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RESUMO

A infecgao pelo virus da hepatite C (HCV) é um importante problema de saude
publica. Os usuarios de drogas (UD) constituem um grupo com frequente
exposicao ao HCV e, pouco se conhece sobre essa infeccdo em UD no Brasil.
Este estudo teve como objetivo investigar o perfil soroepidemiolégico e molecular
da infecg¢ao pelo HCV em usuarios de drogas ilicitas no Brasil Central. Um total de
691 UD, sendo 102 injetaveis (UDI) e 589 n&o injetaveis (UDNI), foi entrevistado e
amostras sanguineas coletadas em 26 centros de tratamento de uso de drogas
situados em Campo Grande-MS e Goiania-GO. As amostras sanguineas (soros)
foram testadas para a deteccdo de anticorpos para o HCV (anti-HCV). As
amostras anti-HCV positivas foram submetidas a detecgdo do RNA-HCV pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores complementares as
regidbes 5 NC e NS5B do genoma viral e, genotipadas pelo LiPA e por
sequenciamento direto, seguido de analise filogenética, respectivamente. A
prevaléncia para anti-HCV foi 6,9% (IC 95%: 5,2-9,2). A populagdo estudada
apresentou conhecimento limitado sobre as formas de transmissdo parenteral
(20,8-30,5%), sexual (31,7%) e vertical (20%) do HCV. A analise multivariada de
fatores de risco revelou que idade > 40 anos, via (injetavel) e tempo de uso de
drogas e transfusdo de sangue foram associados a infecgéo pelo HCV. O RNA
viral foi detectado em 85,4% das amostras anti-HCV positivas. Trinta e trés
amostras foram do gendtipo 1 pelo LiPA, subtipos 1a (63,4%) e 1b (17,1%), e oito
(19,5%) do gendtipo 3, subtipo 3a. A analise filogenética da regido NS5B mostrou
que 17 (68%), 5 (20%) e 3 (12%) amostras foram dos subtipos 1a, 3a e 1b,
respectivamente. Este estudo mostra uma prevaléncia elevada da infecgdo e do
subtipo 1a do HCV em usuarios de drogas no Brasil Central, bem como o uso
injetavel de drogas como principal fator de risco para essa infecgdo. Além disso,
evidenciou conhecimento limitado da populacdo estudada sobre as formas de
transmissao do HCV. Assim, medidas preventivas sdo necessarias para o

controle dessa infecgdo em usuarios de drogas ilicitas.
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SUMMARY

Hepatitis C virus (HCV) infection is an important problem of public health. Drug
users (DU) constitute a group of frequent exposure to HCV and little is known
about this infection in DU in Brazil. This study aimed to investigate the
seroepidemiological and molecular profile of HCV infection among drug users in
Central Brazil. A total of 691 DU, being 102 injection drug users (IDU) and 589
noninjecting drug users (NIDU), were interviewed and blood samples collected in
26 treatment drug centers in Campo Grande-MS and Goiania-GO. Blood samples
(sera) were tested for antibodies to HCV (anti-HCV). Anti-HCV-positive samples
were submitted to HCV RNA detection by polymerase chain reaction (PCR) with
primers complementary to the 5 NC and NS5B regions of viral genome and
genotyped by LiPA and direct nucleotide sequencing followed by phylogenetic
analysis, respectively. The anti-HCV prevalence was 6.9% (95% Cl: 5.2-9.2). The
study population reported a low known regarding HCV transmission ways, such
as parenteral (20.8-30.5%), sexual (31,7%) and vertical (20%) of HCV.
Multivariate analysis of risk factors revealed that age > 40 years, route (injecting)
and duration of drug use and blood transfusion were associated with HCV
infection. HCV RNA was detected in 85.4% of the anti-HCV-positive samples.
Thirty-three samples were of genotype 1 by the LiPA, subtypes 1a (63.4%) and 1b
(17.1%), and eight samples (19.5%) were of genotype 3, subtype 3a. The
phylogenetic analysis of the NS5B region showed that 17 (68%), 5 (20%) and 3
(12%) samples were of subtypes 1a, 3a and 1b, respectively. This study shows a
high HCV infection prevalence and the predominance of subtype 1a among drug
users in Central Brazil. Also, the injecting drug use was the risk factor most
strongly associated with this infection. In addition, the study population reported a
low known regarding HCV transmission ways. Thus, preventive measures are

needed to control this infection in illicit drug users.



1. INTRODUCAO

1.1. Consideracg®es iniciais

Em meados de 1970, apds o desenvolvimento de testes sorologicos para o
diagndstico das infecgdes pelos virus das hepatites A e B, verificou-se que grande
parte dos casos de hepatite pods-transfusional ndo apresentava marcadores
soroldgicos para esses agentes, recebendo entdo a denominagéo de hepatite n&o
A, ndao B (HNANB) (Prince et al. 1974, Feinstone et al. 1975). Por mais de uma
década, varias tentativas foram realizadas na busca de caracterizagao desse

agente, porém sem sucesso (Shih et al. 1986).

Em 1989, Choo et al., utilizando técnicas de biologia molecular,
conseguiram clonar o genoma do virus da hepatite C (HCV - hepatitis C virus).
Apoés essa descoberta, o desenvolvimento de testes sorolégicos baseados na
pesquisa de anticorpos contra antigenos do HCV (Kuo et al. 1989) veio
demonstrar que esse agente era responsavel pela maioria das hepatites ndo A,

nao B pds-transfusional (Alter et al. 1989, Kiyosawa et al.1990).

A infeccdo pelo virus da hepatite C é considerada um importante problema
de saude publica mundial. Estima-se que cerca de 130 milhdes de pessoas
estejam infectados por esse virus (Alter 2007). A hepatite C aguda geralmente se
apresenta de forma assintomatica, no entanto a maioria dos casos evolui para
cronicidade, podendo levar ao desenvolvimento de cirrose hepatica e carcinoma
hepatocelular, conferindo a essa virose importante causa de morbimortalidade
(Chen & Morgan et al. 2006, Blackard et al. 2008). A infec¢do pelo HCV pode
causar ainda varias manifestagdes extra-hepaticas (Zignego et al. 2007, Craxi et
al. 2008).



1.2. Caracteristicas biomoleculares e variabilidade do HCV

O HCV é classificado na familia Flaviviridae, género Hepacivirus (ICTV
2006). A particula viral tem cerca de 60 nm de diametro e apresenta um envelope
lipidico envolvendo o capsidio protéico e o genoma (Figura 1). O genoma viral é
formado por uma molécula de RNA fita simples de polaridade positiva com
aproximadamente 9.500 nucleotideos (nt), possuindo uma longa regiao aberta de
leitura (ORF - open reading frame) flanqueada por regides néo codificantes (NC)
nas extremidades 5 e 3’ (Figura 2). A regidao codificante da origem a uma
poliproteina de aproximadamente 3.000 aminoacidos (aa) que é clivada por
proteases celulares e virais, resultando em proteinas estruturais (core/proteina C
e do envelope/E1 e E2) e ndo-estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e
NS5B) (Simmonds 2004, Suzuki et al. 2007). Uma pequena proteina, denominada
p7, esta localizada entre as proteinas E2 e NS2, cuja classificagdo ndo esta bem
definida (Sakai et al. 2003, Griffin et al. 2004, Hagshenas et al. 2007).

Capsideo

Figura 1 — Representagdo esquematica do virus da hepatite C
Fonte: www.sciencephoto.com
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Figura 2 — Representagédo esquematica do genoma do virus da hepatite C
Fonte: Roingeard et al. 2004 (com modificagdes)

A regido terminal 5 NC, constituida por cerca de 340 nt, € a mais
conservada do genoma do HCV. Essa regido possui uma estrutura secundaria
complexa, com formacao de algas (stem-loops) que contém um sitio de entrada
interno para ribossomos (IRES - internal ribosome entry site), sendo, portanto,
responsavel pela iniciagdo e controle da tradugdo do RNA viral (Friebe et al. 2001,
Kikuchi et al. 2005, Suzuki et al. 2007).

A regidao 3’ NC é heterogénea e apresenta estrutura tripartida. Sua parte
inicial é constituida por 40 nt, apresentando variabilidade entre os gendtipos. A
segunda parte € formada por uma sequéncia de polipirimidina (poli U/UC) de
extensao variavel e, a terceira é a parte terminal, constituida por uma sequténcia
de 98 nt altamente conservada, denominada cauda 3'’X. A presenga dessa
sequéncia conservada na regidao 3’ NC é necessaria para iniciagao da replicagéo
viral (Friebe et al. 2002, 2005, Song et al. 2006).

A proteina do core ou nucleocapsideo, com 191 aa, é formada pelo
primeiro e o mais conservado dominio expresso durante a sintese da poliproteina
do HCV (Eroglu et al. 2000, Lanford & Bigger 2002). Essa proteina apresenta
varios epitopos B-celulares lineares proximos a porcdo amino-terminal, conferindo
imunogenicidade e antigenicidade, o que a torna importante para a deteccao de
anticorpos no soro de pacientes infectados pelo HCV. A principal funcdo da
proteina do core é a de encapsidagdo do genoma, formando o nucleocapsideo
viral (Kato 2001, Irshad & Dhar 2006, Dubuisson 2007). Além disso, devido a sua
capacidade de se associar com diferentes componentes celulares, outras fungdes
tém sido atribuidas a essa proteina, tais como: modulagao da transcrigdo génica,

na sinalizagdo, proliferagdo e morte celular, bem como a sua interferéncia no



metabolismo lipidico (esteatose), oncogénese do carcinoma hepatocelular e na
supressdo da resposta do hospedeiro (Okuda et al. 2002, Penim et al. 2004,
Irshad & Dhar 2006, Roingeard & Hourioux 2008).

A sintese de uma proteina codificada, por uma fase de leitura alternativa,
na regido core foi descrita por alguns autores, sendo designada (ARF - alternative
reading frame) ou proteina F (frameshift). Essa proteina possui cerca de 160 aa,
podendo ser sintetizada durante a infeccdo pelo HCV e, é capaz de estimular
respostas imunes especificas (Xu et al. 2001, Brass et al. 2006). Apesar do papel
da proteina F na replicagdo viral ndo estar definido, a mesma pode ser
responsavel por algumas das fungdes atribuidas a proteina core, como a indugao
de carcinogénese e da resposta imune do hospedeiro (Walewski et al. 2001,
Branch et al. 2005, Dubuisson 2007).

As proteinas do envelope E1 (165 aa) e E2 (335 aa) séo glicosiladas,
transmembrana tipo |, que interagem com receptor celular, sendo constituidas por
um longo dominio N-terminal € um curto dominio hidrofébico na porgao C-terminal
(Roccasecca et al. 2003, Dubuisson 2007). E1 e E2 s&o sintetizadas a partir da
clivagem enzimatica promovida pela sinal-peptidase celular. Essas proteinas
promovem o processo de adsorc¢ao/fusao do virus a célula hospedeira (Takikawa
et al. 2000, Op De Beeck et al. 2001, Cocquerel et al. 2002). A proteina E2
contém sitios de ligagdo para a molécula CD81, que é uma proteina de
membrana encontrada em varios tipos de células, incluindo hepatécitos, linfécitos
B e T, células dendriticas, natural killer, endoteliais, epiteliais, macrofagos e
monocitos, e parece participar do processo de interacdo do HCV com essas
células e, consequentemente da patogenia da infecgao (Bartosch & Cosset 2006,
Rocha-Perugini et al. 2008).

Além disso, a glicoproteina E2 é capaz de interagir com a proteina quinase
R (PKR - protein kinase R), cuja expressao € induzida pelo interferon (IFN),
tornando-se ativa em presenga de RNA fita dupla. A proteina PKR associa-se ao
fator de iniciacdo da traducado 2 (elF2 - eukaryotic translation initiation factor 2)
durante a sintese proteica. A proteina E2 possui um importante dominio formado

por 12 aa com homologia para sitios de fosforilagado na proteina PKR e do elF2



(E2-PePHD - PKR/elF2alpha phosphorylation homology domain region), sendo
capaz de bloquear a atividade inibitéria da proteina quinase PKR sobre a
replicacao viral. Assim, a interagao E2-PKR parece constituir um dos mecanismos
de resisténcia viral dos isolados do gendtipo 1 ao interferon (Drazan 2000, Taylor
et al. 2001, Simmonds 2004, Wohnsland et al. 2007).

As glicoproteinas E1 e E2 exibem um alto grau de variabilidade genética
em suas sequéncias. Na por¢cdo N-terminal da proteina E2, ha uma regiédo
constituida de 27 aminoacidos (aa 1-27 de E2), que é caracterizada por extrema
variabilidade na sequéncia dos aminoacidos, denominada de regiao hipervariavel
1 (HVR1). A regido HVR1 contém importantes epitopos para anticorpos
neutralizantes produzidos durante a infecgdo pelo HCV (Takikawa et al. 2000,
Callens et al. 2005). A glicoproteina E2 de isolados virais do subtipo 1b apresenta
uma segunda regido hipervariavel, denominada de HVR2, composta por sete
aminoacidos (aa 91-97 de E2) (Roccasecca et al. 2003, Dubuisson 2007). Mais
recentemente, foi descrita uma terceira regido hipervariavel, HVR3, em E2 (aa
431-466 de E2). Essa variabilidade da proteina E2 tem sido responsavel pelo
escape viral a resposta imune do hospedeiro (Troesch et al. 2006, Torres-Puente
et al. 2008).

A proteina p7, com 63 aa, é hidrofébica, transmembrana, capaz de formar
hexadmeros envolvidos na formacdo de canais para passagem de ions em
membranas lipidicas (Premkumar et al. 2004, Brass et al. 2006, Hagshenas et al.
2007). Esses canais podem ser bloqueados por farmacos como amantadina
(Sakai et al. 2003, StGelais et al. 2007). Uma fungdo moduladora sobre a
permeabilidade da membrana foi atribuida a proteina p7, sendo considerada uma
virosporina com papel importante na maturagdo e liberagdo da particula viral
(Pavlovic et al. 2003, Griffin et al. 2004).

As proteinas nao estruturais exercem fungdes enzimaticas e, estado
relacionadas com a replicagao viral. A NS2 (217 aa) e a por¢ao N-terminal de NS3
formam uma metaloprotease dependente do zinco (NS2/3), que cliva NS2 a partir

da poliproteina. Portanto, a proteina NS2 tem como fungdo mediar a sua prépria



clivagem (Suzuki et al.1999, Dubuisson 2007).

A proteina NS3 (631 aa) € multifuncional, com atividades de serinaprotease
no primeiro terco N-terminal e de helicase/NTPase nos dois tergcos C-terminal. A
protease NS3 é capaz de promover a clivagem no sitio da juncdo NS3-NS4A
(agdo cis), bem como nos sitios de juncdo de NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e
NS5A/NS5B (acgdo trans), resultando nas proteinas NS3, NS4A, NS4B, NS5A e
NS5B. A proteina NS3 interage com varias proteinas celulares e, o envolvimento
da mesma no processo de carcinogénese tem sido investigado (Deng et al. 2006,
Dubuisson 2007).

A proteina NS4A (64 aa) funciona como co-fator para a atividade
serinaprotease da NS3, sendo essa atividade indispensavel para a replicagao do
RNA viral (Kato, 2001, Nomura-Takigawa et al. 2006). A NS4B (261 aa) é capaz
de alterar a membrana intracelular, induzindo a formagao da rede membranosa,
que serve de suporte ao complexo de replicagao viral (Egger et al. 2002, Gretton
et al. 2005).

A NS5A (447 aa) € uma proteina fosforilada essencial para a replicagéao
viral. Essa proteina contém uma sequéncia denominada ISDR (interferon
sensitivity determinig region), que pode determinar a resposta do HCV ao
interferon (Macdonald & Harris 2004, Schmitz & Tan 2008). Além dessa regiao, a
proteina NS5A contém outro dominio com alto grau de variabilidade genética,
chamado regido variavel 3 (V3), correspondendo aos aminoacidos das posi¢des
2356-2379. A associacao entre mutagcdes no dominio V3 e resposta ao interferon
tem sido reportada, entretanto, o seu mecanismo nao esta bem esclarecido (Fan
et al. 2005, Veillon et al. 2007). Ainda, uma possivel participagdo da proteina
NS5A no estabelecimento da hepatite crénica e no processo de carcinogénese
tem sido sugerida (Kato 2001, Le Guillemette-Guillou et al. 2007).

A proteina NS5B (591 aa) possui uma sequéncia altamente conservada,
sendo caracterizada como RNA polimerase RNA dependente (RpRd), que é
fundamental na replicacédo do genoma (Okura et al. 2004, Lee et al. 2006, Timm &

Roggendorf 2007). Nos ultimos anos, alguns estudos tém sugerido que mutacgdes



na RpRd estdo associadas com menor resposta ao tratamento com interferon e
ribavirina, principalmente em individuos infectados com gendtipo 1b (Kumagai et
al. 2004, Hamano et al. 2005, Saez Lopez & Aguéro-Balbin 2006).

O genoma do HCV apresenta um notavel grau de variabilidade genética
devido, principalmente, as varias mutagdes que ocorrem durante a replicagcéao
viral. Essa variabilidade é resultante da baixa capacidade da enzima RpRd de
corrigir erros durante a sua leitura levando a formagdo de sequéncias
nucleotidicas incorretas. A andlise de sequéncias do genoma do HCV mostrou
uma taxa de mutacdo de nucleotideos variando de 1,4 x 102 a 1,9 x 103
substituicbes de bases por sitio/ano (Giannini & Bréchot 2003, Le Guillemette-
Guillou et al. 2007). Essas mutagdes ndo ocorrem de forma uniforme por todo o
genoma viral. A regido 5 NC é a mais conservada, com mais de 90% de
identidade entre os isolados, seguida da regidao core, com 81% a 88% de
identidade. Por outro lado, a maior variabilidade & encontrada nas regides que

codificam as proteinas do envelope, E1 e E2 (Le Guillemette-Guillou et al. 2007).

Com base na heterogeneidade genética, Simmonds et al. (1993)
propuseram a classificagdo do HCV em gendtipos, subtipos, isolados e
quasispecies, dependendo do grau de homologia entre as sequéncias.
Atualmente, seis gendtipos, designados por numeros arabicos (1 a 6), e multiplos
subtipos tém sido classificados, denominados por letras minusculas, como
exemplos 1a, 1b, etc (Figura 3). Os gendtipos podem diferir entre si num
percentual maior que 30%, enquanto os subtipos de 20% a 25% e, os isolados de
5 a 15%. As quasispecies, definidas como uma populacao heterogénea de virions
que infectam um mesmo individuo, divergem em 1% a 5% entre as sequéncias do
HCV analisadas (Simmonds et al. 2005).

A recombinagdao homologa entre os gendtipos do HCV tem sido verificada.
Tal recombinagcao pode ser facilitada por fatores como a circulagdo de varios
genotipos/subtipos do HCV em uma mesma regido geografica, comportamento de
risco (compartilhamento repetido de equipamentos para uso de drogas
endovenosas) e falta de imunidade protetora durante a infec¢ao crénica pelo HCV
(Simmonds 2004, Le Guillemette-Guillou et al. 2007).



A variabilidade do HCV tem implicagbes na epidemiologia, diagnostico,
curso clinico e tratamento da hepatite C, bem como na sua prevencao tendo em

vista a dificuldade no desenvolvimento de vacinas (Zein 2000, Lyra et al. 2004).

Figura 3 — Arvore filogenética dos tipos e subtipos do HCV

Fonte: Timm & Roggendorf 2007 (com modificagdes)

1.3. Aspectos clinicos e tratamento da hepatite C

A infeccdo aguda pelo virus da hepatite C € na maioria das vezes
assintomatica ou subclinica. Quando os sintomas se apresentam, geralmente séo
intermitentes e inespecificos, ocorrendo usualmente dentro de sete a oito
semanas apos a exposicao ao virus (Kew et al. 2004, Pérez 2007, Blackard et al.
2008).

A histéria natural da infeccédo pelo HCV tem sido dificil de avaliar, tanto por
ser normalmente silenciosa na fase aguda, quanto pela escassez de sintomas no

inicio da infecgao crénica. Em individuos infectados pelo HCV, cerca de 50% a



85% podem evoluir para hepatite crénica e, apos 20 a 30 anos, aproximadamente
10% a 20% dos portadores crénicos desenvolvem cirrose e, 1% a 4% carcinoma
hepatocelular (Figura 4) (Thomson & Finch 2005, Senecal & Morelli 2007,
Maheshwari et al. 2008).

O curso da infecgao crénica e o grau de progresséo de fibrose do figado
variam notavelmente dentre os pacientes, podendo ser influenciado por varios
fatores, tais como: idade avancada quando da aquisicdo do HCV, sexo masculino,
alcoolismo e co-infecgdo com o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) e/ou
virus da hepatite B (HBV) (Poynard et al. 2003, Chen & Morgan 2006, Asselah et
al. 2007). Esteatose hepatica, obesidade e diabetes também podem contribuir
para progressao mais rapida da fibrose hepatica (Delahooke 2004, Dienstag &
McHutchison 2006).
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Figura 4 — Histéria natural da infecgao pelo HCV
Fonte: Lauer & Walker, 2001 (com modificagdes)

A infeccdo cronica pelo HCV esta associada com varias manifestacoes
extra-hepaticas, incluindo renais, dermatolégicas, hematolégicas e
reumatoldgicas, as quais podem afetar a qualidade de vida dos individuos

infectados. A crioglobulinemia mista € a doenga mais frequentemente encontrada
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nos pacientes com hepatite C crénica (Agnelo & de Rosa 2004, Galossi et al.
2007, Romero-Gémez & Garcia-Romero 2008). Os individuos com
crioglobulinemia mista podem apresentar diferentes sintomas, variando de fadiga,
rash cutaneo, purpura, artralgias, fenbmeno de Raynaud, vasculite e doenca
renal. As manifestagdes clinicas parecem ser causadas pelo acumulo de
imunocomplexos (anticorpos anti-HCV e antigenos virais) em varios 6rgaos
(Zignego et al. 2007, Craxi et al. 2008). Outras manifestacbes extra-hepaticas
encontradas em pacientes com infec¢ao cronica pelo HCV sdo: glomerulonefrite,
porfiria cutanea, liquen plano, vitiligo, tireoidite autoimune e sindrome de Sjégren,
dentre outras (Zoulim et al. 2003, Galossi et al. 2007, Modi & Liang 2008).

A infecgao oculta pelo virus da hepatite C, apesar de pouco comum, pode
acontecer nas seguintes situagdes: em individuos anti-HCV e RNA-HCV
negativos no soro, com valores anormais de transaminases séricas, ou anti-HCV
positivos e RNA-HCV negativos no soro, com valores normais de transaminases
séricas. Em ambas, a presenga do HCV pode ser demonstrada no figado e/ou em
locais extra-hepaticos, como as células mononucleares do sangue periférico
(Castillo et al. 2004, Carrefio 2006).

O tratamento da hepatite C cronica tem como principal objetivo inibir a
replicacéo viral, evitando a progressao da doenca hepatica para cirrose e/ou
carcinoma hepatocelular. Esforgcos tém sido desenvolvidos em busca de uma
terapéutica que permita reduzir a morbimortalidade associada a infecgédo crénica
pelo HCV (Poynard et al. 2003, Foster 2004, Feld & Hoofnagle 2005). Entretanto,
os antivirais disponiveis até o momento, além da baixa eficacia, provocam efeitos
colaterais importantes e sao administrados por periodo de tempo prolongado,
exigindo portanto, indicagbes especificas e monitorizagdo especializada (Rodés &
Tapias 2000, Dienstag & McHutchison 2006).

Sao indicados para o tratamento, os individuos anti-HCV e RNA-HCV
positivos, com niveis de alanina aminotransferase (ALT) persistentemente
elevados, com bidpsia hepatica mostrando atividade inflamatéria e/ou fibrose
moderada a intensa e que ndo apresentem contra-indicagdes aos antivirais a

serem utilizados (Moreno-Otero 2005, Dienstag & McHutchison 2006). No Brasil,
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o protocolo clinico e as diretrizes terapéuticas para a hepatite C séo
regulamentados pela Portaria n°® 34 de 28 de setembro de 2007 (Ministério da
Saude 2007).

O interferon alfa (IFN-a) em monoterapia foi o primeiro medicamento usado
para o tratamento da infecgcao pelo HCV. Apesar da baixa resposta apresentada
(efetiva em menos de 20%), foi a terapia utilizada por muitos anos. A adigdo da
ribavirina (RB) ao IFN-a fez com que essa resposta atingisse 40% (McHutchison
& Poynard 1999, Feld & Hoofnagle 2005). O interferon alfa peguilado (Peg IFN-a),
constituido por IFN-a conjugado a uma molécula de polietilenoglicol, é a base do
tratamento atual. Essa conjugagdo proporciona aumento da meia-vida do
interferon, permitindo que o0 mesmo seja administrado uma vez por semana, por
via subcutanea, com ribavirina, em doses que variam de 1000 a 1200 mg por dia
(Alberti & Benvegnu 2003, Pearlman 2004, Dienstag & McHutchison 2006,
Ministério da Saude 2007).

O tratamento é considerado efetivo quando ha resposta viroldgica
sustentada (RVS), ou seja, negativacdo do RNA-HCV apds 24 semanas do
término do tratamento. Os pacientes que tém RVS geralmente mantém-se sem
replicacao viral por tempo indefinido e apresentam melhora bioquimica e
histolégica (Poynard 2004, Feld & Hoofnagle 2005, Asselah et al. 2007). Essa
resposta é influenciada por fatores, como idade, estagio de fibrose avancgado,
consumo de alcool, carga viral pré-tratamento e, principalmente, o gendtipo do
HCV (Healthcote & Main 2005, Weigand et al. 2007). Os pacientes infectados com
gendtipo 1 tém apresentado RVS em 45% a 57% dos casos, apos 48 semanas de
tratamento com Peg IFN-a + RB (1000 a 1200 mg/dia), enquanto 70% a 85%
daqueles infectados com gendtipos 2 ou 3 apresentam essa resposta apds o
tratamento com Peg IFN-a + RB (800 mg/ dia) por 24 semanas (Fried &
Hadziyannis 2004, Healthcote 2007).

1.4. Diagnéstico da hepatite C

Duas categorias de exames laboratoriais sao usadas rotineiramente para o

diagnostico da infecgéo pelo HCV, incluindo analises sorolégicas, com a pesquisa
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de anticorpos, e molecular, com a detecgao/quantificacdo do RNA viral e
identificacdo dos gendtipos (Pawlotsky 2002, Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004,
Chevaliez & Pawlotsky 2007).

Na infeccdo aguda, o RNA-HCV pode ser detectado de uma a duas
semanas ap0s a exposicao ao virus, enquanto os anticorpos a partir de sete a oito
semanas. Simultaneamente, pode ocorrer elevacédo nos niveis de ALT, retornando
ao normal até o sexto més de infeccdo, quando o RNA-HCV desaparece. Por
outro lado, o marcador anti-HCV persiste por muitos anos (Figura 5) (Irving 2007,
Blackard et al. 2008, Maheshwari et al. 2008).

A infecgéo crénica pelo HCV é caracterizada pela persisténcia do RNA viral
por mais de seis meses apds a exposigao (Figura 6). Geralmente, anticorpos anti-
HCV séao detectados e, observa-se flutuagdes nos niveis de ALT (Mondelli et al.
2005, Irving 2007, Craxi et al. 2008).

/""" anti-HCV

RNA-HCV

ALT

Figura 5 — Perfil sorolégico da hepatite C aguda
Fonte: CDC — www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset (com modificagdes)
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Figura 6 — Perfil sorolégico da hepatite C crénica
Fonte: CDC — www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset (com modificagdes)

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) é o teste sorologico rotineiramente
utilizado no diagnostico da hepatite C desde o inicio dos anos 90. Nas trés
geragbes de ELISA desenvolvidas até o momento, proteinas recombinantes ou
peptideos sintéticos foram empregados para a captura de anti-HCV (Erensoy
2001, Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004).

O ELISA de primeira geragdo (ELISA 1) tinha como alvo somente o
polipeptideo ¢c100-3 correspondente a regido NS4 (Barrera 2000, Erensoy 2001)
e, como apresentava baixa sensibilidade e especificidade, ndo é mais utilizado
(Gretch 1997, Brandao et al. 2001).

A segunda geracao do ELISA (ELISA II) surgiu em 1992, nos Estados
Unidos (Alter et al. 1992). Esse ensaio possue antigenos correspondentes as
regides core, NS3 e NS4, o que proporcionou um aumento na especificidade e
sensibilidade do teste, reduzindo de 16 para 10 semanas o tempo médio de

deteccao da soroconversao (Barrera 2000, Brandao et al. 2001).

O ELISA de terceira geracdo (ELISA Ill) apresenta, além dos antigenos
recombinantes ou peptideos sintéticos do ELISA anterior, o antigeno
correspondente a regido NS5. A principal vantagem dessa nova geragao do teste

foi a redugao na detecgao do tempo médio de soroconversido, que passou para
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sete a oito semanas. Além disso, houve aumento na sensibilidade e
especificidade, chegando a mais de 99% em individuos imunocompetentes
(Erensoy 2001, Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004, Chevaliez & Pawlotsky 2007).

Os testes confirmatdérios ou immunoblots apresentam alta especificidade,
portanto sdo utilizados para excluir resultados anti-HCV falso-positivos. Esses
ensaios, pelo elevado custo, devem ser preferencialmente realizados em
amostras de individuos em baixo risco de infeccdo (Barrera 2000, Pawlotsky
2002, Gongales et al. 2005).

Ainda por analise sorologica (ELISA), a deteccédo do antigeno do core pode
auxiliar na deteccdo precoce do virus da hepatite C, reduzindo assim, os
problemas com a janela imunolégica. Os titulos desse antigeno correlacionam-se
diretamente com os niveis do RNA do HCV, podendo, portanto, ser usado como
um marcador de replicagdo viral. Entretanto, sua eficacia é limitada em casos de
carga viral baixa (Silva & Rosseti 2001, Ferreira-Gonzalez & Shiffman 2004,
Caruntu & Benea 2006).

As técnicas de biologia molecular para detec¢do do RNA do HCV, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR - polymerase chain reaction) e a
amplificagdo mediada por transcrigao (TMA - transcription-mediated amplification),
sdo necessarias para confirmacgao diagnoéstica da infecgao ativa pelo HCV. Assim,
elas sao particularmente Uteis nas exposicbes recentes e nos
imunocomprometidos, bem como para diagnostico da infecgdo pelo HCV em
recém-nascidos (Erensoy 2001, Caruntu & Benea 2006). Para confirmagao
diagnodstica da hepatite C, aconselha-se a determinagao qualitativa do RNA-HCV,
que também tem sido empregada na avaliagao da resposta ao tratamento. Testes
quantitativos, como o ensaio de DNA ramificado (bDNA — branched DNA) e a
PCR quantitativa e em tempo real (real time PCR), sdo indicados para a
determinagao da carga viral, sendo importantes para avaliagdo do prognostico e
tratamento (gendtipos 1 e 4) da doenga (Poynard et al. 2003, Scott & Gretch
2007).



15

Devido a grande variabilidade genética do HCV e a consequente diferenca
de resposta ao tratamento, torna-se essencial a determinagédo dos seus gendtipos
para definicdo do esquema terapéutico (Cavalheiro 2007). A genotipagem do HCV
pode ser feita pela analise de sequéncias do genoma viral completo ou das
regides 5' NC, core, E1 ou NS5B, sendo que essa ultima é a mais indicada para
estudos epidemioldégicos. No entanto, outras metodologias sdo mais utilizadas,
tais como: a hibridizagdo reversa com sondas genadtipo-especificas (LiPA - line
probe assay - regido 5 NC), analise do polimorfismo de comprimento dos
fragmentos de restricdo (RFLP - restriction fragment length polymorphism - 5’ NC)
e a amplificagdo gendtipo-especifico com iniciadores da regido core. Esses
ensaios podem identificar os seis genotipos e os principais subtipos do HCV
(Erensoy 2001, Munoz 2002, Scott & Gretch 2007). Aléem disso, os genotipos
podem ser determinados por analise sorologica (ELISA) pela detecgcao de
anticorpos genotipo-especifico (sorotipagem). Essa técnica permite a identificagdo
dos seis gendtipos, mas nao dos subtipos do HCV (Pawlotsky 2003, Cavalheiro
2007).

Na infecgao pelo HCV, a biépsia hepatica € um procedimento de grande
valor para confirmar o diagnéstico de hepatite crénica, avaliar o grau e o
estadiamento da doenca, além de excluir ou detectar a presenca de outras
patologias. A bidpsia € recomendada nos casos com marcadores virais positivos
para o HCV e aumentos de ALT, enquanto nos casos de niveis normais dessa
enzima, aconselha-se o monitoramento constante com determinacdes de ALT a
cada trés meses (Dillon 2004, Dienstag & McHutchison 2006, Asselah et al.
2007).

1.5. Aspectos epidemioldgicos da infeccdo pelo virus da hepatite C
1.5.1. Transmisséo do HCV

A transmissdo do virus ocorre principalmente pela via parenteral,
entretanto, a transmissao pelas vias sexual e vertical, embora menos eficientes,

podem ocorrer e contribuir, assim, na disseminagédo da infec¢cao (Shepard et al.
2005, Alter 2007).
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Antes da introdugao da triagem soroldgica para anti-HCV nos bancos de
sangue, a hemotransfusdo era considerada o principal mecanismo de transmiss&o
do HCV (Shepard et al. 2005, Prati 2006, Alter 2007). Outros mecanismos de
disseminacao parenteral desse virus sao relatados, envolvendo instrumentos
contaminados utilizados na administracdo de medicamentos injetaveis (Souto et
al. 2003, Shepard et al. 2005), no tratamento hemodialitico (Gomes et al. 2006,
Santos & Souto 2007, Freitas et al. 2008), em cirurgias, no tratamento
odontoldgico, na tatuagem, no piercing, em acupuntura e manicure (Yen et al.
2003, Goldberg & Anderson 2004, Alter 2007), além da exposi¢cao acidental de
profissionais da saude (Lopes et al. 2002, Bellissimo-Rodrigues et al. 2006, Ciorlia
& Zanetta 2007).

O compartilhamento de agulhas, seringas e outros equipamentos para uso
de drogas ilicitas injetaveis constitui no principal meio de transmissao do HCV
(Bastos et al. 2000, Lucidarme et al. 2004, Altaf et al. 2007). O uso compartilhado
de equipamentos contaminados por fluidos nasais e/ou orais para uso de drogas
inaladas também tem sido mencionado como possivel modo de disseminagao do
HCV. Entretanto, ndo esta bem estabelecido se essa via constitui um mecanismo
independente de transmissdo, ou se também €& uma forma de transmissao
veiculada pelo sangue decorrente da escarificagdo da mucosa nasal (Tortu et al.
2004, McMahon et al. 2004, Macias et al. 2008, Martinez & Talal 2008).

A transmissdo sexual ndo é um mecanismo frequente de disseminagao do
HCV. Contudo alguns fatores, como multiplos parceiros sexuais, ndo uso de
preservativos, histéria de doenga sexualmente transmissivel (DST), infecgdo pelo
HIV (Rauch et al. 2005, Prado 2007), experiéncias sexuais traumaticas e
homossexualismo masculino, estdo associados a infecgéo por esse virus (Van de
Laar et al. 2007, Prado 2007). Por outro lado, o risco de transmissdo do HCV pela
via sexual é baixo em casais monogamicos sem fatores de risco para doengas

sexualmente transmissiveis (Vandelli et al. 2004, Tahan et al. 2005).

A transmissao perinatal do HCV ocorre em cerca de 5% dos casos e, o
risco da crianca se infectar é significativamente maior (20%) em casos de carga

viral elevada e co-infeccdo materna com HIV (Roberts & Yeung 2002, Polis et al.
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2007). O rompimento precoce de membranas uterinas também mostra-se
associado a disseminacao desse virus (Mast et al. 2005, Boxall et al. 2007).
Embora existam controvérsias, parece nao haver associagao entre o tipo de parto
(vaginal ou cesariana), aleitamento materno e transmissdo do HCV (Mast 2004,
Oliveira 2007, Alter 2007).

Outras rotas de disseminacdo desse virus também sdo mencionadas,
como o contato familiar ou domiciliar com pessoas infectadas, possivelmente por
compartilharem objetos cortantes de higiene pessoal, ou pela exposi¢cdo de
ferimentos abertos (Wasley & Alter 2000, Memon & Memon 2002, Mohamed et al.
2005).

1.5.2. Prevaléncia da hepatite C

A infeccéo pelo virus da hepatite C tem distribuicdo geografica variavel e,
segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 2,2% da
populacdo mundial, o equivalente a 130 milhdes de pessoas, estdo infectadas por
esse virus. De acordo com a prevaléncia do HCV, as regides sao classificadas
como de endemicidade alta, intermediaria e baixa (Figura 7) (Global Burden of
Hepatitis C Working Group 2004, Alter 2007).

Taxas elevadas de prevaléncia foram encontradas na Africa e Asia,
enquanto as menores nos paises industrializados da América do Norte, Europa
Ocidental e Australia (Alter 2007). Dentre os paises desenvolvidos mais
populosos que apresentam taxas de prevaléncia relativamente baixas, encontram-
se a Alemanha (0,6%), o Canada (0,8%), a Franca (1,1%) e Australia (1,1%).
Entretanto indices mais elevados tém sido relatados nos Estados Unidos (1,8%),
no Japéo (1,5-2,3%) e na ltalia (2,2%) (Shepard et al. 2005).

Nos paises em desenvolvimento, taxas variaveis de prevaléncia foram
mostradas. indices de 3,2%, 0,9% e 2,1% foram verificados na China, india e
Indonésia, respectivamente. Ja no Paquistao, taxas variando de 2,4 a 6,5% foram
estimadas (Shepard et al. 2005). A maior prevaléncia foi encontrada no Egito,
atingindo de 15 a 20% (Alter 2007).
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I Endemicidade Elevada

I Endemicidade Intermediaria
[ Endemicidade Baixa

Figura 7 — Endemicidade mundial da infecgao pelo HCV
Fonte: OMS 2007 - http://www.who.int/ith/maps/hepatitisc2007 (com modificacdes)

Na América Latina, diferentes taxas de prevaléncia para anti-HCV tém sido
observadas. Em um estudo de revisdo realizado no México em individuos
assintomaticos em baixo risco de infeccdo, verificou-se prevaléncia variando de
0,1% a 2% (Chiquete & Panduro 2007). Ja uma taxa de 2,6% foi estimada na
Venezuela, em pesquisa realizada com 722 pacientes que procuraram o
Laboratério Regional de Referéncia Viral (Cuadra-Sanchez et al. 2005). Na
Argentina, uma prevaléncia elevada (5,7%) foi relatada em estudo conduzido com

1637 individuos de uma comunidade rural (Picchio et al. 2006).

No Brasil, estudos conduzidos nos ultimos anos em doadores de sangue
mostraram taxas de positividade para anti-HCV de 1,1% em Porto Alegre
(Brandao & Fuchs 2002); 0,2% em Sao Paulo (Salles et al. 2003); 0,3% em Santa
Catarina (Rosini et al. 2003); 0,5% em Londrina (Reiche et al. 2003); 1,2% em
Ribeirdo Preto (Valente et al. 2005) e 0,9% no Rio de Janeiro (Andrade et al.


http://www.who.int/ith/maps/hepatitisc2007
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2006). Ja na populagao geral, Focaccia et al. (1998), ao analisarem amostras
sanguineas de 1.059 individuos procedentes do municipio de S&o Paulo,
mostraram uma prevaléncia para anti-HCV de 1,42%. Na Bahia, uma taxa de
0,4% foi observada em individuos de uma comunidade rural em Ipacaeta
(Almeida et al. 2006) e de 1,5% em estudo populacional desenvolvido em
Salvador (Zarife et al. 20006).

Com o objetivo de estimar a prevaléncia global das hepatites A, B e C, o
Ministério da Saude esta realizando um inquérito nacional de base populacional
nas capitais brasileiras. Os resultados preliminares indicam que a prevaléncia de
anti-HCV varia de 0,9% a 1,9% na faixa etaria compreendida entre 10 e 69 anos
de idade (Ministério da Saude 2008). Na regido Centro-Oeste, esse inquérito
mostra uma prevaléncia de 1,1% em individuos com idade entre 10-19 anos e, de

1,9% naqueles com idade superior a 19 anos (Turchi et al. 2007).

Ainda na Regido Centro-Oeste, uma prevaléncia de 10,9% para anti-HCV
foi verificada em individuos infectados pelo HIV no Estado de Mato Grosso (Mussi
et al. 2007). Em Cuiaba-MT, uma prevaléncia de 0,4% foi estimada em puérperas
(Orione et al. 2006) e de 1,4% em pacientes com diabetes tipo 2 (Da Costa et al.
2008). Por outro lado, taxas elevadas foram relatadas em ex-jogadores de futebol
que injetavam estimulantes antes dos jogos (7,5%) (Souto et al. 2003) e em
hemodialisados (16,9%) (Santos & Souto 2007). Em Campo Grande-MS, uma
prevaléncia de 11% foi encontrada em pacientes em hemodialise (Freitas et al.
2008). No Estado de Goias, Carneiro et al. (2007) mostraram uma prevaléncia de
16,5% para infecgdo pelo HCV nessa populagdo. Em Goiania-GO, taxas de 0,7%
a 63,3% foram verificadas (Barbosa et al. 2002, Lopes et al. 2002) em diferentes

grupos populacionais (Quadro 1).
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Quadro 1 — Estudos de prevaléncia da infecgdo pelo virus da hepatite C

realizados em Goiania-GO

Referéncia Populacao n Prevaléncia
(%)
Martins et al. 1994 | Doadores de sangue 2350 1,4
Martins et al. 1995a | Meninos de/na rua 1378 3,0/1,0
Martins et al. 1995b | Gestantes 1273 0,9
Rosa et al. 1996 Pacientes com hanseniase 216 1,8
Carneiro et al. 2001 | Pacientes em hemodialise 428 46,7
Barbosa et al. 2002 | Hemofilicos 90 63,3
lopesiatal, 20020 | LLlssionaiside 152 0.7
Hemodialise
Barbosa et al. 2005 | " acientes com doencas 367 1.9
reumaticas
Usuarios anénimos de um
Pereira et al. 2006 centro de testagem 592 2,5
para HIV
Botelho et al. 2008 | Transplantados renais 255 15,3

1.5.3. Distribuicéo geografica dos gendtipos do virus da hepatite C

Os gendtipos e subtipos do HCV tém distribuicdo geografica variavel (Sy &
Jamal 2006). Os genotipos 1, 2 e 3 sdo amplamente disseminados em todo o

mundo. Quanto aos seus subtipos, nos Estados Unidos e Europa, predominam 1a
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e 1b. No Japao, o subtipo 1b é o mais frequente. Ja o subtipo 3a é encontrado
principalmente em usuarios de drogas injetaveis nos Estados Unidos e Europa.
Por outro lado, o genétipo 4 é prevalente no norte da Africa e Oriente Médio e, os
gendtipos 5 e 6 sdo comuns na Africa do Sul e sudeste Asiatico, respectivamente
(Nakano et al. 2004, Simmonds et al. 2005).

No Brasil, os gendtipos de 1 a 5 foram identificados em portadores cronicos
do HCV (Campiotto et al. 2005). O gendtipo 1 foi o mais prevalente, tanto em
doadores de sangue (Martins et al. 1998, 2006, Amorim et al. 2004), como em
portadores cronicos do HCV (Focaccia et al. 2004, Campiotto et al. 2005). Os
genotipos 4 e 5 foram detectados somente na Regido Sudeste (S&o Paulo)
(Campiotto et al. 2005). Em relagdo aos subtipos, Martins et al. (1998) verificaram
maior frequéncia dos subtipos 1b e 3a na Regido Nordeste (Natal); na Regiao
Sudeste (Rio de Janeiro), dos subtipos 1b e 1a e, na Regido Centro-Oeste

(Goiéania), o subtipo 1a foi 0 mais encontrado, seguido por 3a, 1b e 2b.

Em estudo realizado por Martins et al. (2006), em doadores de sangue na
Regiao Centro-Oeste, observou-se predominio do gendtipo 1, seguido dos
genotipos 3 e 2. Em Mato Grosso do Sul, os subtipos 1a e 1b foram igualmente
encontrados, seguidos pelo 3a. Ja em Goias, o subtipo mais prevalente foi 1a,
seguido de 3a e 1b. Verificou-se também o predominio do subtipo 1a, seguido
pelos subtipos 1b e 3a em hemofilicos (Barbosa 1998), pacientes com doencas
reumaticas (Barbosa et al. 2005), hemodialisados (Espirito-Santo et al. 2007) e
transplantados renais (Botelho et al. 2008). Entretanto, em usuarios de um centro
de aconselhamento sobre HIV em Goiania-GO, o subtipo 3a foi 0 mais prevalente
(Pereira et al. 2006).

1.6. Prevencéo e controle da infec¢cdo pelo HCV

O fato de nédo existir uma vacina disponivel contra a hepatite C, a pouca
eficacia do tratamento existente até o momento, somado a falta de uma profilaxia
pos-exposicao, reforca o importante papel das medidas preventivas no controle
dessa infecgao (CDC 2006, Bruguera 2007).
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As estratégias de prevencdao e controle da hepatite C requerem a
implementacdo de medidas de prevencado primaria e secundaria. A prevengao
primaria tem como finalidade identificar os individuos com fatores de risco para
infeccao pelo HCV, a realizagcao de testes laboratoriais e o aconselhamento dos
mesmos sobre as formas de transmissdo e prevengdo desse virus. Ja a
prevencdo secundaria, tem como objetivo evitar a progressdo da doenga em
pessoas ja infectadas. Essas medidas devem ser dirigidas a populagao geral e,
especialmente, aos individuos com alto risco de infecgdo pelo HCV (Alter 2002,
Kew et al. 2004, CDC 2006).

A implantagao da triagem soroldgica para o marcador anti-HCV em bancos
de sangue diminuiu substancialmente o risco de hepatite C pds-transfusional
(Alter 2002, Bruguera 2007). No Brasil, o Ministério da Saude instituiu a
obrigatoriedade da triagem para anti-HCV pela Portaria n° 1376, de 19 de
novembro de 1993 (Ministério da Saude 1993). Outra medida, que tem se
mostrado importante na reducdo da transmissao do HCV por transfusao, € a
implantacéo do teste de amplificagao e detecgédo do acido nucléico viral (NAT) na
triagem de doadores de sangue. Em muitos paises desenvolvidos, essa medida
entrou em vigor em 1999 (Saldanha et al. 1999, Prati 2006, Bruguera 2007). No
Brasil, desde 2002, a implantacdo do NAT vem sendo tratada pelo Ministério da
Saude, sendo que a ultima Portaria sobre o assunto, a de n° 112, de janeiro de
2004, previa a implantacédo gradativa desse teste nos servigcos de hemoterapia da

rede publica (Ministério da Saude 2004), mas até o momento nao ocorreu.

1.7. Usuérios de drogas ilicitas e a infec¢céo pelo virus da hepatite C

As substancias ou drogas psicoativas tém acompanhado o homem desde
épocas primitivas, quando seu uso restringia-se a rituais e/ou circunstancias
sociais determinadas, mas nas décadas de 80 e 90, em consequéncia da
organizacao do narcotrafico, houve um aumento no consumo de cocaina, de
anfetaminas, dentre outras drogas. Tanto o abuso, quanto a dependéncia dessas
substancias tornou-se um fato comum em nosso cotidiano, atingindo pessoas
independentemente de sexo, idade ou condicdo soécio-econdmica e cultural

(Oliveira 2006). Um fator agravante € o inicio dessa pratica cada vez mais
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precoce, ocorrendo principalmente na adolescéncia, devido a maior
vulnerabilidade psicoldgica e social do individuo nessa fase (Soldera et al. 2004,
Pratta & Santos 2006, Costa et al. 2007).

Localizar e estimar a populagdo de usuarios de drogas € tarefa dificil,
devido ao carater ilegal desse comportamento, bem como pela marginalizagéo e
estigmatizagdo desses individuos (Graham 2001, Faria & Furegato 2005, March
et al. 2006). Embora saiba que a pratica de uso de drogas tenha se expandido
nos ultimos anos em todo o mundo, n&o se sabe ao certo 0 numero de usuarios
existente. Estima-se que 208 milhdes de pessoas, cerca de 5% da populagéo
mundial, fazem uso dessas substdncias (UNODC 2008). No Brasil, um
levantamento domiciliar sobre o uso de drogas, envolvendo as 108 maiores
cidades do Pais, mostrou que 22,8% da populagdo ja usaram drogas ilicitas,
sendo que na Regiao Centro-Oeste, o indice foi de 17% (CEBRID 2005).

Existem diferengas regionais marcantes no Brasil, quanto ao poder
aquisitivo da populagao, acesso a saude, nivel de educacdo e peculiaridades
culturais, que se refletem no cenario do consumo das drogas psicotropicas. A
partir da década de 90, derivados da coca comegaram a ganhar a preferéncia em
algumas cidades brasileiras, como o crack (cristais fumados em cachimbo) em
Séo Paulo e, a merla (espécie de pasta também fumada) em Brasilia,
aumentando ainda mais os problemas de saude. Ainda nessa década, também
cresceu o numero de usuarios de maconha no Pais. Apesar do pouco destaque
dado na imprensa ao consumo de inalantes (solventes, cola de sapateiro e langa-

perfume), ele € comum entre os jovens brasileiros (Noto e Formigoni 2002).

Os usuarios de drogas ilicitas apresentam risco aumentado de adquirir a
infeccdo pelo HCV e, a eficiéncia de sua transmissdo varia de acordo com o0s
comportamentos de risco por eles adotados, tais como: a via e a duracdo de uso
de drogas, compartiihamento de seringas, agulhas, canudo intranasal e outros
equipamentos contaminados, bem como praticas sexuais desprotegidas (Shirin et
al. 2000, Des Jarlais et al. 2003, Scheinmann et al. 2007, Macias et al. 2008).
Além disso, a falta de informacdo dos usuarios a respeito da hepatite C,

sobretudo sobre 0os mecanismos de transmissao do virus, pode contribuir para a
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sua disseminacao (Heimer et al. 2002, Carey et al. 2005, Gyarmathy et al. 2006,

Cox et al. 2008).

Estudos em usuarios de drogas ilicitas institucionalizados ou em centros de

tratamento, incluindo usuarios injetaveis e nao injetaveis, mostraram taxas de

prevaléncia que variam de 1,0% a 74,2% (Quadro 2).

Quadro 2 — Prevaléncia da infecgcao pelo virus da hepatite C em usuarios de

drogas (UD) ilicitas institucionalizados ou em centros de tratamento

A Populagéo (n) Prevaléncia
Referéncia Local Total UDI UDNI | global (%)
Bastos et al. 2000 Riode 185 | 24 | 161 5,8

Janeiro/Brasil

Edeh & Spalding 2000 | Brighton/Inglaterra 86 - - 55,8
Hwang et al. 2000 Texas/EUA 407 | 185 | 222 35,1
Shirin et al. 2000 Bangladesh/Asia 266 | 129 | 137 15,0
Turchi 2000 Sao Paulo/Brasil 839 | 150 | 689 14,5
Carvalho et al. 2003 Sao Paulo/Brasil 83 8 75 6,0
Quaglio et al. 2003 Italia/Europa 1095 | 965 | 130 74,2
Galperim et al. 2004 Porto Alegre/Brasil 60 16 44 25,0
Jittiwutikarn et al. 2006 = Tailandia/Asia 1859 508 | 1351 27,0
Monsalve-Castilho et Maracaibo/ 100 i i 10
al. 2007 Venezuela ’

UDI = usuarios de drogas injetaveis

UDNI= usuarios de drogas n&o injetaveis

O uso de drogas injetaveis tem papel importante na epidemiologia da

hepatite C. Investigacbes tém mostrado o uso de seringas e agulhas

contaminadas como principal fator de risco para essa infeccdo (Thorpe et al.
2002, Lucidarme et al. 2004, Shapatava et al. 2006, Caiaffa et al. 2006). Assim,

taxas elevadas de prevaléncia para hepatite C tém sido observadas em estudos

conduzidos apenas em usuarios de drogas injetaveis (UDI) (De Carvalho et al.
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1996, Oliveira et al. 1999, Murril et al. 2002, Reyes et al. 2006, Aceijas et al. 2007,
Jindal et al. 2008, Lee et al. 2008). No Brasil, taxas variando de 16,8% a 88,0%

foram verificadas nesses usuarios (Galperim et al. 2004, Oliveira et al. 2006).

Os usuarios de drogas néao injetaveis (UDNI) também apresentam risco
aumentado em adquirir a infeccdo causada pelo HCV, quando comparado a
populagao geral, seja pelo compartilhamento de instrumentos contaminados com
sangue para uso de droga intranasal, ou pela maior vulnerabilidade a outros
comportamentos de risco (Tortu et al. 2004, McMahon et al. 2004, Macias et al.
2008). Prevaléncia variando de 2,4% (Denis et al. 2000) a 43,1% (Fischer et al.
2008) foi encontrada nessa populagdo. No Brasil, taxas variando de 2,0% a 2,5%
foram estimadas em UDNI (Bastos et al. 2000, Galperim et al. 2004, Nunes et al.
2007).

Alguns autores relataram frequéncias elevadas dos gendtipos 1 (subtipo
1a) e 3 (subtipo 3a) em usuarios de drogas ilicitas (Bourliére et al. 2002, Aitken et
al. 2004, Mathei et al. 2005, Jittiwutikarn et al. 2006). No entanto, outros
reportaram a predominancia de gendtipos/subtipos distintos nessa populagao
(Krekulova et al. 2001, Hansurabhanon et al. 2002, Van Asten et al. 2004).
Estudos realizados na Franca, por Morice et al. (2001), e na Espanha, por
Fernandez-Arcas et al. (2006), encontraram o gendtipo 4 como 0 mais prevalente.
Assim sendo, parece ndo existir associacdo entre o uso de drogas ilicitas e
genotipo do HCV, mas sim a propagag¢ao do genaotipo/subtipo circulante, facilitada
pelo compartilhamento de equipamentos para o consumo de drogas e, em menor

grau, por praticas sexuais de risco (Van Asten et al. 2004).

O uso de drogas ilicitas ndo € uma contra-indicagado para o tratamento da
hepatite C, mas é importante avaliar previamente os seus riscos e beneficios,
bem como possibilidade de adesado desses individuos a terapia antiviral. Assim
sendo, a mesma so deve ser iniciada quando houver uma situagao clinica e social
adequada e, ndo esta indicada em usuarios com patologias psiquiatricas, pelo
risco de desencadear ou agravar suas manifestacoes (Edlin et al. 2005, Kresina et
al. 2005, Sylvestre 2006, Grebely et al. 2008).
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A prevengao da transmissado da hepatite C em usuarios de drogas ilicitas
constitui um grande desafio para a saude publica. Nesse sentido, a politica de
reducdo de danos tem desenvolvido ag¢des importantes, com o objetivo de
minimizar as consequéncias advindas pelo uso e abuso de drogas ilicitas, tanto
para esses individuos quanto para a sociedade. Essa estratégia de saude publica
vem sendo utilizada para a prevencao da infec¢ao pelo HCV e de outras doencgas
infecciosas na populagao de usuarios de drogas (Queiroz 2001).

Embora a pratica de redugcdo de danos ja tivesse sua importancia
reconhecida internacionalmente, no Brasil, foram inumeras as resisténcias
politicas para a implementagdo da mesma. Como iniciativa pioneira, destaca-se a
implantacdo do projeto em Salvador, em 1995 (Noto & Galdur6z 1999, Nardi &
Rigoni 2005) e, hoje existem diversos Programas de Redugéo de Danos (PRD) no
Pais. O Ministério da Saude langou em julho de 2005 as Portarias n° 1.028 e
1.059, que regulamentam as ag¢des que visam redugcdo de danos e destinam
incentivos financeiros para o desenvolvimento das mesmas em Centros de
Atengdo Psicossocial para Alcool e outras Drogas (CAPS ad), respectivamente
(Ministério da Saude 2005).



27

1.8. Justificativa

A utilizag&o de drogas ilicitas constitui um problema de saude publica, tanto
nos paises desenvolvidos, como naqueles em desenvolvimento. O consumo das
mesmas nao atinge de maneira uniforme toda a populagéo, sua distribuicdo é
distinta nas diferentes regides e suas consequéncias geram consideravel prejuizo
mundialmente (Chavez et al. 2005, UNODC 2008).

No Brasil, tem aumentado consideravelmente o consumo dessas
substancias nas ultimas duas décadas, tornando-se cada vez mais precoce entre
adolescentes e criancas (Galduréz 2001, Guindalini et al. 2006). Acredita-se que
esse aumento esteja relacionado a posicéo geografica que o Pais ocupa na rota
do trafico de drogas dos paises produtores, como a Bolivia e Colémbia, para os
paises consumidores da Europa e América do Norte (Mesquita & Seibel 2000,
UNODC 2008).

O uso indevido de substancias psicoativas favorece a adocdo de
comportamentos de risco, como compartiihamento de seringas/agulhas e outros
equipamentos contaminados, além de praticas sexuais desprotegidas. Assim,
taxas elevadas de prevaléncia da infeccdo pelo HCV tém sido observadas em
usuarios de drogas, tornando-os importantes reservatorios e disseminadores
dessa infeccdo na comunidade onde estéo inseridos (Shirin et al. 2000, Galperim
et al. 2004, Jittiwutikarn et al. 2006).

Os estudos epidemiolégicos e moleculares constituem importantes
instrumentos para o conhecimento de agravos a populagao, dando subsidios para
as politicas publicas no planejamento das medidas de prevengdo, controle e
tratamento, além dos cuidados aos individuos. Assim, a investigagédo da infecgao
pelo virus da hepatite C em usuarios de drogas € importante para o melhor
entendimento da participagado desse grupo na disseminagdo do HCV, bem como

para a elaboracdo de medidas preventivas especificas.
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No Brasil, ainda sdo poucos os estudos sobre a infecgdo pelo HCV em
usuarios de drogas ilicitas, sendo esta a primeira investigacdo epidemiolégica e
molecular realizada nessa populacdo em Campo Grande-MS e Goiania-GO,
Brasil Central. Assim sendo, as informagdes obtidas neste trabalho poderao servir
para subsidiar a elaboracdo de novas estratégias de prevencido e controle da
hepatite C em usuarios de drogas, bem como para adequar aquelas ja existentes,
contribuindo assim, para melhorar a qualidade de vida dessa populacéao.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Investigar o perfil soroepidemiologico e molecular da infecgdo pelo virus
da hepatite C em usuarios de drogas ilicitas em centros de tratamento de

uso de drogas no Brasil Central.

2.2. Objetivos especificos

Estimar a prevaléncia global do marcador anti-HCV em usuarios de drogas

ilicitas em centros de tratamento em Campo Grande-MS e Goiania-GO;

e Verificar o conhecimento da populagdo do estudo sobre as formas de

transmissao do HCV;

e Analisar os fatores de risco associados a essa infeccdo na populagao

estudada;

¢ |dentificar os gendtipos e subtipos virais circulantes em usuarios de drogas

ilicitas em centros de tratamento no Brasil Central.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Populacéao estudada

Estudo observacional, analitico, de corte transversal conduzido em UD em
todos os 26 centros de tratamento de uso de drogas, situados em Campo Grande-
MS (n = 8) e Goiania-GO (n = 18), no periodo de agosto de 2005 a novembro de
2006. A populacao foi constituida por todos os 691 usuarios de drogas ilicitas
institucionalizados, sendo 102 injetaveis e 589 néo injetaveis. Os individuos foram
esclarecidos sobre os objetivos e procedimentos do estudo, sendo convidados a
participar da presente investigagdo, conforme os seguintes critérios de inclusao:
idade igual ou superior a 18 anos, ter usado drogas ilicitas injetaveis e/ou nao
injetaveis, estar vinculado a algum dos centros de tratamento. Foram
considerados UDI individuos que referiram uso de drogas ilicitas por via
endovenosa e, usuarios de drogas néo injetaveis aqueles que nunca utilizaram
drogas ilicitas por via endovenosa. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Materno Infantil (CEP-HMI n° 004/05), em Goiania-GO.

3.2. Entrevista e coleta de sangue

Apods assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, todos os
individuos foram entrevistados utilizando-se um questionario padronizado sobre
caracteristicas socio-demograficas (idade, sexo, estado civil, cor/raga,
escolaridade e renda familiar); fatores de risco associados a infecgao pelo HCV
(via, tipo e tempo de uso de drogas, histéria de transfusdo de sangue/ano da
primeira transfusao, tatuagem/piercing, acupuntura, uso de preservativo, numero
de parceiros sexuais, parceiro UDI, historia de doenca sexualmente transmissivel
- DST e antecedente de prisdo) e conhecimento das formas de transmissédo da
infeccdo pelo HCV (contato com sangue infectado, compartihamento de
agulhas/seringas, transfusdo de sangue, tatuagem e/ou piercing,
compartiihamento de objetos cortantes de higiene pessoal, relagdo sexual, da

mae para o filho e por meio de alimentos e utensilios domésticos, como pratos,
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talheres e copos, além de outras formas, tais como: sentar perto, abragar, apertar

a mao e conviver no mesmo domicilio).

Apods a realizagdo das entrevistas, foram coletados 10 ml de sangue de
cada usuario. As amostras obtidas foram transferidas para os tubos de ensaio
identificados com os mesmos numeros dos questionarios utilizados nas
entrevistas. As amostras coletadas em Campo Grande foram transportadas para
o Laboratério de Imunologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), onde os soros foram separados e, posteriormente foram estocados, junto
com os obtidos em Goiania, no Laboratério de Virologia do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias. Os soros foram
estocados a -20°C (aliquota para andlise soroldgica) e -70°C (aliquota para
analise molecular) até a realizacdo dos ensaios. Os testes sorolégicos e
moleculares foram realizados no Laboratério de Virologia do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias, exceto a reacao de
sequenciamento da regido NS5B (Laboratorio de Hepatites Virais, Fundagéo
Osvaldo Cruz/RJ).

3.3. Testes sorolbgicos

3.3.1. Deteccao do marcador anti-HCV

ELISA - Os soros obtidos (n= 691) foram testados para deteccdo de anticorpos
anti-HCV empregando-se reagentes comerciais (Hepanostika anti-HCV Ultra,
Biomedical-China). As amostras de soro juntamente com os controles positivos e
negativos foram incubados em placa previamente sensibilizada com os antigenos
recombinantes das regides core, NS3, NS4 e NS5 do HCV. Apds 60 minutos de
incubacao a 37°C, a placa foi lavada com o tampao fosfato por seis vezes. Em
seguida, foi adicionado o conjugado (anti-imunoglobulina humana marcada com
peroxidase) e nova incubagao realizada por mais 30 minutos. Apds segunda
lavagem, procedeu-se a adigdo do substrato da enzima (perdxido de uréia) e da
solugdo cromdgena (tetrametilbenzina — TMB), incubando-se por 30 minutos. A
seguir, a reagao foi interrompida pela adicdo de acido sulfurico a 1N e a leitura

espectrofotométrica realizada em leitora de microplaca com uso de filtro simples
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(450 nm). O valor do cut-off foi obtido pela féormula: 0,27 x CPx, onde “CPx” é
igual ao valor médio das absorbéncias dos controles positivos. Assim, foram
consideradas amostras positivas, aquelas que apresentaram absorbancia maior

ou igual ao valor do cut-off.

Immunoblot - As amostras reagentes ao anti-HCV foram testadas por
immunoblot (Bioblot HCV, Biokit, Espanha). Essas amostras assim como os
controles positivo e negativo foram incubados individualmente junto a tiras de
nitrocelulose contendo as seguintes proteinas recombinantes do HCV: core, NS3,
NS4 e NS5. Posteriormente, apds a lavagem das fitas, adicionou-se o conjugado
(anticorpos anti-imunoglobulina humana associados a fosfatase alcalina). Novos
processos de incubagao e lavagem foram realizados. A seguir foi adicionado o
substrato (bromo-cloro-indol-fosfato e nitroazul de tetrazolio/BICP) e, apds 15
minutos de incubagdo, o mesmo foi aspirado. As fitas foram lavadas com agua
destilada e colocadas em papel branco absorvente para analise. Os resultados
foram avaliados visualmente, comparando-se a intensidade da cor das bandas
correspondentes aos diferentes antigenos com as linhas controles (+1 a +3) e ao
numero de bandas reagentes, sendo considerado positivo (reatividade com dois
ou mais antigenos), indeterminado (reatividade com um unico antigeno) ou

negativo (auséncia de reatividade).

3.3.2. Deteccao do marcador anti-HBc

A deteccao do marcador anti-HBc total foi realizada nas 691 amostras com
reagentes comerciais (Hepanostika anti-HBc Uni-Form, Biomérieux-Holanda). O
principio da reagao € baseado em inibicdo competitiva. Em placa revestida com
antigeno core do virus da hepatite B (HBcAg), as amostras e os controles
negativos e positivos foram incubados juntamente com o conjugado (anticorpos
anti-HBc humano ligado a peroxidase) durante 90 minutos a 37°C. Em seguida, a
placa foi lavada com o tampao fosfato e, a solugdo substrato/cromdgeno
(tetrametilbenzidina/peréxido de uréia) adicionada, incubando-se por 30 minutos.
Finalmente, a reacao foi interrompida com acido sulfurico a 1N e a leitura
espectrofotométrica realizada em leitora de microplaca com uso de filtro simples
(450 nm). O valor do cut-off foi obtido pela féormula: 0,25 (CNx + 3CPx), onde
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“CNx” é igual ao valor médio das absorbancias dos controles negativos e “CPx’
ao dos controles positivos. Assim, foram consideradas amostras positivas,

aquelas que apresentaram absorbancia menor ou igual ao valor do cut-off.

3.4.Testes moleculares

3.4.1. Deteccao do RNA-HCV

As amostras anti-HCV reagentes foram testadas para deteccao do RNA
viral pela RT-PCR, conforme os procedimentos do kit Versant, HCV Genotype
Amplification — LiPA, com modificagdes. O RNA foi extraido utilizando 150 pl de
trizol, aos quais foram adicionados 50 pl de soro concentrado a partir de 200 pl de
cada amostra previamente centrifugada em 16000 rpm por 90 minutos. Apds
homogeneizagéo, acrescentou-se 40 ul de cloroformio para separagao das fases.
Novo processo de homogeneizagdo foi realizado, seguido de incubagdo e
centrifugagdo (12000 rpm). Em seguida, a fase incolor, menos densa foi
transferida para tubos contendo 20 ul de dextran (1ug/ul) e 100 pl de isopropanol.
Apos centrifugagao, o sobrenadante foi desprezado e adicionado 200 pl de etanol,
com a finalidade de purificagdo e formagédo do sedimento (pellet). Novamente o
sobrenadante foi descartado, e os tubos cuidadosamente secos com auxilio de
uma bomba de vacuo. O RNA obtido foi ressuspenso em 12 ul de agua tratada

com dietilpirocarbonato (inativador da ribonuclease).

A transcrigao reversa foi realizada com o iniciador randémico (Invitrogen),
200 U de transcriptase reversa do virus da leucemia de Moloney (Invitrogen), 0,2
mM de cada ANTP (Armeshan, Bioscience), em um volume final de 24 ul (12 yl de
RNA + 12 ul de mistura da TR) a 42°C, durante um periodo de 90 minutos.

Aproximadamente 8 pl do cDNA foram amplificados por nested PCR com
iniciadores especificos para a regido 5’NC. Na primeira PCR, foram utilizados
iniciadores externos [(CACTCCCCTGTGAGGAACTACTGTC) homdlogo a
posicao -305 e (ATGGTGCACGGTCTACGAAGACCTCC) homdélogo a posigao 2].
A PCR foi realizada num volume final de 50 ul, na presenca de 0,2 mM de cada

dNTP, 3 mM de MgCl, e 1 U de enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen). Apos
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este preparo, a reagao foi colocada no termociclador, onde o DNA foi desnaturado
por aquecimento a 94°C por dois minutos, amplificado durante 35 ciclos a 94°C
por 15 segundos, a 50°C por 45 segundos e a 72°C por um minuto, seguido por

um alongamento de sete minutos a 72°C.

AplOs a realizagdo da primeira PCR, 2 pl do produto obtido foram
novamente amplificados utilizando iniciadores internos
[((TTCACGCAGAAAGCGTCTAGCC) na posicao =279 e
(GGGCACTCGCAAGCACCCTATCAGG) na posigao -26], nas mesmas condigdes
descritas acima, exceto pelo aumento da concentracdo do MgCl, para 5 mM,
segundo Ginabreda et al. (1997). Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo brometo de etideo e, visualizados

sob luz ultravioleta em um transiluminador.

Para evitar contaminacao, a extragao e transcricdo do RNA, a preparagao
dos reagentes pré-PCR, amplificagdo do DNA e a eletroforese em gel dos

produtos da PCR foram realizadas em salas separadas.

3.4.2. Genotipagem do HCV

3.4.2.1. Genotipagem por hibridizacao reversa (LiPA)

As amostras RNA-HCYV positivas foram genotipadas pelo método line probe
assay - LiIPA (Versant HCV Genotype Assay, Innogenetics, Bélgica). As
sequéncias genémicas de cDNA foram amplificadas novamente pela PCR com
iniciadores biotinilados complementares a regido 5° NC do genoma do HCV. Os
produtos biotinilados da PCR foram submetidos a hibridizagdo reversa com
sondas genotipo/subtipos especificas, previamente imobilizadas em linhas
paralelas nas tiras da membrana de nitrocelulose. Apos a hibridizagdo, foi
adicionada uma solucao de estreptovidina marcada com fosfatase alcalina que se
liga ao hibrido biotinilado formado anteriormente. A revelagdo desse método
consiste no desenvolvimento de cor purpura nas amostras positivas, apds a
adicdo do substrato (bromo-cloro-indol-fosfato e nitro azul tetrazolio). A

reatividade dos fragmentos amplificados em uma ou mais linhas sobre as tiras
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permite o reconhecimento dos seguintes gendtipos/subtipos do HCV: 1a, 1b, 1,
2al2c, 2b, 3a, 3b/3c, 3, 4a, 4b, 4c/4d, 4e, 4f, 4h, 4, 5a e 6a (Stuyver et al. 1996).

3.4.3. Sequenciamento da Regido NS5B

3.4.3.1. Amplificacdo das amostras para a regiao NS5B

A amplificagao por nested PCR para a regido NS5B foi realizada conforme
Sandres-Sauné et al. (2003). Na primeira PCR, foram utilizados 8 ul do cDNA e
iniciadores externos sense (5-TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC-3’) na posi¢ao
8256-8278 e antisense (5- GCNGARTAYCTVGTCATAGCCTC-3’) na posicao
8622-8644. A PCR foi realizada num volume final de 50 ul, na presencga de 0,2
mM de cada dNTP, 3 mM de MgCl, e 1 U de enzima Tag DNA polimerase
(Invitrogen). A reagéo foi incubada a 50°C por 30 minutos, seguido de 5 ciclos de
93°C por 30 segundos, 60°C por 45 minutos e 72°C por 1 minuto, e amplificado
durante 35 ciclos a 93°C por 30 segundos, 60°C com diminui¢cado de - 0,3°C entre
cada ciclo e 72°C por 1 minuto. Finalizando, com alongamento a 72°C por 5

minutos.

A segunda amplificagdo (PCR-2) foi realizada com 2 ul do produto obtido
da PCR-1, o qual foi novamente amplificado com iniciadores internos sense (5'-
TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC-3') na posigcao 8256-8278 e antisense (5'-
GCTAGTCATAGCCTCCGT-3’) na posigao 8619-8636, em um volume total de
100 ul. Apds a incubacao a 95°C por 5 minutos, o DNA foi amplificado durante 35
ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos.
Finalizando, com alongamento a 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo brometo de

etideo.

3.4.3.2. Purificagdo do DNA

O volume total (100 pl) do produto da PCR-2 foi submetido a eletroforese

em gel de agarose low melting a 1%, contendo brometo de etideo. Logo apds, as

bandas foram cortadas do gel, e colocadas em tubos eppendorfs para serem
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eluidas e purificadas, utilizando-se o Kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN,
Germany). Para cada volume de gel (100 mg ~ 100 pl), adicionou-se trés volumes
do tampao QG QIAquick incubando-se em banho-maria a 50°C por 10 minutos,
observando a completa solubilizagdo do gel. Apds eluicdo, o mesmo foi misturado
com isopropanol na diluicdo 1:2. Transferiu-se o material para uma coluna, e
centrifugou-se a 14000 rpm por 1 minuto. Para remog&o de tragos de agarose,
adicionou na coluna 500 pl do tampdo QG do QIAquick e centrifugou-se
novamente a 14000 rpm por 1 minuto. A seguir, 750 ul do tampao PE do QlIAquick
foram colocados na coluna, centrifugando-se nas mesmas condigbes acima. A
coluna foi transferida para um tubo coletor, seguida de centrifugacao para
remocgao de residuos de etanol. Finalmente, o DNA foi eluido, com adi¢cdo de 50
gl de tampédo (Tris-HCI mM, pH 8,5) no centro da coluna, posteriormente,

procedeu-se nova centrifugagéo por 1 minuto a 13000 rpm.

A etapa seguinte consistiu na quantificagdo do DNA purificado. Para
calcular o volume de DNA utilizado na técnica de sequenciamento, o mesmo foi
aplicado em gel de agarose 1,5%, e a intensidade da banda foi comparada com o

padrao de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

3.4.3.3. Sequenciamento e analise da regidao NS5B

A andlise filogenética da regiao NS5B do genoma viral foi realizada para
confirmacédo dos genodtipos e subtipos do HCV. Os produtos da PCR foram
submetidos a reagdo de sequenciamento nucleotidico direto em ambas as
dire¢des usando o Kit BigDye Terminator versao 3.1 (Applied Biosystems). Para
cada reagao de sequenciamento, empregou-se 5 pl do DNA na concentragao de
30 a 40 ng/ml, 2 pl de tampao MgCl, 5X, 2 yl do mix de sequenciamento (Big Dye)
e 1 ul (3,2 pmol) dos iniciadores especificos para a regido NS5B, “sense” (5'-
TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC-3’) na posigao 8256- 8278 e “antisense” (5'-
GCTAGTCATAGCCTCCGT-3’) na posicao 8619-8636 (Sandres-Sauné et al.
2003). As reacbes de sequenciamento foram realizadas no termociclador da
Perkin — EImer 2400, de acordo com o seguinte programa: temperatura de 96°C
por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5

segundos e 60°C por 4 minutos. Apds a reacao de seqlienciamento, o produto foi
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precipitado utilizando-se 80 ul de isopropanol a 75%. A seguir, este material foi
centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante desprezado e, o
sedimento lavado com isopropanol a 75% (250 ul) por 10 minutos centrifugando-
se a 14000 rpm. O sobrenadante foi novamente desprezado e, o sedimento foi
secado em termobloco ou centrifugado a vacuo (speed vac) a 60°C por 20
minutos. Em seguida, o DNA foi ressuspenso em 10 pl de formamida Hi-Di
(Applied Biosystems) e colocado no sequenciador ABI-3730.

As sequéncias obtidas com 340 nucleotideos (da posi¢cao 8279 a 8619 do
genoma viral) foram alinhadas usando o programa Clustal X (Thompson et al.
1997). A arvore filogenética foi construida pelo método Neighbor-Joining do
programa Mega 2.1 (Kumar et al. 2001), de acordo com o modelo de anélise
Kimura-2 parametros. A robustez dos clusters da arvore foi avaliada pelo teste de
bootstrap utilizando-se 1000 pseudo-réplicas. Os gendtipos e subtipos das
amostras do HCV foram determinados acrescentando-se, na analise filogenética,
sequéncias de referéncia representativas dos principais gendtipos/subtipos do
virus disponiveis no Genbank (designadas na arvore filogenética pelo subtipo,

seguido do numero de acesso no Genbank).
3.5. Processamento e analise dos dados

A analise dos dados foi realizada utilizando-se o programa Epi Info versao
2000, desenvolvido pelo Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA.
Prevaléncia e odds ratio (OR) foram calculados com intervalo de confianga de
95% (IC 95%). Os fatores de risco com p < 0,10 pela analise univariada foram
analisados posteriormente por regressao logistica hierarquica, utilizando o
programa SPSS versao 11,0 for Windows®, para identificar as possiveis variaveis
confundidoras. Os testes de y? y° para tendéncia e exato de Fisher foram
empregados quando apropriados. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.



4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos usuarios de drogas

A Tabela 1 mostra as caracteristicas soécio-demograficas dos 691 UD
estudados. Observou-se que a média de idade desta populacéo foi de 28,3 anos
(desvio padrédo = 9,0 anos). Houve predominio de individuos do sexo masculino
(88,3%), solteiros (64,3%), de cor branca (59,5%) e com baixa escolaridade
(70,2%). Quanto a renda familiar, 46,5% dos usuarios referiram receber
mensalmente entre 2 e 5 salarios minimos, 43,5% um salario minimo ou menos e

10% relataram renda igual ou superior a cinco salarios minimos.

Tabela 1 - Caracteristicas socio-demograficas dos usuarios de drogas (UD) ilicitas

no Brasil Central

Caracteristicas n %
Média de idade (dp) 28,3 anos (9,0)
Sexo
Masculino 610 88,3
Feminino 81 11,7
Estado civil
Solteiro 444 64,3
Casado/amasiado 161 23,3
Separado/viuvo 86 12,4
Raca/Etnia
Branca 411 59,5
N&o branca 280 40,5
Escolaridade
< 8 anos 485 70,2
9-12 anos 173 25,0
> 12 anos 33 4,8
Renda familiar
< um salario minimo 282 43,5
2 a 5 salarios minimos 302 46,5
= 5 salarios minimos 65 10,0

Sem informagéao 42

dn-desvin nadran
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A média de idade de inicio do uso de drogas injetaveis e nao injetaveis foi
de 17,1 anos e de 16,2 anos, respectivamente. A maconha foi a droga mais
consumida pela populagédo estudada (82,9%), seguida por cocaina cheirada ou
fumada na forma de pdé (59,6%), cocaina fumada nas formas de pasta (merla)
(52,8%) e pedra (crack) (37,9%). Ainda, 11,6% dos individuos referiram fazer uso
da mesma na forma injetavel. Além dessas, outras drogas como solventes
(20,4%), LSD (8,4%), ecstasy (6,5%) e heroina (2,2%) foram relatadas pelos
participantes deste estudo. Em relacéo a frequéncia do uso de drogas, a maioria
dos entrevistados (63,1%) referiu consumo diariamente, 29,6% de uma a trés

vezes por semana e 7,3% de uma a trés vezes por més (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas referentes ao uso de drogas relatadas pela populagéo
estudada

Caracteristicas n %

Média de idade de inicio do uso de droga
Usuario injetavel 17,1 anos
Usuario n&o injetavel 16,2 anos

Drogas consumidas na vida

Maconha 573 82,9
Cocaina cheirada ou fumada (po) 412 59,6
Cocaina fumada (merla) 365 52,8
Cocaina fumada (crack) 262 37,9
Cocaina injetavel 80 11,6
Solventes 141 20,4
LSD 58 8,4
Ecstasy 45 6,5
Heroina 15 2,2
FreqUéncia de uso de drogas
Diariamente 426 63,1
Uma a trés vezes por semana 200 29,6
Uma a trés vezes por més 49 7,3

Sem informacgao 16
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Na Tabela 3, observa-se que a populagdo estudada apresentou
conhecimento limitado sobre as formas de transmissédo do HCV, tais como:
contato com sangue (28,9%), compartihamento de agulhas/seringas (30,5%),
transfusdo de sangue (29,7%), tatuagem e/ou piercing (24,0%), compartilhamento
de objetos cortantes de higiene pessoal (20,8%), relagdo sexual (31,7%) e da
mé&e para o filho (20,0%). Ainda, alguns UD referiram erroneamente que esse
virus pode ser disseminado por alimentos (11,0%), utensilios domésticos (11,3%),
além de outras formas (3,0%), tais como: sentar perto, abracgar, apertar a mao e

conviver no mesmo domicilio.
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Tabela 3 — Relato sobre o conhecimento das formas de transmissdo do HCV em

usuarios de drogas (UD) ilicitas, Brasil Central

Formas de transmissao n %

Contato com sangue infectado

Sim 200 28,9

Nao 491 711
Compartilhamento de agulhas/seringas

Sim 211 30,5

Nao 480 69,5
Transfusao de sangue

Sim 205 29,7

Nao 486 70,3
Tatuagem e/ou piercing

Sim 166 24,0

Nao 525 76,0

Compartilhamento de objetos cortantes de
higiene pessoal

Sim 144 20,8

Nao 547 79,2
Relacao sexual

Sim 219 31,7

Nao 472 68,3
Da méae para o filho

Sim 139 20,0

Nao 552 80,0
Alimentos

Sim 76 11,0

Nao 615 89,0
Utensilios domésticos

Sim 78 11,3

Nao 613 88,7
Outras formas

Sim 22 3,0

N&o 669 97,0
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4.2. Prevaléncia do marcador anti-HCV na populacao estudada

De 691 amostras de usuarios de drogas ilicitas, o marcador anti-HCV foi
detectado pelo ELISA em 49 (7,1%). Destas, 48 foram positivas pelo immunobilot,
resultando em uma prevaléncia para este marcador de 6,9% (IC 95%: 5,2-9,2)
(Tabela 4). A amostra que foi anti-HCV reagente pelo ELISA e negativa pelo
immunoblot mostrou-se também como negativa para o RNA-HCV.

Tabela 4 — Prevaléncia do marcador anti-HCV em 691 usuarios de drogas ilicitas,

Brasil Central

Positivo
Anti-HCV n % IC 95%
ELISA 49 7.1 5,3-9,3
Immunoblot 48 6,9 5,2-9,2

IC - Intervalo de Confianca

A Figura 8 mostra a prevaléncia do marcador anti-HCV em diferentes
faixas etarias. Observou-se que a mesma foi de 0,9% em usuarios com idade
igual ou inferior a 30 anos, sendo a positividade ascendente até a faixa etaria de
41-45 anos, na qual a maior prevaléncia foi encontrada (27,9%). Verificou-se em
seguida, um ligeiro declinio na positividade para anti-HCV em usuarios com idade

superior a 45 anos.
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Figura 8 — Prevaléncia do marcador anti-HCV em usuarios de drogas ilicitas de
acordo com a idade

A prevaléncia do marcador anti-HCV de acordo com o tempo de uso de
drogas esta representada na Figura 9. Nos individuos que fizeram uso de drogas
por 10 anos ou menos, a positividade foi de 1,5%, atingindo um indice de 41,3%

naqueles que fizeram uso de drogas por mais que 25 anos (p < 0,05).
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Figura 9 — Prevaléncia do marcador anti-HCV em usuarios de drogas ilicitas de

acordo com o tempo de uso de drogas

4.3. Fatores de risco associados a infec¢éao pelo HCV

Na analise univariada, a infeccao pelo HCV foi significativamente associada
com idade, estado civil, renda familiar, via e tempo de uso de drogas, historia de
hemotransfusdo, parceiro usuario de droga injetavel e histéria de doenga

sexualmente transmissivel (Tabela 5).

Apos analise multivariada (Tabela 6), as variaveis idade, via e tempo de
uso de drogas, histéria de hemotransfusdo permaneceram associadas a infec¢ao
pelo HCV na populagédo estudada. Assim, verificou-se que os usuarios de drogas
com idade superior a 40 anos tiveram uma chance 6,0 (IC 95%: 2,2-16,2) vezes
maior de infec¢ao pelo HCV em relagao aos usuarios com idade igual ou inferior a
40 anos. Os individuos com relato de drogas injetaveis tiveram chance 22,4 (IC
95%: 8,0-52,0) vezes maior para esta infeccdo quando comparados com aqueles
que usaram drogas nao injetaveis. Os participantes que fizeram uso de drogas
por mais que 10 anos tiveram chance 4,9 (IC 95%: 1,5-15,8) vezes maior de

positividade para anti-HCV em relacdo aqueles que usaram drogas por 10 anos
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ou menos. Os usuarios com histéria de hemotransfusao tiveram chance 1,7 (IC
95%: 0,7-3,9) vezes maior para aquisicdo da infeccdo pelo HCV do que os

usuarios que nunca foram transfundidos.
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Tabela 5 — Fatores de risco associados a infecgao pelo virus da hepatite C (HCV)

em usuarios de drogas ilicitas, Brasil Central

Anti-HCV

. . o/ \a
Fator de risco Positivo/Total’ %) Odds ratio (IC 95%) p
Idade

<40 anos 28/615 (4,6) 1,0

> 40 anos 20/76 (26,3) 7,5(3,9-14,1) 0,00
Sexo

Feminino 3/81 (3,7) 1,0

Masculino 45/610 (7,4) 2,1 (0,6-6,8) 0,22
Estado civil

Solteiro 20/444 (4,5) 1,0

Casado/amasiado 17/161 (10,6) 2,5(1,2-5,1) 0,01

Separado/viluvo 11/86 (12,8) 3,1(1,3-7,2) 0,00
Cor/raga

Branca 34/411 (8,3) 1,0

N&o branca 14/280 (5,0) 0,6 (0,3-1,1) 0,13
Escolaridade

< 8 anos 27/485 (5,6) 1,0

9-12 anos 17173 (9,8) 1,9 (0,9-3,6) 0,08

> 12 anos 4/33 (12,1) 2,3(0,6-7,7) 0,12
Renda Familiar

< 1 salario minimo 16/282 (5,7) 1,0

2 a 5 salarios minimos 22/302 (7,3) 1,3 (0,6-2,7) 0,49

2 5 salarios minimos 9/65 (13,8) 2,7 (1,0-6,8) 0,04
Via de uso de drogas

Nao injetavel 16/589 2,7) 1,0

Injetavel 32/102 (31,4) 16,4 (8,5-31,3) 0,00
Tempo de uso de drogas

<10 anos 5/330 (1,5) 1,0

> 10 anos 43/350 (12,3) 9,1 (3,5-23,2) 0,00
Histéria de transfusao

Nao 32/617 (5,2) 1,0

Sim 14/63 (22,2) 5,2 (2,6-10,4) 0,00
Tatuagem/Piercing

Nao 27/411 (6,6) 1,0

Sim 21/280 (7,5) 1,1 (0,6-2,2) 0,75
Acupuntura

Nao 44/652 (6,7) 1,0

Sim 4/29 (13,8) 2,2 (0,7-6,6) 0,28
Uso de preservativo

Regular 8/145 (5,5) 1,0

Irregular/nunca 40/546 (7,3) 1,3 (0,6-3,0) 0,56
Parceiros sexuais

<10 18/332 (5,4) 1,0

>10 30/331 9,1) 1,7 (0,9-3,2) 0,07
Parceiro UDI®

Nao 28/488 (5,7) 1,0

Sim 16/101 (15,8) 3,1(1,6-6,0) 0,00
Historia de DST®

Nao 18/459 (3,9) 1,0

Sim 30/205 (14,6) 4,2 (2,3-7,7) 0,00
Antecedente de prisao

Nao 12/250 (4,8) 1,0

Sim 36/437 (8,2) 1,8 (0,9-3,5) 0,09

3IC = Intervalo de confianga; O denominador reflete o niimero de usuarios que responderam a questdo; SUDI
= usuario de droga injetavel, “DST= doenca sexualmente transmissivel; ®anti-HBc = anticorpo para o antigeno
core do virus da hepatite B.
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Tabela 6 — Analise multivariada dos fatores de risco associados a infeccéo pelo

virus da hepatite C (HCV) em usuarios de drogas ilicitas, Brasil Central

Estimativa de risco (IC 95%)?

p
Fatores de risco Nao ajustada Ajustadab

Idade

<40 anos 1,0 1,0

> 40 anos 7,5(3,9-14,1) 6,0 (2,2-16,2) 0,00
Estado civil

Solteiro 1,0 1,0

Casado/amasiado 2,5(1,2-5,1) 1,4 (0,5-3,7) 0,48

Separado/vituvo 3,1 (1,3-7,2) 0,5 (0,2-1,7) 0,30
Escolaridade

< 8 anos 1,0 1,0

9-12 anos 1,9 (0,9-3,6) 2,1(0,9-5,2) 0,10

> 12 anos 2,3 (0,6-7,7) 0,7 (0,1-5,0) 0,78
Renda Familiar

< 1salario minimo 1,0 1,0

2 a 5 salarios minimos 1,3 (0,6-2,7) 0,6 (0,2-1,9) 0,39

2 5 salarios minimos 2,7 (1,0-6,8) 0,6 (0,1-2,1) 0,39
Via de uso de drogas

Nao injetavel 1,0 1,0

Injetavel 16,4 (8,5-31,3) 22,4 (8,0-52,0) 0,00
Tempo de uso de drogas

<10 anos 1,0 1,0

> 10 anos 9,1 (3,5-23,2) 4,9 (1,5-15,8) 0,00
Histdria de transfusao

Nao 1,0 1,0

Sim 5,2 (2,6-10,4) 1,7 (0,7-3,9) 0,02
Parceiros sexuais

<10 1,0 1,0

>10 1,7 (0,9-3,2) 1,7 (0,7-3,9) 0,20
Parceiro UDI

Nao 1,0 1,0

Sim 3,1(1,6-6,0) 0,6 (0,2-1,7) 0,33
Historia de DST

Nao 1,0 1,0

Sim 4,2 (2,3-7,7) 1,3 (0,5-3,0) 0,60
Antecedente de prisao

Nao 1,0 1,0

Sim 1,8 (0,9-3,5) 1,2 (0,5-3,0) 0,63

3|C = Intervalo de confianca; ® Estimativa de risco ajustada por idade, sexo, estado civil, escolaridade, renda familiar, tempo e via
de uso de droga, histéria de transfusdo, nimero de parceiros sexuais, parceiro usuario de droga injetavel (UDI), histéria de
doenga sexualmente transmissivel (DST), antecedente de prisdo e positividade para o anticorpo contra o antigeno core do virus
da hepatite B (anti-HBc).
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4.4. Deteccado do RNA viral e genotipagem do virus da hepatite C

Das 48 amostras anti-HCV reagentes, 41 (85,4%) foram RNA-HCV
positivas para a regido 5 NC, as quais foram genotipadas pelo LiPA. Destas, 33
amostras (80,5%) foram do gendtipo 1, sendo que os subtipos 1a e 1b
representaram 63,4% e 17,1%, respectivamente. As demais amostras (19,5%)

foram caracterizadas como do genétipo 3, subtipo 3a (Figura 10).

Genotipo 1
B Subtipo 1a
e Subtipo 1b

Genotipo 3
Subtipo 3a

Figura 10 - Gendtipos/subtipos do HCV em usuarios de drogas ilicitas no Brasil

Central

Das 41 amostras positivas para a regido 5 NC, 25 (60,1%) foram
amplificadas com iniciadores complementares a regido NS5B e genotipadas por
sequenciamento direto. Destas, 17 (68%), 5 (20%) e 3 (12%) foram dos subtipos

1a, 3a e 1b, respectivamente (Figura 11).

Verificou-se que as duas técnicas utilizadas para genotipagem mostraram-
se igualmente eficientes para determinar os gendtipos e subtipos do HCV, uma
vez que nao houve discordancia nos resultados das 25 amostras que foram

genotipadas e subtipadas pelo LiPA e sequenciamento da regiao NS5B.
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Figura 11 - Arvore filogenética da regido NS5B, incluindo isolados de usuarios de
drogas do Brasil Central e sequéncias do GenBank dos gendtipos 1 a 6,

representados pelos principais subtipos do virus da hepatite C

As caracteristicas dos 25 usuarios de drogas, cujas amostras foram
subtipadas como 1a, 1b e 3a por sequenciamento direto da regido NS5B, podem
ser observadas na Tabela 7. Verificou-se que estes usuarios estavam distribuidos
em 13 centros de tratamento em Goiania, e quase todos eram do sexo masculino,
com idade entre 22 a 54 anos. A maioria relatou uso de drogas por via injetavel e

por mais de 10 anos. Observou-se, ainda, que cerca de um terco destes
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individuos referiu ter recebido transfusdo sanguinea e apresentou positividade

para o marcador anti-HBc.

Tabela 7 — Caracteristicas dos usuarios de drogas ilicitas, cujas amostras foram

subtipadas por sequienciamento direto da regido NS5B

Amostra Local Sexo Idade Usuariode Tempode Transfusdao Anti- Gendtipo/

(Centro) (anos) droga uso de de HBc  Subtipo
drogas sangue
(anos)
007 GO (01) M 42 uDlI >10 Sim Neg 1a
091 GO (03) M 46 UDNI >10 Nao Neg 1a
092 GO (03) M 37 uDI >10 Nao Pos 1a
199 GO (05) M 43 uDlI >10 Sim Pos 1a
268 GO (06) F 45 UDNI >10 Sim Pos 1a
278 GO (07) M 27 UDNI >10 Nao Neg 1a
299 O (07) M 40 UDNI >10 Sim Neg 1a
305 GO (08) M 41 UDNI >10 Nao Pos 1a
365 GO (10) M 38 uDlI >10 Sim Neg 1a
418 GO (11) M 33 uDI <10 Nao Neg 1a
428 0 (12) M 27 uDlI >10 Nao Neg 1a
463 GO (13) M 40 UDNI >10 Nao Neg 1a
467 O (13) M 43 uDlI <10 Nao Pos 1a
478 GO (13) M 54 uDI >10 Nao Pos 1a
552 GO (15) M 33 uDlI >10 Sim Neg 1a
567 GO (17) M 23 uDI <10 Sim Neg 1a
596 GO (18) M 33 uDI >10 Nao Neg 1a
235 GO (06) M 41 UDNI >10 Nao Neg 1b
495 GO (13) M 22 uDlI <10 Nao Neg 1b
514 GO (15) M 49 uDlI >10 Sim Neg 1b
038 GO (01) M 42 uDlI >10 Nao Neg 3a
257 GO (06) M 42 UDNI >10 Nao Neg 3a
427 GO (12) M 51 uDlI >10 Nao Neg 3a
562 GO (17) M 50 uDlI >10 Néo Pos 3a
574 GO (18) M 39 uDlI >10 Sim Neg 3a

GO = Goiania; M = masculino; F = feminino; UDI = usuario de droga injetavel; UDNI = usuario de droga nao
injetavel; anti-HBc = anticorpo para o antigeno core do virus da hepatite B; Neg = negativo; Pos = positivo.



5. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo epidemiolégico e molecular da infecgdo pelo
HCV em usudrios de drogas ilicitas em Campo Grande-MS e Goiania-GO.
Embora o mesmo tenha sido conduzido em centros de tratamento para uso de
drogas, nao representando, portanto, toda a populagdo de UD, as informacgdes
aqui obtidas sao importantes no estabelecimento da situagédo de base para a
elaboragao de politicas e estratégias de redugao de risco e danos relacionados ao

uso de drogas ilicitas no Brasil Central.

Analisando o perfil s6cio-demografico da populagao estudada, observou-se
que a mesma foi constituida principalmente de adultos jovens, do sexo masculino,
brancos e solteiros. Estas caracteristicas mostraram-se semelhantes as
observadas em outros estudos realizados no Brasil em usuarios de drogas ilicitas
(Ferreira Filho et al. 2003, Galperim et al. 2004, Pechansky et al. 2004, Guindalini
et al. 2006, Ribeiro et al. 2006, Jungerman & Laranjeira 2008).

Segundo alguns autores, o uso abusivo de drogas esta relacionado as
disfungdes neuro-psiquiatricas, que podem levar ao baixo rendimento escolar
(Lynskey & Hall 2000, Jungerman & Laranjeira 2008). Para Abramovay & Castro
(2005), o consumo dessas substancias impede que o individuo exerca atividades
que dependam de ateng¢ao, compreensao e responsabilidade. Sanchez & Nappo
(2002), em investigagao qualitativa realizada com 31 usuarios de crack em Sao
Paulo, verificaram que mais da metade dos individuos maiores de 18 anos
interromperam seus estudos no primeiro grau e, segundo os depoimentos dos
entrevistados, a droga parece ter sido o motivo dessa interrupgéo. De fato, neste
estudo, assim como em outros realizados com a populagao de usuarios de drogas
no Brasil (Soldera et al. 2004, Guindalini et al. 2006, Marchesini et al. 2007),

observou-se baixa escolaridade dentre os participantes.

Em relagdo a renda familiar, verificou-se que 90% dos individuos
estudados relataram ser a mesma inferior a cinco salarios minimos, o que pode

refletir a composi¢ao da populagao deste estudo, isto €, a maioria de usuarios de
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drogas nao-injetaveis. O nivel socio-econdmico parece influenciar na via de
utiizacdo de drogas, ja que as substéncias psicoativas de uso injetavel
apresentam maior custo, tanto no que diz respeito a prépria droga, quanto aos

equipamentos para aplicagcdo da mesma (Pechansky et al. 2000).

No presente estudo, a média de idade de inicio do uso de drogas nao
injetaveis aos 16,2 anos e, injetaveis aos 17,1 anos, assim como o inicio precoce
observado em outras investigagdes (Galduréz 2001, Tavares et al. 2001, 2004,
Lucidarme et al. 2004, Altaf et al. 2007), evidencia a grande vulnerabilidade dos
jovens para o uso das mesmas e, consequentemente, para a infecgdo causada
pelo HCV. Ainda, quase a totalidade dos UDI relatou uso prévio de drogas nao
injetaveis (dados n&o apresentados), evidenciando, assim, a transi¢cdo da via de
administragao de drogas nesse grupo, o que corrobora os resultados encontrados
por outros autores (Dunn & Laranjeira 1999, Abramovay & Castro 2005, Oliveira
et al. 2006). Esses achados reforcam a importdncia da implementagdo de
medidas preventivas dirigidas aos usuarios de drogas nao injetaveis evitando a
transicdo para o uso injetavel, bem como, reduzir praticas de risco entre aqueles

que ja iniciaram o uso por essa via recentemente.

A droga consumida varia significativamente de regido para regido, e a
escolha da mesma pode ser influenciada por fatores como maior disponibilidade
no mercado, condigdes sodcio-econdmicas e culturais, grupo de insercao, via de
uso, dentre outros (Caiaffa e Bastos 1998). Neste estudo, a principal droga
consumida foi a maconha (82,9%), o que esta em acordo com os resultados de
outras investigagdes brasileiras (Carvalho et al. 2003, Soldera et al. 2004, Oliveira
et al. 2006, Bastos et al. 2008). Além disso, o relatério da UNODC informa que, na
América do Sul, houve um aumento substancial do consumo dessa droga no
Brasil, e que esse fato provavelmente reflete a facilidade de obtencdo da mesma
advinda do Paraguai (UNODC 2008). Talvez por ser considerada por muitos
jovens, e as vezes por seus familiares, uma droga “leve”, seja um dos motivos
para essa preferéncia (Sanchez & Nappo 2002, Soldera et al. 2004). Entretanto,
ha evidéncias que o uso da mesma tem implicacdes para a saude fisica e mental

de seus usuarios (Solowij et al. 2002, Jugerman & Laranjeira 2008).
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A cocaina, enquanto uma das principais drogas consumidas no Brasil
(Galduroz 2001, CEBRID 2005, UNODC 2008), foi a segunda droga mais usada
na forma nao injetavel (pd, crack e/ou merla) pelos usuarios deste estudo. Dentre
0s usuarios injetaveis, essa droga foi a mais consumida (78,5%; 80/102). Esses
achados corroboram os encontrados em outros estudos brasileiros (De Carvalho
et al.1996, Oliveira et al. 1999, Bastos et al. 2000, Pechansky et al. 2004, Oliveira
et al. 2006). O uso de cocaina em ambas as formas diminui o juizo critico dos
individuos e, consequentemente, a capacidade de tomar decisdes (Pechansky et
al. 2000, 2001), favorecendo ao usuario dessa substancia a participacdo em
condutas ou situagdes que aumentam o risco de infecgao e transmissao do HCV,
como o compartilhamento de agulhas/seringas e outros equipamentos para uso
da droga (Thorpe et al. 2002, Winslow et al. 2007, De P et al. 2008), bem como as
relacbes sexuais desprotegidas (Santibanez et al. 2005, Ferreira et al. 2006,
Neiagus et al. 2007, Xia et al. 2008).

A prevaléncia global de anti-HCV na populagdo de usuarios de drogas
ilicitas foi de 6,9% (IC 95%: 5,2-9,2), sendo, portanto, mais elevada que as
estimadas em doadores de sangue (1,4%; IC 95%: 1,0-2,0) (Martins et al. 1994),
gestantes (0,9%; IC 95%: 0,5-1,6) (Martins et al.1995a) e puérperas (0,4%; IC
95%: 0,1-0,8) (Orione et al. 2006), bem como no inquérito de base populacional
em individuos com idade entre 10-19 anos (1,1%; IC 95%: 0,6-1,6) e em
individuos com idade acima de 19 anos (1,9%; IC 95%: 1,4-2,7) (Turchi et al.
2007) na Regido Centro-Oeste. Por outro lado, considerando estudos realizados
em usuarios de drogas ilicitas no Brasil, a prevaléncia aqui encontrada foi
semelhante as reportadas por Bastos et al. (2000) no Rio de Janeiro (5,8%;
IC95%: 1,7-7,1) e por Carvalho et al. (2003) em Sao Paulo (6%; IC 95%: 2,2-
14,1). Entretanto, foi inferior as verificadas por Turchi (2000) também em S&o
Paulo (14,5%; IC 95%: 12,3-17,1) e por Galperim et al. (2004) em Porto Alegre
(25%; IC 95%: 15,1-38,1). Essa diferenca talvez possa ser explicada pela maior
participacdo de usuarios de drogas injetaveis nas populagdes desses ultimos
estudos em relagdo aos primeiros (22-27% versus 10-15%). Além disso, os
comportamentos de risco dos individuos que usam drogas ilicitas podem
influenciar nas taxas de prevaléncia do HCV (Bastos et al. 2000, Thorpe et al.
2002, Quaglio et al. 2003, Neiagus et al. 2007, Aaron et al. 2008).
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Os testes tipo immunoblot sdo importantes na confirmacgao da positividade
para o marcador anti-HCV, especialmente em populagdes em baixo risco. Ja em
populacdes com elevada prevaléncia, a taxa esperada de confirmagao por esses
testes é acima de 90% (Barrera 2000, Erensoy 2001). Na presente investigacéo,
das 49 amostras reagentes pelo ELISA, 48 foram positivas pelo immunoblot,
resultando numa taxa de 98% de confirmacédo da positividade para anti-HCV.
Assim sendo, este resultado esta em acordo com o esperado e corrobora 0s
dados verificados em outras investigagdes em grupos em risco, como usuarios de
drogas (Neaigus et al. 2007), hemodialisados (Carneiro et al. 2001, Freitas et al.
2008) e transplantados renais (Botelho et al. 2008).

A pesquisa do RNA viral é importante para a identificacdo dos individuos
infectados, principalmente em pessoas com comportamentos de risco, como 0s
usuarios de drogas. Neste estudo, observou-se que, dos 48 UD anti-HCV
reagentes, o RNA-HCV foi detectado em 41, resultando em um percentual de
viremia de 85,4%, o0 que caracteriza os usuarios de drogas como importantes
portadores e potenciais disseminadores do HCV. Resultado este, semelhante aos
encontrados em usuarios de drogas ilicitas injetaveis por Oliveira et al. (1999), no

Rio de Janeiro, e por Silva (2005), em Salvador.

Apos analise multivariada, as variaveis idade superior a 40 anos, via e
tempo de uso de drogas e histéria de hemotransfusao permaneceram associadas
a infecgao pelo HCV. Assim, usuarios com idade superior a 40 anos tiveram 6,0
(IC 95%: 2,2-16,2) vezes mais chance de infecgdo pelo HCV que aqueles com
idade igual ou inferior a 40 anos. Este dado assemelha-se aos de outros estudos
realizados em UD. No Rio de Janeiro, Bastos et al. (2000) verificaram uma
associagao significativa entre a infecgao pelo HCV e idade acima de 30 anos. Na
Italia, Quaglio et al. (2003) encontraram maior positividade (92,5%) em usuarios
com idade superior a 35 anos. Para Roy et al. (2001), o aumento da prevaléncia
do HCV relacionado com o aumento da idade pode ser explicado pelo efeito
acumulativo de comportamentos de risco como duragao e freqiéncia do uso de
drogas. De fato, neste estudo, os individuos que fizeram uso de drogas por mais
que 10 anos tiveram chance 4,9 (IC 95%: 1,5-15,8) vezes maior de positividade

para o HCV em relacdo aqueles que usaram drogas por 10 anos ou menos,
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sendo concordante com outras investigacdes realizadas em usuarios de drogas
ilicitas (Oliveira et al. 1999, 2006, Quaglio et al. 2003, Macias et al. 2008). Além
disso, a maioria (65,6%) dos individuos estudados referiu o uso diario de drogas,

0 que pode ter contribuido para exposi¢ao ao virus no decorrer dos anos.

Os individuos que fizeram uso de drogas por via injetavel apresentaram 22,4
(IC 95%: 8,0-52,0) vezes mais chance de infecgédo pelo HCV quando comparados
aos nao injetaveis, o que esta em acordo com outros estudos realizados com
usuarios de drogas ilicitas (Bastos et al. 2000, Hwang et al. 2000, Turchi 2000,
Jittiwutikarn et al. 2006). Além disso, nesta investigacdo, a prevaléncia da
infeccdo pelo HCV encontrada em UDI foi quase 12 vezes maior que em UDNI
(31,4% versus 2,7%, Tabela 5). Semelhantemente, Bastos et al. (2000)
verificaram uma prevaléncia de 33,3% em UDI e de 2,5% em UDNI em dois
centros de tratamento no Rio de Janeiro. Em Porto Alegre, Galperim et al. (2004)
também encontraram uma prevaléncia elevada em UDI (88%) quando comparada
a observada em UDNI (2%). Esses dados corroboram a eficiente transmisséo

desse virus por via parenteral.

Verificou-se associagao entre histéria de hemotransfusao e infecgao pelo
HCV (OR = 1,7; IC 95%: 0,7-3,9). Essa associagdo tem sido reportada,
principalmente, quando tal procedimento foi realizado antes da implantacdo da
triagem para anti-HCV nos bancos de sangue, que no Brasil foi em novembro de
1993 (Kupek 2001, Carneiro et al. 2007, Botelho et al. 2008). De fato, neste
estudo, dentre os 14 individuos anti-HCV positivos que receberam transfuséo
sanguinea, a maioria (64,2%) das transfusdes foi anterior a essa data (dados n&o
mostrados), ratificando a importancia da triagem para anti-HCV nos bancos de

sangue no Pais.

Outras variaveis como estado civil (Jittiwutikarn et al. 2007), escolaridade
(Burt et al. 2007), renda familiar (Oliveira et al. 1999), niumero de parceiros
sexuais (Altaf et al. 2007), parceiro usuario de droga injetavel (Segurado et al.
2004, Winslow et al. 2007), historia de DST (Reyes et al. 2006) e antecedente de
prisdo (Oliveira et al. 2006, Rossi et al. 2008) tém se mostrado associadas a

infeccao pelo HCV. No presente estudo, embora as variaveis estado civil, renda
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familiar, parceiro usuario de droga injetavel e histéria de DST tenham apresentado
significancia estatistica pela analise univariada, a mesma ndo permaneceu apos
analise multivariada. As demais variaveis (escolaridade, numero de parceiros
sexuais e antecedente de prisdo), apesar de mais freqUentemente relatadas pelos

individuos anti-HCV positivos, nao alcancaram significancia estatistica.

A infeccdo pelo HCV se mostrou ainda associada a presenga do anti-HBc
(x? = 20,2; p < 0,05; dados ndo mostrados), considerado marcador de exposicdo
ao HBV. Esse achado, com provavel importancia clinica e epidemioldgica,
corrobora os encontrados por outros autores também em usuarios de drogas
(Quaglio et al. 2003, Segurado et al. 2004), sugerindo a ocorréncia de formas

comuns de transmisséo dos virus das hepatites B e C em UD.

Todas as 41 amostras RNA-HCV positivas foram genotipadas pelo LiPA,
sendo o gendtipo 1 predominante, seguido pelo gendtipo 3. Resultados
semelhantes foram verificados em UDI no Rio de Janeiro por Oliveira et al.
(1999), sendo os mesmos prevalentes no Brasil (Campiotto et al. 2005), bem
como em nossa regidao (Martins et al. 2006). Em relagéo aos subtipos, observou-
se maior frequéncia de 1a (63,4%), seguido de 3a (19,5%) e 1b (17,1%) pelo
LiPA, quando analisada a regido 5 NC do genoma do HCV. Essa regi&o por ser a
mais conservada do genoma viral permitiu a amplificacdo pela PCR de um maior
numero de amostras que foram genotipadas. Por essa razado a regiao 5 NC é
bastante utilizada na detecgao e genotipagem do HCV, principalmente na pratica
clinica para definicdo do esquema terapéutico da hepatite C (Sandres-Sauné et
al. 2003, Laperche et al. 2005, Espirito-Santo et al. 2007).

Uma distribuicdo semelhante foi verificada para os subtipos 1a, 3a e 1b
pela analise filogenética da regidao NS5B (68%, 20% e 12%, respectivamente).
Nao havendo, portanto, discordancia entre os gendtipos e subtipos das 25
amostras que foram caracterizadas pelos dois métodos. Apesar de ambos serem
considerados eficientes para determinar, principalmente, os gendétipos, resultados
discrepantes entre os subtipos do HCV tém sido reportados por outros autores
(Sandres-Sauné et al. 2003, Laperche et al. 2005, Espirito-Santo et al. 2007), os

quais mostraram ser a regido NS5B mais apropriada para subtipagem quando
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comparada com a regidao 5 NC, que é muito conservada para diferenciar alguns
subtipos, principalmente 1a e 1b. Assim, a analise filogenética da regido NS5B,
que é mais indicada para caracterizar o HCV em estudos epidemiolégicos, foi
utilizada para confirmar os gendtipos e subtipos desse virus na populagao

estudada.

Tendo em vista os resultados da analise filogenética, bem como os dados
epidemioldgicos dos usuarios de drogas estudados, a transmissdo do HCV entre
0s mesmos nao pode ser sugerida. No entanto, um achado intrigante neste
estudo foi a ndo amplificagdo na regido NS5B das amostras provenientes de
Campo Grande-MS. Se o status de positividade para a regido 5’NC fosse
desconhecido, as condigbes de estocagem das amostras poderiam ser
questionadas. Contudo, todas foram positivas para a regido mais conservada e
permaneceram negativas para a NS5B, mesmo apos reteste (desde a extragao de
RNA), de modo que n&o se pode excluir a possibilidade de baixo pareamento dos
iniciadores as sequéncias alvo. Semelhantemente, Oliveira (2008) relatou uma
freqiéncia baixa (18,1%) de amplificacdo para esta regido em amostras RNA-
HCV positivas para a regido 5’NC de UDI no Rio de Janeiro. Assim, analises
adicionais, incluindo outras regides do genoma viral, seriam interessantes para

caracterizar as amostras desses usuarios.

Verificou-se que o relato do conhecimento sobre as formas de transmissao
do HCV era limitado nesta populagcdo de usuarios de drogas, o que esta em
acordo com outras investigacdes nacionais e internacionais (Deslandes et al.
2002, MS 2003, Gyarmathy et al. 2006, Marchesini et al. 2007, Strauss et al.
2007). Tendo em vista que, o conhecimento pode influenciar mudangas de
comportamento em relagdo as praticas de risco (Pechansky et al. 2000, Heimer et
al. 2002), foram realizadas palestras educativas sobre as hepatites virais, com
énfase nas formas de transmissao e prevencédo para os usuarios de drogas e
funcionarios dos centros de tratamento que participaram deste estudo. Entretanto,
essa foi uma medida isolada e sem continuidade. Assim, sugere-se a implantagéo
de programas de educacdo em saude que vizem intensificar o conhecimento
sobre as formas de transmissao e prevencdo do HCV, n&o s6 para a populacao

alvo deste estudo, mas para todos em risco para essa infecgao.
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Este estudo mostrou uma prevaléncia elevada da infecgdo e do subtipo 1a
do HCV em usuarios de drogas ilicitas no Brasil Central, bem como idade superior
a 40 anos, via injetavel e tempo de uso de drogas e histéria de transfusdo de
sangue como fatores de risco para esta infeccdo. Além disso, evidenciou que a
populacdo estudada apresentava conhecimento limitado sobre as formas de
transmissao do HCV. Estes dados, assim como a evolugcdo da infeccdo para
cronicidade na maioria dos casos, a baixa resposta do gendtipo 1 a terapia
antiviral e a indisponibilidade de uma vacina contra hepatite C, reforcam a
necessidade da ampliagdo de acbes publicas de saude especificas para os
usuarios de drogas ilicitas no Brasil Central. Essas agdes devem incluir a
capacitacdo de profissionais que atuam na promogdo da saude, programas
efetivos de prevencgao e controle desta infecgao, reestruturagcao dos centros que
oferecem tratamento para o abuso de drogas, o encaminhamento dos portadores

do HCV para tratamento, bem como a vacinagao contra hepatite B.

Finalmente, acredita-se que a contribuicdo mais importante da presente
investigacao foi ter gerado dados epidemiolégicos e moleculares da infecgao pelo
HCV em usuarios de drogas em Campo Grande-MS e Goiania-GO, Brasil Central,
informacdes estas que poderao contribuir para atenuar o impacto desta infecgao.
Ressalta-se, ainda, a importancia da realizagcado de estudos em outras regidées do
Brasil, para o estabelecimento do perfil global desta infecgdo em usuarios de

drogas ilicitas no Pais.



6. CONCLUSOES

e A prevaléncia global de anti-HCV em usuarios de drogas ilicitas em centros
de tratamento em Campo Grande-MS e Goiania-GO foi de 6,9% (IC 95%:
5,2-9,2);

e O conhecimento dos usuarios de drogas sobre as formas de transmissao
do virus da hepatite C era limitado, evidenciando a necessidade de agoes

de educacido em saude;

e Apds analise multivariada, idade superior a 40 anos, via injetavel e tempo
de uso de drogas e historia de transfusdo de sangue foram fatores

associados a infecgao pelo HCV nos UD estudados;

e A presenca dos gendtipos 1 (subtipos 1a e 1b) e 3 (subtipo 3a) na
populacdo estudada corrobora os achados de outros estudos no Brasil,

mostrando, assim, a relevancia da circulagao desses genotipos no Pais.
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