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RESUMO 

 
O vírus da hepatite C (HCV) é um dos principais agentes etiológicos de 

hepatite crônica e pode evoluir para doenças graves, como cirrose e carcinoma 

hepatocelular. O HCV exibe grande variabilidade genética, sendo classificado em 

genótipos e subtipos. A identificação laboratorial do genótipo é fundamental para 

definição da duração da terapia antiviral, sendo utilizada na rotina clínica 

previamente ao início do tratamento de pacientes infectados. O objetivo deste 

estudo foi desenvolver e avaliar um método simplificado para a genotipagem do 

HCV, baseado na análise do polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrição 

dos produtos da reação em cadeia da polimerase (PCR-RFLP). Os resultados das 

804 amostras analisadas demonstraram que os principais genótipos (1, 2 e 3) 

presentes no Brasil apresentam padrões característicos e a utilização de 3 

enzimas de restrição (Hinf I, BstN I e Hae III) foi eficiente na identificação da 

grande maioria (98,9%) das amostras analisadas. Esta metodologia foi utilizada 

para determinar a prevalência e a distribuição geográfica dos genótipos do HCV 

em diferentes regiões do estado do Rio Grande do Sul. A prevalência no estado 

foi semelhante a estudos prévios, demonstrando a predominância do genótipo 1 

(52,3%), seguida pelo genótipo 3 (40,8%) e, em menor proporção, o genótipo 2 

(6,4%). Houveram diferenças significativas na distribuição dos genótipos quando 

a região metropolitana foi comparada com o interior do Estado, destacando a 

maior freqüência do genótipo 2 no interior (12,3%), e quando as diferentes regiões 

do Estado foram comparadas entre si, ressaltando as altas freqüências do 

genótipo 3 na Serra (61,5%) e genótipo 2 no Planalto (33,3%). 
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ABSTRACT 

 

The hepatitis C virus (HCV) is the etiologic agents of chronic hepatitis C and 

is responsible by serious illnesses, such as cirrhosis and hepatocellular 

carcinoma. The HCV displays great genetic variability, being classified in 

genotypes and subtypes. The laboratory identification of the HCV genotype is 

essential to defining the duration of antiviral therapy, being used in clinical routine 

prior to the treatment of the infected patient. The purpose of this study was to 

develop and evaluate a simplified method for HCV genotyping, based on the 

polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 

on the 5´non coding region (5´NCR). The results of the 804 samples showed that 

the main genotypes present in Brazil (1, 2 and 3) have characteristic banding 

patterns using only 3 restriction enzymes (Hinf I, BstN I and Hae III) in 2 digestion 

systems. The procedure was efficient in identifying the great majority (98.9%) of 

804 analyzed samples. This methodology was used to determine the prevalence 

and geographic distribution of HCV genotypes in Rio Grande do Sul state. The 

prevalence in the state was similar to previous studies, demonstrating that 

genotype 1 was the most frequent (52.3%), followed by genotype 3 (40.8%) and, 

in a smaller proportion, the genotype 2 (6.4%). There was a significant difference 

in the distribution of genotypes when the metropolitan region was compared with 

the interior of the state, highlighting the higher frequency of the genotype 2 in the 

interior (12.3%). The frequencies of HCV genotypes were also different among 

geographic regions, emphasizing the high frequency of genotype 3 in the Serra 

(mountains) region (61.5%) and genotype 2 in the Planalto (North) region (33.3%). 
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INTRODUÇÃO 

O vírus da hepatite C (HCV) foi identificado na década de 1980 e desde 

então têm sido um dos principais agentes infecciosos causadores de danos 

hepáticos (Shepard et al., 2005). A hepatite C é um problema global de saúde e 

abrange cerca de 130 milhões de indivíduos no mundo todo, podendo ocasionar 

doenças hepáticas graves (como cirrose e carcinoma hepatocelular) e resultando 

em milhares de óbitos. Estima-se que esta doença infecciosa seja responsável 

por aproximadamente 250.000 a 350.000 mortes por ano. Atualmente, a hepatite 

C também é a indicação mais comum para cirurgias de transplante de fígado 

(Rosen e Martin, 2000; NIH, 2002; GBD, 2004).  

 

1. Formas de Transmissão do Vírus da Hepatite C (HCV) e Fatores de Risco 

Relacionados 

A transmissão do HCV ocorre principalmente pela exposição ao sangue 

contaminado, sendo a via parenteral a mais comum. Além dos casos em que a 

exposição ao material infectado é evidente (transfusão sangüínea, acidente com 

material perfuro-cortante, transplante de órgãos, etc.), a possibilidade da 

ocorrência de transmissão parenteral inaparente, por exposição percutânea ou 

das mucosas ao sangue contaminado, também tem sido reportada (Chen e 

Morgan, 2006).  

A maioria dos pacientes portadores do HCV infectou-se devido a 

transfusões sanguíneas ocorridas antes de 1992 (ano de implantação de triagem 

sorológica para HCV em bancos de sangue), uso de drogas intravenosas, uso de 

hemoderivados contaminados, injeções terapêuticas inseguras, transplante de 

órgãos oriundos de doadores infectados, exposição ocupacional e procedimentos 

de hemodiálise pouco seguros (Chen e Morgan, 2006). Neste contexto, cabe 

ressaltar que a transmissão devido à transfusão sanguínea tem sido eliminada 

nos países que implementaram testes para o HCV em doadores sanguíneos. 

Porém, para o restante dos países (principalmente do terceiro mundo) a 

transfusão permanece uma importante fonte de transmissão do HCV (Hladik et 

al., 2006). A utilização massiva de testes sorológicos e moleculares no 

diagnóstico do HCV também tem reduzido significativamente as taxas de infecção 
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decorrentes de transplantes de órgãos, receptores de hemoderivados e 

procedimentos de hemodiálise (Stramer et al., 2004). 

As transmissões ocasionadas através da via sexual e perinatal apresentam 

freqüências menores (NIH, 2002; Terrault, 2002; Poupon, 2005). Mesmo sendo 

um dos modos menos comuns de transmissão do HCV, a infecção perinatal 

possui uma incidência de aproximadamente 2 a 5% e os riscos mais altos são 

encontrados em indivíduos co-infectados com HIV e na presença de alta carga 

viral materna (Oliveira, 2007).  

Outras formas de transmissão nunca foram documentadas, muito embora o 

RNA do HCV já tenha sido detectado em vários líquidos corporais, tais como: 

saliva, urina, lágrimas, fluído seminal e líquido ascítico (Henderson et al., 2003). 

Um estudo experimental recente relatou ainda a infectividade do HCV no sangue 

seco estocado à temperatura ambiente (Kamili et al., 2007). 

No Brasil, diversos estudos já foram realizados com relação às formas de 

transmissão do HCV. Dados de um estudo realizado no estado da Bahia 

indicaram as principais rotas de transmissão do HCV, demonstrando que: 75 

(59,1%) dos indivíduos pesquisados possuíam histórico de cirurgias, 48 (39,3%) 

haviam realizado transfusão sanguínea no passado, 16 (12,7%) relataram fazer 

uso de vitaminas intravenosas, 9 (7,1%) mencionaram o uso de drogas ilícitas 

injetáveis e 7 (5,5%) afirmaram fazer uso de cocaína intranasal. A presença de 

tatuagens foi considerada uma possível fonte de infecção em 7 (5,5%) dos casos, 

a transmissão via manicure em 6 (4,8%) e a utilização compartilhada de lâminas 

de barbear em 3 casos (2,4%). Somente 4 (3,1%) dos indivíduos estudados 

submeterem-se à hemodiálise e 9 (7,1%) eram profissionais da área da saúde 

(Codes et al., 2003). Dados de outro estudo realizado na região Nordeste do 

Brasil demonstraram que: 93 dos participantes (40%) tinham histórico de 

transfusão sanguínea; 14 (6%) eram usuários de drogas intravenosas; 19 (18%) 

referiram inalação de cocaína; 28 (12%) tinham tatuagem; 15 (7%) eram 

trabalhadores da área da saúde; 5 (2%) referiram reutilização de seringas;  5 (2%) 

tinham múltiplos fatores de risco e 53 (23%) não referiram nenhum fator de risco 

(Paraná et al., 2000). Já no estado do Paraná, a transfusão sangüínea foi 

apontada como o principal fator de risco em indivíduos que não possuíam 
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infecção pelo HIV, e o uso de drogas injetáveis como o principal fator de risco 

encontrado em indivíduos co-infectados pelo HIV/HCV (Vogler et al., 2004). A 

presença dos mesmos fatores de riscos foi evidenciada na região Sul do Brasil, 

onde a utilização de drogas intravenosas, a transfusão sanguínea e a presença 

de tatuagens foram os principais fatores de risco encontrados em uma população 

de doadores de sangue HCV positivos (Brandão e Fuchs, 2002). 

 

2. Evolução Clínica da Hepatite C e Terapia Antiviral 

Após a infecção, o HCV replica-se preferencialmente no citoplasma dos 

hepatócitos do hospedeiro. No entanto, sabe-se que o vírus não possui efeito 

citopático direto, levando o fígado à infecção persistente, a qual depende, 

aparentemente, da rápida replicação viral e de sua contínua propagação de célula 

para célula, sem uma resposta imune adequada aos antígenos virais por parte 

dos linfócitos T (Hoofgnale, 2002). 

Quanto à sua apresentação clínica, a infecção pelo HCV é indolor e 

geralmente assintomática, sendo a fadiga o sintoma mais comumente relatado. 

Cerca de 10 a 30% dos pacientes portadores da infecção aguda desenvolve os 

sintomas clássicos das hepatites virais, tais como: icterícia, náuseas, vômito, dor 

abdominal, letargia e mialgias (Orland et al., 2001). Por isso, a hepatite C 

normalmente só é diagnosticada após a detecção laboratorial de resultados 

alterados das transaminases hepáticas anos após o evento de transmissão. Este 

também é um fator responsável pela diminuição da precisão das taxas de 

incidência da doença, uma vez que a maior parte dos casos recentes de infecção 

acaba não sendo notificada (Yen et al., 2003). 

A evolução da fase aguda para a crônica é marcada pela persistência do 

vírus no sangue do paciente, por um período superior a 6 meses, situação a qual 

ocorre em aproximadamente 80% dos casos (Chen e Morgan, 2006). Menor 

propensão ao desenvolvimento da fase crônica da doença tem sido observada em 

indivíduos jovens, que apresentam menos de 25 anos de idade, quando 

comparados aos indivíduos de idade mais avançada (Bellentani e Tiribelli, 2001). 

Porém, entre os sexos, os resultados dos estudos são divergentes, ora 

demonstrando menor propensão no sexo feminino (Wiese et al., 2000), ora 
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apresentando taxas de cronificação similares entre ambos os sexos (Bellentani e 

Tiribelli, 2001). Diferenças na taxa de cronificação da infecção e no 

desenvolvimento de complicações entre os diferentes grupos étnicos e raciais 

também já foram relatadas (Chen e Morgan, 2006). Por razões desconhecidas, 

indivíduos americanos afro-descendentes apresentaram maiores taxas de 

cronificação do que indivíduos caucasianos e hispânicos (Alter et al., 1999). Sabe-

se também que esta taxa é menor em pacientes que desenvolvem icterícia ou 

sintomas durante a fase aguda da infecção, quando comparados aos indivíduos 

assintomáticos (Villano et al., 1999). 

A fase crônica da hepatite C também apresenta um longo período 

clinicamente silencioso, ocorrendo uma lenta progressão para danos hepáticos 

graves. Manifestações clínicas podem surgir somente 10 a 40 anos após a 

infecção, sendo que os pacientes infectados permanecem virêmicos e, portanto, 

transmissores por esse longo período de tempo (Yen et al., 2003).  

Extensivos estudos têm focado o curso natural da progressão da hepatite C 

crônica para fibrose, cirrose, carcinoma hepatocelular e morte. Aproximadamente 

20% dos portadores crônicos do HCV evoluem se não tratados, para alguma 

forma de doença hepática terminal, como a hipertensão portal e o 

hepatocarcinoma, que ocorre em uma freqüência de 1-4% ao ano (Seeff, 2002; 

Teixeira et al., 2004). Nesta progressão, sabe-se que a fibrose é variável, mas é 

bem estabelecida a capacidade desta de influenciar a possível progressão para a 

cirrose. Em casos leves, a fibrose é limitada às áreas portais e periportais, no 

entanto, alterações mais avançadas podem ocorrer, nas quais a fibrose costuma 

estender-se de uma área portal à outra (Chen e Morgan, 2006).  A cirrose 

desenvolve-se em aproximadamente 20 a 40% dos indivíduos portadores de 

hepatite C crônica, mas sua manifestação clínica ocorre somente numa fase 

tardia, com sintomas de hipertensão portal ou insuficiência hepática (Seef, 2002). 

 Muitas pesquisas têm tentado definir o intervalo de tempo existente entre a 

infecção pelo HCV e o desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular 

(Chen e Morgan, 2006). Em torno de 10 a 20% dos pacientes portadores 

desenvolvem cirrose em até 20 anos, mas vale ressaltar que há evidências de 

que tanto os fatores externos como os do próprio hospedeiro podem acelerar as 
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manifestações clínicas (Seef, 2002). Já foi demonstrado que o consumo de álcool, 

bem como a presença de co-infecções pelos vírus da hepatite B (HBV) e da 

imunodeficiência humana (HIV), favorecem a progressão da doença (Datz et al., 

1999; Freeman et al., 2001; Teixeira et al., 2004). Outros fatores que podem 

contribuir na ocorrência de complicações hepáticas incluem a presença de 

imunossupressão, resistência à insulina (Diabetes), esteato-hepatite não-

alcoólica, esquistossomose, hemocromatose, tabagismo, fatores genéticos do 

hospedeiro, níveis de ferro e aminotransferases e fatores ambientais, tais como 

dieta e contaminantes tóxicos (Seef, 2002; Chen e Morgan, 2006). 

Estima-se que entre 1 e 3% dos indivíduos cronicamente infectados pelo 

HCV apresentem também manifestações extrahepáticas, as quais costumam 

envolver múltiplos órgãos e sistemas, acarretando problemas renais, 

dermatológicos, hematológicos e reumatológicos (El-Serag et al., 2002; Sene et 

al., 2004; Coccoli et al., 2007). As manifestações extrahepáticas incluem 

crioglobulinemias, linfomas B, glomerulonefrites, porfiria cutânea tarda, líquen 

plano, artrite soronegativa, ceratoconjuntivite, Diabetes Mellitus tipo II e desordens 

linfoproliferativas (Meyers et al., 2003). Alguns dados indicam ainda a associação 

entre a hepatite C crônica e os Linfomas de Hodgkin’s e de não-Hodgkin’s, 

tireoidites auto-imunes e Síndrome de Sjogren’s. Porém, não está bem 

esclarecido se estas doenças podem ser causadas diretamente pela infecção do 

HCV ou por uma subjacente estimulação imune decorrente da infecção crônica 

(Chen e Morgan, 2006). 

Atualmente já existe tratamento para a hepatite C, possibilitando inclusive a 

cura (eliminação do HCV) do paciente portador. A terapia combinada utilizando �-

interferon e ribavirina tem se mostrado eficiente no tratamento da infecção pelo 

HCV. A adição da molécula de polietilenoglicol ao interferon (�-interferon 

peguilado) proporcionou um maior tempo de ação desta droga e, na combinação  

com ribavirina, a resposta virológica sustentada entre os pacientes em tratamento 

foi significativamente maior (Shepherd et al., 2004; Yoon et al., 2007).  
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3. Estrutura e Organização Genômica do HCV 

O HCV é um membro da família Flaviridae e do gênero Hepacivirus 

(Simmonds et al., 2005). Seu genoma é do tipo RNA, fita simples, com 30 a 60 

nm de diâmetro e aproximadamente 9.500 bases de extensão, o qual é protegido 

por um capsídeo icosaédrico e um envelope lipídico, com duas glicoproteínas 

ancoradas (Penin et al., 2004; Silva e Niel, 2006).  

O genoma do HCV é composto de 3 diferentes regiões: (1) 5’ não-

codificante ou não-traduzida (5´NCR ou 5’UTR),  com aproximadamente 341 

bases e que contém dois domínios, um envolvido na replicação viral e um sítio de 

reconhecimento para a entrada nos ribossomos e o conseqüente  início da 

tradução da poliproteína viral; (2) uma fase de leitura aberta (ORF) com mais de 

9.000 nucleotídeos que codifica para uma única poliproteína, com uma pequena 

variação entre os diferentes genótipos, e que após sofrer clivagem origina quatro 

proteínas estruturais (core, E1, E2 e p7) e seis proteínas não-estruturais (NS2 à 

NS5B); (3) 3’ não-codificante ou não-traduzida (3´NCR ou 3’UTR) que possui uma 

seqüência variável de aproximadamente 40 bases, uma cauda de 

ribonucleotídeos rica em poli-UC, e uma região altamente conservada, com cerca 

de 98 bases (Figura 1) (Reed e Rice, 2000; Penin et al., 2004). 

 

 
Figura 1. Organização genômica do HCV. As letras S e NS correspondem 

às regiões que codificam as proteínas estruturais e não-estruturais do HCV, 

respectivamente. Adaptado de Penin et al., 2004. 

 

 

5’UTR 
3’UTR 

Sítio de entrada de ribossomos 
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A região 5’UTR é considerada um importante sítio de controle da 

transcrição e tradução viral. Além disso, é a porção mais altamente conservada 

do genoma, justificando o seu uso como alvo para diversos métodos de 

diagnóstico molecular do HCV (Zein, 2000; Scott e Gretch, 2007). 

A fase de leitura aberta (ORF) com mais de 9.000 nucleotídeos possui 

diversos genes que codificam várias proteínas estruturais e não estruturais 

(Tabela 1). O core é um gene mais conservado que codifica uma proteína 

estrutural de ligação ao RNA viral e que está envolvida na formação do 

nucleocapsídeo (McLauchlan, 2000; Ray e Ray, 2001; Tellinghuisen, 2002; 

Dubuisson, 2007). Altas taxas de mutações são observadas nos genes que 

codificam as proteínas do envelope viral (E1 e E2), especialmente na região que 

codifica para a proteína E2, sugerindo a exposição destas ao sistema imune do 

hospedeiro. Sabe-se que as glicoproteínas do envelope também são essenciais 

para entrada do vírus na célula, especialmente a proteína E1, que contém um 

sítio de ligação para a molécula CD81, a qual atua como receptora ou co-

receptora para o HCV. Logo, estas proteínas constituem um alvo interessante 

para o desenvolvimento de moléculas antivirais que bloqueiam a entrada do vírus 

na célula hospedeira. (Forns et al., 2000; Helle et al., 2006). A proteína p7 é uma 

pequena proteína hidrofóbica caracterizada como um canal iônico 

transmembranar, a qual não é requerida para a replicação do RNA viral, mas cuja 

presença parece ser essencial para gerar infecção (Sakai et al., 2003; Griffin et 

al., 2004; Premkumar et al., 2004). 

As proteínas não-estruturais do HCV (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e 

NS5B) possuem um papel importante no processamento da poliproteína viral e 

também na replicação do RNA (Tabela 1) (Dubuisson, 2007). Destas, a proteína 

NS2 pode ser considerada como não essencial para a formação do complexo de 

replicação. E embora sua função na forma madura seja desconhecida, sabe-se 

que antes da clivagem da poliproteína viral, ela possui, juntamente com a proteína 

NS3, uma atividade autoproteinase, responsável pela clivagem da junção NS2-

NS3 (Lindenbach e Rice, 2005). As clivagens restantes são processadas por uma 

serina-proteinase codificada pela região NS3, que também forma um complexo 

com a proteína NS4, a qual por sua vez, atua como um co-fator da proteinase 
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NS3. A proteína NS3 possui ainda, em sua extremidade C-terminal, um domínio 

RNA-helicase (Kim et al., 1996; Brass et al., 2006). A proteína NS4B demonstrou 

ter capacidade de induzir alterações na membrana intracelular, as quais são 

relacionadas à replicação do RNA viral (Egger et al., 2002), enquanto a proteína 

NS5A parece ter relação com a resistência do HCV à ação antiviral do interferon, 

sendo então denominada como Região Determinante de Sensibilidade ao 

Inteferon (ISDR) (Tan e Katze, 2001). Finalmente a proteína NS5B é reconhecida 

como a RNA-polimerase RNA-dependente do vírus, que não possui a habilidade 

de realizar correção de erros (“proofreading”) durante a replicação (Moradpour et 

al., 2004). 

Acredita-se que a curta região do genoma do HCV, denominada 3–UTR, 

possui um importante papel na iniciação da replicação do genoma viral (Penin et 

al., 2004).  

 

Tabela 1. Proteínas virais e suas funções no ciclo de vida do HCV 
 

Proteína Massa Molecular Função 

Core 21 kDa Proteína de ligação ao RNA; Nucleocapsídeo 

E1 31-35 kDa Glicoproteína do envelope associada com E2  

E2 70 kDa Glicoproteína do envelope associada com E1 

P7 7 kDa Canal iônico 

NS2 21 kDa Componente da NS2-3 proteinase 

NS3 69 kDa Domínio N-terminal da proteinase e helicase 

NS4A 6 kDa Co-fator NS3-4 A proteinase  

NS4B 27 kDa Indução de alterações membranares 

NS5A 56-58 kDa Fosfoproteína 

NS5B 68 kDa RNA polimerase RNA dependente 

Adaptado de Dubuisson, 2007. 
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Cabe destacar que embora a estrutura genômica do HCV esteja bem 

caracterizada, o ciclo de vida permanece ainda pouco conhecido, devido 

principalmente ao fato do vírus não replicar eficientemente em culturas celulares. 

Sendo assim, muitos aspectos foram deduzidos devido à analogia com os demais 

membros da família Flaviridae. Recentemente foi identificado o único tipo de HCV, 

denominado JFH-1, que pode replicar e produzir partículas virais eficientemente 

em culturas celulares, os quais são potencialmente infecciosos in vitro e in vivo. 

Espera-se com isto, uma futura evolução na compreensão da replicação e 

patogênese viral, bem como a utilização destas informações para a produção de 

drogas antivirais (Kato et al., 2007). 

 

4. Heterogeneidade Genotípica e Classificação do HCV 

 Assim como outros vírus RNA, o HCV exibe grande variabilidade genética 

decorrente da rápida replicação viral, da inexistência de um mecanismo de reparo 

(proofreading) da polimerase viral, resultando na substituição de nucleotídeos, e 

da ausência da atividade das 3’ e 5’ exonucleases (McGarvey et al., 1998).  

Os genomas dos HCVs diferem em torno de 35%, apresentando maior 

variabilidade nas regiões que codificam as proteínas do envelope (E1 e E2) e 

menor variabilidade nas extremidades não codificantes. Devido a estas variações,  

o HCV é atualmente classificado em seis genótipos (denominados pelos números 

arábicos de 1 a 6). Cada genótipo, por sua vez, compreende múltiplos subtipos 

(denominados a, b, c, etc), os quais diferem entre si por apresentar 20 a 25% de 

divergência em suas seqüências nucleotídicas (Simmonds, 2004).   

Já as complexas variantes genéticas encontradas e isoladas em um 

indivíduo são chamadas de quasiespécies, e estas resultam do acúmulo de 

mutações ocorridas durante a replicação viral no hospedeiro (Xavier e Bukh, 

1998). Acredita-se que a evolução de quasiespécies durante a fase aguda da 

hepatite C possui relação com a cronificação da doença, uma vez que esta 

diversidade populacional é responsável pelas rápidas mudanças no envelope 

protéico do vírus, contribuindo para o escape do sistema imune do hospedeiro 

(Farci et al., 2000; Hoofnagle, 2002).  
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Estudos referentes à distribuição global dos genótipos e suas análises 

filogenéticas têm proporcionado uma idéia da emergência e diversificação destes 

durante os séculos. De acordo com estas informações, a distribuição do genótipo 

2 iniciou-se a cerca de 90 a 150 anos atrás. Já os subtipos 1a e 1b tiveram seu 

início à aproximadamente 100 anos, enquanto o genótipo 3 surgiu a 40 anos 

atrás. Acredita-se ainda que os genótipos 4 e 6, emergiram muito mais cedo, em 

cerca de 350 e 700 anos  atrás, respectivamente (Pybus et al., 2001; Simmonds, 

2001). 

A existência de correlações entre os diferentes genótipos do HCV e a 

evolução da doença permanece pouco esclarecida, embora os resultados de um 

recente estudo tenham indicado a presença de uma associação entre o genótipo 

1b e o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (Stankovic-Djordjevic et al., 

2007). Por outro lado, a relação existente entre os diferentes genótipos do HCV e 

a resposta dos indivíduos à terapia antiviral, bem como a influência destes na 

determinação da duração do tratamento, têm sido amplamente demonstradas, 

principalmente para os genótipos 1, 2 e 3. Está bem estabelecido que pacientes 

infectados com os vírus dos genótipos 2 e 3 respondem mais favoravelmente à 

terapia antiviral do que  portadores do genótipo 1. Já a duração do tratamento 

para pacientes com genótipos 2 e 3 pode ser limitada a 24 semanas, enquanto 

pacientes com genótipo 1 requerem tratamentos por 48 semanas (Fried et al., 

2002; NIH, 2002; Hadziyannis et al., 2004).   

Recentes estudos têm focado na resposta à terapia antiviral em pacientes 

infectados pelos genótipos 4, 5 e 6. Até o presente momento, os resultados têm 

indicado que a resposta ao tratamento, em indivíduos portadores do genótipo 4, 

tende a ser  fraca, apresentando uma taxa de resposta viral sustentada, de cerca 

de 55 a 69%.  Além disso, o tratamento para este genótipo demonstrou ser mais 

efetivo quando realizado por 36 a 48 semanas. Já para os indivíduos infectados 

com o genótipo 5, foram observadas taxas de resposta viral sustentada similares 

às obtidas para os genótipos 2 e 3.  A duração do tratamento para os pacientes 

infectados com genótipo 6 permanece indeterminada, sendo evidenciado apenas 

que a resposta viral sustentada destes indivíduos está situada entre o nível das 
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respostas observadas para o genótipo 1 e os genótipos 2 e 3 (El-Zayadi et al., 

2005; Kamal et al., 2005; Nguyen et al., 2005). 

No nível nacional, a Portaria 863 do Ministério da Saúde descreve o 

esquema terapêutico para os genótipos 1, 2 e 3, estabelecendo as drogas de 

escolha, as doses indicadas, as vias de administração e a duração dos 

tratamentos para cada genótipo (Figura 2) (Ministério da Saúde, 2002) . Porém, 

algumas situações ainda aguardam publicação de portaria ministerial, e até o 

presente momento, seguem as seguintes diretrizes: pacientes portadores de 

genótipos 4 e 5, recidivantes ou não respondedores ao interferon convencional 

deverão receber retratamento com interferon peguilado associado à ribavirina por 

48 semanas (Ministério da Saúde, 2005).  

Tendo em vista que o genótipo pode ser utilizado como um marcador da 

probabilidade de resposta à atual terapia, a qual combina o uso de interferon 

peguilado e ribavirina (Zeuzem, 2004), alguns estudos recentes têm confirmado 

que os genótipos 1 e 4 são mais resistentes à terapia combinada, do que os 

genótipos 2 e 3. Logo, pode-se afirmar que os diferentes protocolos de tratamento 

estabelecidos de acordo com os genótipos do HCV, possuem uma significante 

influência no custo total e na morbidade do tratamento da doença (Hnatyszyn, 

2005). 

Além disso, a existência de diversas formas evolucionárias do HCV envolve 

implicações epidemiológicas e forenses, além de ser cientificamente relevante do 

ponto de vista filogenético e taxonômico. A determinação dos genótipos e 

subtipos é relevante em estudos epidemiológicos e no rastreamento de fontes de 

contaminação, como em centros de hemodiálise, hospitais, bancos de sangue, 

etc. (Abacioglu et al., 2000; Kokubo et al., 2002).  
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Figura 2. Esquemas terapêuticos preconizados para o tratamento da Hepatite C 

crônica no Brasil. Adaptado de Hepatites Virais: O Brasil está atento. 2 ed. 

Ministério da Saúde, 2005. 

 

5. Epidemiologia do HCV e Distribuição Genotípica 

Além de ocorrer variação na prevalência conforme a parcela da população 

estudada (as taxas são mais altas nos grupos de risco), a freqüência de 

infectados varia conforme a região geográfica. Estima-se que a prevalência da 

hepatite C seja menor que 1,0% no Norte da Europa e maior que 2,9% no Norte 

da África. A menor prevalência (0,01%-0,1%) tem sido reportada em países do 

Reino Unido e Escandinávia, enquanto a maior prevalência (15%-20%) tem sido 

observada em determinadas cidades do Egito. Diversos países, incluindo os 

Estados Unidos, Austrália, Turquia, Espanha, Itália e Japão, possuem 

prevalências médias globais de 1,0% a 1,9%. Mas diferentes padrões de 

prevalência conforme as faixas etárias também têm sido relatas (Alter et al., 2000; 

Frank et al., 2000; Okayama et al., 2002; Law et al, 2003; Sagnelli et al., 2005; 

Armstrong et al., 2006).  

No Brasil, estimativas da Organização Mundial da Saúde sugerem que 

entre 2,5 e 4,9% da população geral apresenta anticorpos anti-HCV. Isto 

corresponde a 3,9 a 7,6 milhões de portadores crônicos de risco para o 

desenvolvimento de cirrose e/ou câncer hepático (WHO, 2000). Informações 

como as contidas no Programa Nacional para a Prevenção e o Controle das 

Hepatites Virais, indicam que a realidade epidemiológica das hepatites virais deve 
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ser bastante diversa nas diferentes regiões brasileiras (Ministério da Saúde, 

2002). 

Wasley e Alter (2000), afirmaram previamente que a soroprevalência do 

HCV entre os doadores de sangue brasileiros pode variar de 1 a 5%. No entanto, 

estudos posteriores relataram dados de prevalências acima e abaixo deste 

intervalo. Na região Amazônica, foi encontrada uma taxa de 5.9%, enquanto no 

estado no Rio de Janeiro a prevalência em doadores sanguíneos foi de 0.9% e no 

estado de Santa Catarina o valor ficou em 0.31% (Rosini et al., 2003; Da Fonseca 

e Brasil, 2004; Andrade et al., 2006). Dentre os estudos regionais de prevalência 

do HCV, Focaccia e colaboradores (1998) reportaram na população geral do 

município de São Paulo, uma prevalência estimada de 1.42% para a hepatite C. 

Já no estado da Bahia, um estudo de base populacional demonstrou uma 

prevalência de 1,5% para a infecção pelo HCV (Zarife et al., 2006b).No estado do 

Rio Grande do Sul, especificamente em Porto Alegre, uma prevalência de 1.1% 

de anti-HCV foi observada em doadores de sangue (Brandão e Fuchs, 2002). 

Quanto à incidência, dados oficiais do Ministério da Saúde apresentaram 

os seguintes registros referentes ao número de novos casos confirmados de 

hepatite C no ano de 2006: 404 casos na região Norte do país, 1.191 na região 

Nordeste, 10.038 na região Sudeste, 4.677 na região Sul e 729 casos na região 

Centro-Oeste. Já com relação ao número de óbitos, no ano de 2006 foram 

descritos 57 casos na região Norte, 175 na Nordeste, 798 na Sudeste, 368 na Sul 

e 69 na Centro-Oeste (Ministério da Saúde, 2007). Vale destacar que a 

determinação precisa da incidência da infecção pelo HCV é difícil devido ao fato 

da maioria das infecções agudas serem assintomáticas ou evoluírem para a cura 

sem a devida notificação (Hagan et al., 2002; Alter, 2007).  

Assim como a prevalência do HCV é variável entre as regiões do mundo, 

estudos epidemiológicos têm revelado que os diferentes genótipos do HCV 

também apresentam diferentes distribuições geográficas, sendo que os genótipos 

1, 2 e 3 distribuem-se no mundo inteiro, mas suas prevalências relativas variam 

de uma região geográfica para outra. O genótipo 4 é endêmico no Egito, Gabão e 

países do Oriente Médio, o genótipo 5 é encontrado principalmente na África do 
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Sul, enquanto o tipo 6 é normalmente detectado na Ásia (Zein, 2000; Simmonds 

et al., 2005), 

No Brasil, uma pesquisa recente demonstrou que a distribuição dos 

genótipos pode variar entre as diferentes regiões e até mesmo entre os diferentes 

estados da mesma região. Porém, os dados demonstraram que o genótipo 1 foi o 

mais freqüente em todas as regiões, apresentando a mais alta freqüência 

percentual na região Norte do país. Em seguida encontrou-se o genótipo 2, o qual 

foi proporcionalmente mais freqüente na região Centro-Oeste, especialmente no 

estado do Mato Grosso do Sul, enquanto o genótipo 3 foi mais comum no Sul do 

país. Por outro lado, os genótipos 4 e 5 foram raros, tendo sido relatado apenas 1 

caso da cada genótipo na cidade de São Paulo (Campiotto et al., 2005). 

Outros estudos regionais referentes à distribuição genotípica também já 

foram realizados nas regiões Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste do 

Brasil e algumas peculiaridades na epidemiologia do HCV foram observadas. 

Porém, a maioria dos dados de prevalência dos genótipos do HCV geralmente 

são relacionados à grandes centros urbanos (Codes et al., 2003; Focaccia et al. 

1998; Paraná et al. 2000; Vogler et al., 2004; Silva et al., 2005; Silva et al., 2006, 

Martins et al., 2006, Espírito-Santo et al., 2007).  

De acordo com as pesquisas, o genótipo 1 é amplamente predominante na 

região Norte e Nordeste do Brasil, seguido pelo genótipo 3. Já os genótipos 

africanos (4 e 5) não haviam sido identificados, sugerindo que o vírus foi 

introduzido na região através da imigração européia (Lunge et al., 1999; Paraná et 

al., 2000). Porém, recentemente um único caso de genótipo 4 foi reportado em 

Salvador (Zarife et al., 2006a). A análise da prevalência dos genótipos em 

doadores sanguíneos da região Centro-Oeste do Brasil demonstrou a 

predominância do genótipo 1 (67,9%), seguido pelo genótipo 3 (29,1%) e pelo 

genótipo 2 (3%), respectivamente (Martins et al., 2006). Esta mesma tendência na 

distribuição genotípica foi encontrada na região sul do país, em um estudo 

realizado na população da cidade de Londrina (Vogler et al., 2004). Os estados do 

Rio Grande do Sul e de Santa Catarina também demonstraram a predominância 

do genótipo 1 (53.9%), entretanto, as freqüências dos genótipos 3 (40,7%) e 2 

(5.4%) foram significantes se comparadas às encontradas em outros estados 
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(Silva et al., 2007). Estas frequências genotípicas foram similares às encontradas 

em um estudo prévio, realizado na mesma região (Krug et al., 1996), indicando 

assim a ausência de mudanças substanciais nesta última década (Silva et al., 

2007).  

 

6. Diagnóstico Laboratorial do HCV 

Os métodos laboratoriais usados para o diagnóstico e monitoramento da 

infecção pelo HCV incluem: (a) testes indiretos (sorológicos) para detectar 

anticorpos anti-HCV, baseados em ensaios imunoabsorventes ligados à enzima 

(ELISA, do inglês enzyme-linked immunosorbent assay) e o ensaio Imunoblote 

Recombinante (RIBA, do inglês Recombinant Immunoblot Assay); (b) testes 

moleculares qualitativos e quantitativos, para detectar e quantificar o RNA do 

HCV, e (c) testes moleculares de genotipagem (Richter, 2002). 

Além destes, a determinação dos níveis de enzimas hepáticas 

(aminotransferases) no plasma e a avaliação histológica da biópsia hepática são 

exames utilizados no acompanhamento da evolução da doença e durante a 

terapia antiviral. A biópsia do fígado é considerada padrão-ouro para o 

estabelecimento e classificação do estágio da doença hepática, e a classificação 

da doença é medida pelo número de células inflamatórias mononucleares 

presentes na área portal e ao seu redor e pelo número de hepatócitos mortos ou 

que estão em processo de morte (Chen e Morgan, 2006).   

   

6.1 Testes Indiretos (Sorológicos) 

A infecção pelo HCV é geralmente diagnosticada pela detecção de 

anticorpos anti-HCV no plasma ou no soro, utilizando-se ensaios baseados na 

técnica de ELISA. Por ser um método de fácil execução, esta técnica tem sido 

amplamente utilizada para triagem do HCV em bancos de sangue e em 

laboratórios de análises clínicas (Domiati-Saad e Scheuermann, 2006).  

Porém, existem circunstâncias em que não é possível realizar a detecção 

de anticorpos anti-HCV, especialmente durante a fase inicial da infecção (período 

da “janela imunológica”) e em indivíduos imunocomprometidos, os quais podem 

não desenvolver anticorpos anti-HCV. Sabe-se que somente 50 a 70% dos 
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pacientes com infecção aguda que desenvolvem sintomas, possuem anticorpos 

detectáveis naquele momento. No entanto, 90% destes terão anticorpos 

mensuráveis após um período de 3 meses (Marison et al., 1999). Também é 

relevante o fato de que embora os métodos sorológicos possam detectar a 

presença de anticorpos anti-HCV, os quais indicam a presença de infecção, estes 

não são capazes de discriminar a infecção aguda da crônica ou da remissão da 

doença (Pawlotsky, 1999). 

Uma desvantagem adicional é que resultados falso-positivos podem 

ocorrer em pacientes com doenças auto-imunes e em neonatos de mães 

portadoras da hepatite C crônica (Pawlotsky, 2002). Por outro lado, resultados 

falso-negativos são mais comuns nos primeiros dias após a infecção, em 

pacientes HIV positivos, em hemodialisados e em pacientes submetidos à 

quimioterapia (Teixeira et al., 2004).  

Embora os testes sorológicos de terceira geração sejam mais sensíveis e 

específicos, e seus resultados sejam menos influenciados pelos fatores acima 

citados (Thio et al., 2000), testes imunológicos complementares podem ser 

usados para discriminar resultados falso-positivos diagnosticados por ELISA, 

sendo o RIBA (do inglês Recombinant Immunoblot Assay) e o LIA (do inglês Line 

Immunoassay) os mais usados (Silva e Niel, 2006). Porém, com o advento dos 

testes moleculares, ocorreu uma queda significativa na utilização destes ensaios 

(Pawlotsky, 2002). 

 

6.2 Testes Moleculares Qualitativos  

Os testes moleculares diferem dos testes sorológicos, por detectar a 

presença direta do RNA do HCV, a qual indica realmente que o paciente está 

infectado pelo vírus. Além disso, através das técnicas moleculares, o RNA viral 

pode ser detectado no soro do paciente em cerca de 1 a 3 semanas após a 

exposição ao HCV, período anterior à detecção de anticorpos (Strader et al., 

2004). 

Sendo assim, os testes qualitativos são utilizados nos casos em que é 

necessário confirmar a presença do vírus e definir a cronicidade da infecção. No 
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entanto, embora os ensaios qualitativos sejam bastante sensíveis, é possível que 

a viremia esteja abaixo do limite de detecção do método (Castillo et al., 2004). 

No contexto nacional, a Portaria N°863 de novembro de 2002, estabelece a 

detecção do RNA viral para a inclusão do portador crônico no protocolo de 

tratamento do HCV, bem como para a monitorização da resposta virológica 

durante e no final do tratamento (Ministério da Saúde, 2002). Adicionalmente, a 

análise qualitativa é recomendada na determinação da infecção aguda 

(principalmente em casos suspeitos de transmissão) e na avaliação da resposta à 

terapia antiviral durante e após o tratamento (Sarrazin et al., 2000; Desombere et 

al., 2005;).  

As principais técnicas de detecção do RNA do HCV são a Transcrição 

Reversa seguida da Reação em Cadeia da Polimerase ou simplesmente RT-PCR 

(do inglês Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) e a amplificação 

mediada na transcrição, denominada TMA (do inglês Transcription-Mediated 

Amplification) (Strader et al., 2004). A utilização da técnica da RT-PCR é mais 

freqüente, sendo que os principais protocolos utilizam a região 5’UTR como alvo, 

por ser considerada a região mais conservada (Simmonds et al., 2005). Kits 

comerciais baseados nesta técnica foram aprovados pela FDA (USA) e estão 

disponíveis atualmente, com as seguintes denominações: Amplicor® HCV v 2.0, 

da empresa Roche Molecular Systems (Pleasanton, Califórnia), Ampliscreen 2.0 , 

da mesma empresa e UltraQual da empresa National Genetics Institute (Los 

Angeles, Califórnia). Também existem kits comerciais baseados na tecnologia de 

TMA. Entre os quais destacam-se: Versant® HCV RNA Qualitative Assay, da 

empresa Bayer Health Care (Emeryville, Califórnia) e Procleix® HIV-1/HCV 

nucleic acid (TMA) test, da empresa Gen-Probe (San Diego, Califórnia) (Ross et 

al., 2001; Desombere et al., 2005). 

 

6.3 Testes Moleculares Quantitativos 

A quantificação do HCV, por sua vez, constitui um teste importante para o 

monitoramento da resposta durante e após o tratamento antiviral (Davis, 2002; 

NIH, 2002). Atualmente é estabelecido que pacientes infectados com genótipo 1 

que apresentam uma queda menor que 2 logs nos níveis de carga viral, após 12 
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semanas de terapia, provavelmente não terão uma resposta viral sustentada, logo 

o tratamento é cessado, poupando assim os pacientes do alto custo e da 

toxicidade associada ao longo tempo de terapia (Manns et al., 2001; Fried et al., 

2002; Torriani et al., 2004).       

Similarmente, dados recentes sugerem que pacientes com genótipos 2 e 3 

que apresentam níveis indetectáveis de RNA do HCV após 4 semanas de 

tratamento, podem ser submetidos à um menor tempo de terapia (12 semanas no 

total), sem comprometer a eficácia da mesma, ao invés de cumprir as 24 

semanas de terapia padronizadas anteriormente (Mangia et al., 2005).   

  O RNA do HCV pode ser quantificado através de uma variedade de 

metodologias, tais como técnicas baseadas em variações da PCR, como PCR 

competitivo e PCR em tempo real, através de metodologias baseadas na 

amplificação de sinal, como a bDNA (do inglês Branched DNA) ou ainda através 

da técnica de hibridização seguida da amplificação de ácidos nucléicos, 

denominada NASBA (do inglês nucleic acid sequence–based amplification). 

Porém, os ensaios quantitativos mais utilizados são o PCR competitivo e o bDNA, 

os quais estão disponíveis na forma de kits comerciais denominados: Quantitative 

RT-PCR Monitor 2.0, fornecido pela empresa Roche Molecular Systems 

(Pleasanton, Califórnia) e Versant bDNA 3.0 test, da empresa Bayer Health Care 

(Emeryville, Califórnia), respectivamente (Hollingsworth et al., 1996; Lunel et al., 

1999; Morishima et al., 2004).  

Recentemente, a utilização da técnica de PCR em tempo real (do inglês 

PCR real time) tem sido considerada vantajosa, por ser rápida, automatizada, 

confiável e de custo efetivo, representando assim um progresso real nos ensaios 

de quantificação (Caliendo et al., 2006). Ensaios baseados nesta tecnologia são 

disponibilizados comercialmente pelas empresas Roche Molecular Systems 

(Pleasanton, Califórnia) e Abbot Diagnostic (Illinois, USA) (Barbeau et al., 2004; 

Konnick et al., 2005). 

 

6.4 Testes de Genotipagem do HCV 

A determinação do genótipo viral é essencial na prática clínica por 

estabelecer a duração do tratamento e da terapia de escolha (Fried et al., 2002; 
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Hadziyannis et al., 2004). No Brasil, técnicas de caracterização genotípica são 

imprescendíveis para o enquadramento dos pacientes ao tratamento antiviral. 

Logo, para preencher a necessidade clínica, os métodos disponíveis 

comercialmente devem possibilitar a discriminação fidedigna entre os genótipos 

(Ministério da Saúde, 2005; Weck, 2005). 

O ensaio padrão-ouro para a genotipagem do HCV é o seqüenciamento 

seguido da análise filogenética, no qual o ácido nucléico viral é amplificado e 

seqüenciado por técnicas laboratoriais e após uma região específica é comparada 

através da análise computadorizada. O seqüenciamento de diferentes regiões do 

genoma (5´UTR, Core, E1, NS3 e NS5) permite a identificação dos principais 

genótipos, produzindo resultados equivalentes (Majid e Gretch, 2002). 

Recentemente, um estudo multicêntrico comparou os resultados de duas 

diferentes metodologias de seqüenciamento, focadas na região NS5b e 5’UTR do 

HCV, respectivamente. E os resultados obtidos sugerem que os testes baseados 

no seqüenciamento da região 5’UTR são capazes de prover informações 

suficientes para fins clínicos, enquanto  a região NS5b é a mais indicada  para a 

identificação dos subtipos, relevante para estudos epidemiológicos e 

rastreamento de surtos infecciosos (Laperche et al., 2005). 

No entanto, embora o seqüenciamento genético de regiões do HCV seja 

considerado o teste definitivo para definir os genótipos virais, a complexidade do 

procedimento dificulta a aplicação desta metodologia para o diagnóstico em larga 

escala. E até mesmo com a introdução de métodos automatizados de 

seqüenciamento, poucos laboratórios estão devidamente equipados para 

executar este procedimento (Zein, 2000).   

Como alternativa aos laboratórios clínicos, diversos kits encontram-se 

disponíveis comercialmente. Estes kits baseiam-se na própria técnica de 

seqüenciamento ou em técnicas de amplificação e hibridização. O Trugene® 5’NC 

HCV Genotyping Kit, da empresa Bayer Healt Care (Emeryville, Califórnia) é um 

kit específico para o seqüenciamento do HCV. Já o INNO-LiPA HCV II, da 

empresa Innogenetics (Bélgica) ou Versant® HCV Gentyping Assay, também da 

empresa Bayer Healt Care (Emeryville, Califórnia), realiza a genotipagem pela 

hibridização dos produtos da PCR com sondas específicas (Chevaliez e 
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Pawlotsky, 2006). Entre estes, o Inno LiPA HCV II é o mais amplamente 

disseminado em laboratórios, pois é um teste colorimétrico de fácil execução, que 

determina o genótipo do HCV através da hibridização reversa de amplicons a 

sondas específicas para cada genótipo, as quais estão distribuídas em uma tira 

de nitrocelulose. Outras vantagens desta metodologia são a facilidade de 

interpretação e o reconhecimento de infecções mistas (presença de múltiplos 

genótipos). Entretanto, entre as principais desvantagens estão a dificuldade de 

distinguir alguns subtipos do HCV e os resultados negativos na presença de carga 

viral baixa (Nolte, 2001; Strader et al., 2004).   

O kit comercial The Invader HCV Genotyping 1.0 (Third Wave 

Techonologiesv (Madison, WI) é um ensaio desenvolvido recentemente. Este 

teste promove a diferenciação dos genótipos 1 a 6 baseado na variação de 

seqüências da região 5’UTR. O teste é em formato de microplacas, e os 

resultados são obtidos em cerca de 1 hora, porém também não identifica os 

subtipos, cujas determinações são dispensáveis ao estabelecimento do 

tratamento (Germer et al., 2006). 

Estudos mais recentes têm descrito o PCR em tempo real como uma 

técnica simples e rápida para a genotipagem do HCV, salientando que a mesma 

não requer manipulação enzimática ou transferência de material para um novo 

tubo. Somado a isso, o crescente número de plataformas disponíveis para a PCR 

em tempo real tem favorecido seu uso, tornando assim esta técnica cada vez 

mais atrativa (Rolfe et al., 2005; Gunson et al., 2006; Moghaddam et al., 2006). 

 Embora a utilização da técnica de PCR em tempo real seja uma excelente 

alternativa para genotipagem do HCV, os custos com a aquisição da plataforma e 

insumos necessários para a execução diária da mesma permanecem altos para 

muitos laboratórios de pequeno e médio porte. Logo, técnicas desenvolvidas in 

house são utilizadas nos exames de genotipagem de muitos laboratórios, por 

apresentarem custos mais acessíveis e fácil implementação e execução na rotina 

laboratorial.  

Os métodos in house utilizados costumam empregar a amplificação com 

oligonucleotídeos específicos ou a análise de Polimorfismos dos Fragmentos de 

Restrição (RFLP), a qual utiliza enzimas de restrição para determinar o genótipo 
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do vírus. Neste método, o fragmento de DNA amplificado pela PCR é digerido por 

enzimas de restrição (endonucleases) em fragmentos de diferentes tamanhos, 

sendo que estas enzimas reconhecem e clivam sítios específicos para cada 

genótipo. Os fragmentos resultantes são então separados por eletroforese em gel 

de agarose, e cada genótipo é reconhecido pelo seu padrão de digestão exclusivo 

(Davidson et al., 1995; Nolte, 2001).  

Além da praticidade e baixo custo, a utilização de ensaios baseados na 

RFLP já é bem estabelecida para a genotipagem do HCV, sendo que esta vem 

sendo utilizada em diversos estudos epidemiológicos realizados em diferentes 

localidades geográficas (McOmish et al., 1994; Krug et al., 1996; Davidson e 

Simmonds, 1998; Lunge et al., 1999; Silva et al., 2007).  No entanto, a utilização 

desta técnica na prática clínica atualmente é baixa, pois a maior parte dos 

protocolos existentes propõem uma forma de execução complexa, exigindo um 

excessivo número de digestões com diferentes enzimas de restrição, além de 

gerar padrões de interpretação complicada para a correta definição dos genótipos 

(McOmish et al., 1994; Krug et al., 1996). 
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

Atualmente está bem estabelecida a relevância clínica da determinação do 

genótipo do HCV nos diversos protocolos de tratamento. No entanto, os testes 

moleculares atualmente disponíveis para a genotipagem do HCV são complexos, 

envolvem várias etapas de processamento, tornando o procedimento de análise 

lento e de difícil execução na prática clínica. Soma-se a este quadro, o alto custo 

da aquisição de kits comerciais e insumos para a realização destes testes. Como 

conseqüência, a oferta de serviços de biologia molecular na rede pública de 

análise de hepatites virais no Brasil está bastante abaixo da necessidade 

(Ministério da Saúde, 2002).  

O desenvolvimento de um teste de genotipagem fundamentado em uma 

metodologia simplificada da técnica de PCR-RFLP poderá agilizar e diminuir o 

custo de todo o procedimento de análise, facilitando sua implementação em 

laboratórios clínicos e tornando a realização de investigações de genótipos do 

HCV acessível a um maior número de portadores. 

 Sendo assim, a presente dissertação de mestrado teve como objetivo 

desenvolver e validar uma metodologia molecular de genotipagem do HCV, 

baseada na tecnologia do PCR-RFLP, e realizar uma avaliação da distribuição 

dos genótipos do HCV nas diferentes regiões do estado do Rio Grande do Sul.  
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ARTIGO CIENTÍFICO: Developing a simplified PCR-RFLP method for HCV 

genotyping standardization in a large cohort of individual from Rio Grande do Sul - 

Southern Brazil  

Este artigo aborda uma metodologia simples para a genotipagem do vírus 

da hepatite C e está em preparação para ser submetido à publicação na revista 

Memórias do Instituto Osvaldo Cruz. 
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Abstract 

HCV genotypes have to be accurately determined by clinical laboratories because 

important therapeutic decisions for chronic HCV-related hepatitis are made on the 

basis of this information. There are several laboratorial techniques for HCV 

genotyping, including the first described restriction fragment length polymorphism 

of the 5´non coding region (5´NCR-RFLP), and the most largely used sequencing, 

considered the gold standard. However, precise, fast and low cost genotyping 

methods are always required in the clinical laboratories. The aim of the present 

study was to develop and validate a simplified genotyping methodology using the 

classical 5´NCR-RFLP of polymerase chain reaction (PCR) amplified products and 

3 restriction enzymes. This methodology was used to evaluate 804 HCV-RNA 

samples and proved to be efficient and specific for the main genotypes found in 

Brazil (1, 2 and 3). This technique was also used to determine the prevalence and 

geographic distribution of HCV genotypes in Rio Grande do Sul state. HCV 

genotype 1 was the most frequent (52,3%), followed by genotype 3 (40,8%) and 

genotype 2 (6,4%). There was a significant difference in the distribution of 

genotypes when the metropolitan region was compared with the interior of the 

state, highlighting the higher frequency of the genotype 2 in the interior (12.3%). 

The frequencies of HCV genotypes were also different among geographic regions, 

emphasizing the high frequency of genotype 3 in the Serra (mountains) region 

(61.5%) and genotype 2 in the Planalto (North) region (33.3%). 

 

Key words:� HCV genotypes, PCR-RFLP, nucleotide sequencing, HCV 

prevalence. 
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Introduction 

Hepatitis C virus (HCV) is a well-known agent of liver disease, including 

cirrhosis and hepatocellular carcinoma, and approximately 2,2% of the people are 

infected with this virus around the world (GBD 2004). On the basis of the similarity 

of nucleotide sequences, HCV is classified into six major genetic groups 

designated genotypes (1 to 6) distributed worldwide. Genotypes 1, 2, and 3 are 

present in almost all countries, including Brazil, however the relative prevalence 

varies from one geographic area to another (Zein 2000, Simmonds 2004).  

 HCV genotyping is an important tool for the prognosis and follow-up of the 

infected patients. Viral genotype serves as a guideline for the determination of the 

interferon-ribavirin combination therapy (Zeuzem 2004). The reference method for 

genotyping is the sequence analysis of some specific regions of the HCV genome 

(5´NCR, E1, NS5B) followed by phylogenetic analysis (Simmonds et al. 1995, 

Pawlotsky 2002). However, in a routine laboratory, simpler, faster and less 

expensive methods are required (Silva et al. 2007). Some current alternative 

methods include indirect serological typing (Simmonds et al. 1993), amplification 

by polymerase chain reaction (PCR) with genotype specific primers (Okamoto et 

al. 1992), PCR followed by hybridization with type-specific probes (Stuyver et al. 

1993) and PCR followed by digestion with restriction enzymes and restriction 

fragment length polymorphism analysis (PCR-RFLP) (McOmish et al. 1994).   

 The RFLP of the 5´non coding region (5´NCR) of the HCV genome was one 

of the first assays used in large genotyping studies. In this procedure, the HCV 

PCR-amplified DNA fragment is digested into fragments with different restriction 
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enzymes that recognize cleavage sites specific for each genotype (McOmish et al. 

1994). Genotyping based on the amplification of this region has the advantage that 

it can be performed on PCR amplification products obtained from HCV-RNA 

detection tests (Germer et al. 1999, Erensoy 2001). However, this procedure is not 

largely used because it is laborious and time-consuming, involving the use of 5 to 

6 different restriction enzymes, and is hampered by partial digestions and 

indeterminate results (McOmish et al. 1994, Davidson et al. 1995, Scott and 

Gretch, 2007). 

The present study aimed to develop and validate a simplified PCR-RFLP 

method, based in a workflow procedure using only 3 restriction enzymes (Hinf I, 

BstN I and Hae III), for the genotyping of HCV Brazilian samples. This 

methodology was then used to evaluate the geographical distribution of the HCV 

genotypes in Rio Grande do Sul state (Southern Brazil). 

 

Materials and Methods 

This project was approved by the Ethical Committee of the Universidade 

Luterana do Brasil (Canoas, RS, Brazil).  

 

Sequences and Comparative analysis 

A total of 1.080 HCV 5´ non coding region (NCR) nucleotide sequences 

(accession numbers EF558854-EF558890, EF564603-EF564609, EF571224-

EF571247, AY306229-AY306686, AY309974-AY310119 and AY310921-

AY311334) were retrieved through the Entrez service from the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, MD database. These sequences 
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were obtained in previous HCV genotypes prevalence studies with 1.080 different 

HCV infected patients from different states of the 5 geographic regions from Brazil 

(Campiotto et al. 2005, Silva et al. 2007).  Further, 26 reference sequences from 

different genotypes (according consensus proposals) were retrieved for 

comparative analysis (Simmonds et al. 2005).  

Sequences were edited and aligned using EditSeq and MegAlign (option 

Clustal method) programs from the DNAstar package (LaserGene Inc.,Madison, 

WI, USA). The presence of the sites for 6 different restriction enzymes (Hae III, 

Hinf I, BstN I, Rsa I, BfuC I and BstU I) were analyzed using Mapdraw program 

from the DNAstar package (LaserGene Inc.,Madison, WI, USA). The predicted 

banding patterns were defined for the HCV genotypes. 

  

Samples 

The first group of samples included a panel of 20 HCV-positive plasma 

samples from patients attended in a commercial laboratory (Weimann 

Laboratories, Porto Alegre, RS, Brazil) previously genotyped by sequencing, 

performed on an automatic DNA sequencer (Applied Biosystems Inc., CA, USA).  

The second group was composed by 804 HCV-positive consecutive plasma 

samples analyzed in the routine service of a molecular diagnostic laboratory 

(Simbios Biotecnologia, Canoas, RS, Brazil). These samples were collected from 

different patients and sent to Laboratorio Simbios by clinical laboratories from 

different cities of Rio Grande do Sul state (n=698) and other states (n=106) in 

2007 and 2008. All samples were stored at -20°C until use. 
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RNA extraction and nested RT-PCR 

RNA was purified from 100 µl of plasma by a silica RNA extraction method 

adapted from Boom et al. (1990). Briefly, 100 µL of plasma sample was added to 

900 µL of lysis buffer in a micro-tube and incubated at room temperature for 10 

min. After, 20 µL of silica particles suspension was added to each micro-tube, 

vortexed 2-fold and centrifuged at 10,000 rpm for 30 sec. The pellet was washed 

twice with 1.0 ml of washing solution, twice with 1.0 ml of 75% ethanol and once 

with 1.0 ml of acetone. After the last centrifugation step, the supernatant was 

removed and the pellet was dried at 56-600C for 15 min. RNA was eluted with 50µl 

of elution buffer and the tube was incubated at 650C for 5 min. The RNA solution 

was separated of the silica particles centrifuging at 10,000 rpm for 3 min.  

Reverse transcription and the first-round of PCR amplification (RT-PCR) 

was performed in a 20 �l reaction volume using 14,5 �l of a mastermix solution 

(final concentration of 75 mM KCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 3 mM MgCl2, 2.5 mM 

DTT, 1 mM dNTPs and 2.0 µM of the primers 5' - CCC CTG TGA GGA ACT WCT 

GTC TTC ACG C -3’ and 5' - 5' - AGG TTT AGG ATT TGT GCT CAT - 3'), 24 U of 

MMLV-RT (Invitrogen, USA), 4 U RnaseOut (Invitrogen, USA), 1 U Taq DNA 

polymerase (Cenbiot Enzimas, RS, Brazil) and 5 µl of extracted  RNA. The RT-

PCR amplification was performed with 30 min at 37°C followed for 15 cycles with 

cycling temperatures and times of 94°C for 30 sec, 60°C for 30 sec and 72°C for 

60 sec. A final extension step of 72°C for 7 min was also included. A nested PCR 

(second round of amplification) was carried out in a 30 �l reaction volume using 

28,6 �l of a mastermix solution (final concentration of 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, 

pH 8.3, 1.5 mM MgCl2, 1 mM dNTPs, 1 U Taq DNA polymerase, 0.5 µM of the 
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primers 5'- GAA AGC GYC TAG CCA TGG CGT TAG -3' and 5’- ACG GTC TAC 

GAG ACC TCC CGG GGC -3’). The PCR amplification was carried out for 45 

cycles with 2 cycling temperatures and times: 94°C for 15 sec and 60°C for 60 

sec. Positive and negative samples were added as controls in all steps.  

 

5'NCR region genotyping 

Genotyping of all HCV positive RNA samples was performed by a restriction 

fragment length polymorphism (RFLP) procedure adapted of the original method 

described by McOmish et al. (1994). Briefly, 3 restriction enzymes were used in 2 

separate digestion systems for the cleavage of each nested PCR product. The first 

system consisted in a single digestion of a 2µl aliquot of the amplified fragment 

with 2 U of Hae III in the respective buffer (NEBBuffer 2) (New England Biolabs, 

USA). The second one was a double digestion of 2µl aliquot of the amplicon with 2 

U of Hinf I and BstN I in an appropriate buffer for both restriction enzymes 

(NEBBuffer 2) (New England Biolabs, USA). The first system was incubated for 1h 

at 37°C and the second system was incubated for 1h at 37°C following 1h at 60°C.  

Amplicons of 21 samples were submitted to restriction digestion with 3 other 

enzymes: Rsa I (Promega, USA), BfuC I and BstU I (New England Biolabs, USA). 

Single digestion reaction systems were prepared using 2µl aliquot of the amplified 

fragment with 2 U of the respective enzyme and the appropriate buffer as follow: 

Rsa I – Buffer C (Promega, USA); BfuC I and BstU I - NEBBuffers 4 and 2, 

respectively (New England Biolabs, USA). All the 3 systems were incubated for 1h 

at 37°C. 
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Digested products were separated by electrophoresis on a 12,5% 

polyacrylamide gel and visualized by rapid silver staining (Sanguinetti et al. 1994). 

The banding patterns for the different HCV genotypes were deduced from those 

previously established by analysis of the 5' NCR sequences obtained from genes 

databases (previously described). The genotypes were then identified according to 

previous denomination (Simmonds et al. 2005). 

 

Statistical analysis 

The HCV genotypes of the samples from Rio Grande do Sul state were 

evaluated according to the region of sample collection. The genotype prevalence 

among different regions of the state was compared using Pearson chi-square test 

and the alternative chi-square test described by Roff & Bentzen (1989). 

Differences were considered to be statistically significant when the P value was < 

0.05.  

 

Results  

Prediction of RFLP patterns and HCV typing method 

On the basis of the alignment, the 1.080 NCBI sequences were evaluated 

and genotype specific RFLP patterns were searched in silico. In principle, the 

differentiation of the 3 main genotypes (1, 2 and 3) present in Brazil could be 

performed using a double digestion with 2 restriction enzymes (BstN I + Hinf I). 

Theoretically all the genotype 3 samples would present specific banding patterns 

with a fragment of 165 bp-fragment, while almost all genotype 1 samples (98,13%) 
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would present specific banding patterns with a 117 bp-fragment and the majority of 

the genotype 2 samples (94,55%) a 221 bp-fragment (Table 1).  

However, it would not be possible to identify eventual genotype 4 and 5 

HCVs using only this restriction enzymes combination, because these samples 

would present the 165 and 221 bp-fragments, respectively. Further, a significant 

proportion (5,5%) of the sequenced genotype 2 samples presented a 117 bp-

fragment, characteristic of the genotype 1 samples. In this sense, the prediction 

patterns using 4 other restriction enzymes (Hae III, Rsa I, BfuC I and BstU I) were 

evaluated. The combined use of restriction enzyme Hae III was informative to 

differentiate genotype 2 samples from genotype 1 and 5 samples. In the same 

way, Hae III could be used to differentiate the majority of genotype 3 samples from 

eventual genotype 4 samples. Only a small proportion (20%) of the genotype 3 

samples should be further characterized with other restriction enzymes (Rsa I, 

BfuC I and BstU I) to differentiate from genotype 4. The Table 1 demonstrate the 

predicted patterns using the combination of BstN I + Hinf I double digestion and 

Hae III single digestion for the HCV Brazilian sequences.  

Based on these results, it was defined the following workflow to genotype 

HCV: BstN I + Hinf I double digestion and Hae III single digestion in a first round 

for all samples. Samples with indeterminate patterns in the first round should be 

further digested with Rsa I, BfuC I and BstU I restriction enzymes in a second 

round.  

Validation of RFLP assay for HCV genotyping 

To validate the workflow proposed in this study, we performed a blind study 

comparing RFLP analysis and nucleotide sequencing for 20 random samples 
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provided by a clinical laboratory. The RFLP results with the 2 separate digestion 

systems (the double digestion with Hinf I + BstN I and the single digestion with 

Hae III) showed 9 samples with the main genotype 1 predicted pattern 

(denominated A), 9 samples with the main genotype 3 predicted pattern 

(denominated B), 1 sample with one of the main genotype 2 predicted patterns 

(denominated C) and 1 sample with a pattern not predicted (denominated D) 

(Figure 1A). All the 19 samples of the genotypes 1, 2 and 3 had the same 

genotyping result with 5´NCR sequencing. The RFLP pattern of the remaining 

sample was not previously observed. Digestions with the 3 other restriction 

enzymes (Rsa I, BfuC I and BstU I) were performed and the banding pattern was 

similar to genotype 2 (data not shown). The sequencing result and the subsequent 

phylogenetic analysis showed similarity to genotype 2c. 

This methodology was then used in the analysis of 804 consecutive HCV-

RNA positive samples. The most common predicted patterns were observed in the 

great majority of the samples: 445 typical genotype 1 with A pattern, 303 typical 

genotype 3 with B pattern and 35 typical genotype 2 with C pattern. There was no 

sample with the previously observed genotype 2 with D pattern.  

The remaining 21 samples presented 5 different patterns denominated E, F, 

G, H and I (Figure 1B). There were 7 samples presenting E pattern and 5 samples 

presenting F pattern (these both patterns are typical of genotype 2, according to 

Table 1). There was only 1 sample presenting the G pattern (common to 

genotypes 1, 2 and 5), 4 samples presenting H pattern (common to genotypes 3 

and 4) and 4 samples presenting I pattern (in principle, characteristic of genotype 

1). All these samples were submitted to additional digestions with the other 3 
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restriction enzymes (Rsa I, BfuC I and BstU I). The banding patterns with these 

new enzymes were typical of genotype 2 for all samples with patterns E, F and G 

and typical of genotype 3 for the 4 samples with pattern H. Finally, among the 4 

samples with pattern I, 2 presented banding patterns characteristic of genotype 2 

and 2 of genotype 1 (data not shown). 

 

HCV genotype prevalence and distribution in Rio Grande do Sul state 

Among the 804 analyzed samples, 698 were collected of patients from 22 

different cities of Rio Grande do Sul and 106 were originated from cities of other 

Brazilian states. The results of the samples from Rio Grande do Sul were 

evaluated to determine the HCV genotype prevalence and geographic distribution.  

It was demonstrated the presence of the 3 main genotypes (1, 2 and 3) with 

the highest frequency of the genotype 1 (365 samples - 52,3%), followed by 

genotype 3 (285 samples - 40,8%) and genotype 2 (45 samples - 6,4%). As shown 

in Table 2, the distribution of HCV genotypes was statistically different between 

the metropolitan area and the interior: genotype 1 was the one most frequently 

found in both regions with similar frequencies (53.2% and 50.5%, respectively), 

genotype 3 is the second more prevalent, but with a relative higher frequency in 

the metropolitan area (42,3% versus 37.3%) and genotype 2 is the less prevalent, 

with a significant higher prevalence in interior (12,3% versus 4,5%) (P<0.01).  

To further characterize the distribution of the HCV genotypes in the Rio 

Grande do Sul, only regions with a minimum of 10 samples were considered and 

consequently the Campanha region (West) was excluded of the analysis (Table 2). 

When the capital and other cities of the Metropolitan area were compared, it was 
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observed that the HCV genotypes prevalence is similar with no significant 

differences (p<0.01). On the other hand, HCV genotypes distribution is significant 

different in the 4 regions in the interior with more than 10 samples analysed 

(p<0.01). In 2 regions (Center and Southeast), genotype 1 was the most prevalent 

with similar frequencies of the Metropolitan area (53.7% and 54.8%, respectively), 

however the frequency of genotype 2 was higher (11.1% and 7.3%, respectively) 

and genotype 3 lower (39.0% and 34.1%) than in the capital and surrounding area. 

In Planalto region (North), the distribution was the most equilibrated among the 3 

genotypes (38.1% for genotype 1, 33.3% for genotype 2 and 28.6% for genotype 

3). And in Serra region (Mountains), genotype 3 was the most prevalent (61.5%), 

followed by genotype 1 (30.8%) and 2 (7.7%).   

 
 

Discussion 

Several methods have been used for assessing HCV genotypes in the 

clinical laboratories. The gold standard technique is sequencing of one or more 

genes of the HCV genome (mainly 5´NCR, core, E1, NS3 and NS5) and 

comparison by computer analysis to the established genotypes (Scott & Gretch 

2007). This approach is considered too expensive and time-consuming for large-

scale diagnostic and it has not been largely used in the majority of the clinical 

laboratories (Anderson et al. 2003).   

There are also some commercial available genotyping tests, as the Invader 

assay (Third Wave, WI, USA), Trugene 5´NC and INNO-LiPA HCV II test (Bayer 

Diagnostics, NY, USA). The INNO-LiPATM test is the most used in the clinical 

laboratories, although the procedure involves multiple steps, is time-consuming 
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and expensive (Bullock et al. 2002). Further, 2 serologic methods, recombinant 

immunoblotting (Chiron RIBA) and an ELISA (Abbot Murex), have been 

successfully used to detect genotype-specific antibodies (Gault et al. 2003). 

Concordance between these methods and sequencing has been good as 

assessed by various studies (Halfon et al. 2001, Schröter et al. 2001, Anderson et 

al. 2003, Germer et al. 2006).   

 The RFLP of the 5´ “non coding region” (5´NCR RFLP) of the HCV genome 

was the first genotyping method used for large-scale epidemiological studies 

(McOmish et al. 1994, Davidson et al. 1995). Afterwards, it was the preferential 

method for routine HCV genotyping in clinical laboratories for some years, but its 

use declined with increasing automation of the sequencing methods and 

availability of commercial kits. Nowadays, this methodology have a limited use, 

because it is considered laborious / time-consuming (involving several steps of 

restriction enzyme digestions) and difficult to evaluate (mainly when the banding 

patterns are visualized in ethidium bromide gels). The technique is also hampered 

by partial digestions and indeterminate results (Scott & Gretch 2007).   

In this study, we proposed a simplified PCR-RFLP procedure for HCV 

genotyping using only 3 restriction enzymes in 2 digestion systems. The analysis 

of the 1.080 available HCV sequences from different Brazilian regions 

demonstrated that only 4 RFLP banding patterns (A, B, C and E), characteristic of 

the 3 main genotypes (1, 2 and 3), would be obtained using these 2 systems in the 

great majority of the HCVs present in Brazil. Samples presenting different banding 

patterns (D, F, G, H, I or any other) should be confirmed by the complete set of 

restriction enzymes or submitted to sequencing. This procedure could also identify 
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genotypes 4 and 5 (patterns H and G, respectively), rarely detected in Brazil 

(Campiotto et al. 2005).  

Concordance between this RFLP procedure and direct nucleotide 

sequencing was observed in the analysis of 20 HCV-RNA positive samples. A total 

of 19 samples presented the characteristic banding patterns for the 3 main 

genotypes (1, 2 and 3) and only one sample produced an indeterminate RFLP 

pattern that should be confirmed. The subsequent analysis of 804 HCV-RNA 

positive samples demonstrated that the 5 most frequent banding patterns (A – 

genotype 1, B – genotype 3, C, E and F – genotype 2) were found in 795 amplified 

products, corresponding to 98.9% of all possible patterns. Only 9 samples (1.1%) 

had to be confirmed with the other restriction enzymes to determine the HCV 

genotype. With this additional procedure, all samples (100%) were genotyped, 

without indeterminate results. This RFLP procedure is certainly easier and less 

laborious than the original method (McOmish et al. 1994, Davidson et al. 1995). 

Further, the banding patterns are clear and the identification is easy to perform in 

a routine service (Figure 1). 

Epidemiological surveys in different population groups throughout Brazil is 

necessary to know the frequency and distribution of the HCV genotypes, providing 

key information to understand the spread of HCV as well as to furnish subsides for 

treatment guidelines (Campiotto et al. 2005). However, available data of 

genotypes usually refer to large centers (Focaccia et al. 1998, Paraná et al. 2000, 

Vogler et al. 2004, Silva et al. 2005, Martins et al. 2006, Silva et al. 2006, Espírito-

Santo et al. 2007).   
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In this study, HCV genotypes prevalence and geographic distribution in Rio 

Grande do Sul state was demonstrated. First, our study reinforces that genotypes 

1, 2 and 3 are the only ones present in Rio Grande do Sul state and the 

prevalence is almost the same of other previous studies (Krug et al. 1996, Silva et 

al. 2007). Second, it was demonstrated that the genotypes prevalence is 

significant different when the metropolitan area is compared to the remaining of 

the state. Third, there are significant prevalence differences among the main 

regions of the state. All these findings are relevant for the better planning of the 

care policies, mainly because the HCV therapy must change according to the 

genotype (Rolfe et al. 2005, NIH 2002, Heathcote & Main 2005).  

Although the technique used in this study is not the most appropriate for 

epidemiological studies (Cantaloube et al. 2006), some epidemiological evidences 

were also observed. There was an unexpected high prevalence of genotype 2 

(33.3%) in Planalto region (North) of the state, mainly in the cities of Passo Fundo 

and Marau, and a high prevalence of genotype 3 in the Serra region (Mountains), 

mainly in the city of Caxias do Sul. This could indicate that the HCV had specific 

sources for transmission in these regions, different of the other regions. More 

studies should be conducted to investigate this hypothesis. 

 In summary, the present RFLP assay is accurate, easy to perform and 

suitable for routine HCV genotyping in clinical diagnostic laboratories. In addition, 

the data about the HCV genotypes distribution in Rio Grande do Sul can help in 

the definition of better strategies to prevention and treatment of the hepatitis C 

disease. 
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TABLE 1. Frequency of HCV restriction patterns found in the samples of the 

different genotypes, originated from the NCBI sequences  

Genotype Predicted fragment lengths with 
BstN I + Hinf I and Hae III n (%*) Banding 

patterns 

221/45 208/58 1 (0,14) G 

163/58/45 160/58/48 1 (0,14) - 

158/63/45 208/58 9 (1,29) - 

158/63/45 266 1 (0,14) - 

117/63/45/41 208/58 662 (95,11) A 

117/63/45/41 160/58/48 6 (0,86) I 

117/63/45/41 266 7 (1,01) - 

117/63/45/32/9 208/58 1 (0,14) - 

117/60/45/41/3 208/58 3 (0,43) - 

117/57/45/41/6 208/58 1 (0,14) - 

117/47/45/41/16 208/58 1 (0,14) - 

117/108/41 208/58 1 (0,14) - 

117/104/45 208/58 1 (0,14) - 

1 

69/63/48/45/41 208/58 1 (0,14) - 

221/45 208/58 12 (21,82) G 

221/45 160/58/48 20 (36,36) C 

221/45 104/58/56/48 19 (34,55) E 

221/45 152/58/56 1 (1,82) - 

117/63/45/41 114/104/48 1 (1,82) - 

117/63/45/41 104/58/56/48 1 (1,82) F 

117/104/35 104/58/56/48 1 (1,82) - 

117/63/45/41 152/58/56 - D 

2 

117/63/45/41 160/58/48 - I 

165/56/45 218/48 2 (0,61) - 

165/56/45 208/58 66 (20,25) H 

165/56/45 160/58/48 252 (77,30) B 

165/56/45 132/76/58 1 (0,31) - 

165/45/34/22 160/58/48 1 (0,31) - 

165/101 208/58 2 (0,61) - 

165/101 160/58/48 1 (0,31) - 

3 

165/101 266 1 (0,31) - 

4 165/56/45 208/58 1 (100) H 

5 221/45 208/58 1 (100) G 
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A)       MW        A            B            C            D          MW 

                          1      2      1     2      1      2      1     2 

 

 

 

 

 

 

 

 

B)        MW        E            F           G           H             I         MW 

                         1      2      1     2      1      2      1     2     1     2 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Silver stained polyacrilamide gels showing the different banding 

patterns obtained in the validation of the methodology (A) and in the 

analysis of the 804 clinical samples (B). The numbers indicate the digestion 
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system (1=Hinf I + BstN I and 2= Hae III), the letters indicate the banding patterns 

(A, B, C, D, E, F, G, H and I) and the 50-bp molecular weight (MW).   
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TABLE 2. Distribution of Hepatitis C virus genotypes in different regions of 

the Rio Grande do Sul state, Brazil, 2007-2008  

 
 

Genotype Geographic 
Region 1 2 3 

Total 

Metropolitan 
Area 263 (53,2%) 22 (4,5%) 209 (42,3%) 494 

Porto Alegre 
(Capital) 224 (53.3%) 19 (4,5%) 177 (42.1%) 420 

Others cities 39 (52.7%) 3 (4.0%) 32 (43.2%) 74 

Interior 103 (50,5%) 25 (12,3%) 76 (37,3%) 204 

Planalto (North) 8 (38.1%) 7 (33.3%) 6 (28.6%) 19 

Campanha 
(West) 0 0 3 (100.0%) 3 

Centro  
(Center) 22 (53.7%) 3 (7.3%) 16 (39.0%) 41 

Sudeste 
(Southeast) 69 (54.8%) 14 (11.1%) 43 (34.1%) 126 

Serra 
(Mountains) 4 (30.8%) 1 (7.7%) 8 (61.5%) 13 

Total 366 (52.4%) 47 (6.7%) 285 (40.8%) 698 
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DISCUSSÃO 
 

A determinação do genótipo do HCV para o planejamento do tratamento 

dos pacientes portadores da doença é etapa importante na prática médica atual. 

O genótipo viral é um marcador da probabilidade de resposta à terapia combinada 

de interferon peguilado e ribavirina, sendo utilizado como diretriz para o 

estabelecimento da duração da terapia. A genotipagem também é essencial na 

investigação de rotas de infecção e para a compreensão da epidemiologia e 

características do vírus (Zeuzem, 2004; Murphy et al., 2007). 

Diversos métodos focados nas diferentes regiões do genoma têm sido 

usados para a determinação dos genótipos, sendo que o sequenciamento de 

regiões genômicas é considerado o mais preciso, permitindo a discriminação dos 

tipos e subtipos do HCV (Nolte, 2001; Pawlotsky, 2002). No entanto, esta 

tecnologia apresenta um custo alto para implantação em laboratórios clínicos, na 

medida em que requer a aquisição do equipamento de seqüenciamento 

automatizado.     

A técnica de RFLP é uma alternativa atraente de genotipagem, pois requer 

uma estrutura laboratorial mais simples do que a necessária para análises de 

seqüenciamento. Técnicas eficientes de genotipagem baseadas na utilização da 

RFLP foram previamente desenvolvidas (McOmish et al., 1994 e Davidson et 

al.,1995) e têm sido utilizadas no nosso meio há vários anos (Krug et al. 1996; 

Lunge et al., 1999; Silva et al. 2007). No entanto, a utilização intensiva do 

seqüenciamento automatizado e a disponibilização de um número crescente de 

kits comerciais (baseados em outras técnicas) estão reduzindo seu uso nas 

rotinas laboratoriais. O conceito corrente é que a técnica de PCR-RFLP é de 

execução complexa e a interpretação dos padrões de bandas obtidos é difícil, 

além de serem necessárias diversas etapas de digestão que seguidamente 

originam digestões parciais e resultados indeterminados (Scott & Gretch, 2007).     

No presente estudo, a análise in silico de 1.080 seqüências genômicas da 

região 5´NCR de HCVs provenientes de amostras de diferentes regiões do Brasil 

demonstrou que, avaliando-se os sítios para 3 enzimas de restrição (Hae III, Hinf I 

e BstN I), apenas 4 padrões de restrição (RFLP) estariam relacionados com a 

grande maioria dos HCVs caracterizados no Brasil,. Estes padrões são 
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característicos dos genótipos 1 (A), 2 (C e E) e 3 (B), que são os principais 

genótipos presentes no Brasil. Outros padrões para estes mesmos genótipos 

também podem ocorrer, mas são mais raros. Entre estes, estão alguns padrões 

(H e G), que podem também ser de outros genótipos previamente encontrados no 

Brasil (4 e 5, respectivamente). Alguns HCVs do genótipo 3 podem apresentar o 

padrão H, enquanto HCVs dos genótipos 1 e 2 podem apresentar padrão G.  

Nestes casos deve ser realizada a caracterização com maior número de enzimas 

ou mesmo a realização do seqüenciamento da própria região 5´NCR.     

A utilização prática do protocolo simplificado de RFLP para a genotipagem 

do HCV, baseado na digestão dos amplicons de HCV com as 3 enzimas de 

restrição citadas distribuídas em 2 sistemas de digestão, possibilitou a 

determinação precisa do genótipo de 19 amostras de um total de 20, quando foi 

realizada a análise comparativa com a técnica de seqüenciamento. A posterior 

utilização desta técnica na avaliação de um grande número de amostras, 

demonstrou a  ocorrência de 5 padrões de bandeamento mais freqüentes (A – 

genótipo 1, B – genótipo 3, C, E e F – genótipo 2) em 795 (98,9%) de um total de 

804 amostras positivas para o HCV. Por esta técnica, apenas 9 amostras (1.1%) 

precisaram ser confirmadas com outras enzimas de restrição para determinar o 

genótipo do HCV. 

Sendo assim, é possível concluir que o procedimento é mais fácil, rápido e 

menos laborioso do que o método proposto originalmente (McOmish et al., 1994; 

Davidson et al., 1995). A técnica é capaz de diferenciar os principais genótipos 

encontrados no Brasil, que possuem importância clínica, constituindo assim, uma 

metodologia confiável para a utilização na rotina laboratorial. Conforme destacado 

previamente, este tipo de exame apresenta a grande vantagem de poder ser 

utilizado também em laboratórios de pequeno a médio porte, situados em regiões 

descentralizadas, diminuindo o período necessário para análise e provavelmente 

os custos dos exames. 

Deve-se salientar que a determinação dos padrões de restrição específicos 

para os genótipos 4 e 5 ainda é preliminar, uma vez que uma reduzida quantidade 

de seqüências oriundas do Brasil foram encontradas. Esta limitação também vale 

para o genótipo 6, o qual não possui sequências genômicas descritas no Brasil. 
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Por outro lado, além do fato destes genótipos não possuírem grande importância 

clínica, estes também não são endêmicos em nosso país, sendo relevantes 

principalmente no Oriente Médio, África do Sul e Ásia (Simmonds et al., 2005). 

A metodologia também foi empregada na análise da prevalência e 

distribuição regional dos diferentes genótipos no estado do Rio Grande do Sul. Na 

avaliação de 698 amostras positivas para o HCV, provenientes de diferentes 

cidades do estado, foi demonstrada a predominância do genótipo 1 (52,3%), 

seguida pelos genótipos 3 (40,8%) e 2 (6,4%), confirmando os dados obtidos em 

2 estudos prévios (Krug et al., 1996; Silva et al., 2007). A predominância do 

genótipo 1 encontrada no estado  tem uma importância particular, porque este 

genótipo é mais resistente ao tratamento combinado de interferon peguilado e 

ribavirina do que os genótipos 2 e 3 (NIH 2002; Heathcote & Main 2005). 

A distribuição dos genótipos nas regiões geográficas é variada. Já na 

comparação da Região Metropolitana com o restante do Estado, verifica-se uma 

freqüência significativamente mais elevada do genótipo 2 no interior (12,5%). A 

mais alta freqüência do genótipo 2 é observada na região do Planalto, mais 

especificamente na cidade de Passo Fundo e arredores, onde 33,3% dos 

indivíduos HCV-RNA positivos são portadores deste genótipo. Da mesma forma, 

uma alta prevalência do genótipo 3 foi encontra na Serra, principalmente na 

cidade de Caxias do Sul. Embora sejam necessários estudos mais específicos, 

acredita-se que as altas prevalências dos genótipos 2 e 3 encontradas possam 

estar relacionadas a características epidemiológicas locais, derivadas da 

colonização étnica, ou da presença de fontes de transmissão específicas 

naquelas regiões. Sabe-se, por exemplo, que a região do Planalto é composta por 

número significativo de imigrantes da região Norte da Itália, que é caracterizada 

por elevadas prevalências do genótipo 2 (Mazzeo et al., 2003). Uma outra 

possibilidade considerada é a existência de uma fonte de transmissão específica 

naquela região, como ocorreu no Egito, onde o tratamento da esquitossomose 

com drogas endovenosas disseminou o genótipo 4 em toda a população (Pybus 

et al., 2003).  

Entretanto, as altas prevalências dos genótipos 2  e 3 encontradas na 

região do Planalto e na região Serrana possuem aspectos positivos, 
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principalmente relacionados à duração e custos do tratamento, pois uma taxa de 

resposta viral sustentada de 70-80% é observada nestes casos, utilizando-se 

baixas doses de ribavirina em somente 24 semanas de tratamento (Manns et al., 

2001; Fried et al. 2002; Hadziyannis et al., 2004). 

Estudos de epidemiologia de HCV no interior ainda são raros. A grande 

maioria dos dados de prevalência de genótipos do HCV é de grandes centros 

urbanos (Focaccia et al., 1998; Paraná et al., 2000; Vogler et al., 2004; Silva et al., 

2005; Martins et al., 2006; Silva et al., 2006; Espírito-Santo et al., 2007).  A correta 

compreensão da distribuição do HCV nas diferentes regiões do país é relevante 

para o melhor planejamento de políticas de saúde, uma vez que o tratamento do 

HCV é caro e, em muitos casos, demorado. As informações geradas certamente 

vão auxiliar na compreensão da disseminação do HCV, além de fornecer 

importantes subsídios para a elaboração de políticas assistenciais, preventivas e 

diretrizes de tratamento (Campiotto et al., 2005). 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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