CESAR AUGUSTO BARROS DUARTE

DETERMINAGAO DO GENOTIPO E SUBTIPO DO VIiRUS DA HEPATITE C

ATRAVES DE MICROARRANJO LiQUIDO

Dissertagcdao apresentada ao Curso de Pés-
Graduagdo em Biologia Celular e Molecular
da Universidade Federal do Parana como
requisito parcial para obtengdao do grau de

doutor.

Orientador: Dr. Marco Aurélio Krieger

CURITIBA

2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Roberto e Donata, que sempre me incentivaram em tudo.

A minha esposa Andrea e aos meus filhos Daniel e Sofia pela compreens&o e apoio

a mim oferecidos.

Ao Dr. Marco Aurélio Krieger, pela oportunidade, confianga, apoio e dedicagao para

tornar possivel este trabalho.

A Dra. Sueli Nakatani pelo fornecimento das amostras, por compartilhar experiéncia,

conhecimentos e por seu interesse na realizacao deste trabalho.

Ao colega Leonardo Foti pela colaboragao na realizagao neste trabalho.

A Dra. Daniela Parada Pavoni pela revisdo do trabalho e sugestdes para melhora-lo.

A todos os diretores do Instituto Carlos Chagas (ICC), por me disponibilizar um

ambiente tao estimulante para o aprendizado e trabalho.

Ao programa de Pdés-graduacao em Biologia Celular e Molecular da Universidade

Federal do Parana pelo apoio e oportunidade.

A todos os colegas e funcionarios do ICC, pela colaboragdo e amizade.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS.........ceecierrseessme s e e ss s e s ssse s s e s s e s sne s sne s e e e ssnesnsnes vi
LISTADE TABELAS.........eeeeeee e e s s n e s vii
LISTA DE ABREVIATURAS........eiricrcrerreressseess s e sssse e s s ss s sssms e sssnsssssnennnns ix
S U i
LY = RS I O xii
1. INTRODUGAO........cmreereercrercrereres e saesessesesse e saesassesassesassesassesassesassssssnsens 1
1.1 Hepatite Nn@0-A, NA0-B.........o o 1

1.2 O Virus da Hepatite C...........occeieeeee s s e e e e e e 1

1.2.1 A origem do virus da hepatite C ..........ooorrmmccccccirccerreeeeeeeeees 3

1.2.2 A diversidade nucleotidica do HCV...........cccccciiimmrriiiniiinnnnnnn 4

1.2.3 Genétipos, subtipos e quasispecies..........eeeeeceiceiiiirnennns 6

1.2.4 Ciclo celular e cinética viral..........cccocovvmmmriiiiicir e 6

1.3. Manifestagoes Clinicas........cccveeeeemeecccccccccr e 7

I N =T T o (=1 4 0o e T | T 8

1.5. Diagnéstico laboratorial............cccoooiiiiiiiiiieccccr s 12
1.5.1 ENsaios SOrolOgiCos..........ccccceviiimiiiemccmmnmsnnsssssss s s s s s e s s e e ees s eennnnnnns 12

1.5.2 Detecgao do RNA do HCV.........o e e e 14

1.5.2.1 Detecgao qualitativa do RNA do HCV...........coor s o 14

1.5.2.2 Detecgao quantitativa do RNA do HCV..........ccccccccieeeen. 15

1.5.3 Testes de determinagao de genétipo e subtipo do HCV........... ... 16



1.5.3.1 Determinagao do genétipo através de método imunolégico....... 18

1.5.3.2 Seqiienciamento de regido E1 & NS5b analise filogenética.... 18

1.5.3.3 Hibridizagao reversa (Versant HCV genotype 1.0).................... 19
1.5.3.4 Sequienciamento da regiao S’UTR.......cceccccciiiiiiiieeeeereeeeeeecees 20

1.5.3.5 Polimorfismo de extensao de fragmento de restricao (RFLP).20

1.5.3.6 RT-PCR em Tempo-real.........cccccrriimiieemmmmmnccccccssssseeeeeeeeeeeeeennnnes 21
1.5.3.7 Espectrometria de massa (MALDI-TOF)......cccceiiiiiiierrrreeenns 23
1.5.3.8 Teste baseado em sondas e sitios de clivagem especificos.....24
1.5.3.9 Microarranjo Liquido (Luminex Xmap).....cccccceeeeeereinserrenrrrsenennns 25
2. OBUETIVOS.......coeceeeermeereeessse e s seess s e s sme s sme s n e s s an e s sme s s snessmn e s snnensnnas 31
3. JUSTIFICATIVAS.......ooieeeeeeeeeeersseessmesssseess e e s sne s s snees e e s ne s e ssnesesnsessnnenes 32
4. MATERIAIS @ METODOS.........coeeieerccrereeseesaeseessas e sassssessssesessssssesesssnas 34
4.1. Amostras de plasma........cccccccceiiiiimeieciii e e 34
4.2 Extrac@ao do RNA........o s nn e nnn 34
4.3 Desenho dos oligonucleotideos.......ccccccccceeieiiiiiiiiiirieeee e, 35
4.4 Reacao de transcricao reversae de PCR...........coomeeeiiireeeeecnnn, 39
4.5 Ligacao das sondas as microesferas de poliestireno...................... 40
4.6 Confirmacgao da ligagao das sondas as microesferas....................... 41

4.7 Hibridizagcao dos produtos de PCR com as sondas ligadas as

01T o= = - TSP 42
4.8. Leitura da reacao de hibridizagao e obtencao de dados.................. 43
4.9. Analise estatistica.............ceeriiriiieieer e ————— 44



B.RESULTADOS.......oiiiiiiicnmrreerssssssssressssssssssnssessssssssssssssssssssnnssessssssssnsnnssssnnns 45
5.1. Eficiéncia da PCR........ s 45
5.2. Confirmacao da ligagado das sondas as microesferas....................... 47

5. 3. Sensibilidade do ensaio na determinagao do genétipo e subtipo do

O 48
5.3.1 Sensibilidade em relagao ao genétipo 3; subtipo 3a.............cceeee 49
5.3.2. Sensibilidade em relagao ao genétipo 2; subtipos 2a, 2b e 2c......51
5.3.3. Sensibilidade em relagao ao genétipo 1; subtipo 1a e 1b.............. 54
5.4. Especificidade do ensaio de microarranjo liquido...............cccceeeeeeens 60
5.5. Avaliacao de reprodutibilidade do teste..........cccceeeciiiirrccccciieeeeeanne, 61

5.6. Avaliagao da concordancia em relagcao ao método de seqlienciamento
analise filogenética da regiao NS5b..........o i 62

5.7. Avaliagao da concordancia em relagao ao método comercial Versant
HCV genotype 1.0...... .. s s s s s e e s s e e s e nn s s e sn s e s e e e e nnnes 64

5.8. Avaliagdo da concordancia em relagao ao método RT-PCR em Tempo-

(== LI 7 00 g Lo 17 = = 65

B.DISCUSSAD. ... eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaseesessassesessseessasansessasansesessaneessasansenesanneesssnnnnes 67
T.CONCLUSOES ......oooeieeeeeeeeeete et eeeeeeeeeaeesssssssesssssneessassnsesssasneesssssnsessssnneeessnnnnes 76
REFERENCIAS. ..o eeeeeeeeeeeeeeeeeessseesssssesssnessssnsessssesssasessansesssnsessssesssssesssnessssnees 77



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- Genoma do virus da hepatiteC............cccoooiiiiiiiiiiiicc e, 2
FIGURA 2- Variabilidade nucleotidica do HCV correlacionada a regido genémica............ 5
FIGURA 3- Prevaléncia dos diferentes genétipos no Brasil.............cooovevveiiiiiiiiiciccceeneenn. 10
FIGURA 4- Correlagéo entre distribuicdo geografica e grupos de risco.............cceeevvennnee 11
FIGURA 5- llustracdo do esquema do método de PCR em tempo real.............c...c.cc....... 23
FIGURA 6- Representagao esquematica do sistema Luminex® X MAP ........cccoveeveeeenn.. 25
FIGURA 7- Imagem a microscopia de varredura das microesferas.....cccccueeeemmmmnssssssssnnnns 26
FIGURA 8-.Fotografia de gel de eletroforese............ccccuumiiiiiiiiiiii 46

FIGURA 9-.MFI da hibridizagc&o de oligonucleotideos complementares e background.....48

Vi



LISTA DE TABELAS

TABELA 1- Distribuicdo geografica do HCV...........oiiiiiiiiii e, 9

TABELA 2- Métodos para determinagao do gendtipo-subtipo do HCV...............vvveeeennnnn. 17
TABELA 3- Primers para amplificagao das regides 5’UTR e NS5b.........cccccccceeeeeeeen. 36
TABELA 4- Sondas de captura da regiao SUTR.........ouuuiiiiiiiieieieceeeeeeeeeeee 37
TABELA 5- Sondas de captura da regiao NS5D...........ccoooiiiiiiiiiiiiccciceee e, 38
TABELA 6- Resultados da Sensibilidade.............oooouiiiiiiii e, 49
TABELA 7- Amostras 3a e valores de net MFI das sondas para regidao 5’'UTR................ 50
TABELA 8- Amostras 3a e valores de net MFI das sondas para regidao NS5b................. 51

TABELA 9- Amostras gen. 2 e valores de net MFI das sondas para regido SUTR......... 52

TABELA 10- Amostras gen. 2 e valores de net MFI das sondas para regido NS5b....... 53

TABELA 11- Amostras gen. 1 e valores de net MFI das sondas para regidao 5’UTR......55

vii



TABELA 12- Amostras gen.1 e valores de net MF| das sondas para regiao NS5b.......... 56

TABELA 13- Amostras 1a e valores de net MFI das sondas para regidao 5’UTR............. 57
TABELA 14- Amostras 1a e valores de net MFI das sondas para regiao NS5b.............. 58
TABELA 15- Amostras 1b e valores de net MFI das sondas para regidao 5’UTR............ 59
TABELA 16- Amostras 1b e valores de net MFli das sondas para regiao NS5b.............. 60
TABELA 17- Coeficiente de variacdo do net MFI (intra-ensaio).............cccccoeveeiiiiiiiiiinnnee. 61
TABELA 18- Coeficiente de variacdo do net MFI (inter-ensaio)............cccccoeveiiiiiiiiiinnnnee. 62

viii



LISTA DE ABREVIATURAS

Ct: threshold cycle

CV: coeficiente de variagao

Delta Rn: variacido de fluorescéncia normalizada

DNA: deoxiribonucleic acid (acido desoxirribonucléico)

cDNA: DNA complementar

dNTPs: desoxirribonucleotideos trifosfatados

DO: densidade optica

EDTA: acido etilenodiaminotetracético

EDC: 1-etil-3-(dimetilaminopropil)carbodiimida HCL

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay (ensaio imuno-enzimatico)
FAM: 6-carboxifluoresceina

FRET: Fluorescence Ressonance Energy Transfer (transferéncia de energia por
ressonancia de fluorescéncia)

HIV: human immunodeficiency virus (virus da imunodeficiéncia humana)
HAV: virus da hepatite A

HBV: virus da hepatite B

HCV: (virus da hepatite C)

M: molar

MES: Morpholineethanesulfonic acid

MALDI-TOF: matrix- assisted laser desorption ionization-time of flight
MFI: median fluorescence intensity

ul: microlitro

ml: mililitro

uM: micromolar

mM: milimolar

OMS: Organizagdo Mundial de Saude

PCR: polymerase chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase)

pb: pares de base



RNA: ribonucleic acid (acido ribonucléico)

RT-PCR: reverse transcription - polymerase chain reaction

TAMRA: 6-tetrametilcarboxirrodamina

Tm: melting temperature

TMA: franscription mediated amplification (amplificacdo mediada por transcri¢ao)

TMAC: tetramethylammonium chloride



RESUMO

A infecgdo pelo virus da hepatite C acomete cerca de 3% da populagdo mundial e a
prevaléncia no Brasil esta proxima deste valor. Seu impacto social € enorme, tanto
na morbidade e mortalidade, quanto nos custos que seu tratamento demanda. O
tratamento baseado no uso de interferon é efetivo em uma fragdo dos casos. Uma
vez que a determinagao do gendtipo do HCV é fundamental para a condugao do
tratamento, métodos diagndsticos com esta finalidade fazem-se necessarios.

Este trabalho publica pela primeira vez na literatura, ao menos pelo conhecimento do
autor, a utilizagdo da metodologia de microarranjo liquido na determinagdo do
gendtipo e subtipo do HCV. Na avaliagdo de oitenta amostras positivas para a
presenca do HCV, o ensaio foi capaz de determinar o gendtipo em setenta e seis
(76/80, sensibilidade de 95%). A avaliagdo de sua concordéncia com outros
métodos: seqlenciamento da regido NS5b , Versant HCV genotype 1.0 e RT-PCR
‘in house” foi realizada. A concordancia em relagdo a determinagao do gendtipo foi
total em relacdo aos demais métodos, sendo o de sequenciamento o padrdo ouro. A
determinagao do subtipo foi possivel em cinqlienta e duas amostras com genétipos
determinados (52/76, 68%). Uma vez que para o tratamento da hepatite somente a
determinagado do gendtipo, e ndo do subtipo € necessaria, conclui-se que o teste
baseado em microarranjo pode ser utilizado para esta finalidade; sendo sensivel,

especifico, de alto rendimento e de relacio custo beneficio favoravel.
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ABSTRACT

Worldwide 3% of the population is infected by hepatitis C virus, and a number next to
this is believed do occur in Brazil as well. Its social impact is huge, when morbidity
and mortality are considered, also treatment associated costs. Interferon based
treatment is favorable in a fraction of cases. Since it was established the importance
of HCV genotyping regarding treatment, diagnostics methods are in high demand.
The present work is the first to publish on liquid microarray utilization for HCV
genotyping, at least to the author knowledge. Eighty positive samples for HCV
presence evaluated showed seventy six to have their genotypes determined by the
microarray test (76/80, sensitivity of 95%). Agreement evaluation with other
methods: NS5b sequencing, Versant HCV genotype 1.0 and RT-PCR ‘in house”
was performed. When genotyping is considered, total agreement was found
compared to the other methods; sequencing being considered the “gold standard” .
Subtyping determination was possible in fifty two of those genotyped (52/76, 68%).

Once considered that only genotyping matters to treatment decision, and not
subtyping, it is concluded that microarray can be utilized to this goal; find to be

sensitive, specific, of high throughput and cost effective.

Xii



1. INTRODUGCAO

1.1. Hepatite nado-A, nao-B

Na década de 70 foi detectada a ocorréncia de hepatite (inflamagao hepatica) pos-
transfusional em cerca de 10% dos pacientes apds receberem algum
hemocomponente. Sendo que nestes pacientes ndo se detectava marcadores virais
para as ja conhecidas hepatites A e B, sugeriu-se a existéncia de um terceiro virus
para explicar estes casos, mas este parecia escapar aos métodos de investigagao
empregados até entdo (FEINSTONE et al., 1975). Somente em 1989, Choo et al.
obtiveram um clone de cDNA a partir de um paciente com hepatite ndo-A e nao-B.
Este patégeno passou a ser conhecido como virus da hepatite C (HCV). A partir
desta descoberta, ndo levou muito tempo para que fossem desenvolvidos os
primeiros testes capazes de detectar anticorpos contra o HCV (ELISA, enzyme-
linked immunosorbent assay). Com o subsequente implante destes testes em
bancos de sangue, os casos da até entdo denominada hepatite ndo-A, nao-B

diminuiram acentuadamente (DONAHUE et al., 1992).

1.2. O Virus da Hepatite C

Apesar de enorme esfor¢co desde sua descoberta, o cultivo do virus s6

tornou-se possivel recentemente, e apenas para um genoma unico (JFH1), obtido de

um paciente com hepatite aguda fulminante no Japao (KATO et al., 2001). A maior



parte do conhecimento sobre o HCV é proveniente de sistemas replicativos in vitro
(replicons), capazes de proporcionar a replicagdo gendmica, sub-genOmica e
expressao protéica (LOHMANN et al., 1999; RICE et al., 2002; BARTENSCHLAGE
et al., 2003).

O HCV pertence a Familia Flaviviridae, apresentando uma unica fita de RNA

com polaridade positiva. Seu genoma possui cerca de 9600 nucleotideos com duas
regides nao-codificadoras em suas extremidades, sendo sua porgédo codificante
geradora, em matriz aberta de leitura, de uma poliproteina de 3010 a 3033
aminoacidos (dependendo do gendtipo), que sob agédo autoproteolitica e proteolitica
da célula hospedeira (hepatdcito), origina proteinas estruturais (C, E1, E2) e nao-
estruturais (NS-2, p7, NS-3, NS-4A, NS-4B, NS-5A, NS-5B) (LOHMANN et al, 1996;
PENIN et al. 2004; DREXLER et al, 2009) (FIGURA 1).

FIGURA 1. GENOMA DO VIRUS DA HEPATITE C

S'UTR (untransfated region)- regido nac-codificadora, regido mais conservada do genoma;, E= envelope;
p7=proteina p7; NS= Nao estrutural (non-structural)

5 UTR MATRIZ ABERTA DE LEITURA 3 UTR
[ I T |

Core | E1 E2 p7 | Ms2 NS3 N544 | NS4B NSEA NSEB

——— 1

ENVELOPE : :
R4, POLIMER ASE
STRINA Rh4, DEPENDENTE

FROTEASE COFATOR DE PROTEASE

—
MUCLEQCAPSIDED AUTOPROTEASE

I
HELICASE

Fonte: Lauer G. M., Walker B. D, 2001. {modificado).




A analise filogenética de amostras do HCV, seja da sequéncia parcial ou total,
isoladas em varias regides do mundo, levou a identificacdo de diferentes gendtipos
do HCV, incluindo seis tipos principais, enumerados de 1 a 6, e um grande numero
de subgrupos dentro destes gendtipos, chamados “subclados” ou “subtipos” e
identificados por letras minusculas (1a, 1b, etc.). Os tipos diferem de 31% a 34% em
suas sequéncias de nucleotideos e aproximadamente 30% em suas sequéncias de
aminoacidos, enquanto os subtipos diferem em 20% a 23% em suas sequéncias de
nucleotideos, com importantes diferengas conforme a regido gendmica

(SIMMONDS, 1995; ROBERTSON et al., 1998).

1.2.1. A origem do virus da hepatite C

E dificil estimar o tempo que o HCV tem estado presente na populagdo humana. A
diversidade de variantes dentro dos gendtipos 1, 2 e 4 na africa sub-saariana e dos
gendtipos 3 e 6 no sudeste asiatico sugerem que o HCV tem sido endémico nestas
populagdes por muito mais tempo do que nos paises ocidentais (SIMMONDS, 2004).
Uma vez que o processo evolucionario da divergéncia de sequéncias que levou a
diversidade de subtipos é predominantemente neutro, é possivel calcular os tempos
de separacdo dos subtipos e talvez mesmo os tempos de separacdo dos seis
principais clados (gendtipos) através do conhecimento das taxas de modificagao das
sequéncias (OKAMOTO et al., 1992). A extrapolagao destas taxas para datacao,
considerando os 20 a 30% de divergéncia de sequéncias que € observado entre os
subtipos e gendtipos respectivamente, produzem um tempo relativamente recente de

origem, dificil de conciliar com a epidemiologia do HCV e sua distribuicdo global.



Mesmo utilizando métodos complexos para a corregcao de multiplas substituicoes e
considerando taxas de variagdo entre os sitios, a atual diversidade entre os
gendtipos prevé uma origem nao inferior a 1000 anos. Isto parece muito recente
para um virus tdo difusamente distribuido que infecta frequentemente populacdes
relativamente isoladas na africa equatorial e sudeste asiatico (PATHIRANA et al.,

1997).

1.2.2. A diversidade nucleotidica do HCV

Como membro da familia flaviviridae, a RNA polimerase viral do HCV nao possui a
funcao de corrigir erro ocorridos no processo de transcrigdo. Isto acarreta uma taxa
de erro entre 1 em10.000 e 1 em 100.000 pares de bases copiadas. Associada a
uma taxa de turnover de 10" virions por dia, isto explica parte da altissima
variabilidade nucleotidica do HCV (FIGURA 2). Esta alta taxa de erro reflete-se na
geracdo de uma miriade de virus heterogéneos, porém filogeneticamente
relacionados, dentro de um mesmo hospedeiro denominados de quasispecies. A
ocorréncia de quasispecies no HCV pode ser melhor ilustrada pela analise de um
segmento curto, mas acentuadamente polimérfico na regido codificadora do
envelope viral designada regidao hipervariavel 1(HVR 1) (TIMM et al., 2007).
Evidéncia de evolucdo Darwiniana e neutra podem ser encontradas nas
sequéncias do HCV . Um possivel exemplo de mudancga adaptativa do HCV ¢é a
rapida evolugdo da regido hipervariavel da glicoproteina do envelope E2, a fim de
prevenir seu reconhecimento pelos anticorpos produzidos durante a infeccdo. Em

contraste, a variagdo nucleotidica neutra € responsavel pela maior parte da



diversidade encontrada em populagcbes de HCV geograficamente e
epidemiologicamente separadas.

Na verdade, o HCV acumula maior numero de variagdes nucleotidicas como
resultado de mutacbes neutras do que de mudancas adaptativas. A diversidade
encontrada acaba sendo o resultado da combinacdo de: velocidade de mutacao

elevada, grande tamanho da populagao e pressao seletiva encontrada pelo HCV.

FIGURA 2. VARIABILIDADE NUCLEOTIDICA DO HCV CORRELACIONADA A
REGIAO GENOMICA.
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1.2.3. Genétipos, subtipos e quasispecies.

A comparagao de sequéncias obtidas de individuos infectados provenientes de
diferentes grupos de risco e diferentes localizagbes geograficas tém revelado a
existéncia de ao menos seis principais grupos genéticos. Considerando todo o
genoma estes grupos (gendtipos) diferem, em média, em cerca de 30% dos sitios
nucleotidicos, com maior variabilidade concentrada nas regides E1 e E2, enquanto
as regides do gene core e regiao NS3 sdo mais conservadas. A regido mais
conservada entre os gendtipos é a regido 5’UTR, onde uma sequéncia especifica e
consequente estrutura secundaria sdo necessarias para as funcdes de replicagao e
tradugdo. Cada um dos maiores seis gendtipos contém uma série de subtipos
similares que tipicamente diferem entre si em cerca de 20% de suas sequéncias
nucleotidicas.

A combinacdo de uma replicagao viral, com a producado de coépias realizada pela
RNA polimerase (NS5B), altamente propensa ao erro e populagao replicante de
namero imenso resultam em uma populagado altamente diversa geneticamente.
Estas variantes (quasispecies) contém mutantes que diferem em cada posi¢cao
nucleotidica e em cada combinacao de diferengas pareadas em relagao a populagao

consenso.

1.2.4. Ciclo celular e cinética viral

Apods a infecgdo, o HCV se difunde rapidamente nos hepatdcitos. Ainda que



nao determinado ao certo o mecanismo da entrada do HCV nos mesmos, parece
que a interacao entre E2 e a alca extracelular de CD81, uma tetraspanina, tem papel
importante. Ha evidéncias também da presenca do virus em linfocitos, células do
epitélio intestinal e sistema nervoso central (FLINT et al., 2001).

Apods a liberagao do RNA viral no interior da célula, este se destinara a trés

fungdes: a) tradugédo nas proteinas estruturais e nao-estruturais b) replicagcao sob a
acao de uma RNA polimerase - RNA dependente (NS-5B) e c) empacotamento na
particula final do virus (RICE et al., 2005).

Muito do que se sabe sobre a cinética viral do HCV veio de estudos com a

infeccao experimental de chimpanzés e de pacientes com hepatite C que receberam
transplante hepatico. A aplicacdo de modelos matematicos nestas situacdes e em
relagdo a variacdo da viremia em pacientes que receberam interferon-a forneceu
informagdes importantes: a) pacientes com infecgao crénica tipicamente tém carga
viral de 10° a 10" genomas por mililitro de plasma, b) cerca de 10'? virus sdo
produzidos por dia, com uma meia-vida estimada em 3 horas e c) a carga viral, uma
vez atingindo determinado patamar, tende a permanecer constante por anos, o que

denota producgao e destruicdo do virus equilibradas (NEUMANN et al., 1998).

1.3. Manifestagoes clinicas

O HCV causa hepatite aguda e cronica, sendo os sintomas mais comuns na
infeccdo aguda a nausea, mal-estar e ictericia. No entanto, na grande maioria das
vezes, a infec¢cao aguda € assintomatica. Em cerca de 70% dos casos a infecgéo se

torna crénica e resulta em cirrose hepatica apds 20 a 30 anos em 20% dos casos. A



infeccdo pelo HCV também causa, ainda por mecanismos indeterminados,
carcinoma hepatocelular em 4% dos pacientes com cirrose, anualmente (IKEDA, et
al., 1998).

Em paises desenvolvidos, a cirrose hepatica causada pelo virus da hepatite C é
responsavel pela maior parte dos transplantes hepaticos em adultos.

A transmissao do HCV ocorre pelo contato com sangue contaminado, sendo
considerados em risco os seguintes grupos: pacientes que receberam transfuséo
sanguinea antes da década de 90, usuarios de drogas injetaveis, individuos
promiscuos sexualmente e aqueles que se utilizam de praticas de tatuagem e
colocagao de piercing com material contaminado. A transmissao do HCV por relagéo
sexual é infrequente assim como a transmisséao vertical a recém-natos (ALTER et al.,
1992; OHTO et al., 1994).

Além das doencas hepaticas, ocorrem, ainda, manifestacdes extrahepaticas,

sendo as principais de ordem auto-imune e linfoproliferativa, cuja

explicacdo pode estar relacionada com a possibilidade de replicacdo do HCV em
linfécitos (Zignego et al., 1999).

O tratamento da hepatite C tem na combinacao do Interferon-a e ribavirina

sua melhor chance de cura (20-50%). O tratamento tem um alto custo, necessita de

monitoramento laboratorial e efeitos colaterais sédo frequentes.

1.4 Epidemiologia

Estima-se que 170 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo HCV em todo

mundo com cerca de 3 a 4 milhdes de novas infec¢des a cada ano, sendo que,



destas, 70% desenvolverao hepatite cronica (OMS, 1999).
A hepatite C esta presente em todos os continentes em prevaléncias e gendétipos
variaveis (TABELA 1).

TABELA 1. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO HCV.

Regido Populacao Total Genotipos Prevaléncia (%) | Populacao
Infectada
(Milhées) (1-6) (Milhges)
Africa 602 1,4,5 5,3 31,9
Américas 785 1,2,3 1,7 13,1
Mediterranso 466 1,2,3 4,6 21,3
Europa 858 1,2,3,5 1,03 8,9
Sudeste Asidtico 1 500 3,6 2,15 32,3
Pacifico Oeste 1 600 1,2,3 3,9 62,2
Total 5811 3,1 169,7

Fonte: Organizagéo Mundial da Salde, 1999. (modificada).
No Brasil estima-se que a prevaléncia varie de 0,8% a 3,4% nas diferentes
regides do pais (CARRILHO & CORREA, 1998), encontrando-se os gendtipos 1, 2 e

3 e raramente os gendtipos 4 e 5 (FIGURA 3).



FIGURA 3. PREVALENCIA DOS DIFERENTES GENOTIPOS NO BRASIL.

NORDESTE

CENTRO-0ESTE

SUDESTE

Fonte: Campiotto et al., 2005. (modificado).

A variagédo na distribuicdo dos diferentes gendtipos e subtipos do HCV se da néao
somente nas diferentes regides geograficas, mas também em diferentes grupos de
risco. O subtipo 1a acomete principalmente individuos usuarios de drogas injetaveis,
enquanto o subtipo 1b predomina em grupos de faixa etaria elevada. O gendtipo 2 é
encontrado frequentemente na regido do mediterraneo também nos grupos de idade
mais elevada, enquanto o gendtipo 3 € amplamente distribuido na europa

frequentemente entre usuarios de drogas injetaveis.

10



O gendtipos 4 € muito freqliente no oriente médio, particularmente devido a sua
disseminagao pelo compartilhamento de agulhas no passado quando o ocorreu o
tratamento em larga escala para a esquistossomose. O gendétipo 6 € comumente
encontrado em Hong Kong e Vietnam principalmente em usuarios de drogas

injetaveis, estando o gendtipo 5 geralmente restrito a Africa do Sul (FIGURA 4).

FIGURA 4. CORRELACAO ENTRE DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA E GRUPOS DE
RISCO

EUA e norie da europa.
Uso de droga iv.

e d

Elevada faixa etiria.
Extremo orienie e
Mediterrineo

Europa. Uso de Oriente médio. Tratamento da
droga iv. esquistossomose.
& ®
d \ a
Hong Kong, Vietnam e e
Austrilia. Uso de droga iv. a 0-050

Africa do Sul

FONTE: SIMMONDS, 2004 (modificado).
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1.5. Diagnéstico Laboratorial

A identificacdo do HCV, por métodos moleculares, permitiu o desenvolvimento de
métodos de diagndstico imunoenzimaticos (CHOO et al., 1989).

Estes métodos possibilitaram a implementagao de rotinas soroldgicas em bancos de
sangue na década de 90, quando se iniciou a detecgado de individuos soropositivos
que, consequentemente, foram rejeitados como doadores. Isto causou a mudancga
das caracteristicas epidemiolégicas da infeccdao pelo HCV, passando de sua
associagao a hepatite poés-transfusional para, principalmente, ao uso de drogas
ilegais injetaveis e outras formas menos comuns onde exista exposicdo de
membranas e mucosas ao virus. Podemos classificar os métodos correntes de

diagndstico do HCV em ensaios sorologicos e de detecgao do RNA do HCV.

1.5.1. Ensaios Sorolégicos

Iniciados com a clonagem do genoma do HCV e expressao do antigeno

recombinante ¢100-3 (derivado da regidao NS4 do virus) em levedura, os ensaios
sorologicos tém evoluido muito e tornaram-se disponiveis para o diagnostico
rotineiro da infecgdo pelo HCV. Os ensaios soroldgicos de 12 geragao utilizam um
unico epitopo (derivado de NS4). Sao reativos em 80 a 90% dos pacientes testados

com hepatite cronica pds-transfusional, porém nio sao capazes de detectar casos
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de infecgao recente pelo HCV. Além disso, seu uso como método de rastreamento
em populagdes de baixo risco resulta em alta taxa de resultados falso-positivos, o
que levou a introdugdo de ensaios immunoblot recombinantes, os quais se
mostraram mais especificos, podendo ser usados como testes confirmatérios em
pacientes exibindo positividade no ensaio sorolégico. Uma limitagdo desse teste € o
fato do mesmo poder ser afetado por niveis séricos elevados de globulinas,
particularmente em pacientes com hepatite crénica ativa auto-imune (KOBAYASHI et
al., 1999). A introdugdo de ensaios sorolégicos de 22 e 32 geragdo deveu-se a
expressao de novos antigenos recombinantes provenientes de regides altamente
conservadas do genoma do HCV. Sua maior sensibilidade e especificidade levaram
a substituicdo dos testes de 12 geragédo. Além do antigeno ¢c100-3, os ensaios de 22
geragao agregaram o antigeno c22-3 da regido “C” (core) e o antigeno c33c
derivado da regido nao estrutural NS3. Embora esses testes sejam métodos muito
sensiveis para rastreamento de soropositivos para HCV e tenham quase que
eliminado a ocorréncia de hepatite pés-transfusional, seu resultado pode mostrar-se
falso-negativo, da mesma forma que os testes de 12geragao, por exemplo, em um
grupo de individuos que tenham contraido a infecgdo pelo HCV recentemente, pois a
soro-conversao pode levar até 12 semanas apos a exposi¢ao inicial ao virus. Além
disso, pacientes imunossuprimidos ou imunocomprometidos podem nao ser capazes
de montar uma resposta imunolégica sorologicamente detectavel. Outra limitagcéo
desse teste € um numero significativo de resultados dados como indeterminados, em
algumas séries chegando a 13% (ZEIN et al., 1997), sendo aventada como uma

possivel causa o fato do teste apresentar resultados diferentes frente aos diferentes
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genotipos encontrados, o que poderia ser uma grande barreira na utilizagdo dos
mesmos em regides distantes da onde os testes foram desenvolvidos.

Nos testes de 32 geragao, cinco antigenos recombinantes estdo presentes e,

como resultado, obteve-se ainda maior especificidade e sensibilidade. Apesar deste
avanco, resultados indeterminados nao foram eliminados, o que leva a necessidade

da detecgéao direta do RNA do HCV (COLIN et al., 2001).

1.5.2. Detecgao do RNA do HCV

Devido as limitagdes dos testes soroldgicos, a detecgao direta do RNA viral tornou-
se uma ferramenta essencial no diagndstico da infecgao pelo HCV. Suas vantagens
incluem a possibilidade do diagndstico precoce na infecgao viral aguda, diagnéstico
da infecgdo em pacientes incapazes de montar uma resposta soroldgica (pacientes
imunocomprometidos, imunossuprimidos e pacientes cronicamente enfermos, tais
como renais crbnicos) e confirmagao da infecgdo ativa em situagdes especificas
(resultados indeterminados e recém-natos de maes infectadas pelo HCV) (GERMER
et al., 2001). Os testes de deteccdgo do RNA do HCV sao classificados em

qualitativos e quantitativos.

1.5.2.1 Deteccgao qualitativa do RNA

Os testes qualitativos comumente utilizados para detecgdo do RNA do HCV sao: a)

RT-PCR (reverse transcription - polymerase chain reaction) e TMA (Transcription

Mediated Amplification). A utilizagdo da técnica de RT-PCR para a detecgédo da
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presenca de RNA do HCV em soro de pacientes suspeitos iniciou-se na década de
90. Esta metodologia apresenta boa sensibilidade e especificidade, permitindo a
deteccdo da infecgdo antes dos ensaios soroldgicos, diferenciagdo dos casos de
infeccao ativa dos de resolugao da infeccdo e diagndstico em pacientes incapazes
de formagdo de uma resposta imune efetiva (GARSON et al. 1990; ZAAIJER et al.
1993). O teste de TMA para o RNA do HCV, baseado, também, na amplificacdo de
alvo molecular, tem se mostrado mais sensivel que o teste de RT-PCR (ZARRACI et
al., 2000), apresentando grande aplicagdo como teste de confirmacéo de resposta

sustentada ao tratamento.

1.5.2.2 Detecgao quantitativa do RNA do HCV

Os testes quantitativos tém capacidade de determinar a quantidade de RNA do HCV
presente no soro de pacientes infectados (carga viral), o que tem importancia
prognéstico-terapéutica. Pacientes portadores de hepatite pelo gendtipo 1 que nao
apresentam queda na carga viral de pelo menos 2 log, apés 12 semanas de
tratamento com Interferon-a/ribavirina, dificilmente obterao resposta com tratamento
mais prolongado. Como requisito destes testes, espera-se que sejam acurados
principalmente em relagdo as cargas virais encontradas em pacientes antes do
tratamento (10°> a 10’genomas por mililitro de soro) e que tenham capacidade de
detectar a queda desta carga em resposta ao tratamento. Ja a constatacdo da
eliminagao do RNA viral da-se pela utilizagcdo dos testes qualitativos, os quais sao
mais sensiveis. A quantificacdo do RNA do HCV é feita, atualmente, por duas

metodologias principais: RT-PCR competitiva e amplificacdo de sinal (branched
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DNA). Ambos os testes tém limites inferiores de detec¢cao semelhante, ainda que o
branched DNA exiba uma faixa de resolugdo mais ampla no que concerne aos
limites superiores de deteccéao, evitando a necessidade, na maioria das vezes, de re-

testes com diluicdo de amostras de maior carga viral.

1.5.3. Testes de determinagao de genotipo e subtipo do HCV

Devido a importancia clinica da determinacéo do gendétipo do HCV, um conjunto de
diferentes métodos tém sido desenvolvidos com esta finalidade (TABELA 2). Em
comum estes testes buscam apresentar os melhores resultados em relagdo as
seguintes propriedades: acuracia, precisdo, sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade, rendimento, menor tempo de realizagdo, menor demanda de

tempo de trabalho de técnicos de laboratério e menor custo.
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TABELA 2. METODOS PARA DETERMINAGAO DO GENOTIPO/SUBTIPO DO

HCV

METODOS UTILIZADOS PARA DETERMINAGAO DE GENOTIPO/SUBTIPO DO

HCV

NOME COMERCIAL

ENSAIO ANTICORPO ESPECIFICO (ELISA)

SEQUENCIAMENTO DE REGIAO E1 & NS5B/ANALISE FILOGENETICA

HIBRIDIZAGAO REVERSA COM SONDA ESPECIFICA

POLIMORFISMO DE EXTENSAO DE FRAGMENTO DE RESTRICAO (RFLP)

SEQUENCIAMENTO DE REGIAO 5'UTR

PCR EM TEMPO-REAL

ESPECTROMETRIA DE MASSA (MALDI-TOF)

CLIVAGEM  ESPECIFICA/FRET (TRANSFERENCIA DE ENERGIA

RESSOANCIA

DE FLUORESCENCIA

POR

HCV serotyping assay (Murex)

"in house"

TRUGENE HCV NS5B Genotyping Kit (em

desenvovimento)

Versant HCV genotype assay (LiPA) 1.0

Versant HCV genotype assay (LiPA) 2.0

"in house"

TRUGENE HCV 5' NC Genotyping Kit

Abbott HCV genotyping kit

"in house"

Invader HCV genotyping assay (TWT)
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1.5.3.1 Determinagao do genétipo através de método imunolégico

A determinagdo do genétipo do virus da hepatite C através de método imunoldgico
pode ser realizada através de teste de ELISA e Western Blot. Ambos os testes se
baseiam na detecgdo de anticorpos contra um peptideo gendtipo-especifico
derivado da regido NS5a. Os primeiros trabalhos da utilizagdo deste método
baseavam-se na existéncia de apenas dois grupos de HCV (TANAKA et al., 1994). A
variedade de gendtipos e subtipos conhecidos hoje impede este método de uma
abrangéncia adequada.

Estas metodologias apresentam significativamente menor sensibilidade em relagao
aos testes baseados em tecnologia de deteccdo de acido nucléico e acentuada
limitacdo em relacdo a determinagdo de subtipos (KOBAYASHI et al., 1999;
FABRIZI et al., 2000). No entanto é a unica metodologia potencialmente capaz de
determinacao de gendtipo nos casos onde o HCV é eliminado e apenas anticorpos

podem ser detectados.

1.5.3.2 SEQUENCIAMENTO DE REGIAO E1 & NS5b/ANALISE FILOGENETICA

Trabalhos anteriores tém descrito o sequenciamento e analise filogenética das

regides E1 e NS5B como forma de determinagcdo do gendtipo e subtipo do HCV

(SIMMONDS et al.,1994). Esta metodologia permanece como padrao ouro contra a

qual toda nova metodologia com a mesma finalidade deve ser comparada. A

18



variacdo nucleotidica nestas regides reflete de maneira muito aproximada a
diversidade do genoma viral existente no HCV que gerou sua classificagdo em
inumeros gendtipos/subtipos. Este método esta sendo desenvolvido em uma forma

comercial sob o nome TRUGENE HCV NS5B Genotyping Kit (Bayer Healthcare).

1.5.3.3 Hibridizagcao Reversa (Versant HCV genotype 1.0)

O método de hibridizacao reversa tem sido largamente utilizado para a determinagao
do gendtipo do HCV, sendo comercializado sob o nome de Versant HCV genotype
1.0 (ANSALDI et al.,2001). Baseia-se na hibridizacdo de produtos de PCR
biotinilados a sondas imobilizadas especificas. A deteccdo é realizada através de
uma reagao enzimatica geradora de coloragao purpura, a qual fornece um resultado
de interpretacao visual. Este teste possui sondas para genétipos 1, 1a, 1b, 1a/1b, 2,
2b, 2a/2c, 3, 4, 5a e 6a. Por utilizar a regido 5UTR como alvo para a reagao de
PCR, este teste tem acentuada limitacdo na determinagdo do subtipo do HCV, isto
se deve a alta conservacgao nucleotidica desta regidao mesmo em gendtipos/subtipos
diferentes. O Versant HCV genotype 1.0 ¢é utilizado no Laboratério Central do
Estado do Parana para determinagdo do gendtipo do HCV em pacientes que
iniciarao tratamento.

Uma nova versao comercial deste método que engloba parte da regidao “core”
(Versant HCV genotype 2.0), a qual possui maior heterogeneidade nucleotidica,
aumentou de maneira estatisticamente n&o significativa a determinagdo acurada
dos subtipos do HCV (13 amostras a mais em 326 estudadas) quando comparada a

versao Versant HCV genotype 1.0. (VERBEECK et al., 2008).
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1.5.3.4. Sequenciamento de regidao 5'UTR

O sequenciamento semiautomatizado da regido 5’UTR é comercializado como
TruGene HCV 5 NC genotyping kit (Bayer HealthCare, Berkeley, CA). Produto de
PCR purificado tendo como alvo a regidao 5’UTR é sequenciado de forma bidirecional
por meio de primers marcados por diferentes fluoréforos, seguido de eletroforese e
andlise de dados pelo programa de sequenciamento OpenGene DNA (Bayer
HealthCare). Cada sequenciamento bidirecional é alinhado automaticamente com
um painel de sequéncias de referencia pelo programa Gene-Objects software (Bayer
HealthCare), permitindo a determinacédo do gendtipo baseado no percentual de
identidade de sequéncia (HALFON et al., 2001). Este método sofre da mesma
limitacdo do Versant HCV genotype 1.0. no tocante a escolha da regido 5’UTR como
alvo da regiao de PCR, além de envolver etapa de sequenciamento o que demanda
elevado tempo de trabalho manual, pessoal qualificado e plataforma tecnolégica de

alto custo nem sempre disponiveis em laboratérios de analises clinicas.

1.5.3.5 Polimorfismo de extensao de fragmento de restricao (RFLP)

Baseado em uma técnica difusamente utilizada em laboratérios de biologia
molecular, este método foi pela primeira vez utilizado para a determinacdo do
gendtipo do HCV no inicio da década de 90. Tendo como alvo a regido NS5 para
amplificacdo por PCR seguida de digestdo enzimatica (Alul, Accll e Sau96l) foi

capaz de diferenciar na maior parte das vezes os dois grupos de HCV conhecidos
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entdo (NAKAO et al., 1991). A dificuldade de encontrar enzimas de digestao para
todas as variedades existentes, o tempo de manuseio e a pouca praticidade tém

levado este método ao desuso no tocante a determinagcéo de gendtipo do HCV.

1.5.3.6 RT-PCR em Tempo-real

Alguns desenvolvimentos realizados na década de noventa, utilizados
conjuntamente, trouxeram possibilidades consideraveis ao método tradicional de
PCR: 1) emprego da atividade 5’-3’ exonuclease da enzima Thermus aquaticus
(Tag) DNA polimerase para gerar um sinal especifico detectavel concomitante a
reacdo de PCR (HOLLAND et al, 1991), 2) sistema de deteccdo de sinal
fluorescente simultdneo a realizagdo da reagdo de PCR (HIGUCHI et al., 1992), 3)
uso de sonda ligada covalentemente a flu6foro na reagao de PCR (LEE et al., 1993).
Estes desenvolvimentos possibilitaram a criagdo da metodologia de PCR em tempo
real, capaz de permitir a deteccdo do produto de PCR a medida que vai sendo
formado, e ndo somente ao final da reacido de PCR. Dessa forma, acrescentou-se
ao extremamente sensivel método de PCR, maior praticidade, menor tempo para
obtencdo do resultado e diminuicdo da possibilidade de contaminacido cruzada
(LIVAK et al., 1995; HEID et al., 1996; GIBSON et al. 1996). Nao levou muito tempo
para que fossem desenvolvidos os primeiros testes utilizando a PCR em tempo real
para a deteccdo do RNA do HCV. Uma vez que este método permanece sensivel e
a visualizacdo da cinética da PCR permite a resolucdo de uma ampla faixa de

cargas virais sem a necessidade de diluigdo das amostras, ele vem se mostrando
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como a alternativa buscada para a detecgcao e quantificacdo do RNA do HCV
(TAKEUCHI et al. 1999; KLEIBER et al., 2000; KOMURIAN-PRADEL et al., 2001).

O Abbot HCV ASR é o nome comercial do método de determinagdao do
gendtipo/subtipo do HCV baseado em RT-PCR em tempo real; consiste em uma
reacao em "one step” por PCR em tempo real que utiliza sondas especificas para a
determinacao dos gendtipos (FIGURA 5). Os "primers" e sondas sdo baseados na
regidao 5'UTR com excecgao dos gendtipos 1a e 1b que utilizam "primers" e sondas
focadas na regiao NS5b. A diferenciagdo dos subtipos outros que ndo 1a e 1b tem
um desempenho igual a outras metodologias focadas na regido 5'UTR (WECK et al.,
2005).

Estudos prévios mostraram uma boa correlacdo com o Versant HCV
genotype 1.0, mas indicam que a sonda do gendtipo 4 ndo tem a especificidade
esperada e pode ocorrer uma falha na identificacédo desse gendtipo (RADZIEWICZ
et al., 2004). Outro estudo mostra que houve uma diferenga na eficiéncia da reagao
para os diferentes gendtipos do HCV. Esta variabilidade dificultou a utilizagdo dos
valores de Ct (cycle treshold) mostrando que ha necessidade de sondas com
especificidade e eficiéncia maiores.

Na tese de doutorado, recentemente submetido ao Journal of Clinical
Microbiology para publicagdo, Nakatani (2008), desenvolveu um método baseado
em RT-PCR em tempo-real para a determinagcdo do genétipo do HCV tendo a
regido NS5b como alvo molecular. O método consiste em uma duas reagdes “one-
step” RT-PCR em tempo-real paralelas, uma para a deteccédo dos subtipos 1a,1b e
3a e outra para a detecgao dos subtipos 2a,2b e 2c. Os resultados obtidos neste

trabalho mostraram uma concordancia na determinagdo do gendétipo e subtipo do
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HCV de 100% quando comparado ao sequenciamento/analise filogenética, além de
demonstrar alta sensibilidade (97,8%). Parte das amostras analisadas por este
método foram gentilmente cedidas para também serem testadas pelo teste de

microarranjo, objeto do presente trabalho.

FIGURA 5- ILUSTRACAO DO ESQUEMA DO METODO DE PCR EM TEMPO
REAL

/_\ Adicionar Primer e sondas

F — X

RNA isolado

PCR em tempo real

Software analisa
os dados
e determina os

genotipos

FONTE: Weck (2005)

1.5.3.7 ESPECTROMETRIA DE MASSA (MALDI-TOF)

O método de Espectrometria de massa (MALDI-TOF) foi empregado pela primeira
vez na determinagdo genotipica do HCV em 2005. Apés RT-PCR o amplicon é

submetido a uma reacdo de minisequenciamento, este é purificado e obtido seu
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espectro de massa (Reflex IV ,Bruker Daltonics, Germany). O gendtipo € inferido a
partir de um painel de controles, com relagdo gendtipo/espectro de massa bem
determinados. O método € capaz de determinar corretamente os gendtipos 1a,
1b,2a,3a e 4 acuradamente. Embora possivelmente de menor custo que o método
de sequenciamento e acurado, sua realizagao envolve tecnologia ndo disponivel na
imensa maioria dos laboratérios de analises clinicas, pessoal técnico altamente

especializado e elevado manuseio e tempo (ILINA et al., 2005).

1.5.3.8 Teste baseado em sondas e sitios de clivagem especificos

Teste comercializado com o nome de Invader HCV Genotyping Assay, version 1.0;
Third Wave Technologies, € baseado em duas rea¢des em sequéncia: 1)hibridizacao
gendtipo especificas de sondas contenedoras de sitio de clivagem a produto de
PCR, gerando um flap 5’, 2) ligacao deste flap de maneira especifica em um cassete
FRET, o que acarretard uma nova reacgédo de clivagem a qual libera o fluoréforo
reporter do seu quencher e permite a leitura do ensaio. Embora apresentando
concordancia 98% em relacdo a determinagcdo de gendtipo quando comparado ao
TRUGENE HCV 5' NC Genotyping Kit, este método tem como alvo a regido 5UTR
consequentemente sofrendo da mesma limitacdo quanto a determinagao de subtipo

que todos testes baseados nesta regido apresentam.
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1.5.3.9 Microarranjo Liquido (Luminex®x MAP)

Um dos primeiros relatos do uso de citometria de fluxo para analise de imunoensaios
utilizando microesferas foi publicado no final da década de 70 (HORAN et al., 1977).
Desde entdo inumeros avancgos tém sido realizados no aperfeicoamento e expansao

da utilizagdo desta técnica. A tecnologia de microarranjo liquido, especificamente
representada pelo sistema Luminex® xMAP (FIGURA 6.) permite ndo somente a

realizacdo de imunoensaios sobre a superficie de microesferas como também

ensaios baseados em tecnologia de biologia molecular.

FIGURA 6. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SISTEMA Luminex® xMAP

Este sistema possui quatro componentes basicos: 1°) a utilizagcdo dos mesmos

principios e reagentes utilizados nos principais métodos de diagndsticos, sejam eles
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testes imunolégicos ou baseados em tecnologia de biologia molecular, 2°) o uso de
microesferas sobre as quais uma das moléculas envolvidas na reacdo encontra-se
ligada de forma covalente, 3°) sistemas fluidico responsavel pela disponibilizagao
das microesferas até o sistema 6tico o qual promove o estimulo luminoso e captagcao
da emissao proveniente dos fluoréforos e 4°) Hardware e software que promovem a
conversdo, em alta velocidade, dos sinais de fluorescéncia obtidos em valores
numéricos em tempo-real. As microesferas de poliestireno (5,6 um, FIGURA 7.)

contém em seu interior dois fluoréforos com espectros de emissao distintos.

FIGURA 7. IMAGEM A MICROSCOPICA~DE VARREDURA DAS MICROESFERAS.
A. MICROESFERAS SEM CONSTITUICAO METALICA. B. MICROESFERAS COM
REVESTIMENTO METALICO.

xMAP MagPlex-C

9818 18KY {em WD 7

Polystyrene microspheres - LUMO06

Através da utilizacdo da combinagao de diferentes proporcdes dos dois fluoréforos,
sdo criados cem conjuntos de esferas com enderecos espectrais distintos. Cada

conjunto de microesferas pode possuir sua sonda especifica de oligonucleotideo.
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Uma vez que cada conjunto de microesferas possui um endereco espectral
especifico que |he identifica, estes conjuntos podem ser combinados e até cem
diferentes produtos de PCR diferentes podem ser analisados simultaneamente em
uma unica e mesma reagao. Um terceiro fluoréforo ligado a uma das fitas do produto
de PCR sinaliza a ocorréncia de reacdo de hibridizacdo a sonda ligada a
microesfera. As microesferas sao interrogadas individualmente a medida que
passam (sistema fluidico) por dois laser separados (sistema 6tico). Um laser diodo
excita os dois fluoréforos que estdo contidos na microesferas a 635 nm ; um laser
yttrium aluminium garnet (YAG) excita o fluoréforo ligado a fita de DNA (comumente
ficoeritrina ou Cy3) hibridizada. O sistema de processamento de sinal digital
classifica as microesferas, baseado em seus enderegos espectrais, e detecta a
ocorréncia de reacdo ou nao na superficie da microesfera a partir do sinal
proveniente do terceiro fluoréforo. Milhares de microesferas sao interrogadas por
segundo, o0 que resulta em um sistema de analise capaz de reportar a ocorréncia de
até cem reacdes diferentes em um unico pogo por amostra em alguns segundos
(DUNBAR et al., 2006). A intensidade de fluorescéncia (FI) de pelo menos cem
microesferas de cada conjunto € computada; o resultado da reacao especifico de
cada conjunto de microesferas é dado pela mediana destes valores de fluorescéncia
(MFI). O formato de ensaio baseado em tecnologia da biologia molecular que utiliza
o sistema descrito € o da hibridizacdo direta de DNA. Este ensaio baseia-se na
hibridizacdo de produtos de PCR marcados com fluoréforo em sondas de captura
ligadas as superficies das microesferas . Este método é particularmente interessante
para detecgcdao de polimorfismo de apenas um unico nucleotideo. Uma vez que

utilizando-se sondas de cerca de vinte nucleotideos a temperatura de desnaturacao
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pode variar em varios graus entre uma hibridizagcdo exatamente complementar e
outra em que ocorra discordancia no pareamento de uma unica base (IKUTA et al.,
1987; LIVSHITS et al., 1996) .A concepg¢ao de sondas de captura e primers para
ensaios de microaranjo leva em consideracdo a presenga de cloreto de
tetrametilaménia (TMAC) nos tampdes de hibridizagdo. O TMAC estabiliza o
pareamento AT e diminui a variagao na TM de uma hibridizacdo conforme o maior
ou menor conteudo CG (JACOBS et al., 1988; WOOD et al.,1985).Tampbes de
hibridizacdo que contém TMAC a 3 ou 4M equalizam a TM de difeferentes sondas,
permitindo que sondas com caracteristicas diferentes sejam utilizadas sob as
mesmas condicbes de hibridizacdo (MASKOS et al., 1992 e 1993). Para a
discriminagdo de um unico nucleotideo, o desenho da sonda de captura ( de vinte
nucleotideos de extensdo, por exemplo) deve preferencialmente posicionar este
nucleotideo no centro da sonda. O pareamento incorreto no centro da sonda
acarreta uma maior instabilidade na hibridizacdo do que ocorre quando este se da
mais proximos das extremidades 5 ou 3’ (GOTOH et al., 1995). A sonda de captura
deve ser modificada em suas extremidade 5 através da ligagao de um grupo amino
e um espacgador de carbono (12 atomos de carbono sao frequentemente usados),
isto possibilita sua ligagao as microesferas de poliestireno que por sua vez possui
grupos carboxilato ligados a sua superficie. Em uma solugdo tampédo que contenha
EDC, uma ligacdo carbodiimida liga de forma covalente a sonda a microesfera
(FULTON et al., 1997; DUNBAR et al., 1997). As condi¢bes ideais para um ensaio
sao determinadas através da avaliagao do impacto da temperatura de hibridizagao,
da extensdo da sonda e da quantidade de produto de PCR na sensibilidade e

especificidade do mesmo. A consequéncia do pareamento incorreto (n&o
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complementar) € maior quanto em temperaturas maiores e quando as sondas sao
menores (ARMSTRONG et al., 2000; LIVSHITS et al., 1996). Desta forma, a
discriminagcdo pode ser melhorada através do aumento da temperatura de
hibridizacdo e/ou diminuindo a extensdo da sonda. Apds experimentos com
amostras de DNA de referéncia e sob condicdbes de hibridizagdo padrao,
nucleotideos podem ser adicionados as extremidades 5 e 3’ para aumentar a
sensibilidade do ensaio ou removidos para ganho em especificidade. Mesmo
levando em consideragdo o que foi descrito acima, em algumas situagdes é
necessario o deslocamento, no desenho da sonda, do nucleotideo polimérfico. Isto é
necessario algumas vezes para que se evite a formagao de estruturas secundarias;
para tanto, geralmente é suficiente manter a posigcdo deste nucleotideo entre as
posicbes 8 e 14 de uma sonda composta de vinte nucleotideos. Os primers
selecionados geram um produto de amplificagdo que possui entre 100 e 300 pares
de bases, contendo a regido de interesse para a hibridizagdo sendo que um dos
primers € biotinilado em sua extremidade 5’ para posterior ligagcédo a estreptoavidina-
ficoeritrina. A utilizacdo de um produto de PCR menor diminui a possibilidade de
falha na hibridizagao devido a impedimentos relacionados a conformacao molecular.
Contudo, produtos de PCR de até 1200 pares de base tém sido usados com
sucesso, indicando a importancia, na eficiéncia da hibridizacdo, da sequéncia do
produto de PCR em si e suas consequentes estruturas secundarias (DIAZ et al.,
2004).

A cinética de hibridizacdo e afinidade termodindmica de sequéncias exatamente
complementares ou nao, sofrem influéncia das concentragdes dos reagentes

envolvidos nesta reagdao (WETMUR et al., 1991).
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Em concentragbes acima do nivel de saturagao, a eficiéncia da hibridizagdo com a
sonda ligada a microsfera pode diminuir presumivelmente devido a competicdo com
a fita complementar do produto de PCR, o qual tende a sofrer renaturagao

(ARMSTRONG et al., 2000)
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2.0BJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho séo:

- Desenvolver um método para a determinagao do gendtipo e subtipo do HCV
presente em amostras de plasma de pacientes sabidamente portadores do virus.
Este método deve ser acurado, preciso, sensivel, especifico e reprodutivel.

- Construir o teste de modo que o mesmo tenha como alvo molecular mais do que
uma regiao do genoma viral.

-Este método deve ser capaz de possuir as caracteristicas supracitadas em sua
utilizacao em territério nacional. Devido a diferente distribuicdo genotipica do HCV
em diferentes localizagbes geograficas e tendo o Brasil sua epidemiologia
caracteristica, este teste foi desenvolvido para determinagao genotipica e subtipica
de variantes encontradas no Brasil.

-Comparar o desempenho do teste, por este trabalho desenvolvido, com produto
comercial ja amplamente utilizado e aprovado pelo FDA americano, tendo como
referéncia padrdo o sequenciamento da regido NS5b para resolugdo de
discrepancias.

- Utilizar a tecnologia de microarranjo liquido como plataforma deste teste.
-Desenvolver o teste de forma que apresente custo menor que o teste utilizado no
Brasil atualmente para atender a demanda interna.

-Formatar o teste de modo a permitir futuras adaptacdes para deteccao de outros

patdbgenos nas mesmas amostras de plasma simultaneamente.
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3. JUSTIFICATIVAS

-A prevaléncia da hepatite C no Brasil é elevada, além disso é imperativa a
necessidade da determinagdo do gendtipo do HCV em todos pacientes antes do
inicio do tratamento. Atualmente no Brasil os testes de determinacdo de gendtipo
sao realizados com kits importados a custo elevado, ndo estando disponiveis em
muitos estados. O desenvolvimento de um ensaio nacional, evitando importacao, de
alto rendimento e a um custo menor seria altamente desejavel. A difusdo em todo
territério nacional deste teste, com a redugdo dos custos envolvidos com a
importacéo de kits de elevado custo, poderia vir a fazer parte de um programa de
controle da hepatite C. Sabe-se que os custos envolvidos com tal programa seriam
elevados uma vez que envolveriam custos com diagndstico e tratamento entre
outros. Entende-se que cada segmento de tal programa que possa ser realizado
com a maxima independéncia de tecnologia externa possivel é altamente desejavel.
-Este teste tera como alvo molecular duas regides distintas do genoma viral.
Nenhum método atual comercial ou “in house” possui esta caracteristica. Com isso
tem-se como objetivo ndo somente a confirmagdo dos resultados encontrados
através da analise de duas regides independentes, mas a eventual deteccao de
casos de recombinagao genotipica, que tém sido descritos.

-A limitagdo do teste, a ser desenvolvido, para deteccdo dos gendtipos/subtipos
encontrados no Brasil envolve uma questdo de relagdo custo-beneficio.
Primeiramente os gendtipos/subtipos encontrados em territério nacional sao
virtualmente os mesmos encontrados no restante do continente americano e na

europa ocidental. Os gendtipos 4, 5 e 6 sdo encontrados principalmente na africa e
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asia. A obtencao de amostras em numero suficiente aumentaria o custo e tempo
para desenvolvimento do teste. Apesar de nao ser o objetivo imediato deste projeto,
a extensdo do mesmo para que passase a contemplar todos os gendtipos seria
factivel, considerando a plataforma tecnolégica escolhida.

-A comparagao com um método comercial e amplamente utilizado na determinagao
do gendtipo/subtipo do HCV se faz necessaria uma vez que espera-se que 0 mesmo
apresente no minimo um desempenho semelhante. Se isso ocorrer, os custos
comparativos assumem papel de maior importancia. Uma vez que o sequenciamento
da regidao NS5b é o padrao de referéncia, o mesmo foi escolhido neste trabalho. Por
ser o Versant HCV genotype assay 1.0 o método mais amplamente utilizado no
Brasil, ele foi escolhido como comparativo.

-A escolha da tecnologia de microarranjo liquido como plataforma para o
desenvolvimento deste ensaio deve-se a algumas caracteristicas que a mesma
apresenta: (i)capacidade de realizagdo de multiplos ensaios simultaneamente, em
uma unica reacdo e a partir de uma unica amostra;(ii) alto rendimento no
processamento de amostras; (iii) capacidade de futuras adi¢des de novos ensaios
para detecgao de outros patdégenos de interesse € mesmo a subtragdo de ensaios
que deixem de ser necessarios e (iv) baixo custo quando se considera a realizagao
de multiplos ensaios simultaneamente utilizando os mesmos reagentes que seriam
usados separadamente em outras condicdes.

-A realizagdo deste trabalho ainda visa como subproduto a qualificacédo de
pesquisadores brasileiros no desenvolvimento e utilizacdo de ferramentas
especificas dos testes baseados em biologia molecular para futuros projetos e

formagao tecnoldgica.
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4. MATERIAL E METODOS

41 Amostras de plasma

O sangue total foi coletado em tubos Vacutainer ®

(Becton-Dickinson,
Plymouth, United Kingdom), contendo anticoagulante EDTA (&cido etileno diamino
tetracético) para a extragdo do RNA do HCV. Foi, entéo, centrifugado dentro de no
maximo 2 horas e o plasma separado em frasco livre de Rnase e Dnase e
acondicionado a — 20°C até o momento da extragdo do RNA. Estas amostras foram
utilizadas anteriormente para realizagédo de testes para determinagdo do genétipo do
HCV através dos métodos de sequenciamento/analise filogenética da regido NS5b,

Versant HCV genotype 1.0 e um método in house baseado em RT-PCR em tempo-

real.

4.2 Extracao do RNA

O RNA do HCV foi extraido de acordo com o método de Boom (BOOM et al.,
1990) utilizando particulas de silica magnetizadas de acordo com as instrugdes do
fabricante, Nuclisens ® Magnetic Extration Reagents (bioMérieux, Boxtel, The
Netherlands) como se segue: o tampao de lise foi previamente colocado em banho
maria a 37°C por 30 minutos para a dissolugcdo dos cristais presentes. O RNA foi
extraido a partir de 200 ul do plasma adicionado a 2000 ul do tampao de lise
(tiocianato de guanidina 5 mol/L, triton X-100, Tris HCI, pH:7,4). Os tampdes de lise com
as amostras foram mantidos a temperatura ambiente por 10 minutos. Adicionaram-se

50 ul de silica magnetizada (que serve como fase sélida e tem como caracteristica

34



elevada concentragdo de sal, o que permite que os acidos nucléicos se liguem as
particulas de silica magnetizadas), sendo estas amostras mantidas a temperatura
ambiente por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados por 2 min a 1500 Xg.
Realizaram-se os procedimentos de purificagdo em uma estante com placa
magnetizada com 400 ul tamp&o de lavagem 1 (tiocianato de guanidina) e com
500 ul de tampao de lavagem 2 (tamp&o organico, solugdo biocida) por 2 vezes
cada. Em seguida, foram lavadas com tampao de lavagem 3 (tampao inorganico) e
eluidos com 25 ul de tamp3o de eluigdo (tampéao inorganico) a 60°C por 5 min com
agitacdo de 1400 rpm. Por fim, o eluido foi separado da silica, acondicionado em
tubos de rosca e colocado para a reacado de transcricdo reversa. Foram realizadas
89 reacdes de extracdo sendo 80 reacbes em amostras sabidamente positivas para
o HCV por teste prévio (sequenciamento/analise filogenética da regido NS5b,
Versant HCV genotype 1.0 e um método in house baseado em RT-PCR em tempo-
real), amostras de plasma positivas para HIV, HBV, HVA e dengue (duas amostras

de cada patdgeno) e uma amostra de plasma HCV negativo.

4.3. Desenho dos oligonucleotideos

Baseado em sequéncias consenso para os gendtipos e subtipos: 1a,
1b,1c,2a,2b,2c e 3a obtidas na base de dados do Los Alamos National Laboratory
(http://hcv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html)  desenharam-se  primers
para a amplificacdo das regides 5UTR e NS5b e sondas de complementaridade
especifica para porgdo interna destes segmentos a serem amplificados (TABELAS 3,

4, e 5), estas sondas foram posteriormente ligadas (ligagcdo covalente) a
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microesferaras de poliestireno que compdem a plataforma tecnoldgica utilizada

neste trabalho. Ao todo quatro conjunto de primers e dezesseis sondas foram

desenhadas. Além disso, dezesseis oligonucleotideos sintéticos complementares as

sonda foram concebidos para posterior realizagao de reagao de hibridizacdo destes

as sondas, confirmando a ligagcdo destas as microesferas . Os primers forward e os

oligonucleotideo sintéticos foram modificados em sua extremidade 5 com uma

molécula de biotina e as sondas também sofreram modificacdo em sua extremidade

5 com um grupo amina e um espagador de carbono (C-12), o que possibilita sua

ligacao as microesferas.

TABELA 3. PRIMERS PARA AMPLIFICACAO DAS REGIOES 5'UTR e NS5b.

PRIMERS

HCV1F (5UTR)

NONSS5BF (NS5b)

HCVRX (5'UTR)

NONS5BR (NS5b)

modificagcao

biotina

biotina

Sequéncia 5°—»>3’

CGG GAG AGC CAT AGT GGT

ACM AAG CYC AAA CTC ACT CCAWT

CGC RACCCAACRCTACT

CAY GMG ACA CGC TGT GA

localizagao*

130-147

1597-1621

256-273

1685-1702

*Sequéncia de referéncia (GenBank, AF009606)

36




TABELA 4. SONDAS DE CAPTURA DA REGIAO 5’'UTR

nome da sonda-

gendtipo/subtipo

U11- (1)

U3A1- (3a)

U2A/CX- (2a & 2¢)

U2A/CY- (2a & 2¢)

U2BX- (2b)

U2BY- (2b)

modificacao

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

Sequéncia 5-»3’

ACC CGGTCGTCCTGG CAATT

ACC CGG TCACCC CAGCGATT

ACC CAGTCTTCC CGG CAATT

ACC CGG TCTTCC CGG CAATT

ACCCAGTCTTTC CGG TAATT

ACC CAG TCT TTC CGG CAATT

localizagao*

179-198

179-198

179-198

179-198

179-198

179-198

*Sequiéncia de referéncia (GenBank, AF009606)
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TABELA 5. SONDAS DE CAPTURA DA REGIAO NS5b.

nome da sonda-
genotipo/subtipo

NS5B1A-(1a)

NS5B1BX-(1b)

NS5B1BY-(1b)

NS5B1C-(1c)

NS5B2AX-(2a)

NS5B2AY-(2a)

NS5B2B-(2b)

NS5B2C-(2¢)

NS5B3AX-(3a)

NS5B3AY-(3a)

modificacao

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

amino-12C

Sequéncia 5—»3’

GTA GCC AGC CGT GAA CCA

GTA ACC AGC AAC GAA CCA

GTA GCC AGC AAT GAA CCA

GTA ACC GCC CGT GAA CCA

GGC GCC GAC AGT GAA CCA

GGC GCC GAC GGT AAA CCA

GGC GCC CAC GGT GAA CCA

AGC GCT GAC GGT GAA CCA

GAC ACC AAC CGT AAA CCA

GAC GCC AAC CGT AAA CCA

localizagao*

1652-1668

1652-1668

1652-1668

1652-1668

1652-1668

1652-1668

1652-1668

1652-1668

1652-1668

1652-1668

*Sequiéncia de referéncia (GenBank, AF009606)
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4.4. Reagao de transcrigao reversa e de PCR

Como o HCV possui seu genoma composto de RNA, antes da PCR é
necessaria a obtencdo do DNA complementar (cDNA) através de reagdo de
transcricao reversa. Foram realizadas 89 reacdes de transcricido reversa sucedidas
de PCR. Para tanto foi utilizado o kit Omniscript® Reverse Transcription. Este kit
utiliza uma solugéo tampao 10x, 2ul; ANTP mix (5 m M cada) 2ul;10 Ul de inibidor da
RNAse; Omniscript Reverse Transcriptase, 1yl e random primers 2 ug/ ul. A estes
componentes adiciona-se RNA 12,75 ul previamente mantido a 65°C por 5 minutos e
colocado em gelo posteriormente. O volume final de reacéo de 20 ul € mantido por
uma hora a 37°C.

Sucede-se a reacao de transcricao reversa a realizacao de PCR multiplex.
Utiliza-se a enzima TaqgPolimerase, 0,25ul; solugao tampao 10x, 5ul; MgCl, 50mM
15u; d NTP 25 m M 4 pul; primers forward HCVF biotina-5’
CGGGAGAGCCATAGTGGT 3’ , concentracao final de 200 n M; NSNOF biotina-5’
ACMAAGCYCAAACTCACTCCAWT 3’ , concentracao final de 1000 n M; HCVRX 5’
CGCRACCCAACRCTACT 3, concentracao final de 200 n M; NSNOR 5%
CAYGMGACACGCTGTGA 3, concentracgao final de 1000 nM e 5 ul de cDNA. O
volume final de 50 ul € submetido as seguintes condi¢gdes de termociclagem: 94°C
por 60”; 35 ciclos de 94°C por 30”, 56.8°C 30” e 72°C 60” e uma etapa final de 72°C

por dois minutos.
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4.5. Ligacao das sondas as microesferas de poliestireno

A ligacao das sonda as microesferas foi realizada segundo uma modificagao
do protocolo desenvolvido pela Luminex® .Foram ligadas dezesseis sondas para
hibridizacdo especifica a fita de DNA contenedora do primer biotinilado, proveniente
da PCR. Sendo que seis destas sonda foram desenhadas para a regido interna do
produto de PCR da regidao 5’UTR. Outras dez sondas foram concebidas com as
mesmas caracteristicas, porém para a regido NS5b. A versdo da plataforma
Luminex® utilizada neste trabalho conta com 100 conjuntos diferentes de
microesferas, cada conjunto diferindo nas propor¢des de dois fluoréforos distintos
contidos dentro das microesferas. Cada sonda é ligada a um unico conjunto de
esferas em uma reacéo separada, deste modo por exemplo pode-se ligar em uma
placa de ELISA 96 sondas a 96 conjuntos de microesferas diferentes. Cada conjunto
de microesferas possui um cédigo numérico, designado pelo fabricante, que
possibilta saber qual sonda esta ligada a qual conjunto em especifico. Esta
informacdo é fundamental para a realizagdo da reagdo de microarranjo liquido.
Transfere-se 500.000 microesferas suspensas em 50 ul para um po¢o de uma placa
de ELISA sobrejacente a um separador magnético. Apds sessenta segundos
remove-se 0 sobrenadante e ressuspende-se as microesferas em 50 uL de 0.1 M
MES, pH 4.5 . Adiciona-se 2 ul de uma solugcdo 100Mm de apenas uma das sondas
modificadas em suas extremidades 5 com grupo amino e espagador de carbono. A
cada reagao adiciona-se 2,5 yl de EDC diluido em agua para uma concentragéao de
10 mg/ml. Incuba-se esta reagao por 30 minutos em uma sala escura a temperatura

ambiente. Repete-se a adicdo de uma nova aliquota de EDC recentemente
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preparada a reacgao e incuba-se por mais 30 minutos. Duas lavagens sao realizadas
com 200 pL de Tween-20 0.02%, seguidas de duas lavagens com 200uL 0.1%
SDS, ambas realizadas sobre o separador magnético. Apds a retirada do
sobrenadante ressuspende-se as esferas em 100 yL de TE, pH 8.0. A etapa final
compreende a contagem das microesferas através de um hemocitbmetro. As

microesferas sdo entdo mantidas entre 2 e 8°C protegidas da luz.

4.6. Confirmacgao da ligacao das sondas as microesferas

A confirmacgao da ligagao das sonda as microesferas (ligagao covalente) através do
grupo amino (modificagao 5’) ao grupamento carboxila (ligado a microesfera) em um
ambiente quimico contendo EDC é realizada pela reacdo de hibridizagcdo dos
oligonucleotideos sintético,modificados com biotina em suas extremidades %’, as
sondas supostamente ligadas as microesferas. Esta reagdo de hibridizagado foi
realizada segundo o protocolo sugerido pela Luminex® . Resuspende-se as
microesferas por 20 segundos com o auxilio de vortex e sonicagéo. Preparo de uma
solugéo de hibridizacdo contendo 150 microesfera de cada conjunto por microlitro de
TMAC 1.5X. Para cada reagao adicionar 33ul da solucdo de TMAC 1.5X, 200
femtomoles de oligonucleotideos sintéticos biotinilados e TE p H 8.0 em um total de
17 ul, perfazendo um volume total de reacao de 50 ul . Esta reagcao é submetida a
temperatura de 100 °C por 3 minutos seguida de 50°C por quinze minutos. A etapa
final compreende a adicao de 25ul de uma solugao de estreptoavidina-ficoeritrina a
10ug/ml (diluida em TMAC 1X), mantendo a temperatura de 50°C por mais cinco

minutos; esta etapa tem como finalidade a marcacdo com o fluoréforo do
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oligonucleotideo complementar hibridizado a sonda. Apos esta ultima etapa a reagao
€ analisada pela plataforma Luminex®. Foram realizadas dezesseis reacdes
separadas, sendo cada oligonucleotideo biotinilado colocado em reagao onde estava

presente somente as sondas (ligadas as microesferas) suas complementares.

4.7. Hibridizagao dos produtos de PCR com as sondas ligadas as microesferas.

Foram realizadas 90 reacdes de hibridizacdao, em duplicata, a partir das reacées de
PCR com as sondas ligadas as microesferas. Resuspende-se as microesferas por
20 segundos com o auxilio de vortex e sonicagdo. Preparo de uma solugdo de
hibridizagdo contendo 150 microesfera de cada conjunto por microlitro de TMAC
1.5X. Para cada reagcdao adicionaram-se 33ul da solucdo de TMAC
1.5X/microesferas, 10 yl da PCR e 7 pyl de TE pH 8.0 perfazendo um volume total
de reacao de 50 pl . Esta reagao é submetida a temperatura de 100 °C por 5 minutos
seguida de 50°C por quinze minutos. A etapa final compreende a adigdo de 25ul de
uma solugdo de estreptoavidina-ficoeritrina a 10ug/ml (diluida em TMAC 1X),
mantendo a temperatura de 50°C por mais cinco minutos; esta etapa tem como
finalidade a marcagcdo com o fluoroéforo da fita de DNA hibridizada a sonda .
Acrescente-se que o mesmo procedimento de hibridizagao foi realizado com dez
amostras de PCR controle (denotando auséncia de cDNA) e 10 amostras somente
contendo a solugao de hibridizagdo TMAC 1.5X e TE p H 8.0.(background). Apds
esta ultima etapa a reagao € analisada pela plataforma Luminex®. Observe-se que
uma unica aliquota de 10 pyl da PCR esta em contato com as dezesseis sondas, em

um unico pogo de reacao simultaneamente.

42



4.8 Leitura da reacao de hibridizacao e obtencao dos dados.

A leitura dos resultados das reagdes de hibridizacado é feita através da plataforma
tecnolégica Luminex 100® mantendo-se a temperatura de hibridizacdo de 50°C . O

sinal de fluorescéncia obtido de cada um dos dezesseis conjuntos especificos de
microesferas em cada reacado de hibridizacdo € computado (MFI). Também sao
computados os mesmos sinais para cada reacdo de PCR controle (denotando
auséncia de cDNA) e para cada reagao contendo somente a solugao de hibridizagcao
TMAC 1.5X e TE p H 8.0 (background). Obtem-se a média do MFI, de cada conjunto
especifico, provenientes das 10 reagdes de background. Subtrai-se os dezesseis
MFI encontrados em cada reacado de hibridizacdo e reagdao de PCR controle da
média dos background. Com isso obtem-se os valores de MFI acima do background
(net MF1). E considerado um sinal especifico de hibridizacdo aquele maior que a
soma da média dos valores de background com o produto de dez vezes o desvio

padrao desta média (formula).
sinal de hibridizacao especifico < net MFI >média do MFI do background+(10xSD)

A férmula acima determina o cutoff utilizado no ensaio.

Em casos onde ocorra sinal de hibridizagao proveniente de mais de um conjunto de
sondas (situagdes onde a relagao sinal/ruido diminui), considera-se positiva aquele
conjunto em que a divisao de seu MFI pela soma dos demais resulte em uma fragéo
maior que 0,6 . Quando houver duas sondas para um mesmo gendtipo/subtipo, seus

respectivos MF| sdo somados e a mesma operacao é efetuada.
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4.9. Analise estatistica

As analises estatisticas de coeficiente de Kappa (Cohen) entre os métodos foram

realizadas no programa MedCalc® para Windows, através da determinagdo do

coeficiente de Kappa (THOMPSON et al., 1988).
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5.RESULTADOS

5.1 Eficiéncia da RT-PCR.

A base deste teste de microarranjo encontra-se em uma reagao de transcrigao
reversa seguida de uma PCR. Das oitenta amostras positivas para a presenga do
HCV houve amplificagdo da regido 5’UTR em setenta e seis amostras e das regides
5'UTR e NS5b conjuntamente em trinta e nove amostras. Em nenhuma das amostra
houve amplificagdo apenas da regidao NS5b. Correlacionando com o resultado obtido
no microarranjo liquido, observou-se sinal de hibridizagdo especifica referente as
duas regides em todas as amostras onde houve amplificacdo das duas regides a
PCR; com excec¢ado de duas amostras onde houve amplificagdo das duas regides e
apenas sinal especifico proveniente da hibridizacdo referente as sondas 5UTR. A
baixa eficiéncia na amplificagdo simultdnea das duas regides gendmicas (39/80,
49%) foi responsavel pela incapacidade do teste em determinar o subtipo em pelo
menos vinte duas amostra das setenta e seis em que o gendtipo foi determinado
com sucesso. A ilustracdo a seguir (FIGURA 8) fornece uma amostra dos produtos

de PCR obtidos.
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FIGURA 8. FOTOGRAFIA DE GEL DE ELETROFORESE.

1,2,3e7 — Amplificagao das regides 5’'UTR (144bp) e NS5b(105bp).
5e6 _ Amplificagao apenas da regiao 5’UTR .
4 _ Nao houve amplificagao.

Marcador 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen®).
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5.2 Confirmagao da ligagao das sondas as microesferas

A reacdo de confirmagdo da ligagdo das sondas as microesferas foi
realizada conforme descrito. Houve obtenc¢ao de sinal de hibridizacado especifica com
todas as sondas de captura testadas frente seus respectivo oligonucleotideos
sintéticos complementares (FIGURA 9.). Isto indica a eficiéncia da ligagdo das
sondas de captura as microesferas (acoplamento) e também a hibridizagao efetiva,
nas condi¢des de temperatura e de tampao empregados. Além disso, ainda que esta
hibridizagdo nao se traduza obrigatoriamente na mesma eficiéncia quando da
hibridizagdo com produto de PCR, pelo fato de aqui se tratar de um oligonucleotideo
de exato tamanho e menos sujeito a possiveis conformagées moleculares que
dificultem a hibridizagdo, ao menos € um indicador objetivo que na sonda em si néo
ha formacgao de estruturas secundarias proibitivas. Os valores de MFI| obtidos foram

os esperados segundo descrito pela literatura.
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FIGURA 9. MFI DA HIBRIDIZACAO DE OLIGONUCLEOTIDEOS
COMPLEMENTARES E BACKGROUND

CONFIRMAGAO DA LIGAGAO DAS SONDAS

SONDAS

200 femtomoles'
200 femtomoles"

background

5.3 Sensibilidade do ensaio na determinagcao do genétipo e subtipo do

HCV

Das oitenta amostras sabidamente positivas para a presenca do HCV
através do teste prévio pelos métodos de sequenciamento/analise filogenética da
regiao NS5b, Versant HCV genotype 1.0 e um método in house baseado em RT-
PCR em tempo-real, foi obtido sinal especifico de hibridizacdo capaz de determinar o
genodtipo do HCV em setenta e seis amostras (76/80, sensibilidade de 95%). Em
cinquenta e duas amostras foi possivel determinar além do gendtipo do HCV, o

subtipo responsavel pela infecgdo (52/76, sensibilidade para determinagdo de
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subtipo de 68%). Os seguintes gendtipos e subtipos foram encontrados: gendtipo1,
total de quarenta e uma amostras, sendo onze do subtipo 1a, seis do subtipo 1b e
vinte e quatro de subtipos indeterminados; dezoito amostras do subtipo 3a e uma
amostra 2a, trés amostras 2c e treze amostras 2b.

Das oitenta amostras testadas, apenas em quatro nao foi possivel a obtengcdo de um

sinal especifico de hibridizagdo capaz de determinar o gendtipo/subtipo presente

(TABELA 6).

TABELA 6. RESULTADOS DA SENSIBILIDADE

Gen./subtipo 1[1a 1b 2a 2b 2c 3a indete.
N° amostras 24 11 6 1 13 3 18 4
Porcentual 51% 21% 23% | 5%*

5.3.1 Sensibilidade em relagao ao gendtipo 3; subtipo 3a.
Em relagdo ao gendtipo 3/subtipo 3a (TABELAS 7.e 8), em todos as dezoito
amostras em que o gendtipo foi determinado também o subtipo foi determinado

(18/18, sensibilidade de 100%).
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TABELA 7. AMOSTRAS 3A E VALORES DE NET MFI DAS SONDAS PARA
REGIAO 5'UTR

u11 U2AX U2AY u2BX U2BY  U3A1
3a br355 -21,5 -88,5 -62,5 -51,25 -59,25 1548
3a br357 -30 -89,5 -78 -82,75 -89,256 728,5
3a br 360 -38 -110,5 -71,5 -94,25 -82,75 1038,5
3a br383 -64,5 -77,5 -78,5 -75,25 -73,25 1110,5
3a br384 -68,5 -1 -86,5 -79,75 -86,25 1028,5
3a br800 -65 -121,5 -120 -104 -57 493,5
3a br727 -88 -122,5 -128 -99 -75,5 971,5
3a br807 -67 -103,5 -118 -96 -23,5 585,5
3a br481 -74 -103,5 -108 -93 -70,5 577,5
3a br808 62 -96,5 -106 -74 32,5 577,5
3a br316 -20 -96,5 -107 -60 195 249,5
3a br825 -29 -92,5 -100 -78 -16 561,5
3a br91 4 -78,5 -100 -56 63,5 219,5
3a br206 59,75 -68,5 -56,75 -47,75 -62,75 602,25
3a 2964 -10 -23 3 13 1,5 1182,5
3a 3367 -5 -34,5 -13 -17 -13,5 1046,5
3a 3353 -31 -20 -16 1 -18,5 786,5
3a 3352 -15 -2 -5,5 6 8,5 619,5

Resultados que traduzem sinal especifico de hibridizacado estdo ressaltados em cor.
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TABELA 8. AMOSTRAS 3A E VALORES DE NET MFI DAS SONDAS PARA REGIAO NS5B

NS1A NS1BX NS1BY NS1C  NS2AX  NS2AY NS2B NS2C NS3AX NS3AY
3a -165 -26,5 -30,5 -35,5 -43,5 -50,5 -33,5 -22 1522  3877,5
3a 435 -435 -39,5 -43,5 -58 -64,5 -51,5 -63 3 -57,5
3a -525 -49 -53 -53 -39,5 -63 -50,5 -65 809,5 27125
3a -50 -44.5 -20,5 -54,5 -40,5 -65 -37,5 -37,5 -49,5 603
3a -425 -52,5 -36,5 -45 -66 -53 -44 -40,5 623 12,5
3a -765 -82,5 -65 -76 -95 -98,5 -85,5 -73,5 423,5 -27,5
3a -795 -825 -55 -84 -84 -99,5 -96,5 -78 543,56 -38,5
3a 665 -71,5 -54 -68 -83 -91,5 -80,5 -86,5 -71 -51,5
3a 645 -70 -56 -70,5 -85 -86,5 -90,5 -88 -712,5 -57,5
3a -695 -655 -51 -73 -76 -79,5 -81,5 -72,5 -32,5 12455
3a -555 -70,5 -49 -68,5 -65 -76,5 -73,5 -81,5 -445 -53,5
3a -395 -62,5 -46 -57 -64 -76,5 -70,5 -74,5 -63,56 -125
3a -515 -64 -48 -56 -73 -62,5 -66,5 -70,5 -561,6  -46,5
3a -185 -39,75 -207 -62,75  -38,25 -42,25 -42,25 -42 223 13
3a 12,56 6 2 25 16,5 25 9 21 55 1120,5
3a -215 -13 -12 -12 -6 -12 -5 -9 -12,5  -2,5
3a 4 -1 -13 9 1 -8 -8 -3 831,56 51
3a 9 -4 -8,5 1" 3 -12,5 -10 -2,5 7,5 -7

Resultados que traduzem sinal especifico de hibridizacao estao ressaltados em cores.

5.3.2 Sensibilidade em relagdo ao gendtipo 2; subtipos 2a, 2b e 2c.
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Dezessete amostras foram determinadas pertencerem ao gendtipo 2 (TABELAS 9 e

10); destas, uma do gendtipo 2a, treze do gendtipo 2b e trés do gendtipo 2¢ (17/17,

sensibilidade de 100%).

TABELA 9. AMOSTRAS GEN. 2 E VALORES DE NET MFI DAS SONDAS PARA

REGIAO 5'UTR

u11 U2A/CX  U2A/ICY  U2BX u2BY U3A1
2a gen 997 -254 550,25 214,25 -9,75 235,25 -113
2b gen2 1795 -172 -4,75 -11,75 435,25 29,25 -102
2b gen2 1410 -140  -16,75 -19,75 232,25 43,25 -71
2b gen2 1859 -322 230,25 1,25 192,25 1020,25 -95
2b gen2 2663 -192  -20,75 -12,75 359,25 |« 32,25 -30
2b gen 2a1 -254  -24,75 -25,75 604,25 @ 95,25 -68
2b gen2390 -215  -29,75 -14,75 530,25 @ 70,25 -68
2b gen1854 -72 -98,5 -122 381 -68,5 -61,5
2b gen 2110 -62 -102,5 -100 684 -31,5 -40,5
2b gen3795 -45 -99,5 -102 250 -50,5 -29,5
2b gen1752 -51 -98,5 -89 268 -29,5 -18,5
2b gen3859 77,25 325 -45,25 61,25 630,75 15,75
2b gen3854 56,25 -67 -62,25 455,25 18,75 47,75
2b 3317 -125 -155 -7 511 54 0,5
2c gen 2a2 -193 495,25 178,25 -14,75 207,25 -44
2c gen1896 -60 661,5 -14 -85 32,5 -35,5
2c gen3896 18,25 5375 197,75 -46,25 222,25 -12,25

Resultados que traduzem sinal especifico de hibridizagao estao ressaltados em cores.
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TABELA 10. AMOSTRAS GEN. 2 E VALORES DE NET MFI DAS SONDAS PARA
REGIAO NS5B

NS1A NS1BX NS1BY NS1C NS2AX NS2AY NS2B NS2C NS3AX NS3AY

2a -18,8 -19 -16,5 -205 -925 -25 -265 -0,5 -22 -7,5
2b -10,8 -24 -10,5 -195 -10,25 -13,5 345 11,5 -17 12,5
2b -10,8 -10 -135 95 -2025 -75 125 45 -16 1,5
2b -15,8 -20 -125 125 -16,25 -155 3435 55 -17 4,5
2b 11,8 -9 -8,5 -85 -2425 -225 985 115 -10 3,5
2b 13,8 -18 -4,5 3,5 -10,25 -125 2255 625 O -13
2b -14,8 -6 -155 -145 -10,25 -185 817,5 125 -14 1,5

2b -785 -68,5 -47 -72 -67 -88,5 70,5 -78 -76,5 -55
2b -58,5 -57 -43 -57 -73 -83,56 1015 -66,5 -615 -60
2b 62,5 -59,5 -50 -64 -68 -76,5 -415 -625 -525 -57
2b -51,5 61,5 -50 -60,5 -75 -745 -56,5 -65 -65,5 49

2b -21,5 -408 -6425 -196 -40,25 -87,5 93525 -455 -53 5

2b -28 -23,8 -209 18,75 -41,75 58,25 58,25 -43 -61 -6
2b 13 -2 -6 1 1 2,5 2183,5 -4 -4,5 2
2c -8,75 -15 1,5 -55 38,75 36,5 9,5 2845 7 -5,5

2c 67,5 -63,5 -44 -60 -69 -755 68,5 684,55 -555 -61

2c 175 -12,8 -210 -46,5 -25,25 -33,25 -33,25 1890,5 -53 -15

Resultados que traduzem sinal especifico de hibridizagao estao ressaltados em cores.
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5.3.3 Sensibilidade em relagao ao gendtipo 1; subtipos 1a e 1b.

Das quarenta e uma amostras determinadas serem pertencentes ao gendétipo 1
(TABELAS 11,12,13, 14,15 e 16), a determinacdo do subtipo foi obtida em
dezessete amostras, onze do subtipo 1a e seis do subtipo 1b (17/41, sensibilidade

de 41%).
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TABELA 11. AMOSTRAS GEN. 1 E VALORES DE NET MFI DAS SONDAS PARA

REGIAO 5'UTR

genatipo u11 U2AX U2AY U2BX u2BY U3A1

1 br 619 10775 -102,5 -78 -99,75 96,256  -42

1 br 608 1723,5 -78,5 -78 -63,75  -73,75  -47

1 br 575 1204,5 -66 -59,5 -70,25 62,25 -49,5

1 br 483 1182,5  -107 -74 -51,26 -76,25 -21,5

1 br 180 265,5 -92 -55 -63,256 65,75 -29,5

1 2729 12655  -77 -78,5 -74,25 65,75 -14

1 br792 246 -125,5 127 -111 -56,5 -40,5

1 br842 497 -103,5 122 -103 -36 -39,5

1 br780 278 -116,5 137 -98 -102,5 -97,5

1 br844 252 -100,5 -107 -94 -35,5 -2,5

1 br606 352 -86,5 -95 -71 -20,5 -25,5

1 br841 457 -86,5 -103 -76 -64,5 -62,5

1 br787 609,25 -89,5 -69,25 -59,75 -69,256  -28,25
1 br766 625,25 -81,5 -66,25 -54,75 -65,75 97,75

1 gen2716 566,75  -79,5 -75,25 57,75 -7425 3,75

1 br 603 492,75  -69,5 -51,26  -56,25 -46,75 119,75
1 br564 751,25  -72 -54,25 -50,25 -44,75 53,75

1 br670 740,25  -58,5 -48,25 47,75 -41,75 130,75
1 br866 668,25 -67,5 -57,25 47,75  -49,75 4575

1 br788 250,75  -69,5 -39,256 49,75  -4425 11,25
1 gen2733 621,75  -61 -51,76 47,75  -46,75 131,75
1 gen2739 804,25 -62 -34,25 40,25 -40,75 21,75

1 2959 358 -13 -13 -7 -17 -19

1 3355 726 -7 -8 -1 -11,5 -18,5

Resultados que traduzem sinal especifico de hibridizagdo estéo ressaltados em cor.
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TABELA 12. AMOSTRAS GEN. 1 E VALORES DE NET MFI DAS SONDAS PARA

REGIAO NS5B
gen. NS1A NS1BX NS1BY NS1C NS2AX NS2AY NS2B  NS2C NS3AX NS3AY
1 -64,5 -43 -39 -51 -45 -70 -65 -60,5 -33 -62,5
1 4,5 -445 326 275 -34 -52 -36,5 -38,5 -19 -43
1 -41 -345 -325 535 -41 -48,5 45 -225 20 -55
1 35 -21,6 -355 -36,5 -34 -545 -345 -23,5 -245 -445
1 -54  -355 -225 49 -38 -53 -43,5 -49 -42 -45,5
1 -26,5 -255 -355 -60,5 -44 -50 -40,5 -23,56 -32 -43
1 -75,5 39 -63 -79 -83 -955 -935 -76,5 -71,5 -66,5
1 -70,5 64,5 -59 -69,5 -85 -85,5 -74,5 -85,5 -69 -65,5
1 -67,5 -79,5 -69 -80 -7 -97,5 -87,5 -81 -76,5 -77,5
1 -62,5 -67,5 -52 -62 -89 -75,5 -72,5 -65 -66,5 -66,5
1 -545 -50,5 -42 -61 -67 -73,5 -64,5 -68,5 -59 -54,5
1 -49,5 -63,5 -43 -53 -60 -70,5 -63,5 -475 -52,5 -50,5
1 -85 6,75 -192 -69,3 -59,25 -52,25 -52,25 -46,5 -68 -37
1 -14  -28,75 -187 -65,8 -43,25 -37,25 -37,25 -39 -50 18
1 -95 -36,75 -95 -74,3 -51,25 -563,25 -53,25 47,5 -65 5
1 -17,5 -8,75 -218 -46,8 -32,25 -38,25 -38,25 -36,56 -57 8
1 -14,5 -26,25 -231 -44,8 -31,25 -37,25 -37,25 -225 -4 15
1 -1,5 -2,75  -215 -41,8 -34,25 -4425 -4425 -355 -55 42
1 -19,5 -26,75 -211 -49,8 -35,25 -41,256 -4125 -52,5 -73 -21
1 -22,5 -13,25 -206 -443 -31,25 -43,75 -43,75 -355 -66 -43
1 -12,5 4,25 -202 -46,8 -26,25 -36,25 -36,25 -34 -37 37,5
1 -6,5 -23,75 -197 -40,8 -14,75 -35,75 -3575 -39,5 -62 -6
1 9 -6,5 -5 0 -1,5 -185 -6 -11 -9,5 -24
1 2 -12 -16 7 -3 -195 1 -85 -05 -18,5
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TABELA 13. AMOSTRAS 1A E VALORES DE NET MFI DAS SONDAS PARA
REGIAO 5'UTR

subtipo U11 U2AX  U2AY U2BX uz2BY U3A1
1a br 562 1347,5 -89,5 -76,5 -63,25 62,25  -41

1a br 622 1866,5 -83 -64,5 -59,75  -72,25  -485
1a br 628 2065,5 -59 -52,5 -56,256  -56,25  -47,5
1a 2742 1396,5 -80,5 -63,5 33 -64,75  -32,5
1a br781 555,75 -70,5 -57,256  -54,75  -49,75 42,75
1a br2719 645,75 -87 -64,25 -59,75 -60,75 49,75
1a gen2727 1191,25 11 23,75 24,25 25 2,15
1a gen2772 867,75 -63 -51,26 49,75  -54;75 35,75
1a gen2721 628,75 -74,5 -5526  -50,75  -36,75 106,75
1a gen2731 531,25 -63 -561,26  -38,75  -39,75 130,75
1a 3359 501 -4,5 -22 12 -4,5 4,5

Resultados que traduzem sinal especifico de hibridizagdo estéo ressaltados em cor.
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TABELA 14. AMOSTRAS 1A E VALORES DE NET MFI DAS SONDAS PARA
REGIAO NS5B

sub. NS1A NS1BX NS1BY NS1C NS2AX NS2AY NS2B NS2C NS3AX NS3AY

1a 900,5 42,5 -32,5 -445 -42 -49 -46,5 -22,5 -18 -65
la 753,56 -53,5 -27 -49 -55 -56 -44.,5 -29,5 -30 -42.,5
la 6925 -31,5 -2156 -3756 -32 -47 -36,5 -25 -39 -36,5
la 3235 -445 -29 -35 -50,5 455 455 -29,5 -38 -65,5
1la 587,5 4525 -199 -49,8 -37,25 -36,25 -36,25 -28,5 -44 23
la 2245 -21,25 -191 -60,8 -45,25 -5225 -52,25 -46 -63 17
la 6745 -31,25 -69,25 -197 54 -275 -12,25 18 3 1,35
la 268,5 -1,75 -215 -54,8 -30,25 -40,25 -40,25 -415 -62 -6

la 3584 -12,75 -209 -36,8 -34,25 -3525 -3526 -27,5 -50 -15
1la 6054 9,75 -54,25 -39,8 -20,75 -33,25 -33,25 -41,5 -37 3

1la 126,5 1 1 12 14,5 -5,5 -2,5 -7,5 45 1

Resultados que traduzem sinal especifico de hibridizagao estado ressaltados em cor.
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TABELA 15. AMOSTRAS 1b E VALORES DE NET MFI DAS SONDAS PARA
REGIAO 5'UTR

subtipo u11 U2AX U2AY u2BX u2BY U3A1
1b br 573 1556,5 -89,5 -72,5 -61,25 -72,25 -55

1b br726 243 -112,5 -128 -103 -74,5 -61,5
1b br774 403 -120,5 -134 -99 -105,5 -87,5
1b br759 536,75 -87,5 -64,25 -569,75 -54,75 94,25
1b br565 746,25 -59,5 -47,75 -29,75 -41,25 49,75
1b br767 617,25 -70,5 -62,75 -54,75 -56,75 103,75

Resultados que traduzem sinal especifico de hibridizagao estao ressaltados em cor.
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TABELA 16.

NS1A NS1BX NS1BY NS1C NS2AX NS2AY NS2B NS2C NS3AX NS3AY
1b -46,5 2655 -32 -45 -63,56 -50 -43,5 -425 -37 -50
1b -66,5 4685 -62 -73 -81 -90,5 -985 -72,56 -795 695
1b -83,5 295 -57 -87 -96 -91,5 i103,5 -75,5 -77,5 -70,5
1b -19,5 470,3 -194 -54,8 -43,75 -55,75 ;35,75 -60 -70 13
1b -2,5 3643 -66,25 -193 -20,25 -25,25 _25,25 -26,5 -28 21
1b -14,5 3124 -217 -56,8 -28,25 -47,25 ;17,25 -27,5 -49 43

Resultados que traduzem sinal especifico de hibridizagdo estéo ressaltados em cor.

5.4 Especificidade do ensaio de microarranjo liquido.

As amostras submetidas ao teste de microarranjo liquido positivas para a presenca

de HIV (duas amostras), HAV (duas amostras), HBV (duas amostras), dengue (duas

amostras) e uma amostra negativa para a presengca de HCV ndo geraram sinal

especifico de hibridizagéo, sendo consideradas negativas.
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5. 5 Avaliagao da reprodutibilidade do teste.

A reprodutibilidade do teste foi avaliada através do calculo do coeficiente de variagao
(CV) do net MFI de cinco sondas frente as mesmas trés amostras. Esta avaliagao foi
realizada tanto para determinacao do CV intra-ensaio, em triplicata, em uma mesma
placa; como também para a determinagcdo do CV inter-ensaio, realizada com a
avaliagao de trés amostras em trés dias diferentes (TABELAS 17 e 18).

TABELA 17. COEFICIENTE DE VARIAGAO DO netMFI (INTRA-ENSAIO)

COEFICIENTE DE VARIAGAO INTRA-ENSAIO (TRIPLICATA)

u11 u2BX U3A1 NS1A NS3AX
coluna 1-4 726 21835 11825 126,5 831,5

coluna 5-8 927,5 3012 1496,5 137,5 1180

coluna 9-12 1230 3101 2181,5 147 1433,5
média 961,17 276550 1620,17 137,00  1148,33
DP 253,68 505,99 510,85 10,26 302,25
CV(%) 26,39 18,30 31,53 7,49 26,32
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TABELA 18. COEFICIENTE DE VARIACAO DO netMFI (INTER-ENSAIO)

COEFICIENTE DE VARIACAO INTER-ENSAIO (TRIPLICATA)
U1 U2BX U3A1 NS1A NS3AX
coluna 1-4 565 178 199 300 535,5
coluna 1-4 600 252 267 456 357
coluna 1-4 408 225 350 480 227
média 524,3333 218,3333 272 412 373,1667
DP 102,26 37,45 75,62 97,73 154,88
CV(%) 19,50 17,15 27,80 23,72 41,51

5.6 Avaliacao da concorddncia em relagio ao método de

sequenciamento/analise filogenética da regiao NS5b.

Cinquenta e sete amostras que haviam sido previamente sequenciadas em sua
regiao NS5b e analisadas filogeneticamente para a determinagdo do gendtipo e
subtipo do HCV foram testadas pelo teste microarranjo liquido. Destas, em apenas
duas amostras ndo se obtiveram sinais indicadores de hibridizagcdo especifica
capazes de ao menos determinarem o gendtipo; uma dessas amostras era do
genotipo/subtipo 2b e a outra do 3a, conforme a determinagao realizada pelo método
de sequenciamento; ou seja em 96% das amostras a determinagédo foi possivel

(55/57). As demais amostras apresentaram os seguintes resultados: treze amostra
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do gendtipo 2, sendo uma do subtipo 2a, nove do subtipo 2b e trés do subtipo 2c, as
quais concordaram totalmente com os resultados de sequenciamento (13/13, 100%);
em relagdo ao gendtipo/subtipo 3a, das onze amostras em que se obteve sinal
especifico, em todos os casos houve concordéncia (11/11, 100%); e na avaliagao
das trinta e uma amostras do gendétipo 1, sendo quinze do subtipo 1a e dezesseis do
subtipo 1b, o microarranjo foi capaz de determinar o genétipo em todas as amostras
(31/31, 100%) e o subtipo em quatorze das trinta e uma amostras nas quais o
sequenciamento atribuiu um subtipo (14/31, sensibilidade na determinacdo de
subtipo dentro do gendtipo 1 de 45%, coeficiente de correlagdo de kappa 0,56).
Sendo que em oito amostras do subtipo 1a (8/15, sensibilidade na determinacéo do
subtipo 1a de 53%, coeficiente de correlagdo de kappa 0,32) e seis amostras do
subtipo 1b (6/16, sensibilidade na determinagdo do subtipo 1b de 38%, coeficiente

de correlagao de kappa 0,12) (TABELA 19).

TABELA 19. CONCORDANCIA EM RELACAO AO SEQUENCIAMENTO

Gen./subtipo 1 1a 1b 2a 2b 2c 3a indete.
SEQUEN. 15 16 1 10 3 12
MICROA. 17 8 6 1 9 3 11 2
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5.7 .Avaliagao da concordancia em relagao ao método comercial Versant HCV

genotype 1.0.

A avaliacdo da concordancia em relacdo ao método comercial Versant HCV
genotype 1.0 foi realizada, tendo o método de sequenciamento/analise filogenética
da regiao NS5b como teste de referéncia na resolugdo de amostras discordantes.
Setenta e oito amostras previamente testadas pelo método Versant HCV genotype
1.0 foram testadas pelo ensaio de microarranjo. Destas, quatros amostras nao
apresentaram sinal especifico de hibridizacdo (uma amostra de cada um dos
gendtipos/subtipos: 1a, 1b, 2 e 3a). A sensibilidade do microarranjo liquido em
relacdo as amostras previamente testadas foi de 95% (74/78). A concordancia em
relacdo a determinagdo do gendtipo foi completa (74/74, 100%). Em relagdo aos
subtipos, nas dezessete amostras 3 a pelo Versant HCV genotype 1.0 houve
concordancia completa com a determinacédo realizada pelo microarranjo (17/17,
100%); Em sete amostras determinadas como 2b pelo Versant HCV genotype 1.0,
houve total concordancia com o teste de microarranjo (7/7, 100%), ndo houve
determinagcdo de nenhuma amostra como subtipos 2 a ou 2c¢ pelo Versant HCV
genotype 1.0, contudo uma amostra foi determinada como 2 a pelo microarranjo
(confirmado pelo sequenciamento) e apenas como gendtipo 2 pelo Versant HCV
genotype 1.0. Outras duas amostras foram determinadas como 2c¢ pelo microarranjo
(confirmado pelo sequenciamento) e novamente apenas como gendtipo 2 pelo
Versant HCV genotype 1.0. Em relagédo aos subtipos do gendtipo 1, de oito amostras
determinadas como 1 a pelo Versant HCV genotype 1.0, houve concordancia com o

microarranjo em trés (3/8, coeficiente de correlacéo de kappa 0,18), sendo que nao
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havia sequenciamento em duas, destas cinco amostras discordantes. Em vinte e
uma amostras determinadas como subtipo 1b pelo Versant HCV genotype 1.0,
houve concordancia com o microarranjo em seis amostras (6/21, coeficiente de
correlagado de kappa 0,07), sendo que nao havia sequenciamento em quatro das
amostras discordantes. Ainda em relagdo aos subtipos do gendtipo 1, em treze
amostras que o Versant HCV genotype 1.0 n&o foi capaz de atribuir um subtipo, o
teste de microarranjo o fez em sete amostras, todas do subtipo 1 a (confirmadas por
sequenciamento), ou seja, em 54% (7/13, coeficiente de correlagcado de kappa 0,33)

(TABELA 20).

TABELA 20. CONCORDANCIA EM RELACAO AO VERSANT HCV GENOTYPE 1.0

Gen./subtipo 1 1a 1b 2 2a 2b 2c 3a indete.
VERSANT 21 8 21 4 7 17
MICROA. 32 7 8 1 7 2 17 4

5.8 Avaliagao da concordancia em relagao ao método RT-PCR em tempo-real in

house.

Setenta e uma amostras que tiveram seus gendtipos/subtipos determinados pelo
método RT-PCR em tempo-real “in house” foram posteriormente testadas pelo
ensaio de microarranjo. Os casos discrepantes foram resolvidos pela determinacao
encontrada pelo método de sequenciamento/analise filogenética. Com excecgao de

duas amostra onde nenhum sinal especifico de hibridizacdo foi obtido, houve
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concordancia em relagado a determinacéo do gendétipo em todos os casos restantes
(69/69, 100%). Também foi observado que para duas amostras (uma 2a e outra 2c,
determinadas através de sequenciamento) ndo foi possivel a determinagao de seus
gendtipos/subtipos pelo método de RT-PCR em tempo-real, no entanto, estas duas
amostras tiveram os gendtipos e subtipos corretamente atribuidos pelo microarranjo.
Das dezenove amostras determinadas como 1a pelo método de RT-PCR em tempo-
real, dez amostras apresentaram o mesmo resultado pelo microarranjo (10/19,
sensibilidade para determinagao do subtipo 1a de 53%, coeficiente de correlagao de
kappa 0,56); em relagado ao subtipo 1b, de vinte e uma amostras pelo método de
RT-PCR em tempo-real, seis mostraram concordancia ao ensaio de microarranjo
(6/21, sensibilidade para determinagao do subtipo 1b de 29%). Uma unica amostra
do subtipo 2a foi determinada pelos dois métodos; uma amostra de 2c foi igualmente
confirmada pelo microarranjo e de treze amostras do subtipo 2b ao tempo-real, 11
mostraram concordancia ao microarranjo (11/13, coeficiente de correlagao de kappa
0,88). Todas as quatorze amostras de subtipo 3a foram igualmente determinadas

pelos dois métodos (14/14, 100% de sensibilidade) (TABELA 21).

TABELA 21. CONCORDANCIA EM RELACAO AO IN HOUSE TEMPO-REAL

Gen./subtipo 1 1a 1b 2a 2b 2c 3a indete.

TEMPO-
REAL 19 21 13 2 14

MICROA. 24 10 6 1 11 3 14
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6. DISCUSSAO

A alta prevaléncia mundial da infeccdo pelo HCV e sua traducdo em elevada
morbidade e mortalidade tem conferido a esta afecgcdo o status de problema de
saude publica . Além do impacto na saude de milhdes de individuos e nas vidas de
suas familias, os custo sociais diretos e indiretos sdo muitissimo elevados . A partir
da descoberta da existéncia do virus da hepatite C (HCV) em 1989,(CHOO et al.,
1989), foi possivel o desenvolvimento de testes imunolégicos e de detecgdo de
acido nucléico que permitiram subsequentes avaliagbes da magnitude de sua
distribuicdo em diferentes areas geograficas e grupos populacionais. Uma vez
constatada a grande variabilidade génica do HCV e subsequente classificagdo
surgiram inumeros estudos buscando uma correlagdo que associa-se os diferentes
gendtipos a manifestagdes clinicas especificas .

Apods o inicio da utilizagao do interferon no tratamento da infecgao crénica pelo HCV,
foram observadas diferentes respostas a este conforme o gendétipo envolvido . Hoje
sendo consenso o tratamento para o gendtipo 1 pelo dobro do tempo dos genétipos
2 e 3, e ainda com menor taxa de resposta . Uma vez estabelecida a relevancia da
determinagdo genotipica no tratamento e prognéstico da infecgdo pelo HCV, a
demanda por testes laboratoriais para este fim foi imediata e em grande escala .
Inumeros testes tém sido desenvolvidos com esta finalidade e alguns sao
comercializados difusamente . Como caracteristica comum dos testes
comercializados pode-se citar: 6tima sensibilidade na determinagdo do gendtipo,
limitacbes na determinacado dos subtipos, necessidade de profissionais altamente

qualificados para sua realizagdo e custos muito elevados. Na busca do

67



desenvolvimento de testes sensiveis, especificos, de alto rendimento e menor custo,
varias tecnologias tem sido sucessivamente utilizadas para criagdo de ensaios para
determinagao de gendtipo/subtipo do HCV . O objetivo do presente trabalho vai de
encontro a realidade encontrada, tornando-o ainda mais relevante quando situado
em um contexto propicio, ou seja, o interesse no desenvolvimento tecnolégico do
Brasil na area de pesquisa e desenvolvimento de produtos para diagndstico
laboratorial e a necessidade de diminuir os gastos associados a importagao de kits
diagndsticos.

Nao ha relato de nenhum teste, para a determinagdo do gendtipo/subtipo do HCV,
que utilize duas regides do genoma viral em seu método. A escolha da metodologia
de microarranjo atende aos objetivos deste trabalho uma vez que uma fez feita a
escolha de se analisar simultaneamente duas regides gendmicas e sendo
necessaria a presengca de pelo menos uma sonda especifica para cada
gendtipo/subtipo (1a,1b,2a, 2b,2c e 3a), a base tecnoldgica utilizada deveria
possibilitar a utilizagdo de pelo menos doze sondas (seis para cada regido). Além
disso, como existem ainda os gendtipos 4, 5 e 6; seria desejavel que a adaptagao
futura para abrangéncia destes gendtipos com seus respectivos subtipos nao fosse
impedida devido a limitacbes do formato da plataforma onde o teste inicial foi
desenvolvido.

A base deste teste de microarranjo encontra-se em uma reagao de transcrigao
reversa seguida de uma PCR. Das oitenta amostras positivas para a presenga do
HCV houve amplificacdo da regido 5’UTR em setenta e seis amostras e das regides
5'UTR e NS5b conjuntamente em trinta e nove amostras. Em nenhuma das amostra

houve amplificagdo apenas da regidao NS5b. Correlacionando com o resultado obtido
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no microarranjo liquido, observou-se sinal de hibridizagdo especifica referente as
duas regides em todas as amostras onde houve amplificacdo das duas regides a
PCR; com excec¢ado de duas amostras onde houve amplificagdo das duas regides e
apenas sinal especifico proveniente da hibridizacdo referente as sondas 5’UTR. A
baixa eficiéncia na amplificagdo simultdnea das duas regides gendémicas (39/80,
49%) foi responsavel pela incapacidade do teste em determinar o subtipo em pelo
menos vinte duas amostra das setenta e seis em que o gendtipo foi determinado
com sucesso. E esta incapacidade s6 nao foi maior devido ao fato que somente em
relacdo aos subtipos 1a e 1b a amplificagdo da regidao NS5b é necessaria para
determinacao do subtipo; em relacdo aos subtipos 2a,2b,2c e 3a a amplificacdo da
regidao 5’UTR é suficiente. Nos dois casos onde houve amplificagao das duas regides
a PCR sem tradugao em sinal especifico de hibridizagado a sondas das duas regides,
a razdo para tanto permanece elusiva. E possivel que a formacdo de alguma
estrutura secundaria especificas destes produtos de amplificacdo tenha impedido a
efetiva hibridizacdo as sondas de captura ou algum produto de PCR espurio,
contendo o primer biotinilado, tenha se formado em detrimento do produto de PCR
que conteria a fita especifica para a hibridizacdo (ainda que nenhuma outra banda
tenha sido observada no gel de eletroforese). Faz-se necessaria a otimizagcédo da
PCR multiplex para a solugcdo deste fator limitante. Uma alternativa seria a
otimizacao das reagdes de PCR em separado, porém isto n&o seria desejavel, uma
vez que isto aumentaria o tempo de realizacdo do ensaio e diminuiria seu
rendimento.

Em relacdo ao resultado das reagbes de confirmacdo de ligagdo as

microesferas (acoplamento), através da hibridizagdo dos oligonucleotideos
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sintéticos, observou-se sinal especifico de hibridizagdo em relacdo as dezesseis
sondas testadas; o menor MFI obtido foi de 11897 pela sonda NS2B o que indica
hibridizacdo adequada. Os resultados encontrados em relagdo a sensibilidade do
método para a determinagao do gendtipo do HCV foram considerados adequados a
finalidade do teste (95%). Ja a determinagao dos subtipos foi considerada aquém do
esperado (52/76, sensibilidade para determinacao de subtipo de 68%). A maior parte
das amostras onde nao foi possivel a determinagcdo genotipica ou subtipica, isto
provavelmente ocorreu devido a ineficiéncia da reacdo de RT-PCR. Note-se ainda
que em dois casos, apesar da presenca de uma banda considerada especifica para
a amplificagdo da regiao NS5B no gel de eletroforese, ndo houve sinal especifico
em nenhuma das sonda para esta regido. Mesmo tendo-se conseguido amplificagéo
da regidao NS5b em apenas trinta e nove das oitenta amostras tentadas (39/80,
49%), foi possivel a determinagao do subtipo em um maior numero de vezes (52/76,
sensibilidade para determinagdo de subtipo de 68%).Isto se deu pelo fato de que
apesar da regiao NS5b ser mais informativa em relagéo a variabilidade a nivel de
subtipo em todos os gendtipos— € a regidao de escolha para sequenciamento— a
regidao 5’UTR € informativa o suficiente para resolu¢ao subtipica dos gendtipos 2 e
3. O mesmo nao se deu em relagédo ao gendtipo 1. Apenas dezessete em quarenta e
uma amostras tiveram seus subtipos determinados (17/41, 41%). Neste gendtipo a
regido 5’UTR, a mais conservada do genoma do HCV, nao apresenta variabilidade
de forma consistente a permitir a diferenciacao dos diferentes subtipos. Publicacbes
anteriores tém salientado este fato (CHEN et al., 2002). e baseado nisto o desenho
do presente ensaio inclui a amplificagdo da regido NS5b. Estas consideragdes séo

realizadas com o intuito de explicar por que foi possivel determinar o subtipo em
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todos as amostras dos gendtipos 2 e 3, e por que isto ocorreu em menos da metade
das amostras do gendtipo 1.

Parece haver necessidade, na futura otimizacdo deste teste de microarranjo, da
inclusdo de um calibrador interno presente ja na amostra a ser testada. Este
calibrador deveria conter um alvo molecular que gerasse um produto de PCR de tal
extensdo que permita sua diferenciagdo dos produtos provenientes das
amplificagdes das regides 5’UTR e NS5b. Além disso haveria necessidade de uma
sonda especifica, no microarranjo, para hibridizacdo deste produto. Desta forma
seria possivel identificar qual fase do ensaio foi ineficiente.

A avaliagao da especificidade do ensaio foi realizada com amostras positivas para a
presenca de HIV, HBV, HAV e dengue. Em relagéo ao virus da dengue sua escolha
se deu por apresentar algumas caracteristicas similares ao HCV (ambos pertencem
a familia flaviviridae). Em relagdo ao HBV e HAV, ambos sdo causadores de hepatite
e suas presencas sao testadas em virtualmente todos os pacientes avaliados
laboratorialmente para hepatite C. Além disso a co-infecgao HBV/HCV é considerada
elevada . Neste mesmo aspecto foi decidido pela avaliagdo da especificidade do
teste em relacdo ao HIV, onde a presenca de fatores de riscos similares e
consequente co-infeccao HIV/HCV tém sido bem estabelecida. Em que pese o
numero restrito de amostras testada (oito amostras), em nenhuma amostra houve
sinal especifico de hibridizacdo proveniente de qualquer das sondas. Este aspecto
favoravel do teste precisa ser reavaliado em um numero ampliado de amostras e
eventualmente de patégenos adicionais para sua confirmacgao.

Os resultados obtidos em relagdo a reprodutibilidade do método demonstram a

consisténcia do ensaio, uma vez que nao houve nenhum caso de discrepancia de
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determinacao de gendtipo ou subtipo, seja na avaliagéo de replicatas intra-ensaio ou
inter-ensaio. Contudo, é digno de nota o aumento da intensidade de fluorescéncia
(MFI) a medida que aumenta o tempo de exposicdo a estreptoavidina-ficoeritrina
(avaliacéo intra-ensaio). O grupo de replicatas das ultimas colunas, de uma placa
convencional de ELISA que é utilizada na leitura do teste pelo sistema Luminex,
apresenta uma média de MFI| superior ao grupo situado na porgéo intermediaria da
placa o qual por sua vez é maior que a média do grupo situado nas primeiras
colunas. Estes achados ndo tiveram repercussao nos resultados/finalidade do
presente ensaio, porém € possivel que venham a ser relevantes em outros ensaios
baseados em microarranjo liquido. Isto se torna mais claro quando lembrado que o
tempo de reagao envolvendo ligagdo com estreptoavidina-ficoeritrina no presente
ensaio € de cinco minutos. Eventualmente um outro tipo de ensaio em que a relagao
sinal-ruido nao fosse tdo adequada como no presente teste, o aumento do tempo de
exposicao a estreptoavidina-ficoeritrina pudesse ser um fator de otimizagao.

Uma vez que o sequenciamento/analise filogenética é padrao ouro na determinagao
do gendtipo/subtipo do HCV, os resultados ao teste de microarranjo de cinquenta e
cinco amostras foram comparados com os obtidos por sequenciamento/analise
filogenética.

Os resultados encontrados: alta sensibilidade na determinagdo do gendtipo,
concordancia total em relagado a determinagao do gendtipo e baixa sensibilidade na
determinacdo do subtipo, ainda que com alta concordancia; foram similares aos
encontrados por outros métodos. Nolte et al., 2003, avaliaram os dois testes mais
comercializados para determinagcdo do gendtipo do HCV (Versant e Trugene) em

relacdo ao sequenciamento/andlise filogenética. @ Ambos foram capazes de
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determinar os subtipos em mais de 99%, no entanto ndo determinaram o subtipo em
16,5% (Versant) e 17,1% (Trugene). Kleter et al., 1995 em avaliacédo do Versant
HCV genotype 1.0 e de um método baseado em amplificagdo da regiao “core” primer
especifica, igualmente concluiram da efetividade dos mesmos na determinacao do
gendtipo e da limitagdo em relagcao a determinagao de subtipo.

Nao ha nenhuma publicacdo, do conhecimento do autor, que tenha relatado o uso
da tecnologia de microarranlo liquido, na determinagdo do genétipo do HCV. Néao
havendo como comparar os resultados obtidos no presente estudo com outro que
tenha usado a mesma base tecnoldgica.

Na comparagdo com o método Versant HCV genotype 1.0, avaliando setenta e oito
amostras, novamente houve excelente correlagdo na determinagao dos gendtipos.
Em relacdo a determinacdo dos subtipos a sensibilidade de ambos foi baixa bem
como a concordancia dos métodos entre si. No estudo ja acima citado (NOLTE et al.,
2003), a discordancia na determinagao de subtipos entre os dois diferentes métodos
foi de 14,2%.

Na avaliacéo frente as setenta e uma amostras testadas por ambos, microarranjo e
RT-PCR “in house”, novamente houve concordancia total em relacdo a determinacéao
do gendtipo. No entanto aqui ficou evidente a superioridade do método RT-PCR “in
house” na determinacdo dos subtipos, principalmente em relacdo aos subtipos
pertencentes ao gendtipo 1. Isto se deve a alta eficiéncia na amplificagao da regiao
NS5b, ainda que para tanto seja necessaria a realizagdo de duas reagées de PCR
separadas: uma para a amplificagdo dos genétipos 1 e 3 e outra para a amplificagéo

do gendtipo 2; diferindo principalmente nos parametros de termociclagem.
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A conclusdo de um estudo realizado por Seme et al.,1997, onde quatro
métodos sdo comparados:1) amplificacdo da regido “core” com primer gendétipo-
especificos, 2) “nested” PCR seguida com hibridizagcdo com sondas especificas, 3)
Versant HCV genotype 1.0 e 4) andlise de polimorfismo de extensdo de fragmento
de restricao, foi de que todos os métodos foram capazes de determinar os diferentes
gendtipos, porém todos igualmente apresentaram limitagbes em relacdo a
determinacao dos subtipos .

Conclui-se dai que o ensaio desenvolvido no presente trabalho se
comportou de maneira analoga aos testes acima descritos. Isto ocorreu porque
embora seu desenho contemplasse duas regides genémicas, s6 houve amplificacéo
consistente da regidao 5’UTR. E neste aspecto os testes mais recentes, baseados em
RT-PCR em tempo-real que tém a regido NS5b eficientemente amplificada, sao
superiores na determinagao do subtipo (ROLFE et al., 2005 ; NAKATANI et al., 2008
e MARTRO et al.,2008).

Contudo, o que atualmente tem relevancia clinica € a determinagdo do gendtipo
envolvido na infecgcado e ndo a determinagao do subtipo. Neste aspecto o método do
presente trabalho mostrou-se eficiente. Além disso ndo ha relato, pelo menos do
conhecimento do autor, de um método que avalie simultaneamente as regides
5'UTR e NS5b na determinagéo de gendtipo e subtipo do HCV. Este método, devido
a esta caracteristica, poderia diagnosticar casos de recombinagao inter-genotipica,
os quais tém sido descritos. Neste caso haveria discrepancia entre os resultados
encontrados referentes as duas regides. Inclusive determinar o gendétipo em relagéo

a regiao gendmica que especificamente tem relevancia na estratégia de tratamento .
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Observada a grande sobreposicdo dos testes existentes na eficiéncia da
determinagcdo do gendtipo, a metodologia que apresente o menor custo, menor
tempo de execucdo e maior rendimento, possui a maior probabilidade de ser mais

amplamente adotada.
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7. CONCLUSOES

As maiores vantagens dos testes baseados em microarranjo liquido séo: 1) a
capacidade potencial de realizar cem reacdes, na plataforma utilizada no presente
trabalho, simultaneamente e a partir de uma unica amostra de plasma, 2) a
flexibilidade com que novos alvos moleculares sao adicionados ou removidos de
determinado ensaio conforme o contexto epidemiolégico em que sera utilizado e 3) a
gradativa melhora da relagdo custo-beneficio a medida que aumenta o numero de
alvos moleculares a serem detectados (diferentes patdégenos, subtipos e
polimorfismos).

Todas estas vantagens sao altamente desejaveis na escolha de um método para a
determinagao de gendtipo e subtipo do HCV. Em que pese este ensaio contemplar
apenas trés gendtipos, por razdées epidemioldgicas ja consideradas, sua expansao
seria desejada para que eventualmente pudesse ser exportado. Neste aspecto a
tecnologia de microarranjo facilmente permitiria a inclusdo de mais sondas de
captura com esta finalidade. Em comparagdo com a tecnologia de RT-PCR em
tempo-real, a limitacdo do numero de sondas permitiria a expansado do teste
somente as custas de um aumento no numero de reagdes de amplificacdo e
deteccdo paralelas. Isto Ihe seria uma consideravel desvantagem ao aumentar
consideravelmente o custo e diminuir o rendimento.

A otimizacao futura da fase de amplificacdo dos alvos moleculares, deve tornar o
microarranjo liquido um dos métodos de escolha na determinagdo do gendtipo e

subtipo do virus da hepatite C.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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