structural proteins MNonstructural proteins
1 —
Cysteine 1
:l:lautuprctease RNA-dependent
Envel Membrane RNA polymerase
valope rearrangement

I:l Sernne NTFase/f

Capsid I:I proteasehelicase ]

1 lon channel u RMA replication

Serine
FIARFP protease

cofactor

Figura 1.2 - Representagdo esquematica do genoma do VHC. (A) ORF flanqueada por 5’'UTR e 3'UTR. (B)
A poliproteina traduzida é processada por proteases celulares e virais. (C) Resultado da clivagem: 3
proteinas estruturais, a proteina p7 e 6 proteinas ndo estruturais, e as suas respectivas fungdes. A proteina
F/ARFP ¢ traduzida a partir de um pequeno quadro de leitura alternativo sem fungdes conhecidas. Adaptado
de [101.

1.1.4 Ciclo Replicativo
O VHC infecta apenas humanos e chimpanzés e é considerado como sendo

essencialmente hepatotropico [4, 12]. Contudo, pode infectar células mononucleares
do sangue periférico (PBMC), linfécitos B e células dendriticas. Pode ser encontrado
em locais extra-hepaticos como no sistema nervoso central e na medula éssea de
doentes com infecgdo VHC crénica, o que dificulta o sucesso do tratamento na
eliminagao do virus do organismo [13-15].

O ciclo de replicacdo do VHC possui varias etapas. A primeira etapa
corresponde a ligacao das particulas virais a receptores celulares especificos. Entre
outros, tém sido propostos como receptores do VHC a molécula CD81, o receptor SR-

Bl (Scavanger Receptor Class B type |) e a claudina-1 [16-18].
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A internalizacdo do VHC ocorre por endocitose mediada por clatrina que é
iniciada pelas interacgbes especificas entre as glicoproteinas virais E1 e E2 e os
receptores na superficie da célula hospedeira, que provocam a libertacdo da
nucleocapside viral no interior do citoplasma, apds fusdo entre as membranas que é
induzida pelo pH baixo do endossoma [4, 19, 20] (Figura 1.3).

A desencapsidagado da nucleocapside viral liberta cadeias genémicas positivas

de RNA livres no citoplasma que juntamente com
o RNA recém sintetizado, servem de RNA
mensageiros para a sintese da poliproteina do )
VHC [8, 21]. O IRES liga-se a subunidade @E

ribossomal 40S em associagdo com factores de /" Binding |

Release

iniciagdo eucarioticos 2 e 3 (elF2 e elF3)

resultando no complexo de pré-iniciagdo 48S. Assimlv
Posteriormente, a subunidade ribossomal 60S oém
associa-se ao complexo, levando a formagédo do 000 Oom%g\\

complexo activo de traducido 80S para a sintese & 0
da poliproteina do VHC no reticulo FLY
endoplasmatico (RE) [22, 23]. As proteinas S A Rep:c:ﬁun

estruturais e a proteina p7 sao libertadas da Uncoating

poliproteina apds clivagem pelos sinais das

N
' !
| N | e i}
peptidases do RE. As proteinas nao estruturais
sao clivadas por proteases virais NS2-3 e NS3-4A wa rER
\. /

[4]. A proteina F/ARFP provém de um frameshift Translation

ribossomal no primeiro coddo da regido do Figura 1.3 - Ciclo replicativo do VHC [3].
genoma que codifica o core [24].

Por analogia com outros virus de RNA de cadeia positiva, pensa-se que a
replicacdo do VHC seja semi-conservativa e assimétrica. A replicacdo do RNA viral
ocorre no citoplasma em duas fases, ambas catalisadas pela polimerase de RNA
dependente de RNA (RdRp, NS5B) [9]. Além disso, varios factores celulares, tal como
factores virais tém sido descritos como parte do complexo de replicagdo do RNA. Um
factor viral importante para a formag¢ao desse complexo parece ser NS4B, que é capaz
de induzir uma rede membranosa derivada do RE e/ou aparelho de Golgi. A rede é
rica em colesterol e acidos gordos que regula a replicagdao do VHC [25].

Na primeira fase da replicacéo, a cadeia positiva do RNA serve de modelo para
a sintese de uma cadeia negativa intermediaria de replicagdo. Na segunda fase, a
cadeia negativa do RNA serve como um modelo para produzir inUmeras cadeias de

polaridade positiva, que posteriormente serdo utilizadas para a traducdo da
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poliproteina, sintese de novos intermediarios de replicagdo ou empacotamento em
novas particulas virais [9]. Apds as proteinas virais, as glicoproteinas, e o RNA
gendmico do VHC terem sido sintetizados, os componentes individuais tém de ser
organizados de modo a produzir virides infecciosos [26]. A nucleocapside forma-se por
oligomerizagdo da proteina C e sua associacdo com o RNA gendmico, processo
essencial para a paragem da replicagdo do genoma e inicio da sua encapsidagéo. A
formagao do invélucro ocorre por interacgcado da nucleocapside com as glicoproteinas
E1 e E2 associadas a membrana do RE, através de gemulagéo. Por fim, as particulas

do VHC saem da célula por exocitose [4, 27].

1.2 Diversidade Molecular do VHC
A infeccao pelo VHC é um processo adaptativo e altamente dindmico, com a

producdo e libertacdo de cerca de 10" virides por dia [28]. Esta elevada taxa de
replicacdo em conjunto com os erros cometidos pela polimerase de RNA do VHC
(auséncia de actividade de proofreading), s&o responsaveis pela grande diversidade
genética das estirpes de VHC [29, 30]. A evolucgdo é rapida e o grau de diversificacao
das estirpes de VHC no individuo aumenta significativamente ao longo do tempo,
resultando no desenvolvimento de quasispecies que sao importantes na histéria
natural da infecgcao do VHC, por possibilitarem o escape do virus ao sistema imunitario
do hospedeiro [29].

Comparagdes de sequéncias do VHC derivadas de individuos de diferentes
regides geograficas revelaram a presencga de seis genétipos de VHC, que em acordo
com a alteracéo na classificacdo ocorrida em 1998, foram designados por algarismos
de 1 a 6 [31]. Estes gendtipos diferem em 30-35% na sua sequéncia gendmica [32]. As
regides correspondentes as glicoproteinas E1 e E2 s&o as que apresentam maior
variabilidade, enquanto as regides do core e de alguns genes das proteinas nao
estruturais, tais como NS3, sdo mais conservadas. A regidao 5UTR é a que possui
menor variabilidade entre gendtipos [33-35]. Mais recentemente foram identificadas
sequéncias de VHC divergentes e consideradas como potencialmente pertencerem a
um novo gendtipo, que foi designado de gendtipo 7 [36, 37]. Com excepgao dos
gendtipos 5 e 7, todos os restantes gendtipos do VHC possuem diversos subtipos
relacionados mas geneticamente distintos entre si, com as sequéncias a diferirem em
20-25% [38]. Mundialmente, estdo relatados mais de 80 subtipos diferentes de VHC,
tendo sido designados por letras minusculas associadas ao algarismo do respectivo
genatipo [35, 36, 39-41] (Tabela 1.1).
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A recombinacdo também contribui para a diversidade genética do VHC. Nos
virus de RNA de polaridade positiva como o VHC, a recombinagao ocorre durante a
replicacdo do RNA gendmico quando existe co-infecgdo com duas variantes virais.
Embora a recombinacdo seja pouco frequente, ja foram identificados alguns
recombinantes intergendtipos naturais, tais como 2k/1b [42, 43], 2b/1b [44], 2/5 [45] e
2i/6p [46], e também intragendtipos designados como 1a/1b [47] e 1a/1c [48]; ainda de
referir, que foi também descrita a recombinacao de intrasubtipos de VHC nos subtipos
1a, 1b e 3a [49, 50].

A limitacao na deteccdo de recombinacao entre os gendtipos do VHC também
tem implicagdes para a classificagdo do virus. Isto porque na maioria dos estudos de
variabilidade do VHC em areas com elevada diversidade sao baseadas na analise de
uma unica regido sub-gendémica, o que pode potencialmente limitar a deteccéo de
formas geneticamente recombinadas, subestimando a verdadeira frequéncia de

recombinacgao [35].

Tabela 1.1 — Gendtipos e subtipos de VHC submetidos a base de dados de sequéncias de VHC de Los
Alamos; distribuicdo de sequéncias de cada gendtipo (%) e numero total de sequéncias no mundo, na
Europa e em Portugal [36, 39-41]. (Acedido a 15/08/2011).

Genétipo |Mundo |Europa |[Portugal|Subtipos
1 76,7% 82,2% 50,2% |a,b,c,d,e, f,g,h,iij kI, m
2 4% 1,9% - a,b,c,d e fghijklmnonp,q,r
3 10,2% 9,4% 21% a,b,c,d e fgh,ik,l
4 2,5% 2,1% 28,1% |a,b,c,d,e, f,g,h,k,I,m n,0,p,q,rs,tu
5 1,4% 2,1% - a
6 1,2% - - a,b,c,d e fghijklmnnopqrstu
7 - - - a
Outro 3,8% 2,3% 0,8%
Total de
sequéncias| 80215 | 44468 257

1.3 Epidemiologia da Infecgado pelo VHC no Mundo

1.3.1 Prevaléncia da Infec¢cao
A infecgédo por VHC tem um elevado impacto na saude publica da maioria dos

paises do mundo, estimando-se que 130 a 170 milhdes de pessoas, ou seja, cerca de
3% da populagédo mundial, se encontre infectada pelo virus [51]. Contudo, conhecer a
incidéncia da infeccdo de VHC é mais dificil, pois a maioria das infeccbes sao

assintomaticas e o0s ensaios de diagnostico mais correntemente usados néo
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distinguem entre a infecgdo aguda, cronica ou resolvida [52]. Para além disso, a
maioria dos estudos de prevaléncia usam populagdes seleccionadas, nomeadamente
dadores de sangue, 0 que pode subestimar a prevaléncia real do virus na populacao
[53].

Embora o VHC seja endémico em todo o mundo, ha um elevado grau de
variabilidade na sua distribuicado geografica, quer entre paises do mesmo continente,
quer entre zonas geograficas do mesmo pais [54]. As regibes com menores taxas de
prevaléncia incluem os paises industrializados da América do Norte, norte e oeste da
Europa, e Australia (1-2,5%). Os paises com maior prevaléncia localizam-se em Africa,
Asia e América do Sul (>2.5%), sendo o Egipto, o pais com maior prevaléncia de
infecgédo por VHC (>15%) [51, 54, 55] (Figura 1.4).

Prevalence of infection
- 0%

N 7.5-10%
1 1-25%

Figura 1.4 — Prevaléncia global da infeccdo por VHC em 2007 [55].

Em Portugal, existem poucos estudos sobre a infecgédo pelo VHC estimando-se
uma prevaléncia de 1,5% na populagdo portuguesa (cerca de 150 mil individuos),
sendo o VHC responsavel por 45% dos casos notificados de hepatite, embora nem
todos os casos estejam notificados e muitos dos individuos infectados ndo estejam
diagnosticados [56]. De acordo com dados da Direcgao-Geral de Saude, existiam 85
novos casos notificados de hepatite C em 2009, mais 39 casos do que no ano anterior
[57]. Também, segundo um estudo do Observatério Europeu da Droga e da
Toxicodependéncia, Portugal € um dos paises europeus a apresentar as maiores
taxas de infecgao pelo VHC, podendo atingir valores entre 60-80% em populag¢des de

toxicodependentes [58].
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1.3.2 Distribuicao dos Genotipos e Subtipos
A distribuicdo dos gendtipos e subtipos do VHC reflecte-se na epidemiologia do

virus e esta fortemente associada com as principais vias de transmissdo e
disseminacdo da infeccao [59]. Os subtipos 1a, 1b e 3a, encontram-se amplamente
distribuidos na populagao. Este facto, resulta, quer da transmissdo do virus por
transfusdo de sangue (subtipo 1b), quer por troca de agulhas contaminadas entre UDI
(utilizadores de drogas injectaveis) (subtipos 1a e 3a) nos ultimos 30 a 70 anos, e que
sdo transmissdes que presentemente representam a grande maioria das infecgdes

identificadas na Europa Ocidental [33] (Figura 1.5).

C 'al
BN /

."“x_

Distributed widely in northern Europe
and USA. Associated with IDUs

e d

Found predominantly in older
HCV-infected individuals from
Mediterranean countries and

Far East Commonest genotype worldwide.
Older age groups, risk faclors
generally ill-defined

.ﬂ-q_,__ ——--”""_(ff_ \\ b
a /~ ¢
L ]
Distribulad widely in IDUs, 6 4 Widely disiributed in Middle East.
particularly from Europe Associated with past medical
5 \trealment (eg. Bilharzia injections)

® \ ®
. a ° a
Found in IDUs in Hong Kong, g
Vietnam and (mare recently)
Australia

d round com monly b

only in South Africa

Figura 1.5 — Distribuicdo dos principais genétipos do VHC no mundo e a sua associagdo a grupos
com comportamento de risco para a infecgao e transmissao do virus [33].

O gendtipo 1, seguido pelos gendtipos 2 e 3, frequentemente detectados na
América e também na Europa, tornaram-se o foco de interesse da maioria dos ensaios
clinicos para desenvolvimento de farmacos [60] (Figura 1.6). Enquanto o subtipo 1a
esta relacionado com UDI e encontra-se globalmente distribuido pelo norte da Europa
e EUA, o subtipo 1b estd associado a individuos de idade mais avancada e a

transfusdes sanguineas realizadas no passado. Os subtipos 2a, 2b e 2c séao
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encontrados predominantemente nos paises mediterranicos e do Extremo Oriente. O
subtipo 3a afecta predominantemente os UDI na Europa [33] (Figura 1.5).

O gendtipo 4 é a causa mais frequente de hepatite C crénica no Médio Oriente,
no norte de Africa e na Africa Subsaariana. Recentemente, observou-se a
disseminacao para o sul da Europa, dos subtipos 4a e 4d, entre UDI e populagdes de
imigrantes [61, 62]. O gendtipo 5 tem sido quase exclusivamente descrito na Africa do
Sul [63]. O gendtipo 6 é raro e esta confinado ao sudeste da Asia [64, 65] (Figura 1.6).

key

Genotype 1
Genotype 2
) Genotype 3
Genotype 4
Genotype 5
Genotype 6

- 4

Figura 1.6 — Distribuicdo dos gendtipos de VHC entre individuos infectados no mundo [65].

Em Portugal existem poucos estudos sobre a prevaléncia dos gendtipos do
VHC. Um estudo realizado entre 1995 e 2004, com base na genotipagem por um
método comercial, indicou o gendtipo 1 (subtipos 1a e 1b) como sendo o mais
prevalente (60,8%), seguido dos gendétipos 3 (subtipo 3a) (30,6%), 4 (7,6%) e 2 (1%)
[66]. Mais recentemente, outro estudo (Dezembro de 2009 a Abril de 2011) apresentou
uma distribuicdo de gendtipos de 57,3%, 25,5% e 15,4%, respectivamente para os
gendtipos 1, 3 e 4, através de genotipagem por um método comercial e sequenciagao
[67]. Os UDI sédo o grupo particularmente mais afectado pela infecgdo por VHC no
nosso pais (58,7%) [66].

Segundo dados do Laboratério Nacional de Referéncia de IST - HIV e
Hepatites B e C, do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, foram testados em

2009 e em 2010, para genotipagem do VHC, respectivamente 226 e 208 soros de
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individuos em ambiente prisional. Nesta populacao infectada foram identificados os 4
primeiros genétipos de VHC. E em ambos os anos, o gendtipo mais frequente foi o
gendtipo 1 e o menos frequente foi o gendtipo 2. Em termos de classificagdo do
gendtipo e do subtipo viral, os mais comuns foram 1a e 3a (Tabela 1.2). Embora a
maioria dos resultados obtidos tenham sido designados de completos, ou seja,
resultados em que a classificagdo do virus identifica simultaneamente o gendtipo e o
subtipo do VHC em causa, registou-se para estes dois anos 59 (13,6%; 59/434) casos
com resultados nao discriminados relativamente ao subtipo do VHC. Observou-se
ainda 25 (5,8%; 25/434) casos de resultados incompletos por néo ter sido possivel

determinar o subtipo viral em causa (Tabela 1.3).

Tabela 1.2 — Proporgéo de gendtipos e subtipos identificados no Laboratério Nacional de Referéncia IST -
HIV e Hepatites B e C, nos anos de 2009 e 2010, utilizando o método comercial VERSANT™ HcV
Genotype 2.0 Assay-LiPA (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, USA).

2009 2010
Resultados

N° de casos % N° de casos %

1 10 4.4 1 0,5
1a 91 40,3 102 49,0
1a/1b 1 0,4 2 1,0
1b 32 14,2 18 8,7

2 2 0,9 1 0,5
2al2c 2 0,9 3 1,4
2b - - 1 0,5

3 1 0,4 1 0,5
3a 61 27,0 45 21,6

4 6 2,7 3 1,4
4al4clad 20 8,8 31 14,9

Total 226 - 208 -

Tabela 1.3 — Resultados com subtipo nao discriminado (varios subtipos), incompletos (sem indicagéo do
subtipo) e completos (com classificagdo do gendtipo e subtipo do VHC) obtidos pelo método comercial
VERSANT™ HCV Genotype 2.0 Assay-LiPA (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, USA)
no Laboratério Nacional de Referéncia IST - HIV e Hepatites B e C, nos anos de 2009 e 2010.

I?sul?a(!os nao Resultados incompletos Resultados completos
iscriminados
2009 2010 2009 2010 2009 2010
o ] (] o o (]
N° de % N° de % N° de % N° de % N° de % N° de %
casos casos casos casos casos casos
23 10,2 36 17,3 19 8,4 6 2,9 184 814]| 166 79,8
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1.4 Modos de Transmissdo do VHC
Na maioria dos paises desenvolvidos, a fonte predominante de novas infecgbes

pelo VHC tem sido a partilha de agulhas e material contaminado no grupo de UDI [68].
Nesta populagdo, a seroprevaléncia de VHC pode atingir 70% [69]. O rastreio de
anticorpos anti-VHC nos bancos de sangue, desde o inicio de 1990, praticamente
eliminou a transmisséo do virus pela via sanguinea, mas o comportamento de risco
associado ao consumo de drogas injectaveis tornou-se actualmente o principal factor
de risco para a aquisi¢ao e transmissao do VHC [70, 71]. Contrariamente, nos paises
em desenvolvimento, com escassos recursos economicos, as transfusdes e as
injecgdes terapéuticas inseguras ainda podem ser as principais vias de transmissao do
virus [68].

Como consequéncia das medidas de seguranga implementadas em bancos de
sangue nos paises desenvolvidos, observou-se uma alteragcado da predominancia dos
subtipos de VHC de 1b para 1a e 3a, sendo a infeccdo pelo VHC em criangas
exclusivamente associada a transmissao vertical do virus [62, 72]

Outras vias de transmissdao do VHC incluem, o contacto sexual, com uma
eficiéncia de transmissdo do VHC de 0,01% em casais heterossexuais monogamicos,
e também a lesdo ndo intencional com agulhas ou exposicdo a outros objectos
pontiagudos contaminados em profissionais de saude, com uma incidéncia descrita

que pode atingir os 10% [73, 74].

1.5 Consequéncias da Infec¢ao pelo VHC
A infeccao pelo virus da hepatite C num individuo pode ser classificada como

aguda ou croénica. A forma aguda pode apresentar sinais clinicos de uma hepatite até
6 meses apods a exposicdo ao VHC e, ocorre em cerca de 25% dos infectados. Nos
restantes individuos € assintomatica, manifestando apenas sinais ligeiros no curso da
infeccao [51, 75]. Com a resolugao clinica dos sintomas, os niveis de aminotransferase
normalizam em cerca de 40% dos pacientes. A perda de RNA do VHC, indica cura da
hepatite C, mas ocorre em menos de 20% dos infectados, sendo independente da
normalizagdo das aminotransferases [75].

O risco de infeccao cronica de VHC é elevado, e cerca de 80% dos pacientes
mantém niveis de RNA de VHC quantificaveis seis meses apds a infecgdo aguda [53,
75]. O mecanismo que leva ao estabelecimento da infecgdo crénica ainda nao é
conhecido. O processo adaptativo e a evolugao rapida do virus podem permitir que o

VHC escape ao sistema imunoldgico do hospedeiro infectado [75]. A infecgdo pelo
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VHC é geralmente lenta e progressiva e os sintomas de infeccdo crénica variam.
Aproximadamente 10-20% dos individuos tém elevado risco de desenvolver cirrose
num periodo de 10 a 30 anos, e 1-5% dos doentes podem desenvolver carcinoma
hepatocelular (CHC) [75, 76].

E estimado que a infecgdo crénica de VHC seja responsavel por
aproximadamente 250 mil a 350 mil mortes por ano, principalmente relacionadas com
cirrose, doenca hepatica e CHC de fase terminal [77].

Dados da Direccao Geral de Saude, referentes ao periodo de 2001 a 2005,
fazem prever que o nimero de mortes por doenca hepatica crénica associada ao VHC
duplicara no pais dentro de 10 a 20 anos [referido em 66, 78] Em Portugal, a doenca
hepatica é a oitava causa de morte, sendo a hepatite C responsavel por 500 mortes
por ano. Cerca de 60% das mortes por CHC e 20% por SIDA (Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida) também estao relacionadas com o VHC [79].

1.6 Tratamento e Correlagdo dos Gendtipos do VHC com

Prognéstico da Infecgao
Desde a introdugdo da terapia combinada de interferdo-alfa peguilado (INF-a-

PEG) com ribavirina (RBV), padrado actual de tratamento, a eficacia de alcancar a
resposta virolégica sustentada (RVS), ou seja, um resultado de RNA de VHC
indetectavel 24 semanas apods o fim do tratamento, tem melhorado significativamente
[80, 81]. Estes farmacos sao conhecidos por activar diversos mecanismos antivirais
directos e indirectos, tais como por exemplo a degradagdo do RNA viral e a paragem
da traducédo viral [82, 83]. Infelizmente, estes dois compostos sdo téxicos e a sua
administracdo causa efeitos colaterais, entre os quais, cefaleia, febre, depresséao
grave, mialgia, artralgia e anemia hemolitica. A interrup¢do precoce pode ocorrer em
20% dos pacientes [84]. O custo do tratamento é muito elevado e pode prolongar-se
por varios meses (até 72 semanas). Em alguns casos a RVS néo ¢é alcancada no final
do tratamento [85].

A combinacao de INF-a-PEG e RBV induz uma RVS que varia entre 42-82%
dos pacientes, dependente do gendtipo em causa [81, 84]. Em infeccdes pelo gendtipo
1 observam-se as taxas mais baixas de RVS (40-50%), mesmo apds 48 semanas de
tratamento. Em contraste, para os gendtipos 2 ou 3 foram obtidas elevadas taxas de
RVS que atingiam os 80% [81, 84, 86]. No entanto, taxas de RVS de valores

intermédios (43-70%) apd6s 36-48 semanas de tratamento foram associadas ao
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genadtipo 4. Em relagcdo aos gendtipos 5 e 6, as taxas de RVS alcangadas podem ser
as mais elevadas, variando entre 60-85% apds 48 semanas de tratamento [87].

Recentemente, dois estudos revelaram a existéncia de uma eficacia de
tratamento superior, através da utilizacdo de um novo farmaco, o telaprevir, que
interfere na replicacdo do VHC pela inibicdo da enzima protease serinica NS3/4A. Dois
ensaios clinicos de fase 3 no tratamento da hepatite C crénica associada ao gendtipo
1 demonstraram que o tratamento com telaprevir, em combinacdo com INF-a-PEG e
RBV, conduz a uma RVS significativamente superior a do tratamento usual com
apenas INF-a-PEG e RBV [88].

1.7 Diagnéstico e Genotipagem do VHC
Por apresentar sintomas inespecificos, leves ou mesmo inexistentes, a

infeccao por VHC nao é frequentemente diagnosticada. Estima-se que apenas um em
cada quatro individuos infectados reconhecga a sua situagao e, portanto, a maioria dos
infectados ndo segue as opgdes de tratamento e ndo toma medidas individuais de
prevengao para diminuir o risco da transmissao do virus [86]. No diagndstico da
infeccdo existem comercialmente disponiveis ensaios seroldgicos para pesquisa de
anticorpos anti-VHC, ensaios para a pesquisa de RNA e para a genotipagem do VHC
[89].

1.7.1 Ensaios para Pesquisa de Anticorpos
Na pratica laboratorial corrente, os ensaios seroldgicos baseiam-se em testes

imunoenzimaticos que utilizam antigénios recombinantes da proteina C e NS3-5 na
captura de anticorpos especificos. Estes ensaios detectam com uma sensibilidade
superior a 99% a presencga de anticorpos anti-VHC, em amostras (soro ou plasma)
colhidas 4 a 10 semanas apés a infeccao [3, 89, 90].

Contudo, resultados seroldgicos positivos exigem a quantificagdo de RNA do
VHC para discriminacao entre pacientes com hepatite C crénica ou infecgao pelo VHC
resolvida. Numa infecgdo recente por VHC (<10 semanas) os testes seroldgicos
também podem conduzir a resultados falsos negativos. Em contraste, a pesquisa de
RNA do VHC é detectavel alguns dias apds a infeccdo, sendo preferencialmente o

ensaio escolhido para o diagnéstico de hepatite C aguda [91].
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1.7.2 Ensaio para Pesquisa do Acido Nucleico
A determinagcdo de RNA do VHC pode ser essencial para diagnosticar uma

infeccao aguda e monitorizar a eficacia do tratamento de individuos infectados [91].
Existem ensaios qualitativos e quantitativos para a detecgdo de RNA do VHC. Nos
ensaios qualitativos comercializados incluem-se o RT-PCR (Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction) e TMA (Transcription Mediated Assay) do RNA do VHC.
Os ensaios quantitativos possibilitam a determinagdo do numero de cépias virais num
volume especifico de amostra (soro ou plasma) através da amplificacdo da sequéncia
alvo (PCR competitivo e PCR em tempo real) ou da amplificagdo de sinal (branched
DNA) [92].

Os ensaios qualitativos tém normalmente limites mais baixos de detecg¢ao de
copias virais em comparacdo com 0s ensaios quantitativos. Os resultados da
aplicacao destes testes devem ser conhecidos antes da realizacdo de um teste de

genotipagem do VHC [92].

1.7.3 Ensaio para Genotipagem
Uma vez que os varios genétipos de VHC estao associados a uma diferente

evolucdo da infeccdo e doenga, a genotipagem do virus torna-se a principal
ferramenta que o clinico dispde para a determinacdo da dosagem e duragdo do
tratamento, e prognéstico da infecgao [37].

Tanto a analise directa de sequéncias como a tecnologia de hibridacéo reversa
permite a genotipagem do VHC. Os ensaios iniciais foram desenvolvidos para analisar
exclusivamente a regiao 5'UTR. A escolha desta regido deve-se ao seu elevado grau
de conservacdo, sendo frequentemente utilizada nos ensaios validados para a
prestacao de servigos efectuada nos laboratérios em pedidos de genotipagem do VHC
[37, 93]. No entanto, pode suportar erros ou incapacidade de classificagdo, pois
apesar de ser bastante conservada, esta regido possui varios polimorfismos que nao
permitem, por vezes, a classificagdo correcta do subtipo em causa. Por exemplo, o
polimorfismo da posi¢cao 243, frequentemente utilizada para diferenciar os subtipos 1a
e 1b, é incerta. Um estudo demonstrou que 6 (7,5%) das 80 sequéncias com o subtipo
1a e 1 (1,3%) de 79 sequéncias com o subtipo 1b foram incorrectamente classificadas
tendo como base esse polimorfismo [35, 94]. Também a diferenciacdo entre os
subtipos 1a e 1b pode ser prejudicada pelo facto do fragmento analisado diferir apenas
num nucleétido na posicdo 99 [95]. A andlise da regido 5’UTR também se tem
demonstrado limitada na discriminagdo entre os gendtipos 6 e 1, devido a semelhancga

da regido 5’'UTR destes dois genaotipos [96].
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O método laboratorial correntemente utilizado para genotipagem do VHC é
uma segunda versdo do ensaio designado VERSANT™ HCV Genotype 2.0 Assay-
LiPA (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, USA), o qual usa
informacgao da regido 5’UTR e do core do VHC, permitindo uma melhor e mais precisa
diferenciagado entre o gendtipo 1 e os subtipos 6¢ a 61, e entre os subtipos 1a e 1b.
Este método é um ensaio de sondas em linha, e destina-se a amostras com resultado
positivo para RNA do VHC. O ensaio tem como principio a hibridagao reversa, em que
o produto de DNA biotinilado, resultante da amplificagdo das regides 5’UTR e do core
do VHC por RT-PCR, ¢é hibridado com sondas de oligonucleétidos especificas dessas
regides para os seis genotipos do VHC. No final, a formagao de um precipitado de cor
purpura/castanha produz um padrdo de bandas visivel numa tira de nitrocelulose que
sera posteriormente comparada com as linhas da tira padrdo. Este ensaio de

genotipagem apresenta como desvantagem o seu elevado custo [97].
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2. OBJECTIVOS

A caracterizagao molecular da infecgcdo pelo virus da Hepatite C com
identificagdo dos gendtipos e subtipos virais na populagao infectada é essencial nao
sO para a area clinica, implementacéo de procedimentos terapéuticos e a produgao de
vacinas eficazes, como ainda contribui para aperfeicoar e desenvolver testes de
diagnéstico. Os ensaios de genotipagem do VHC mais vulgarmente disponiveis e
utilizados no laboratério, usam exclusivamente a analise da regides 5’UTR e do core
do genoma viral, e possuem um elevado custo, o que impede o seu uso em estudos

populacionais de larga escala.

Atendendo a estes factores, os principais objectivos deste trabalho foram:

1. Desenvolver e avaliar uma nova metodologia in house de baixo custo, tendo
como alvo uma populagdo de individuos infectados por VHC que permitisse
identificar e classificar os varios genétipos e subtipos virais;

2. Amplificar fragmentos virais de diferentes regides do genoma a partir do soro
de individuos infectados por VHC, através de extraccao do RNA seguido de um
RT-PCR e sequenciagao, com posterior analise e classificacdo das sequéncias
recorrendo a uma base de dados de VHC e estimativa filogenética;

3. Analisar diferentes regides genémicas de forma a nao limitar a possibilidade de
detectar a presenca de eventuais formas recombinantes de VHC;

4. Comparar os resultados obtidos pelo método a implementar com os resultados
j& conhecidos pelo método correntemente utilizado no laboratério (VERSANT™
HCV Genotype 2.0 Assay-LiPA (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.,
Tarrytown, NY, USA)) para a genotipagem do VHC;

5. Estabelecer possiveis associagdes entre algumas caracteristicas demograficas
(idade) e laboratoriais (valores de RNA de VHC) com os resultados obtidos de
genotipagem e subtipagem;

6. Reduzir custos para viabilizar futuros estudos que conduzam a um melhor

conhecimento molecular da infecgdo do VHC no pais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Critérios de Selecgao da Amostra
Os soros foram seleccionados de uma populagao infectada por VHC (presenca

de anticorpos anti-VHC), com niveis de RNA de VHC detectaveis (limite de deteccao
de 50 Ul/mL) e resultados de genotipagem pelo método VERSANT™ HCV Genotype
2.0 Assay-LiPA (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, USA)
(designado genericamente por método LiPA) conhecidos. Os critérios privilegiaram a
escolha de soros com resultados de genotipagem incompletos (sem indicacdo do

subtipo de VHC) ou indiscriminados (com indicacdo de varios subtipos virais).

3.1.1 Amostras de Referéncia

Neste estudo foram analisados 4 soros de referéncia, obtidos a partir do
programa de controlo de qualidade externa de genotipagem do VHC designado de
UKNEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment Service),
integrados em dois painéis distribuidos em 2009 e 2010 por diferentes laboratdrios
Europeus. Estes soros de referéncia com um numero de cépias de RNA de VHC
conhecido, estavam classificados quanto ao genétipo e subtipo do VHC. No ambito do
controlo de qualidade foram submetidos na altura ao método LiPA (Figura 3.1). A
utilizacdo das amostras de referéncia no presente estudo teve como objectivo uma

primeira avaliacdo do desempenho da metodologia a implementar.
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Soros de Referéncia

+ v

Amostras A Amostras B
(n=2) (n=2)

v l v I {
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Genodtipo 2b Genotipo 2b Genodtipo 3a Gendtipo 3a

CV: 16000 Ul/mL CV: 5305 Ul/mL CV: 150092 Ul/mL CV: 5961 Ul/mL

Extraccdo de RNA do VHC

i

Genotipagem pelo método LiPA

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Genodtipo 2b Genodtipo 2b Genotipo 3a Genotipo 3a
Resultado concordante Resultado concordante Resultado concordante Resultado concordante

Figura 3.1 — Diagrama esquematico contendo informagéo das amostras de referéncia usadas no presente
estudo com a apresentacdo de resultados obtidos apds a sua submissdo ao ensaio de genotipagem do
VHC pelo método LiPA. (CV = carga viral, RNA de VHC).

3.1.2 Amostras Clinicas

No presente estudo foi analisada uma amostra de conveniéncia constituida por
72 soros de reclusos infectados por VHC de varios Estabelecimentos Prisionais do
Distrito de Lisboa. A maioria dos soros foi colhida em 2008 para determinagido da
carga virica e genotipagem do VHC.

Atendendo a que a maioria dos estabelecimentos prisionais albergava homens,
apenas 6 casos estudados eram do sexo feminino (8,3%) sendo os restantes 66 do
sexo masculino (91,7%). As idades dos individuos estavam compreendidas entre os
22 e os 64 anos (idade média de 39,5 anos; 0=8,8) (Anexos, Tabela 8.1).

A populagado de amostras estudada possuia niveis detectaveis de RNA de VHC
que variava entre 470 a 50 200 000 Ul/mL quantificados pelo sistema COBAS
Amplicor® HCV Monitor v2.0 (Roche, Roche Diagnostics, Branchburg, NJ, USA). A
posterior genotipagem do virus com a utilizagdo do kit comercial LiPA identificou a
presenca dos genotipos 1 (n=31, 43%), 2 (n=12; 16,7%), 3 (n=10; 13,9%) e 4 (n=19;

26,4%), sendo as formas virais mais prevalentes no grupo populacional estudado
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classificadas de 1a (n=12; 16,7%), de 4a/4c/4d (n=11; 15,3%) e de 1b (n=10; 13,9%)
(Figura 3.2).

Amostras Clinicas
Soros de individuos infectados por VHC
(n=72)

+

Extracgao de RNA do VHC

+

Genotipagem pelo método LiPA

+

Distribuigao dos resultados por genétipos e subtipos do VHC

Genotipo 1
n=31 Nao subtipados
x CV = 9 254 025 Ul/mL n=9
CV max =28 200 000 UI/mL ||
CV min =847 Ul/mL Subtipos
% idade = 39,1 anos 1a(n=12)
Idade max = 57 anos 1b (n = 10)
Idade min = 31 anos
Genotipo 2
n=12 Nao subtipados
% CV = 9628 853 Ul/mL n=3
CV max =50 200 000 Ul/mL ||
CV min =520 Ul/mL Subtipos
¥ idade = 44,4 anos 2a/2c (n =6)
Idade max = 64 anos 2b (n=3)
Idade min = 24 anos
Genétipo 3
n=10 Nio subtipados
x CV =8608 785 Ul/mL n=1
CV max = 24 200 000 Ul/mL
CV min =3214 Ul/mL | subtipos
x idade = 40,5 anos 3a(n=9)
Idade max = 44 anos
Idade min = 35 anos
Genétipo 4
n=19 Nao subtipados
X CV =1029 428 Ul/mL n=8
CV max =5091 115 Ul/mL ||
CV min =470 Ul/mL Subtipos
X idade = 37,8 anos 4al4cl/ad (n = 11)
Idade méax = 49 anos
Idade min = 22 anos

Figura 3.2 - Diagrama esquematico contendo informacdo para a caracterizacdo da amostra de
conveniéncia usada no presente estudo com apresentagdo dos resultados obtidos pelo método LiPA,
valores de RNA de VHC (CV, carga viral) e valores de idade para o total das amostras clinicas a submeter
ao método a desenvolver. X CV, média da carga viral; CV max, valor maximo de carga viral; CV min,
valor minimo de carga viral. X idade, média da idade; Idade max, valor maximo da idade; Idade min, valor
minimo da idade.
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3.2 Desenho do Estudo

3.21

A abordagem metodolégica adoptada para a andlise das amostras de

Estratégia para Analise das Amostras

referéncia e clinicas baseou-se numa estratégia molecular para classificagdo das
formas virais. Os resultados da analise molecular das regides C/E1 e NS5B foram
comparados entre si e posteriormente comparados com os resultados previamente

conhecidos obtidos pelo método comercial LiPA (Figura 3.3).

Soros
(n=76)

4

Extracgdo de RNA do VHC

A

Sintese de cDNA

4

Amplificagdo por PCR das regides gendémicas C/E1 e NS5B

v

v

v

v

Negativo para a
regiao C/E1

Positivo para a
regido C/E1

Positivo para a
regiao NS5B

Negativo para a
regiao NS5B

v

Purificagdo dos Produtos de PCR
Sequenciagao
Classificagao por Analise Filogenética

v v

Resultados discordantes
entre as regides gendémicas

Resultados concordantes
entre as regides gendmicas

v

Comparagéo com os resultados do método LiPA

|
| |
v  RegidoC/ElL & <  RegifoNS5B

Resultados
concordantes

Resultados
discordantes

Resultados
discordantes

Resultados
concordantes

Figura 3.3 — Diagrama correspondente a estratégia molecular planeada para o estudo de genotipagem de
amostras VHC positivas. Resultados concordantes indicam resultados iguais a nivel da classificagdo do
gendtipo e subtipo, e resultados discordantes indicam resultados diferentes a nivel do genétipo e/ou do
subtipo do virus.
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3.3 Extraccao do RNA Viral
A extraccdo do RNA viral a partir de soro foi realizada com o kit comercial

“QIAmp® Viral RNA Mini Kit' (QIAGEN, Hilden, Germany) seguindo as instrugdes do
fabricante. Na primeira etapa da extraccdo do RNA efectuou-se a lise das particulas
virais através da adicdo de 560 pl de tampao de lise (Buffer AVL) contendo 5,6 pl de
carrier RNA (facilita a ligagdo do RNA a membrana da coluna) a um volume de 140 pl
de amostra. Posteriormente, misturou-se no vortex e apdés uma incubacdo a
temperatura ambiente durante 10 min, efectuou-se uma breve centrifugagdo. De
seguida adicionou-se 560 pl de etanol (96-100%), agitou-se a amostra no vortex e
centrifugou-se por breves segundos. Depois transferiu-se cerca de 630 ul da mistura
para a coluna e centrifugou-se a 6000 x g durante 1 min, posteriormente transferiu-se
a coluna para um novo tubo colector e repetiu-se o procedimento anterior até toda a
mistura ser transferida para a coluna. O RNA aderente na coluna foi purificado com
500 pl de tampao de lavagem AW1 e a coluna centrifugada a 6000 x g durante 1 min,
seguida de nova lavagem colocando 500 pl de tampao AW2 com centrifugagédo a
velocidade maxima durante 3 min, mudando os tubos colectores apds cada
centrifugacao. A eluicdo do RNA foi realizada com a adicdo de 50 ul de Buffer AVE
seguida de uma incubacgao de 1 min a temperatura ambiente, e centrifugacao a 6000 x
g durante 1 min. Este processo de eluigao foi realizado duas vezes com a obtengao de

cerca 80 pl de RNA viral puro que foi guardado a -80°C.

3.4 Sintese do cDNA
O cDNA foi sintetizado a partir do RNA extraido de forma indicada no ponto

anterior, através de uma reaccao de transcricdo reversa (RT) usando o kit comercial
“RT — kit plus” (Nanogen Advanced Diagnostics S.r.L., ltaly), seguindo as indica¢des
do fabricante. Na sala denominada de “limpa” preparou-se uma mistura de reacgao
com 1 ul de transcriptase reversa (MMLV-RT), 0,5 pl de inibidor de RNase (RNasi
STOP) e 3,5 ul de agua sem nucleases (Acqua Ultrapura) por cada amostra, incluindo
também um controlo negativo. Essa mistura de reaccao preparada foi pipetada para os
“RT-MIX monotest tubes” que ja possuem 10 ul de uma mistura de reac¢ao de RT. Na
sala de adicdo de RNA adicionou-se 10 ul do extraido enquanto para o controlo
negativo da reacgao, a adicdo de RNA foi substituida por agua. Para alguns casos,
aumentou-se o volume de RNA extraido para 12 ul e ajustou-se o volume de agua

sem nucleases (Acqua Ultrapura) para 1,5 ul, de modo a perfazer-se um volume final
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de 25 pl. A sintese do cDNA decorreu num termociclador programado para efectuar as
seguintes etapas: 25°C — 10 min; 37°C — 45 min; 95°C — 5 min.

3.5 Amplificagao por PCR das Regidoes C/E1 e NS5B do VHC

3.5.1 Desenho e Escolha de Primers
No desenho dos primers para a amplificagcdo de fragmentos de VHC foram

seleccionadas duas regides gendémicas, C/E1 e NS5B. A escolha da regido C/E1
recaiu no facto de ser uma das regides mais conservadas do genoma viral do VHC e
também por ser a regido ja utilizada em ensaios comerciais, nomeadamente no
método LiPA. Por outro lado, a preferéncia pela regiao NS5B ¢ justificada por ser uma
regido relativamente conservada, mas que permite a diferenciagcao entre gendtipos e
subtipos [33]. Segundo a literatura, as regides C/E1 e NS5B sao os principais alvos
para analise do VHC [98].

Os primers utilizados na amplificacdo da regido NS5B do VHC foram
desenhados com base num alinhamento de sequéncias nucleotidicas de diferentes
gendtipos e subtipos do VHC, disponiveis na base de dados Los Alamos sequence
database (http://hcv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html), incluindo a
estirpe H77 (subtipo 1a) que foi usada como sequéncia de referéncia para a
determinacdo da posicdo dos primers. A amplificagdo da regido gendmica NS5B foi
realizada com os primers NS5B8245 f, NS5B8256_f e NS5B8616 _r.

Contudo, para a amplificacdo da regido gendmica C/E1 do VHC foram
utilizados primers designados de CEo_f, CEi_f e CE_r ja publicados na literatura [99].

A Tabela 3.1 mostra as sequéncias dos primers e as suas respectivas posicdes
na estirpe de referéncia H77, e a Figura 3.4 mostra esquematicamente o local de

hibridagdo dos primers na estirpe H77 e o tamanho dos fragmentos obtidos.
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Tabela 3.1 - Sequéncia dos primers utilizados na amplificagdo das regides C/E1 e NS5B do genoma do
VHC, e respectiva posicdo nucleotidica em acordo com a sequéncia de referéncia H77 (n° de acesso
NC_004102).

Designacao
do Primer * Direc¢ao da sequéncia (5’ — 3’) Localizagdo no
genoma
CEo_f[99] GCA ACA GGG AA(CT) (CT)T(AGT) 834-859
CC(CT)GGT TGC TC

CEi_f [99] AA(CT) (CT)T(AGT) CCC GGT TGC TC(CT) 843-868
TT(CT) TCT AT

CE_r [99] TTC ATC ATC AT(AG) TCC CA(AGCT) 1293-1315

GCC AT

NS5B8245 f| TGG GGT T(CT)T C(AGCT)T ATG A(CT)A 8245-8269
CCC G(CA)T G

NS5B8256_f ] TAT GA(CT)ACC CGC TG(CT) TTT GAC 8256-8278

TC
NS5B8616_r GG(AGCT) GC(AGCT) GA(AG) TAC 8616-8647
CT(AGC) GTC ATA GC(CT) TCC GTG AA
*f = forward; r = reverse; i = inner; o = outer
C E E2 P7 NS2 NS3  NS4A NS4B  NSSA NSSB

5"UTR 3'UTR

2580-2769 3420 5313-5475 6258 7602 9378 DG46

ﬁ CE_F NSSBE245_T- E.ENSSBEBJEJ
392ph

€ CF NS5BRISE f [ €—155B8616_r

Figura 3.4 — Esquema das regides gendomicas C/E1 e NS5B amplificadas, primers utilizados na
amplificagcdo e o seu local de hibridagdo na estirpe H77 (n° de acesso NC_004102), e o tamanho dos
fragmentos obtidos [7]. Caixas vermelhas indicam as regiées amplificadas.

3.5.2 Misturas de Reacc¢ao e Condi¢goes de Amplificagao
Numa primeira fase, na amplificagao das regides C/E1 e NS5B foi utilizada a

enzima AmpliTaq® Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems, Foster City, USA),
sendo que as misturas de reacgdo encontram-se descritas na Tabela 3.2.

Em alternativa, também foi utilizado o Sistema illustra ™ puReaq Ready-To-Go
PCR Beads (GE Healthcare, England), em que cada tubo possui uma esfera liofilizada,
que quando hidratada para um volume final de 25 pl origina uma mistura de reaccao
constituida por 200 yM dNTPs, 10 mM Tris.HCI (pH 9,0 a temperatura ambiente), 50
mM KClI e 1,5 mM MgCl, (Tabela 3.2).

Na primeira reacgdo de amplificagdo do heminested PCR, foram usados os

primers CEo f e CE_r e os primers CEi_f e CE_r na segunda reacgao, para
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amplificacdo da regiao C/E1 do VHC. A amplificagdo da regido NS5B do VHC foi
realizada por heminested PCR com os primers NS5B8245 f e NS5B8616 r na
primeira reacc¢ao e os primers NS5B8256_f e NS5B8616_r na segunda reacc¢ao.

Em ambas as misturas de reaccdo, a quantidade de cDNA adicionada na
primeira reac¢ao de amplificagcao variou entre os 5 ul e os 7 pl, enquanto na segunda
reacgao transferiu-se 2-3 ul de produto amplificado na reacg¢ao anterior. A agua foi

adicionada até perfazer um volume final de 25 pl.

Tabela 3.2 — Misturas de reacgéo correspondentes a cada enzima utilizada para amplificagdo das regides
C/E1 e NS5B do VHC.

Misturas de Reacgao Volume Misturas de Reacgdo | Volume
GeneAmp 10x PCR Gold Buffer 25 puReaq Ready-To-Go
(150 mM Tris-HCI, pH 8.0, 500 mM KCl) ’ PCR Beads )
25 mM MgCl, 1.5l 10 uM Primer forward 1l
1,25 mM dNTPs 4yl 10 UM Primer reverse 1l
10 uM Primer forward 1ul
10 UM Primer reverse 1 ul
5U/ul AmpliTag® Gold 0,2 ul

As condi¢des de amplificacao das regides C/E1 e NS5B do VHC encontram-se

descritas, respectivamente, nas Tabelas 3.3 e 3.4.

Tabela 3.3 - Condi¢des de amplificagcdo da regido C/E1 do VHC por heminested PCR (primers CEo_f e
CE_r seguidos de CEi_fe CE_r).

Amplificagao da Temperatura Tempo de Nidmero de
regiao C/E1 do VHC duragao ciclos
Desnaturagao inicial 95°C 5 min 1

Desnaturagao 95°C 30 seg
Hibridagao 60°C 45 seg 5
Sintese 72°C 1 min
Desnaturagao 95°C 30 seg
Hibridacao 65°C 45 seg 35
Sintese 72°C 1 min
Extensao final 72°C 7 min 1
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Tabela 3.4 - Condicdes de amplificacdo da regido NS5B do VHC por heminested PCR (primers
NS5B8245 fe NS5B8616_r seguidos de NS5B8256_f e NS5B8616_r).

Amplificagao da Temperatura Tempo de Numero de
regiao NS5B do VHC duracgao ciclos
Desnaturacao inicial 95 °C 5 min 1

Desnaturagao 95°C 30 seg
Hibridacao 50°C 30 seg 5
Sintese 72°C 45 seg
Desnaturagao 95°C 30 seg
Hibridagcao 55°C 30 seg 15
Sintese 72°C 45 seg
Desnaturagao 95°C 30 seg
Hibridagao 60°C 30 seg 25
Sintese 72°C 45 seg
Extensao final 72°C 7 min 1

De modo a evitar possiveis contaminagbes durante as reaccbes de
amplificacdo, a preparacao da mistura de reaccéo e a adicado de cDNA e de produtos
de PCR foram realizadas em salas diferentes. Também se utilizou controlos negativos

em que o cDNA ou o produto de PCR foi substituido por agua.

3.5.3 Analise dos Produtos Amplificados
Os produtos de PCR amplificados foram sujeitos a electroforese em gel de

agarose a 1,8% em tampao TAE 1x (4,84 g de Tris.base; 1,14 ml de acido acético; 2
ml de EDTA a 0,5M pH 8,0; e 1000 ml de agua bidestilada) com 5 ul de SybrSafe
(Invintrogen, California, USA) para a sua visualizagdo sob luz ultravioleta. Em cada
poco do gel de agarose foram pipetados 2 yl de DNA amplificado de cada amostra
com 2 pl de corante azul de bromofenol. Para identificagao do fragmento gendémico
amplificado foi também aplicado no gel o marcador DNA Molecular Weight Marker VIII
(Roche, Roche Diagnostics, Germany). A electroforese foi realizada a 120 volts
durante aproximadamente 1 hora. A identificacido das bandas de DNA realizou-se num
transiluminador ultravioleta (Gel Doc 2000, BioRad, USA), em que se comparou a
massa molecular dos fragmentos amplificados com o perfil de bandas do marcador

molecular utilizado.
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3.6 Purificacao dos Produtos de PCR
Os produtos de PCR foram purificados através do kit comercial “QIAquick®

PCR PFurification Kit* (QIAGEN, Valencia, USA) seguindo as instru¢des do fabricante.
Resumidamente, a cada volume de produto de PCR amplificado adicionou-se 5
volumes de Buffer PBI. Colocou-se a mistura numa coluna para ligagdo do DNA a
respectiva membrana e centrifugou-se a 17 900 x g durante 1 min. Transferiu-se a
coluna para um novo tubo colector. Na etapa seguinte das lavagens, adicionou-se 750
pl de Buffer PE e centrifugou-se a 17 900 x g durante 1 min, repetindo o processo de
centrifugacdo em iguais condigdes e colocando a coluna em novos tubos colectores. O
DNA foi eluido com 30 ul de Buffer EB (Tris-Cl 10 mM, pH 8,5) apds centrifugacao da
coluna a 17 900 x g durante 1 min. O DNA purificado foi analisado por electroforese

em gel de agarose a 1,8% tal como anteriormente referido.

3.7 Sequenciacao dos Produtos Amplificados
Apds a purificagdo realizou-se a sequenciagao utilizando o kit comercial

“BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit’ (PE Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), sempre seguindo as indicagdes do fabricante. Utilizou-se dois
protocolos experimentais de sequenciagao para cada amostra, respectivamente com e
sem tampao de sequenciagdo na mistura de reaccdo efectuada para um volume total
de 10 pl. Nas reacg¢des com tampéo, usou-se 1 ul de Big Dye terminator v.3.1, 3 ul de
tampéo de sequenciagéo, 1 ul de primer a 0,1 yM e 3 pl de agua por amostra. Nas
reacgbes em que nao se utilizou tampao, este foi substituido por agua. A mistura de
reaccdo para sequenciacdo foi realizada na sala denominada de “limpa”.
Posteriormente na sala de adicdo de produtos amplificados foram adicionados 2 ul de
produto de PCR purificado. Nos casos em que o gel de agarose pés purificagdo dos
produtos de PCR revelou uma concentragdo baixa de DNA, a quantidade foi
aumentada na mistura de reacgao tendo depois o volume de agua sido ajustado. As
reac¢cdes de sequenciagdo decorreram num termociclador programado com as
seguintes condigdes: 1 ciclo a 96°C — 30 seg; 25 ciclos a 96°C — 30 seg, 50°C — 15
seg e 60°C — 4 min.

Os primers de sequenciacdo utilizados foram CEi f e NS5B8256 f
respectivamente para as regidoes C/E1 e NS5B do VHC.

Os posteriores procedimentos de sequenciagdo para a obtencdo dos
cromatogramas foram realizados pela Unidade de Tecnologia e Inovagao do INSA Dr.

Ricardo Jorge.
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3.8 Anadlise das Sequéncias Nucleotidicas

3.8.1 Obtencao das Sequéncias Consenso

Apds finalizados os procedimentos praticos da sequenciacédo foram obtidos os
respectivos cromatogramas. As sequéncias consenso foram construidas para cada
amostra e regido (C/E1 e NS5B) analisadas. Para tal, utilizou-se o programa ClustalX
2.0.10, onde se efectuou o alinhamento das sequéncias [100], sendo o tratamento
manual das mesmas e a posterior obtengcdo da sequéncia consenso efectuados com
auxilio do programa Bioedit Sequence Alignment Editor 7.0.9.0 [101]. A cada
sequéncia consenso foi atribuido um sistema de numeracéo iniciado pela letra “R”
para as amostras de referéncia, e pela letra “C” para os casos clinicos, seguido pelo

numero da amostra.

3.8.2 Inferéncia Filogenética

Numa primeira abordagem, as sequéncias consenso foram submetidas a
analise preliminar por BLAST, com recurso a ferramenta disponivel na base de dados
de VHC de Los Alamos, HCV sequence database Blast search
(http://hev.lanl.gov/content/sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.html).

Posteriormente, as sequéncias consenso relativas as duas regides (total dos
casos estudados) foram alinhadas entre si e com sequéncias de referéncia de diversos
subtipos e formas genéticas do VHC disponiveis na base de dados, com recurso ao
programa ClustalX 2.0.10 [100]. Através do BioEdit procedeu-se a edi¢ao e correcgao
manual dos alinhamentos [101].

A analise filogenética foi realizada no programa MEGA 4, versao 4.0.2 [102].
Neste programa, a construgdo das arvores, foi baseada no método de Neighbor-
Joining a partir de multiplos alinhamentos, e a matriz de distancias foi determinada
com base no modelo de Kimura a dois parametros [103]. A robustez da inferéncia
filogenética foi avaliada através de bootstraping de 1000 réplicas, estabelecendo
relagdes entre as sequéncias analisadas e as sequéncias de referéncia de varios
subtipos do VHC [104]. Os agrupamentos com valores de bootstrap iguais ou
superiores a 70%, foram considerados estatisticamente significativos. Na construgcéo

das arvores usou-se o subtipo 7a do VHC como outgroup.

As sequéncias de referéncia dos varios gendétipos e subtipos do VHC usadas
na analise filogenética foram obtidas através da base de dados de VHC de Los

Alamos, ja referida anteriormente, disponivel em
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http://hcv.lanl.gov/components/sequence/HCV/search/searchi.html. Simultaneamente
para ambas as regides genomicas, C/E1 e NS5B do VHC, foram usadas as
sequéncias de referéncia com os seguintes numeros de acesso: Genétipo 1 —
NC_004102, D10749, M62321, D10934, U01214, AY587016, AY051292, AM910652;
Genotipo 2 — AY746460, AB047645, AY232733, FN666428, AB031663; D00944;
AF238482; AB047639; AB030907; AY232738; AB661373; D50409; FN666429;
DQ155561; HM777358; HM777359; Genotipo 3 — NC_009824, AF046866, D28917,
D49374, F63821; Genétipo 4 — DQ418783, DQ516084, DQ418784, EF589160,
DQ418786, DQ516083; Genétipo 5 — NC_009826, Y13184; Gendtipo 6 — AY859526,
NC_009827, EF424629, D84263; Genétipo 7 — EF108306; Recombinante 1b/2k —
AY587845; Recombinante 2k/1b — HQ537005; Recombinante 2b/1b — DQ364460;
Recombinante 2/5 — AM408911; EF026073; Recombinante 2i/6p — DQ155560.

Na construcdo das arvores filogenéticas, também foram incluidas sequéncias
de referéncia diferentes devido ao facto de algumas ndo possuirem a informagao
molecular para ambas as regides genomicas em analise. Neste contexto, para a
regidao C/E1 do VHC foram usadas as sequéncias de referéncia seguintes: Genétipo
2 — D31972; AB327022; L38333; D49745; D49746; EF115979; D49754; D49757;
HM777422; Recombinante 1b/2k — AY070214, AY070215; para a regiao NS5B do
VHC foram usadas as sequéncias de referéncia seguintes: Genétipo 2 — FJ872250;
D10076; FJ872252; FJ872263; FJ872254; FJ872264; DQ220876; Recombinante
1b/2k — AB327052, DQ417439; Recombinante 2k/1b - HQ537006

3.8.3 Deteccao de Recombinagao Genética

Os casos cuja localizagdo na arvore filogenética originou duavidas foram
analisados com maior detalhe por bootscannig, com o objectivo de investigar a
ocorréncia de eventos de recombinagao ao longo da regido estudada, e identificar
quais as formas genéticas de VHC envolvidas.

Numa primeira fase utilizou-se a ferramenta bioinformatica Viral Genotyping
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi), com o intuito de
determinar quais as potenciais formas virais envolvidas nos eventos de recombinagao.
Posteriormente, a sequéncia de interesse e as sequéncias de referéncia
representativas das varias formas virais, em particular, as previamente indicadas pela
ferramenta bioinformatica anteriormente referida, foram analisadas com auxilio do

programa SimPlot 3.5.1 [105]. Este programa permitiu determinar o grau de
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semelhanga entre as sequéncias, que numa fase seguinte foram analisadas por
bootscannig, no sentido de se obter informagéo sobre o numero dos possiveis eventos
de recombinacdo e o tamanho dos fragmentos que constituem o respectivo mosaico

genético.

3.9 Analise Estatistica

Para a analise de concordancia dos dados foi aplicado o coeficiente de Kappa
(Cohen) através do programa Statistical Package for Social Studies (SPSS) versao
17.0 (SPSS Inc., USA). Foi assumida uma boa concordancia para valores de Kappa a
partir de 0,61 [106].
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41 Classificagcdo de Sequéncias de VHC em Amostras de

Referéncia

Foram analisados 4 soros de referéncia com informacdo previamente
conhecida quanto a classificagdo do gendtipo e subtipo do VHC. Duas amostras
estavam classificadas como 2b e as outras duas como 3a. Por amplificacdo das
regides genomicas C/E1 e NS5B do VHC e, posterior sequenciagdo, analise das
sequéncias por BLAST e estimativa filogenética, obtiveram-se resultados de
classificagdo concordantes, tanto a nivel do gendtipo como do subtipo de VHC
(Figuras 4.3 e 4.4). Atendendo a que um valor baixo de RNA de VHC (ou indetectavel)
pode ser um factor limitativo para a amplificacdo de fragmentos virais, observou-se
que o método implementado demonstrava possuir uma boa sensibilidade para
amplificacdo das regides em analise das 2 amostras que apresentavam valores baixos
de RNA de VHC (<6000 Ul/mL).

4.2 Classificagao de Sequéncias de VHC em Amostras Clinicas

4.2.1 Amplificagdo e Sequenciacao das Regioes C/E1 e NS5B do VHC

Analisou-se uma populacdo de conveniéncia constituida por 72 amostras
clinicas. As amostras foram distribuidas em acordo com a classificacido previamente
conhecida dos gendtipos de VHC obtida pelo método LiPA (Figura 3.2), e os grupos
foram caracterizados pelos seguintes valores médios de RNA de VHC: 9 254 025
Ul/mL (gendtipo 1), 9 628 853 Ul/mL (gendtipo 2), 8 608 785 Ul/mL (gendtipo 3) e 1
029 428 Ul/mL (gendtipo 4). Com a excepgao do grupo de amostras classificadas em
genadtipo 4, todos os restantes apresentavam valores de quantificacdo semelhantes.
De igual forma, a mediana também foi calculada para os grupos dos diferentes
gendtipos, apresentando os valores de RNA de VHC seguintes: 8 500 000 Ul/mL
(gendtipo 1), 2 510 000 Ul/mL (gendtipo 2), 4 152 447 Ul/mL (gendtipo 3) e 264 536
Ul/mL (gendtipo 4). Alguns casos incluidos nos 4 diferentes grupos apresentavam
valores baixos de RNA de VHC (> 470 Ul/mL e <9 720 Ul/mL).

A partir do soro das amostras clinicas procedeu-se a extracgdo de RNA,

sintese de cDNA, amplificagdo das regides C/E1 e NS5B do VHC por heminested

34
Ana Patricia Avo



RESULTADOS

PCR, e posterior visualizacdo dos fragmentos obtidos em gel de agarose. A titulo de

exemplo, alguns resultados obtidos sdo mostrados na Figura 4.1.

501+489 pb— +— 473pb

404pb — — 392pb

Figura 4.1 — Produtos amplificados das regides C/E1 (A) e NS5B (B), visualizados em gel de agarose. No
poco 1 foi aplicado o marcador DNA Molecular Weight Marker VIII (Roche, Roche Diagnostics, Germany)
com um perfil de bandas variando entre 19 e 1114 pb. O pogo 2 corresponde a aplicagdo de controlos
negativos e, respectivamente nos pogos 3 a 6 foram aplicados 4 produtos amplificados com um fragmento
C/E1 de 473 pb e um fragmento NS5B de 392 pb.

Dos 72 soros analisados, obteve-se sucesso na amplificacdo de 69 (95,8%)
para a regidao C/E1 e de 71 (98,6%) para a regiao NS5B (Figura 4.2). Nas 3 amostras
em que nao se obteve amplificacdo da regido C/E1, verificou-se que 2 apresentavam
valores de RNA de VHC baixos (<3700 Ul/mL), e a restante, um valor mais elevado
(57500 Ul/mL), mas bastante inferior a média de RNA de VHC quantificado na
populacdo de amostras estudada. Para a regido NS5B, a Unica amostra que nao
amplificou apresentava um valor muito baixo de quantificagcdo de RNA de VHC (847
Ul/mL).

Para a regiao C/E1, as 69 amostras amplificadas foram purificadas e
sequenciadas, obtendo-se, com excepg¢do de 1 caso, cromatogramas de leitura
molecular facil e definida (n=68, 98,6%). De modo geral, os mesmos resultados foram
obtidos para 68 (95,8%) das 71 amostras sequenciadas na regido NS5B (Figura 4.2).

Contabilizando os resultados, obteve-se um total de 64 amostras (88,9%) com
informag&o molecular disponivel para ambas as regides genomicas analisadas (C/E1 e
NS5B).
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Amostras Clinicas

Amplificagéo da Amplificagéo da
Regido C/E1 Regido NS5B

69 Amostras 3 Amostras 71 Amostras 1 Amostra
Amplificadas Nao amplificadas Amplificadas Nao amplificada

_______ | I N

| Sequenciagido | Sequenciagdo |
e e e e e e e e e e e 1 e e e e e e o o ——— 1

| I
v v v v

68 Amostras 1 Amostra 68 Amostras 3 Amostras
Sequenciadas Nao sequenciada Sequenciadas N&o sequenciadas

Figura 4.2 - Diagrama esquematico dos resultados de amplificagdo e sequenciagdo das amostras
clinicas (n=72) para as regides genomicas C/E1 e NS5B do VHC.

4.2.2 Analise Molecular das Sequéncias de VHC

Apods a construgdo das sequéncias consenso (n=68 para cada regido), estas
foram submetidas a uma analise prévia por BLAST com recurso a base de dados de
VHC de Los Alamos. Esta primeira abordagem permitiu a obtencdo de uma
classificagdo preliminar das sequéncias em estudo (dados nao apresentados),
orientando a escolha de sequéncias de referéncia nas posteriores analises a efectuar.
Assim, foi seleccionado um total de 69 sequéncias de referéncia dos subtipos mais
prevalentes na Europa, e também de subtipos e formas recombinadas de interesse

para o presente estudo.

a) Anadlise da Regiao C/E1
A regiao C/E1 incluiu a analise de sequéncias nucleotidicas com comprimentos

entre 389 e 470 pb, cujas diferengas no comprimento resultaram do grau de definicao
dos picos obtidos nas partes inicial e final dos cromatogramas analisados.

Na construgdo da arvore filogenética da regidao C/E1 foram comparados
fragmentos com 448 pb de 68 sequéncias em estudo e 35 sequéncias de referéncia
seleccionadas. As sequéncias de referéncia representando os diferentes gendtipos de

VHC formaram agrupamentos robustos e definidos na arvore, suportados por valores
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de bootstrap iguais ou superiores a 78%, como se pode observar na Figura 4.3. A
maioria das sequéncias C/E1 de amostras clinicas integraram o agrupamento com as
sequéncias de referéncia do gendtipo 1 (33/68). Contudo, 13 agruparam com
sequéncias do gendtipo 4, 11 com sequéncias do gendtipo 2 e as restantes 11 com
sequéncias do gendtipo 3.

Os agrupamentos de sequéncias correspondentes aos subtipos 1a, 1b, 2a, 2b,
3a, 4a e 4d apresentaram-se pela topologia da arvore de forma clara e bastante
robusta, apoiadas por elevados valores de bootstrap (1a, 1b, 2a, 2b, 3a e 4a, 100%, e
4d, 99%). A sequéncia C1 dentro do agrupamento de sequéncias classificadas como
sequéncias do gendtipo 2, agrupou com sequéncias de referéncia 1b/2k com um valor
de bootstrap de 73%.

Atendendo a topologia da arvore, nao foi possivel classificar as sequéncias C4
e C7 quanto ao subtipo de VHC. No entanto, integradas no agrupamento filogenético
representativo do gendtipo 2, a analise prévia por BLAST indicou serem
respectivamente semelhantes a sequéncias 2q e 2c. As sequéncias C4 e C7
apresentavam elevados valores de RNA de VHC, respectivamente de 5 790 000 Ul/mL
e 1670 000 Ul/mL.

A analise molecular das sequéncias correspondente a regiao C/E1 permitiu,
assim, classificar por inferéncia filogenética 66 sequéncias (97,1%) das 68 em estudo.
A maioria das sequéncias (25/66) foram classificadas em subtipo 1a, enquanto 11
foram classificadas em subtipo 3a, 9 em subtipo 4a, 8 em subtipo 1b, 4 em subtipo 2a,
4 em subtipo 2b, 4 em subtipo 4d e 1 na potencial forma recombinada 1b/2k (Tabela
8.1).

Entre as 66 sequéncias analisadas, nao houve discrepancias entre a

classificagao prévia obtida por BLAST e a classificagao por analise filogenética.
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Figura 4.3 — Arvore Filogenética com base na regido C/E1 do VHC. As cores representam as varias
sequéncias estudadas agrupadas com sequéncias de referéncia dos subtipos indicados a direita. A cor
cinzenta corresponde a amostras nao subtipadas. As 4 amostras de referéncia estdo representadas por “R”
e as amostras clinicas por “C”. As setas assinalam as sequéncias analisadas por bootscanning.
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Para regido C/E1, apenas 2 dos 68 casos iniciais ndo foram subtipados por
filogenia (sequéncias C4 e C7). Na tentativa de classificar estes 2 casos, construiu-se
uma segunda arvore com um incremento de sequéncias representativas de todos os
subtipos do gendtipo 2 que se encontravam disponiveis na base de dados de VHC de
Los Alamos. As 11 sequéncias em estudo classificadas na analise anterior como
gendtipo 2 foram comparadas com 31 sequéncias de referéncia. No entanto, a
classificacdo do subtipo de VHC para ambos os casos continuou a nao ser possivel

recorrendo apenas a inferéncia filogenética (Figura 4.4).
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Figura 4.4 - Arvore Filogenética contendo maioritariamente sequéncias representativas do genétipo 2 com
base na regido C/E1 do VHC. As cores representam as varias sequéncias estudadas agrupadas com
sequéncias de referéncia dos subtipos indicados a direita. A cor cinzenta corresponde a amostras nao
subtipadas. As 4 amostras de referéncia estdo representadas por “R” e as amostras clinicas por “C”. As
setas assinalam as sequéncias analisadas por bootscanning.
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Tanto a sequéncia C4 como a C7 encontram-se isoladas de qualquer
agrupamento que possa definir um subtipo ou forma recombinada do VHC conhecida,
sugerindo que eventualmente possa existir eventos de recombinacao intragénica ao
nivel da regido C/E1 analisada. Atendendo a esse facto, procedeu-se a analise por
bootscannig para investigar essa hipdtese. Primeiramente, utilizou-se a ferramenta
Viral Genotyping que indicou os subtipos 2q e 2k, no caso da sequéncia C4, e os
subtipos 2q e 2c¢, no caso da sequéncia C7, como sendo as formas genéticas
envolvidas nos potenciais eventos de recombinacdo. Consequentemente, na
construcao do ficheiro a ser analisado no programa SimPlot foram incluidas
sequéncias adicionais representativas de varios subtipos do VHC. A analise por
bootscannig confirmou a presenga das duas formas previamente indicadas. A
sequéncia C4 era constituida por um primeiro segmento, com cerca de 250 pb,
classificado como subtipo 2g, e por um segundo segmento, com aproximadamente
200 pb, classificado como subtipo 2k (Figura 4.5). No caso da sequéncia C7, o
primeiro segmento, com cerca de 245 pb, foi classificado como subtipo 2q, e o
segundo segmento, com aproximadamente 205 pb, foi classificado como subtipo 2c
(Figura 4.6).
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Figura 4.5 — Andlise por bootscannig da regidao C/E1 da sequéncia C4. A vermelho estéo indicados os
parametros utilizados, e na legenda estédo assinalados os subtipos do VHC incluidos na analise.
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Figura 4.6 - Andlise por bootscannig da regido C/E1 da sequéncia C7. A vermelho estéo indicados os
parametros utilizados, e na legenda estédo assinalados os subtipos do VHC incluidos na analise.

A sequéncia C1, por estar agrupada com sequéncias de referéncia da forma
recombinada 1b/2k, também foi analisada por bootscannig. A analise prévia com a
ferramenta Viral Genotyping indicou apenas o subtipo 2k como estando envolvido na
sua composicdo molecular. Seguidamente, a analise por bootscannig nao indicou a

ocorréncia eventos de recombinacao (dados ndo apresentados).

b) Analise da Regiao NS5B

As sequéncias nucleotidicas obtidas para a regiao NS5B (n=68) variaram entre
339 e 391 pb. A arvore filogenética para a regido NS5B foi construida com base na
comparacao de fragmentos com 362 pb das 68 sequéncias em estudo e 35
sequéncias de referéncia seleccionadas. O conjunto de sequéncias referéncia
representativas de cada um dos genétipos do VHC formaram agrupamentos bem
definidos na arvore, suportados por valores de bootstrap iguais ou superiores a 85%,
como se pode observar na Figura 4.7. A maioria das sequéncias NS5B obtidas a partir
de amostras clinicas agrupou com as sequéncias de referéncia do genétipo 1 (31/68).
Adicionalmente, 17 agruparam com sequéncias do genotipo 4, 10 com sequéncias do

genatipo 2 e as restantes 10 com sequéncias do gendtipo 3.
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Os agrupamentos de sequéncias correspondentes aos subtipos 1b, 3a e 4d
presentaram-se na arvore de forma bastante robusta, com um valor de bootstrap de
00%. O mesmo foi observado para as sequéncias correspondentes aos subtipos 1a,
a, 2b e 4a, apoiadas por elevados valores de bootstrap (respectivamente, 99%, 93%,
8% e 99%).

A topologia da arvore mostrou que a sequéncia C1 estava agrupada com
equéncias de referéncia 1b/2k, ainda que com um valor de bootstrap inferior a 70%.
lo entanto, este conjunto de sequéncias (C1 e referéncias 1b/2k) na analise da regiao
IS5B integra o agrupamento definido como gendtipo 1 com um bootstrap de 99%, e
scorda-se, que na analise anterior efectuada para a regido C/E1, incluiam o
grupamento de sequéncias definido como gendtipo 2. Desta forma, pode ser
olocada a hipétese de que se esteja em presenca de uma forma de virus
acombinada.

Para as sequéncias C4 e C8, incluidas no agrupamento correspondente a
equéncias do gendtipo 2, ndo foi possivel definir uma classificagdo quanto ao subtipo
e virus em causa. No entanto, através de analise prévia por BLAST, as sequéncias
4 e C8 foram consideradas ser semelhantes a sequéncias respectivamente dos
ubtipos 2k e 2a. As sequéncias C4 e C8 apresentavam elevados valores de RNA de
'HC, respectivamente 5 790 000 Ul/mL e 853 780 Ul/mL.

Assim sendo, a analise molecular das sequéncias correspondente a regido
IS5B permitiu classificar filogeneticamente 66 (97,1%) das 68 sequéncias iniciais. A
1aioria das sequéncias (23/66) foram classificadas em subtipo 1a. No entanto, 10
equéncias foram classificadas em subtipo 3a, 10 em subtipo 4a, 7 em subtipo 1b, 7
m subtipo 4d, 4 em subtipo 2a, 4 em subtipo 2b e 1 numa forma potencialmente
acombinada 1b/2k (Tabela 8.1).

Apenas se verificou uma discrepancia identificada para a sequéncia C1, entre a
lassificacdo prévia por BLAST e a classificagdo por analise filogenética. O resultado
btido em BLAST foi de subtipo 1b, e por filogenia, apesar de C1 se encontrar
itegrada no agrupamento definindo de sequéncias do gendtipo 1, sub-agrupou com

aixo valor de bootstrap (19%) com sequéncias de referéncia do subtipo 1b/2k.
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Figura 4.7 - Arvore Filogenética com base na regido NS5B do VHC. As cores representam as varias
sequéncias estudadas agrupadas com sequéncias de referéncia dos subtipos indicados a direita. A cor
cinzenta corresponde a amostras ndo subtipadas. As 4 amostras de referéncia estdo representadas por
“R” e as amostras clinicas por “C”. As setas assinalam as sequéncias analisadas por bootscanning.
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Na analise filogenética correspondente a regido NS5B, observou-se insucesso
na subtipagem de 2 das 68 sequéncias estudadas, embora ambas tenham sido
incluidas no agrupamento definindo sequéncias do gendétipo 2 (C4 e C8). No esforgo
de classificar estes 2 casos, construiu-se uma segunda arvore para a regiao NS5B
com incremento de sequéncias representativas de todos os subtipos do gendtipo 2
disponiveis na base de dados de VHC de Los Alamos. As 10 sequéncias em estudo
classificadas na analise anterior como genétipo 2 foram comparadas com 19
sequéncias de referéncia. No entanto, ndo foi possivel para ambos os casos, a
classificagao do subtipo do VHC (Figura 4.8).
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Figura 4.8 - Arvore Filogenética contendo maioritariamente sequéncias representativas do genétipo 2
com base na regido NS5B do VHC. As cores representam as varias sequéncias estudadas agrupadas
com sequéncias de referéncia dos subtipos indicados a direita. A cor cinzenta corresponde a amostras
nao subtipadas. As 4 amostras de referéncia estao representadas por “R” e as amostras clinicas por “C”.
As setas assinalam as sequéncias analisadas por bootscanning.

A semelhanga da regido C/E1, também para a regido NS5B a sequéncia C4
manteve uma posi¢gao dubia na nova arvore filogenética construida. Assim sendo, a
posicao das sequéncias C4 e C8, levantaram a hipotese da presenca de possiveis
formas recombinadas que foi posteriormente investigada.

A ferramenta Viral Genotyping indicou apenas o subtipo 2a como constituinte

molecular da sequéncia C4. No entanto, a analise por bootscannig revelou um evento
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de recombinacao, sendo a sequéncia C4 constituida por um primeiro segmento, com
cerca de 130 pb, semelhante a sequéncias classificadas como subtipo 2k, e por um
segundo segmento, com aproximadamente 230 pb, classificado como semelhante a
sequéncias do subtipo 2a (Figura 4.9). Para a sequéncia C8, a ferramenta Viral
Genotyping indicou apenas o subtipo 2a, e a posterior analise por bootscanning nao

revelou qualquer evento de recombinagao (dados n&o apresentados).
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Figura 4.9 - Analise por bootscannig da regidao NS5B da sequéncia C4. A vermelho estido indicados os
parametros utilizados, e na legenda estéo assinalados os subtipos do VHC incluidos na analise.

A sequéncia C1, por estar agrupada com sequéncias de referéncia da forma
recombinada 1b/2k, embora sem valor de bootstrap significativo, também foi analisada
por bootscannig. A analise prévia com a ferramenta Viral Genotyping indicou apenas o
subtipo 1b, e seguidamente, a andlise por bootscannig nao confirmou a ocorréncia de

eventos de recombinagao (dados nao apresentados).

c) Analise Conjunta das Regi6es C/E1 e NS5B
Nas 64 amostras em que se dispunha de informacdo molecular simultanea

para ambas as regides analisadas nao foi possivel por filogenia obter a classificagdo
do subtipo de VHC para um unico caso (C4). Foi obtida uma boa concordancia pelo
coeficiente de Kappa (k=0,931) na comparacdo de resultados de classificagdo de
gendtipos de ambas as regides gendmicas. Na amostra C4 foi sugerido por analise de

bootscannig potenciais eventos de recombinacdo em cada uma das regides
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genoOmicas analisadas, respectivamente 2g/2k para a regido C/E1 e 2k/2a para a
regidao NS5B do VHC.

Resultados de classificacdo discordantes entre as regides gendmicas
analisadas foram repetidamente obtidos para 2 casos, C26 e C33, os quais foram
respectivamente classificadas de subtipos 1b/4a (C/E1, NS5B), e 3a/4a (C/E1, NS5B)
(Tabela 4.1). A analise por bootscanning destes 2 casos nao sugeriu a existéncia de
qualquer potencial evento de recombinacao (dados nao apresentados). De referir que
a repeticdo dos procedimentos técnicos foi efectuada a partir do soro, incluindo a
utilizacdo de diluicbes que pudessem testar a presenga de um virus prevalente na

amostra.

Tabela 4.1 - Comparacgéo dos resultados de classificagdo de VHC por sequenciagdo e filogenia entre as
regides C/E1 e NS5B. Nas caixas a verde é indicado o nimero de casos com resultados discordantes. Na
caixa a vermelho é indicado o caso filogeneticamente ndo subtipado (potencial evento de recombinagao
sugerido por analise de bootscannig: 2q/2k para a regiao C/E1 e 2k/2a para a regido NS5B do VHC). Na
caixa a amarelo é indicado o niumero de casos que agrupou com sequéncias de referéncia classificadas
como 1b/2k em ambas as regides analisadas.

Classificacao de Casos de VHC
Sequenciacao e Estimativa Filogenética

Regiio Regido NS5B
C/E1 |1a 1b 1b/2k 2 2a 2b 3a 4a 4d | Total
1a 23 23
1b 7 1 8
1b/2k 1 1
2 1 1
2a 4 4
2b 4 4
3a 10 1 11
4a 8 8
4d 4 4
Total 23 7 1 1 4 4 10 10 4 64

Em termos gerais, a classificacdo filogenética das sequéncias e a posterior
analise por bootscannig dos casos considerados de interesse, revelou para a
populagdo de 64 amostras estudadas para ambas as regides genodmicas, a seguinte
distribuicdo de subtipos: 1a, 35,9% (n=23); 3a, 15,6% (n=10); 4a, 12,5% (n=8); 1b,
10,9% (n=7); 4d, 6,3% (n=4); 2a, 6,3% (n=4) e 2b, 6,3% (n=4). Adicionalmente, foram

identificados 4 casos como formas potencialmente recombinadas (C1, C4, C26 e C33),
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mas que em 2 deles também n&o pode ser excluida a hipétese de eventuais infeccoes
VHC mistas (C26 e C33).

Prevaléncia de subtipos do VHC na populagao estudada

6,3%
L4 Subtipo 1a

M Subtipo 1b

35,9%
12,5% L{ Subtipo 2a

M Subtipo 2b
M Subtipo 3a
L4 Subtipo 4a

M Subtipo 4d

6,3%
LI Subtipo recombinante/infec¢do mista

Figura 4.10 — Distribuicdo da proporgéo (%) de subtipos do VHC identificados na populagao estudada por
analise conjunta das regides C/E1 e NS5B do VHC.

4.3 Comparacao de Resultados de Classificagao do VHC pelo
Método de Sequenciacdao e Analise Filogenética com o
Método LiPA

a) Comparacao dos Resultados da Analise da Regido C/E1 com LiPA

Os resultados de genotipagem da regido C/E1 do VHC obtidos através do novo
método implementado foram comparados com os resultados previamente conhecidos
obtidos pelo método LiPA. A comparagcdo da classificagdo do gendtipo do VHC
mostrou a existéncia de diferencas em apenas 3 casos (C23, C26 e C33), como se
pode observar em caixas assinaladas a verde na Tabela 4.2. Foi obtida uma boa
concordancia entre os dois métodos avaliada através do coeficiente de Kappa
(x=0,935).
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Tabela 4.2 - Comparacdo entre os resultados de genotipagem obtidos pelo método LiPA com os
resultados de sequenciacgao e filogenia da regido C/E1 do VHC. Numeros em caixa a amarelo indicam o
numero de amostras com resultados concordantes entre os dois métodos. Numeros em caixa a verde
indicam o numero de amostras com resultados discordantes ao nivel do gendtipo entre os dois métodos.
Numeros em caixa vermelha indicam o nimero de amostras ndo subtipadas por filogenia mas com sendo
um potencial recombinante por analise de bootscannig, 2q/2k e 2q/2c. *Caso agrupado com sequéncias
de referéncia classificadas como 1b/2k no agrupamento definido como genétipo 2.

Classificagao do VHC
l;lmﬁ« Resultados de Sequenciacao e Filogenia (Regido C/E1)
*coe) | 12 1b 1b/2k* 2 2a 2b 3a 4a 4d | _ >°™ | Total
resultado

1 9 9
1a 12 12
1b 3 7 10
2 17 1 1 3
2a/2c 1 1 3 1 6
2b 3 3
3 1 1
3a 9
4 1 3 2 2 8
4al4cl/4d 1 1 6 2 1 11
Total 25 8 1 2 4 4 11 9 4 4 72

Tabela 4.3 - Numero de amostras em que a classificagdo do subtipo do VHC esta ausente, é discordante
e/ou indiscriminada pelo método LiPA em comparagdo com a classificagdo obtida por sequenciagédo e
estimativa filogenética com base na regido C/E1. Resultado incompleto indica resultado ndo subtipado.
Resultado discordante indica resultado diferente entre os métodos LiPA e analise filogenética, a nivel do
gendtipo e/ou subtipo viral. Resultado indiscriminado indica resultado com indicagdo de varios subtipos.
*Caso em que agrupou com sequéncias de referéncia classificadas como 1b/2k no agrupamento definido
como genotipo 2. 4Casos nao subtipados por analise filogenética mas com informagéo de ocorréncia de

eventos de recombinagdo por analise de bootscannig, 2q/2k e 2q/2c.

Resultados de

LiPA (Regides 5’UTR + core)

Numero de .
amostras Sequ_enmagao e Casos com Casos com resultado
(n=68) Filogenia resultado discordante ou
(Regiao C/E1) incompleto (n=18) | indiscriminado (n=19)
25 1a 9 3 (1b), 1 (4aldclad)
8 1b - 1 (4aldcl/ad)
1 1b/2k* - 1 (2al2c)
2 28 1 1 (2al2c)
4 2a 1 3 (2al2c)
4 2b 1 -
11 3a 1 1(4)
9 4a 3 6 (4aldcl/4d)
4 4d 2 2 (4aldcl4d)

Ana Patricia Avo
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Nas 68 amostras em analise de comparacao de resultados, em 19 amostras
(27,9%) o método LiPA n&o conseguiu determinar o subtipo do VHC e em 15 amostras
(22,1%) ndo conseguiu discriminar o subtipo do VHC em causa (Tabelas 4.2 e 4.3). O
método LiPA conseguiu identificar o subtipo do VHC em apenas 34 amostras (50%
dos casos). No entanto, nessas observou-se concordancia entre a classificagdo pelos
dois métodos em 31 amostras. Foi obtida uma baixa concordancia dos resultados de

subtipagem entre os dois métodos através do coeficiente de Kappa (k=0,283).

Em 25 amostras classificadas pelo método de sequenciagdo como subtipo 1a,
o método LiPA classificou 3 amostras em 1b e nao conseguiu identificar o subtipo do
VHC em 10 amostras: 9 delas foram classificadas em genoétipo 1 e a restante foi
incorrectamente classificada em 4a/4c/4d. Pela andlise de sequenciagcdo da regido
C/E1, observou-se também que 8 amostras foram classificadas em 1b. Contudo, uma

delas foi classificada incorrectamente pelo método LiPA em 4a/4c/4d. (Tabela 4.3).

Relativamente a amostras classificadas na regido C/E1 em gendtipo 2, e
excluindo 2 delas em que se verificou dificuldades na identificagdo do subtipo de VHC
por ambos os métodos (C4 e C7), observou-se que o metodo LiPA ndo conseguiu
identificar ou descriminar o subtipo do VHC em 6 amostras. Contudo, a analise da
regido C/E1 classificou 4 amostras em subtipo 2a, 1 em subtipo 2b e 1 num potencial
recombinante 1b/2k (Tabela 4.2).

De um total de 11 amostras classificadas na regiao C/E1 em subtipo 3a,
apenas 2 apresentaram resultados de classificagao diferente dos obtidos pelo método
LiPA: uma delas foi classificada em genétipo 3 e a outra em genétipo 4, ambas sem

identificagao do subtipo de VHC em causa (Tabela 4.3).

Relativamente aos 13 casos classificados na regido C/E1 em gendtipo 4 (4a ou
4d), nao foi identificado para nenhum deles o subtipo de VHC pelo método LiPA.
Adicionalmente, verificou-se também que para 3 casos classificados pelo método de
sequenciagao em 1a, 1b e 3a (caixas assinaladas a verde na Tabela 4.2), o método
LiPA classificou-os incorrectamente em genotipo 4 (2 casos em genotipo 4 e 1 caso
em 4al/4c/4d).
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b) Comparagdo dos Resultados da Analise da Regidao NS5B com LiPA
A classificagdo dos casos de VHC para a regiao NS5B obtida através do novo

método implementado foi comparada com os resultados previamente conhecidos
obtidos pelo método LiPA. A comparacao dos resultados de classificagdo quanto ao
gendtipo do VHC mostrou a existéncia de diferengas em apenas uma amostra, como
se pode observar na Tabela 4.4 (caixa assinalada a verde. Assim, entre os dois
métodos foi obtida uma boa concordancia pelo coeficiente de Kappa (k=0,979) para a

classificagdo dos gendtipos de VHC.

Tabela 4.4 - Comparacéo entre os resultados de genotipagem obtidos pelo método LiPA com os resultados
de sequenciagao e filogenia da regido NS5B do VHC. Numeros em caixa a amarelo indicam o numero de
amostras com resultados concordantes entre os dois métodos. Numeros em caixa a verde indicam o
numero de amostras com resultados discordantes ao nivel do genétipo entre os dois métodos. NUumero em
caixa vermelha indica o nUmero de amostras ndo subtipadas por filogenia mas com sendo um potencial
recombinante por andlise de bootscannig, 2k/2a. *Caso agrupado com sequéncias de referéncia
classificadas como 1b/2k no agrupamento definido como gendtipo 1. &Casos nao subtipados por analise
filogenética.

Classificagao do VHC
I(EIETQ Resultados de Sequenciagio e Filogenia (Regido NS5B)
*core) | 12 1b 1b/2k* 2* 2a 2b 3a 4a 4d| _ >°™ | Total
resultado
1 9 9
1a 12 12
1b 2 1 10
2 1 1 3
2al2c 1 6
2b 3 3
3 1 1
3a 9 9
4 4 4 8
4al4cl/4d 6 3 2 11
Total 23 4 4 10 10 7 4 72
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Tabela 4.5 - NUmero de amostras em que a indicagdo do subtipo do VHC esta ausente, é discordante e/ou
indiscriminada pelo método LiPA em comparacdo com a classificagao obtida por sequenciacéo e estimativa
filogenética com base na regido NS5B. Resultado incompleto indica resultado ndo subtipado. Resultado
discordante indica resultado diferente entre os métodos LiPA e analise filogenética, a nivel do gendtipo e/ou
subtipo viral. Resultado indiscriminado indica resultado com indicagdo de varios subtipos. *Caso em que
agrupou com sequéncias de referéncia classificadas como 1b/2k no agrupamento definido como genétipo 1.
4Casos nao subtipados por analise filogenética mas com informagdo de ocorréncia de eventos de
recombinagdo na amostra ndo subtipada por analise de bootscannig, 2k/2a.

Ndmero de Resultados de LiPA (Regides 5’'UTR + core)
Sequenciagao e T ;
amostras Filogenia Resultado ndo Resultado discordante
(n=68) (Regido NS5B) subtipado (n=21) | ou indiscriminado (n=16)

23 1a 9 2 (1b)

7 1b = -

1 1b/2k* - 1 (2al2c)

2 2% 1 1 (2a/2c)

4 2a 1 3 (2al2c)

4 2b 1 =

10 3a 1 -

10 4a 4 6 (4al4cl/4d)

7 4d 4 3 (4al4clad)

Nas 68 amostras em analise de comparacao de resultados, em 21 amostras
(30,9%), o método LiPA nao conseguiu identificar o subtipo de VHC e em 14 amostras
(20,6%) também nao conseguiu discriminar o subtipo do VHC em causa (Tabelas 4.4
e 4.5). O método LiPA conseguiu identificar o subtipo do VHC em apenas 33 amostras
(48,5% dos casos). No entanto, observou-se concordancia entre a classificacdo pelos
dois métodos em 31 amostras. Quando agrupados os subtipos de VHC, foi obtida uma
fraca concordancia pelo coeficiente de Kappa (k=0,284) na classificacdo de subtipos

de VHC entre os dois métodos.

Em 23 amostras classificadas pelo método de sequenciacdo como subtipo 1a,
o método LiPA classificou incorrectamente 2 amostras em 1b e ndo conseguiu
identificar o subtipo do VHC em 9 amostras (classificadas em genétipo 1) (Tabela 4.5).
Pela analise de sequenciacédo da regido NS5B, observou-se que 7 amostras
foram classificadas em 1b sendo a classificagdo concordante com a obtida pelo

método LiPA (Tabela 4.4).
Quanto as amostras classificadas na regidao NS5B em gendtipo 2, e excluindo 2

delas em que se verificou dificuldades na identificacdo do subtipo de VHC por ambos

os métodos (C4 e C8), observou-se que o método LiPA n&o conseguiu identificar ou
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descriminar o subtipo de VHC em 6 amostras. Contudo, a analise da regido NS5B
classificou 4 amostras em subtipo 2a, 1 em subtipo 2b e 1 numa forma potencialmente
recombinada 1b/2k (Tabela 4.4).

De um total de 10 amostras classificadas na regido NS5B em subtipo 3a,
apenas 1 amostra apresentou um resultado de classificagdo incompleta pelo método

LiPA (classificada em gendtipo 3) (Tabela 4.5).

Para o gendtipo 4, em 8 amostras nao subtipadas pelo método LiPA, 4 foram
classificadas na regiao NS5B de subtipo 4a e outras 4 de subtipo 4d. O método LiPA
também nao conseguiu discriminar o subtipo de VHC em 9 amostras classificando-as
em 4al4c/4d. Porém, a andlise da regido NS5B revelou que 6 amostras eram do
subtipo 4a € 3 eram do subtipo 4d. O método LiPA nao identificou para nenhuma

amostra do genotipo 4 o subtipo de VHC em causa (Tabela 4.4).
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5. DISCUSSAO

O VHC apresenta uma elevada variabilidade genética traduzida na sua
classificagcdo em 6 diferentes gendtipos que diferem entre si em 30-35% por analise
das suas sequéncias gendmicas [32]. Recentemente, foram identificadas sequéncias
de VHC divergentes e que integram uma proposta de um novo potencial genétipo que
foi designado de gendtipo 7 [36, 37]. Além da distribuicdo em gendtipos, o VHC possui
mais de 80 subtipos que diferem entre si em 20-25% nas suas sequéncias genémicas
[38]. A grande diversidade genética das estirpes de VHC é fundamentada, em parte,
pelo erros cometidos pela polimerase de RNA do VHC, e também, pelo consequente
desenvolvimento de quasispecies cujas sequéncias virais podem diferir até 10%. Estes
factos contribuem para a viruléncia e persisténcia da infeccdo do VHC e para a

dindmica da transmissao e evolugao do virus [29, 30, 35].

A genotipagem do VHC é considerada uma importante ferramenta no
prognéstico e evolugao da infecgao/doenga, possuindo impacto na dosagem e duragao
do tratamento. A epidemiologia molecular do virus, a sua distribuicdo geografica e a
evolugcao no tempo, podem estar correlacionados com factores de risco para a
aquisi¢cao da infecgdo, nomeadamente o uso de drogas injectaveis ou transfusdes de

sangue nao seguras, sobretudo em paises com fracos recursos econémicos [33].

Existem diferentes métodos moleculares para a classificagdo do VHC, sendo a
sequenciagao considerada um método de referéncia. Contudo, a forma mais correcta
de classificar o VHC implica a sequenciagdo do genoma completo, facto que por ser
moroso se torna impraticavel em laboratorios que pretendem dar uma resposta
analitica em tempo util [95]. Em alternativa, varios kits comerciais foram desenvolvidos
e validados para os procedimentos de rotina na determinacdo dos gendtipos e
subtipos do VHC, tendo como alvo a deteccgédo por hibridagdo de sondas com produtos
amplificados de uma por¢ao do genoma do VHC [97].

A confianga nos métodos de genotipagem depende fortemente da quantidade
de informagdo, ou seja, do numero de sites informativos que sdo utilizados para a
discriminacao das variantes genéticas. A regidao 5’UTR é suficientemente variavel para
a descriminagao dos gendtipos 1 a 5 do VHC e da maioria dos subtipos do gendétipo 6
[94, 107-109]. No entanto, esta regidao pode nao permitir a discriminagao entre os
subtipos 6¢ a 6l e 0 gendtipo 1, e também entre os subtipos 1a e 1b [96, 108]. Erros de

classificagdo em gendtipo 6 quando em presenga de gendtipo 1, podem conduzir a
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uma duracgao do tratamento do doente inadequada e a uma interpretagéo incorrecta na
resposta do paciente a terapia. De facto, individuos infectados pelo gendtipo 6
apresentam uma melhor resposta a terapia que individuos infectados pelo gendtipo 1
[110]. Em métodos comerciais, a correcta identificacdo dos subtipos 1a e 1b pela
analise da regiao 5’UTR ocorre em 80 a 95% dos casos, nomeadamente por falta de
especificidade das sondas utilizadas na deteccdo destes subtipos virais [95]. Para
ultrapassar estas limitacdes foi desenvolvida uma nova versdo do ensaio comercial,
Versant HCV genotype assay (LiPA) 2.0 (genericamente designado por método LiPA),
que para além de ter como alvo uma regido 5UTR de 240 pb inclui também uma
regiao do core do VHC de 270 pb. Desta forma, potencialmente existira uma melhoria
no desempenho do método para a determinagcdo do gendtipo e subtipo do VHC [46,
111]. Este ensaio de genotipagem do VHC é o mais vulgarmente utilizado nos

laboratérios do pais.

Em estudos moleculares tem-se observado a implementacdo da sequenciagao
de outras regides genémicas do VHC em particular os genes codificantes da proteina
nao estrutural NS5B e das proteinas estruturais do core e E1, as quais, por serem
regidbes menos conservadas, proporcionam a identificacdo de diferengas nas
sequéncias que permitem distinguir e classificar genétipos e subtipos virais do VHC
[93]. A sequenciacdo de uma porg¢ao especifica do genoma € assim o meétodo de
referéncia alternativo, com amplificagdo e sequenciagdo de um fragmento gendémico, e
uma posterior analise preliminar das sequéncias geradas por BLAST recorrendo a
uma importante base de dados de VHC, que actualmente contém mais de 80 mil
sequéncias identificadas no mundo [39]. Adicionalmente, a estimativa filogenética para
classificagdo das sequéncias do VHC pode também ser uma abordagem a considerar.

Embora a sequenciagdo necessite de equipamento sofisticado de elevado
custo e de técnicos qualificados para executar as respectivas tarefas, actualmente
estes servigos encontram-se comercialmente disponiveis por empresas especializadas
na area, oferecendo pregos muito competitivos. Por outro lado, a andlise das
sequéncias pode ser actualmente mais rapida e acessivel através de programas bio-

informaticos disponiveis online e com uma relagéo beneficio/custo muito favoravel.

Deste modo, o objectivo do presente trabalho foi desenvolver um método
alternativo de genotipagem do VHC, no contexto de um laboratério de referéncia,
utilizando a amplificacdo, a sequenciacdo e a analise filogenética de duas regides
gendmicas do VHC, distintas e relativamente conservadas, que por um lado

permitissem diferenciar os subtipos virais de forma mais precisa, e por outro lado, ndo
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limitassem a detecgdo de formas virais geneticamente recombinadas. Com esta
abordagem pretendia-se obter uma melhoria na classificagdo do virus e uma

simultanea reducao de custos.

Numa primeira fase, e também recorrendo a literatura, seleccionou-se as
regides C/E1 e NS5B como alvos principais da analise molecular do virus. Foram
seleccionados primers referenciados em publicacdes, ou desenhados de novo, a partir
de alinhamentos de sequéncias de referéncia contendo sequéncias de diferentes
gendtipos e subtipos de VHC, preferencialmente descritos na Europa e provenientes
de estudos efectuados na populacdo de infectados por VHC residente em Portugal
(base de dados de sequéncias de VHC de Los Alamos) [40, 41].

Alguns estudos mostraram o potencial de discriminagédo de subtipos para a
regido NS5B, mas outros descrevem proporgées de 18,3% de resultados falso-
negativos [112, 113]. Contudo outros autores descrevem uma elevada sensibilidade de
detecgéo do VHC (97,3%), mas salvaguardam a necessidade de se utilizar diferentes

pares de primers na amplificacdo do virus [37].

Os protocolos de amplificacdo utilizados foram definidos apés um periodo de
optimizacdo das condigbes de reacgdo em funcdo das temperaturas de melting dos
primers e das enzimas utilizadas. De modo a diminuir o risco de contaminagdo das
amostras em estudo, os procedimentos de extracgdo de RNA, a preparagdo das
misturas de reaccao (de RT, de PCR e de sequenciagao), a adicdo de amostra (de
RNA e DNA), a amplificacdo e detecgdo dos produtos, e posteriormente, a sua
purificacdo (pré-sequenciagao) foram realizados em espacgos fisicamente separados.

Nos diferentes espagos foram também incluidos controlos negativos nas reacgoes.

A populacdo estudada, constituida por 72 soros de reclusos infectados, foi
submetida a amplificagdo por heminested PCR das regiées C/E1 e NS5B do VHC.
Houve um sucesso de amplificacdo de 95,8% (69/72) e 98,6% (71/72)
respectivamente para as regides C/E1 e NS5B. Vaérias razbes podem ser apontadas
para 0s casos em que ndo se observou a amplificacdo de fragmentos virais. Entre
elas, podemos salientar uma possivel degradacdo do RNA viral resultante de varios
ciclos de congelacdo e descongelacdo a quando da manipulagdo dos soros. Em
alguns casos, também o baixo valor de carga viral e a elevada diversidade genética do

VHC podem ter dificultado a hibridagao dos primers nas reacc¢des de amplificacao.

56
Ana Patricia Avo



DiscussAo

Por outro lado, também para alguns casos amplificados que posteriormente
foram sequenciados, ndo foi possivel chegar a classificacdo do VHC pela baixa
qualidade das sequéncias geradas. Assim, foram sequenciados com sucesso para as
regides C/E1 e NS5B, respectivamente, 98,6% (68/69) e 95,8% (68/71) dos casos.

Analisando apenas os 64 casos (88,9%; 64/72) em que foi possivel obter
informacao molecular conjunta para as duas regides genémicas, observou-se em 2
casos (C26 e C33) uma classificagao discordante para as regides C/E1 e NS5B do
VHC, respectivamente 1b/4a e 3a/4a. Atendendo a que estes resultados foram
mantidos, mesmo apdés a repeticido de todo o procedimento de amplificagdo e
sequenciagao com utilizacado de amostras de RNA de VHC diluidas, esta classificagcao
levantou a hipotese da presenca de virus recombinantes (e/ou eventualmente
infeccbes mistas que discutiremos mais adiante). A classificagdo do VHC nos
restantes 62 casos revelou a distribuicdo seguinte: 1a (37,1%, n=23), 3a (16,1%;
n=10), 4a (12,9%; n=8), 1b (11,3%; n=7), 2a (6,5%; n=4), 2b (6,5%; n=4), 4d (6,5%;
n=4), 2 (1,6%; n=1) e 1b/2k (1,6%; n=1).

Na comparacdo dos resultados obtidos pelo método de sequenciacéo
desenvolvido com o método LiPA, observou-se uma concordancia na classificacdo do
gendtipo do VHC de 95,6% (65/68) para a regido C/E1, e de 98,5% (67/68) para a
regidao NS5B. Estes resultados sdo semelhantes aos descritos na literatura que
referem uma concordancia de 99,5% entre métodos de genotipagem por LiPA e a

sequenciagdo da regido NS5B [114].

Na populagdo de amostras em analise, resultados conhecidos de genotipagem
pelo método LiPA revelaram que 29,2% (21/72) dos casos nao tinham sido subtipados
(a que designamos de resultados incompletos), e em 23,6% (17/72) dos casos nao
tinha sido possivel descriminar o subtipo viral (a que designamos de resultados
indiscriminados ou indefinidos). Os resultados incompletos foram principalmente
obtidos para os casos de gendtipo 1 (12,5%; 9/72) e de gendtipo 4 (11,1%; 8/72), e os
resultados indefinidos foram identificados nos casos 4a/4c/4d (15,3%; 11/72) e nos
casos 2a/2c (8,3%; 6/72). Deste modo, a contabilizagdo dos resultados incompletos e
indefinidos pelo método LiPA na populacédo estudada correspondia a uma proporgéao
de 52,8% (38/72). O método implementado permitiu diminuir acentuadamente a
propor¢cdo de indefinicdo na classificagdo do VHC, conseguindo a subtipagem em
95,8% (69/72) dos casos. Assim, pelo novo método implementado, apenas 3 (4,2%)

casos (C4, C7 e C8) nao foram subtipados e 2 deles (C4 e C7) correspondem a casos
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com informacdo molecular disponivel apenas para uma das regides genomicas
analisadas.

Foram descritos erros de classificagao entre os subtipos 1a e 1b, associados a
existéncia de um polimorfismo identificado na posi¢cao 99 do genoma do VHC, e que é
utilizada frequentemente para diferenciar estes subtipos virais [95]. Por outro lado, o
nucleétido G na posicdo 243 da regiao 5UTR foi considerado representativo do
subtipo 1b, embora ja tenha sido encontrado em populagbes classificadas como
subtipo 1a [112, 115]. Estudos descrevem que um desempenho de 97,7% pode ser
atingido na identificagdo do subtipo 1a, e esta propor¢céo pode descer para os 58,5%
quando a informacao se basearia apenas na analise da regido 5’'UTR. Assim, varios
estudos confirmam o beneficio da analise conjunta da regido do core e da regiao
5’'UTR para uma classificagao correcta do subtipo 1a [97, 111].

No presente estudo, apesar do método LiPA utilizar as regides do core e 5UTR
do VHC foram encontradas algumas discrepancias relativamente a classificagdo de
subtipos 1a e 1b. Assim, 3 casos classificados de subtipo 1a (C2, C59 e C63) foram
identificados de subtipo 1b pelo método LiPA. Alguns estudos sobre este ensaio
referem uma deteccdo do subtipo 1b exacerbada em comparagcdo ao subtipo 1a,
estimando uma taxa de deteccéo do subtipo 1b cerca de 13% maior do que a taxa real
[95]. Assim, se 0 método LiPA ocasionalmente pode classificar casos de subtipo 1a
como subtipo 1b, e se este é o método mais utilizado no pais para classificacdo do
VHC, seria de esperar a existéncia de muitos casos incorrectamente classificados
como subtipo 1b.

A titulo de curiosidade, a consulta a base de dados de sequéncias de VHC de
Los Alamos, revelou que o subtipo 1b possui a maior propor¢do de sequéncias de
VHC tanto ao nivel mundial (39,1%), como europeu (51,2%), sendo seguida pela
proporgcao de sequéncias do subtipo 1a [39, 40]. No entanto, em Portugal, observou-se
que a proporgao de sequéncias 1b constitui apenas 4,7% da totalidade de sequéncias
disponiveis, bastante inferior a proporgao de 45,5% de sequéncias classificadas como
subtipo 1a [41]. Aparentemente, a baixa frequéncia observada de subtipo 1b pode
conduzir a uma baixa frequéncia de erro na classificacdo destes subtipos em 1a,
quando utilizado o método LiPA. Contudo, é de salientar que a base de dados possui
apenas 257 sequéncias de VHC identificadas em individuos residentes em Portugal, e
pode nao representar a distribuicdo dos gendtipos e subtipos de VHC na populagéao,
mas sim as frequéncias das sequéncias dos varios gendtipos e subtipos que foram
submetidas nessa mesma base de dados.

Segundo um estudo com determinagao do gendétipo e subtipo de VHC pelos

métodos de sequenciacdo e LiPA mostrou um padrdo na populagdo portuguesa em
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geral, em que o subtipo 1a surge com elevada prevaléncia (36,8%), seguido do
subtipo 1b (20,2%) e do subtipo 3a (24,2%) [67]. A analise das regides C/E1 e NS5B
do VHC permitiu classificar em subtipo 1a os 9 casos que com o método LiPA nao
tinha sido possivel a subtipagem do VHC.

A correcta classificacdo dos subtipos 1a e 1b também adquiriu uma nova
importancia, apods ter sido relatado que a infeccdo com o subtipo 1b pode estar
associado a uma progressao mais agressiva da doencga, e por isso ter impacto na

duragao e na resposta do doente ao tratamento [59, 116, 117].

Varios estudos demonstraram que a classificagdo do subtipo 2a e do subtipo 2¢
pode também n&o ser conseguida quando a analise € exclusivamente baseada na
regiao 5’UTR. Deste modo, esta regido parece nao ser suficientemente heterogénea
para possibilitar a discriminagao dos diferentes subtipos do genétipo 2 [112, 118, 119].
No entanto, mesmo com a informagado adicional da regido do core, o ensaio LiPA
parece nao apresentar um bom desempenho na discriminacdo dos subtipos 2a e 2c.
Dois estudos revelaram proporgdes de 50% e 42,1% de resultados indefinidos 2a/2c, e
uma elevada proporgao, de 30% e 21,1%, de casos de gendtipo 2 que nao foram
subtipados [97, 111]. No presente estudo o método LiPA ndo identificou e/ou nao
descriminou o subtipo em respectivamente 50% (6/12) e 25% (3/12) dos casos.
Contudo, no método de sequenciacdo implementado apenas ndo foi possivel
determinar o subtipo de VHC em 3 casos (C4, C7 e C8), salientando que em 2 deles
(C7 e C8) apenas estava disponivel a informagdo molecular para uma das 2 regides

gendmicas estudadas.

Diversos estudos mostraram que o método LiPA nao apresenta problemas para
a identificacdo do gendtipo 3, bem como para a classificagdo da maioria dos subtipos
dentro deste grupo de virus. Porém, contrariamente, existe um estudo publicado em
que é descrita uma propor¢gdo de 13,3% de casos em que ndo foi possivel a
determinacgéo do subtipo de VHC [97, 111]. No presente estudo, apenas 1 caso (10%,
1/10) nao foi subtipado pelo método LiPA, embora tenha sido classificado em subtipo

3a pelo novo método implementado.

Para o gendtipo 4, a regido 5’UTR parece ndo ser suficientemente heterogénea
para a classificagdo dos subtipos virais. Adicionalmente, a informagao complementar
da regido do core parece também nao proporcionar um melhor desempenho do
método LiPA na determinagao do subtipo viral em causa. No presente estudo, nenhum

dos 19 casos foi subtipado pelo método LiPA. Analisando apenas o grupo de 14 casos
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com informag&o molecular disponivel para ambas as regides C/E1 e NS5B, observou-
se a determinagdo do subtipo de VHC em todos eles. No entanto, é de referir que se
identificou 2 casos (C26 e C33) como podendo tratar-se de infecgdes mistas (e/ou
virus recombinantes), atendendo a que foi obtida uma classificagdo diferente para
cada uma das regides gendémicas analisadas. No entanto, a proporgao muito elevada
de resultados incompletos ou de subtipos ndo discriminados obtidos pelo método
LiPA, em casos de infeccdes com o gendtipo 4 estd em acordo com o descrito na
literatura [97].

A recombinagdo desempenha um importante papel na evolugédo dos virus pela
criagdo de variagdo genética e producdo de virus com novas caracteristicas [120].
Embora a recombinagéo nao ocorra frequentemente, varios eventos de recombinagao
inter e intragenémica do VHC tém sido identificados em diferentes partes do mundo
[42-50]. No entanto, acredita-se que a maioria das sequéncias geneticamente
recombinadas pode resultar de eventos isolados cujas variantes posteriormente
acabam por nao circular na populagdo infectada. De facto, ainda que os
recombinantes ndo sejam necessariamente mais virulentos, eles podem contribuir
para a evolugcdo do VHC e ter implicagdes na compreensdo da biologia do virus, no
diagnéstico e tratamento no contexto do controlo da infec¢ao pelo VHC no individuo. A
analise de mais do que uma regido subgendmica torna-se necessaria para nao limitar
a identificacao de sequéncias virais recombinadas [42].

A primeira forma recombinada de VHC foi identificada por Kalinina em 2002
num individuo infectado de S. Petersburgo. A forma viral foi classificada de 2k/1b e
parecia estar em circulagdo na populagao de UDI na Russia [42]. Mais tarde, foi
observado em novos isolados, formas denominadas de RF1_2k/1b que se estavam a
propagar pela Europa, tendo ja sido encontradas na Irlanda, Esténia, Uzbequistao,
Sibéria e Franga [43, 121-124]. A sequenciacdo de um fragmento amplificado da
regiao core-NS2 permitiu localizar o ponto de recombinagao na regido NS2 (posicao
3175 ou 3176 do VHC, de acordo com o sistema de numeragdo para a sequéncia
pj6CF). Verificou-se que a sequéncia era constituida por um primeiro segmento
genomico classificado como subtipo 2k, e um segundo segmento mais curto

classificado como subtipo 1b [42].

No presente estudo, as arvores filogenéticas construidas para as regiées C/E1
e NS5B revelaram que o caso C1 agrupava com sequéncias de referéncia
classificadas de 1b/2k retiradas da base de dados de Los Alamos de VHC. No entanto,

para a regiao C/E1, o conjunto das sequéncias estava incluido no agrupamento
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correspondente ao gendtipo 2, e para a regido NS5B estava incluido no agrupamento
correspondente ao gendtipo 1. Desta forma, colocou-se a hipétese de estar em
presenga de uma forma de virus potencialmente recombinada. Assim sendo,
procedeu-se a analise por bootscannig que nao indicou a ocorréncia de qualquer
evento de recombinagdo em ambas as regides do VHC analisadas (dados nao
apresentados).

Embora as sequéncias de referéncia 1b/2k utilizadas neste estudo surjam na
base de dados de Los Alamos classificadas como genétipo 1b/2k, na verdade essas
sequéncias foram classificadas de 2k/1b pelos autores que as identificaram, uma vez
que sao constituidas por um primeiro fragmento pertencente ao subtipo 2k e um
segundo fragmento classificado como subtipo 1b [43, 123, 125]. Existe assim, a
possibilidade de o caso C1 analisado ser um putativo recombinante, pois o Unico local
de recombinagao identificado na forma recombinada 2k/1b localiza-se na proteina
NS2, e neste estudo apenas foram analisadas as regides C/E1 e NS5B do VHC.
Sendo assim, para o caso C1 seria fundamental analisar a regiao NS2 ou até mesmo
a totalidade do genoma para apurar se de facto se trata ou ndo da forma viral

recombinada 2k/1b ja descrita.

Por outro lado, as sequéncias C4, C7 e C8, embora observadas no
agrupamento correspondente a sequéncias de referéncia classificadas em gendtipo 2,
a sua localizagdo na arvore filogenética (C/E1 e/ou NS5B) nao permitia determinar
qual o subtipo viral a que pertenciam. Assim, no sentido de aprofundar um pouco mais
o conhecimento molecular das sequéncias, procedeu-se a analise por bootscannig.

Para o caso da sequéncia C4 verificou-se a ocorréncia de dois potenciais
eventos de recombinagao, um em cada uma das regides gendmicas analisadas,
respectivamente, 2q/2k para a regido C/E1 e 2k/2a para a regido NS5B. No caso das
sequéncias C7 e C8, infelizmente apenas foi possivel analisar a informagao molecular
de uma das regides gendmicas estudadas. Para o caso da sequéncia C7, a analise de
bootscannig identificou um possivel evento de recombinagao entre os subtipos virais
2gq e 2c na regidao C/E1. Para o caso da sequéncia C8 nao foi sugerido qualquer
potencial evento de recombinagcdo na regido NS5B. Contudo, é de salientar que na
literatura apenas estado descritos 2 recombinantes intragenoétipo naturais designados
de 1a/1b e de 1a/1c [47, 48]. De facto, para uma melhor compreensao dos possiveis
acontecimentos gendémicos ocorridos nos 3 casos incluidos no presente estudo, seria
fundamental a analise do genoma completo com identificagdo dos eventuais pontos de

recombinagéo genética.
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Varios estudos tém relatado infecgoes de VHC mistas em hemofilicos, UDI e
doentes em hemodialise [126-128]. A deteccao laboratorial de uma infecgao mista é
complicada, pois geralmente os ensaios acabam por identificar o gendétipo de VHC
dominante na infeccdo. Consequentemente, os gendtipos presentes em frequéncias
mais baixas podem nao ser detectados [127, 129]. Recentemente, num estudo em que
foi analisada uma populacdo de hemodializados, constituida por 1292 individuos, foi
detectada infecgdo mista em 22 (1,7%) casos com a presenga de mais do que um
gendtipo de VHC [130]. Num estudo de avaliagdo multicéntrico, apenas 2 entre 10
laboratorios participantes foram capazes de detectar eficazmente casos de infecgao
mista com base na sequenciacao da regido NS5B do VHC [113]. O facto do método de
genotipagem poder nao ser suficientemente sensivel para a deteccdo de infecgbes
mistas pode conduzir a nogdo errada de uma baixa frequéncia destas infecgbes [113,
114]. De facto, em populagbes de risco para a infeccao VHC, nomeadamente em UDI,
a frequéncia de infecgdes mistas é sugerida ser maior do que as que se encontram
descritas. A evidéncia cientifica constatada de uma maior prevaléncia de infecgdes
mistas em doentes com cirrose e CHC torna fundamental a utilizacdo de métodos
suficientemente sensiveis para a sua detecgéo, e o respectivo ajuste na administragao
do tratamento em acordo com a identificacdo dos diferentes gendtipos de VHC

presentes na infecgao [37].

No presente estudo foram identificados 2 casos (C26 e C33) em que nao foi
possivel eliminar a hipétese de poderem constituir infec¢gdes mistas. No entanto, nao
existem dados epidemioldgicos disponiveis que corroborem multiplos contactos com
virus da hepatite C ao longo do tempo. Estes acontecimentos sado frequentemente
descritos em UDI com habitos de partilha de seringas, e na verdade, ndo pode deixar
de se ter em consideragdo que este tipo de comportamentos de risco pode estar
associado a uma grande parte dos individuos em ambiente prisional. Por outro lado, e
tal como ja foi dito anteriormente, para estes mesmos 2 casos (C26 e C33), também
nao se pode descartar, a hipétese de serem infeccbes com variantes de VHC. De
facto, o caso C26 foi classificado de subtipos 1b e 4a e o caso C33 de subtipos 3a e
4a, respectivamente para cada um deles atendendo as regides C/E1 e NS5B. Embora
a analise por bootscanning nao tenha revelado eventos de recombinagdo nas regides
C/E1 e NS5B (dados n&o apresentados), a recombinagdo genética pode
eventualmente ter ocorrido em outras regides do genoma que nado foram alvo da
presente analise. Assim, para um melhor conhecimento das formas virais presentes
nestes 2 casos, e a confirmacao de estarmos ou ndo na presenca de recombinantes

de VHC, seria necessario analisar a totalidade do genoma recorrendo a técnicas de
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clonagem e sequenciacao dos virus, e assim obter a informag&o molecular necessaria

para comprovar as hipéteses anteriormente formuladas.

A populacido de amostras clinicas estudada foi caracterizada por corresponder
a individuos infectados por VHC com idades compreendidas entre os 22 e os 64 anos.
Embora na literatura se descreva uma tendéncia para os casos de infeccao pelo
subtipo 1b estar associada a individuos de idade mais avangada, ndo foram
encontradas diferencas significativas quando se relacionou a idade do individuo com o

resultado de genotipagem do VHC no presente estudo [33].

No presente estudo foi obtida para o grupo de individuos infectados com o
genotipo 4, a mediana na quantificagdo do RNA de VHC mais baixa (264 536 Ul/mL),
e contrariamente, para o grupo de individuos infectados com o genétipo 1 a mediana
na quantificagdo de RNA VHC mais elevada (8 500 000 Ul/mL). Na verdade, segundo
a literatura casos de infecgdes com gendtipo 1 apresentam pior prognostico e uma
menor eficacia em alcangar uma RVS. No entanto, a auséncia de informacgao clinica
relativamente ao tratamento dos casos em estudo e o desconhecimento se este teria
sido ja iniciado ou terminado, dificulta a correcta interpretacdo dos valores de
quantificacdo de RNA VHC obtidos e a associagado entre o prognéstico da infec¢ao

com a classificagao dos gendtipos de VHC.

O ensaio comercial LiPA é vulgarmente utilizado na esmagadora maioria dos
laboratérios do pais, e também em muitos estudos de prevaléncia de gendtipos de
VHC que infectam grupos populacionais especificos. E um teste validado para a
prestacdo de servigos a comunidade, com uma abordagem técnica simples e um
tempo de execugao relativamente rapido. Contudo, os custos imputados pelo seu uso
no Laboratério Nacional de Referéncia IST — HIV e Hepatites B e C, parecem ser
demasiado elevados (15 euros/amostra para amplificacdo e 90 euros/amostra para
deteccado dos gendtipos do VHC).

Para o método desenvolvido de amplificagdo e sequenciagédo (para uma das
regides genodmicas do VHC, C/E1 ou NS5B) foi estimado um custo de 6 euros para a
sintese de cDNA (RT-PCR), 2,5 euros para as 2 amplificacbes (heminested PCR)
utilizando o Sistema illustra ™ puReaq Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare,
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England) e 19 euros para de sintese de primers e para a sequenciacao dos
fragmentos amplificados (cadeia normal e complementar). De facto, excluindo a
estimativa de custos, os consumiveis, o0 desgaste de equipamento, os recursos
humanos e a extraccdo do RNA do VHC, que sao factores em comum entre os
métodos, a nova metodologia desenvolvida apresenta um custo 3,7 vezes inferior
comparativamente ao método comercial LiPA. Pelo seu elevado desempenho, o
método implementado pode possibilitar a correlagao clinica de um modo mais preciso
a diferentes subtipos de VHC e deste modo viabilizar um melhor entendimento do

papel da variabilidade genética, na histéria natural e progresséao da infecgdo do VHC.

Através do método implementado de amplificacdo e sequenciagao foi possivel
obter um elevado sucesso (69 em 72 casos) na classificagdo do genétipo e do subtipo
de VHC tendo por base, ou a regido C/E1, ou a regido NS5B, ou ambas as regides
genomicas do VHC. Por outro lado, os resultados obtidos possibilitaram a identificagéo
de alguns casos de interesse epidemioldgico e clinico. Assim, de futuro, seria
importante aprofundar o conhecimento molecular dos casos C1, C4, C7 e C8
(potencialmente recombinantes), e também dos casos C26 e C33 (recombinantes ou

infec¢cdes mistas) através da clonagem e analise do genoma completo do VHC.
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No presente estudo, o método desenvolvido que incluiu amplificagdo e

sequenciagdo das regides C/E1 e NS5B com posterior analise filogenética das

sequéncias de VHC possibilitou:

1.

A classificacdo do gendtipo e a discriminagao do subtipo do VHC com maior
clareza e rigor em comparagdao com o método comercial LiPA, permitindo
reduzir acentuadamente a indefinigdo na classificagdo de subtipos de 58,5%
(38/72) para 4,2% (3/72).

Mostrar, relativamente quanto a classificacdo dos gendtipos do VHC, uma
concordancia de 95,6% (65/68) entre a analise de resultados da regidao C/E1 e
LiPA, e de 98,5% (67/68) da regiao NS5B e LiPA.

Identificar casos de eventuais virus recombinantes (ou infec¢gdes mistas) que
nao foram detectados pelo método LiPA.

Reduzir acentuadamente os custos inerentes a genotipagem do VHC em pelo
menos 3x, e simultaneamente obter uma melhoria na qualidade de resultados.
Desenvolver as condicbes para que o laboratério possa disponibilizar servigo
de apoio concreto, para a classificacdo de casos de infeccao de VHC com
resultados incompletos (sem subtipo) ou indefinidos (sem discriminagdo do
subtipo) obtidos pelo método LiPA, e para o estudo de casos de interesse
clinico.

A aplicacao pratica do método desenvolvido a futuros estudos de epidemiologia
molecular do VHC alargados no tempo para um melhor conhecimento da

variabilidade gendmica, historia natural e progresséo da infecgéo do VHC.
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Tabela 8.1 — Dados demograficos (sexo e idade) e resultados laboratoriais (ensaio LiPA, valores de RNA
de VHC e classificacdo de VHC com base nas regides C/E1 e NS5B) das amostras clinicas analisadas no
presente estudo. M — masculino; F — feminino; (-) informacao néo disponivel.

N° ampstra Sexo Idade Resyltado RNA de VHC Resultado Resultado
clinica LiPA (Ul/mL) C/E1 NS5B

C1 M 33 2al2c 9940000 1b/2k 1b/2k
C2 F - 1b 847 1a -
C3 M - 1a 2870 1a 1a
C4 F - 2 5790000 2 2
C5 M - 2al2c 29600 2a 2a
C6 M 24 2b 508000 2b 2b
C7 M 64 2a/2c 1670000 2 -
C8 F 50 2al2c 853780 - 2
C9 M 38 1a 1050000 1a 1a
C10 M - 2a/2c 520 2a 2a
CM11 M - 2 50200000 2b 2b
C12 M 37 1a 316000 1a 1a
C13 F 42 1b 45400 1b 1b
C14 M 31 1a 15300000 1a 1a
C15 M - 2b 23469333 2b 2b
C16 F 44 4 57500 - 4d
Cc17 M 35 1a 11400000 1a 1a
c18 M 35 3a 4054893 3a 3a
C19 M 22 4al4c/ad 470 - 4d
C20 M - 1 26500000 1a 1a
C21 M - 3a 24200000 3a 3a
Cc22 M - 4al4c/ad 108594 4d 4d
Cc23 M - 4al4cl/4d 8692 1a -
C24 M 32 1 943949 1a 1a
C25 M 51 1a 20700000 1a 1a
C26 M 33 4al4cl/4d 40800 1b 4a
Cc27 M 40 4al4cl/4d 264536 4a 4a
C28 M - 1a 10000000 1a 1a
C29 M - 4al4cl/4d 395773 4d 4d
C30 M 35 1b 2860000 1b 1b
C31 M 33 1 7400000 1a 1a
C32 M 43 4al4cl/4d 653000 4a 4a
C33 M - 4 5091115 3a da
C34 M 39 4al4c/ad 237000 4a -
C35 M 36 1 724000 1a 1a
C36 M 49 4 1040000 4a 4a
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C37 M 43 4 3910000 4a 4a
C38 M 43 4al4c/4d 204000 4a 4a
C39 M - 1 7580000 1a 1a
C40 M 44 3a 13300000 3a 3a
C41 M - 1b 13600000 1b 1b
C42 M 55 1 8500000 1a 1a
C43 M - 1a 9590000 1a 1a
C44 M - 1b 1230000 1b 1b
C45 M - 1b 28200000 1b 1b
C46 M 32 1a 18600000 1a 1a
C47 M 30 4al4c/4d 3870000 4a 4a
C48 M 36 4 187000 4d 4d
C49 M - 4 587000 4a 4a
C50 M - 1a 10100000 1a 1a
C51 M 39 4al4c/ad 1670000 4a 4a
C52 M 57 1b 4960000 1b 1b
C53 M 31 1a 21800000 1a 1a
C54 M 43 1b 5130000 1b 1b
C55 M 32 1 15100000 1a 1a
C56 M - 3a 15800000 3a 3a
C57 M - 3a 3330000 3a 3a
C58 M 30 4 3650 - 4d
C59 M - 1b 14800000 1a 1a
C60 M - 4 1230000 4d 4d
C61 M 42 1 10800000 1a 1a
C62 M 43 3a 1940000 3a 3a
C63 M - 1b 11900000 1a 1a
Co64 M - 3a 19200000 3a 3a
C65 M 51 2b 19700000 2b 2b
C66 M 41 1a 7740000 1a 1a
C67 M - 3a 4250000 3a 3a
C68 M - 2al2c 3350000 2a 2a
C69 M 40 3a 3240 3a 3a
C70 M - 1 1710 1a 1a
C71 M - 3 9720 3a 3a
C72 F - 2 35000 2a 2a
76

Ana Patricia Avo




	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	ÍNDICE GERAL
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE TABELAS
	1. INTRODUÇÃO
	1.1 A infecção pelo Vírus da Hepatite C
	1.1.1 Classificação
	1.1.2 Morfologia do Virião
	1.1.3 Organização Genómica
	1.1.4 Ciclo Replicativo

	1.2 Diversidade Molecular do VHC
	1.3 Epidemiologia da Infecção pelo VHC no Mundo
	1.3.1 Prevalência da Infecção
	1.3.2 Distribuição dos Genótipos e Subtipos

	1.4 Modos de Transmissão do VHC
	1.5 Consequências da Infecção pelo VHC
	1.6 Tratamento e Correlação dos Genótipos do VHC com Prognóstico da Infecção
	1.7 Diagnóstico e Genotipagem do VHC
	1.7.1 Ensaios para Pesquisa de Anticorpos
	1.7.2 Ensaio para Pesquisa do Ácido Nucleico
	1.7.3 Ensaio para Genotipagem


	2. OBJECTIVOS
	3.  MATERIAL E MÉTODOS
	3.1 Critérios de Selecção da Amostra
	3.1.1 Amostras de Referência
	3.1.2 Amostras Clínicas

	3.2 Desenho do Estudo
	3.2.1 Estratégia para Análise das Amostras

	3.3 Extracção do RNA Viral
	3.4 Síntese do cDNA
	3.5 Amplificação por PCR das Regiões C/E1 e NS5B do VHC
	3.5.1 Desenho e Escolha de Primers
	3.5.2 Misturas de Reacção e Condições de Amplificação
	3.5.3 Análise dos Produtos Amplificados

	3.6 Purificação dos Produtos de PCR
	3.7 Sequenciação dos Produtos Amplificados
	3.8 Análise das Sequências Nucleotídicas
	3.8.1 Obtenção das Sequências Consenso
	3.8.2 Inferência Filogenética
	3.8.3 Detecção de Recombinação Genética

	3.9 Análise Estatística

	4. RESULTADOS
	4.1 Classificação de Sequências de VHC em Amostras de Referência
	4.2 Classificação de Sequências de VHC em Amostras Clínicas
	4.2.1 Amplificação e Sequenciação das Regiões C/E1 e NS5B do VHC
	4.2.2 Análise Molecular das Sequências de VHC
	a) Análise da Região C/E1
	b) Análise da Região NS5B
	/
	c) Análise Conjunta das Regiões C/E1 e NS5B

	4.3 Comparação de Resultados de Classificação do VHC pelo Método de Sequenciação e Análise Filogenética com o Método LiPA
	a) Comparação dos Resultados da Análise da Região C/E1 com LiPA
	b) Comparação dos Resultados da Análise da Região NS5B com LiPA


	5. DISCUSSÃO
	6. CONCLUSÕES
	7. BIBLIOGRAFIA
	8. ANEXOS

