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RESUMO 

 

 

Mundialmente, estima-se que 40 milhões de pessoas estejam infectadas com VIH, 

5 milhões das quais cronicamente infectadas com VHC. A co-infecção com VIH aumenta 

a taxa de persistência do VHC, acelera a velocidade de progressão da doença hepática e 

reduz significativamente a resposta à terapia do VHC. O VHC possui extensa diversidade 

genética, sendo classificado em seis genótipos e cerca de 90 subtipos com padrões 

epidemiológicos e resposta à terapia distintos. Tendo isto presente e devido a serem 

limitados os dados relativos aos genótipos e subtipos do VHC circulantes em Portugal e 

ainda ao facto de os utilizadores de drogas injectáveis (UDIs) serem um grupo de risco 

importante para a co-infecção por VIH e VHC, realizámos um estudo retrospectivo para 

determinar a prevalência da infecção por VHC e a distribuição de subtipos deste vírus 

num grupo de UDIs infectados com VIH. 

Amostras de plasma de 66 indivíduos (1998-2001) foram testadas para anticorpos 

anti-VHC (ensaio imunoenzimático) e RNA do VHC (amplificação da 5’UTR por RT-

PCR). Para identificar os subtipos de VHC e detectar recombinantes, as amostras com 

RNA viral detectável foram sujeitas a amplificação, sequenciação e análise filogenética 

de sequências nucleotídicas parciais para C/E1 e NS5B.  

Encontrámos que 86,4% dos indivíduos possuíam anticorpos anti-VHC, 93,0% 

dos quais com infecção activa. Todas as amostras, exceptuando duas, com RNA viral 

detectável originaram amplicões para C/E1 e NS5B. A análise filogenética permitiu 

incluir as estirpes de VHC nos subtipos 1a (43,8%), 1b (3,6%), 2a (1,8%), 3a (21,1%), 4a 

(8,8%) e 4d (15,8%), revelando um padrão epidemiológico semelhante ao dos UDIs de 

outros países do Sul da Europa. Apenas uma amostra apresentou discordância entre os 

subtipos das duas regiões (4d para C/E1 e 4a para NS5B) sugerindo um potencial 

recombinante intragenótipo.  

No total, os subtipos 1a, 4a e 4d do VHC são responsáveis por 68,4% das 

infecções nos UDIs infectados com VIH analisados. Considerando que apenas 20-30% 

dos doentes positivos para VIH e co-infectados com os genótipos 1 e 4 respondem à 

terapia do VHC e que ocorre transmissão do VHC dos UDIs para a população em geral, 

são prioritários estudos alargados de vigilância epidemiológica e implementação de 

estratégias de prevenção para controlar ambos os vírus neste grupo de risco. 
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ABSTRACT 

 

 
Among the estimated 40 million persons infected with HIV worldwide, about 5 

million are chronically infected with HCV. Co-infection with HIV increases HCV 

persistence, accelerates HCV-related liver disease, and dramatically reduces HCV 

treatment response rates. Based on its genetic variability, HCV has been classified into 

six major genotypes and about 90 subtypes with distinct epidemiological patterns and 

response to therapy. With this in mind and given that the HCV genotypes and subtypes 

circulating in Portugal is largely unknown and that injection drug users (IDUs) are an 

important risk group for co-infection with HIV and HCV, we conducted a retrospective 

study to determine the prevalence of HCV infection and HCV subtype distribution in a 

group of IDUs infected with HIV. 

Plasma samples, collected between 1998 and 2001 from 66 IDUs, were tested for 

anti-HCV antibodies (immunoenzymatic test) and for viral RNA (RT-PCR amplification 

of the 5’UTR region). To identify HCV subtypes and detect potential recombinants, 

samples positive for HCV RNA were further subjected to amplification, sequencing and 

phylogenetic analysis of partial C/E1 and NS5B sequences. 

We found 86.4% of the individuals with antibodies anti-HCV, 93.0% of whom 

showed active infection. All but two samples with detectable HCV RNA were amplified 

for C/E1 and NS5B regions. Phylogenetic analysis allowed us to classify the HCV strains 

as subtypes 1a (43.8%), 1b (3.6%), 2a (1.8%), 3a (21.1%), 4a (8.8%), and 4d (15.8%), in 

agreement with the epidemiologic pattern described for IDUs from Southern European 

countries.  Globally, C/E1 and NS5B based trees demonstrated similar topologies. 

However, one sample presented discordant subtypes for C/E1 (4d) and NS5B (4a), 

suggesting infection by a potential intragenotype recombinant of HCV.  

Overall, HCV subtypes 1a, 4a, and 4d account for 68.4% of the infections in the 

group of HIV-infected IDUs under study. Considering that only 20-30% of the HIV-

positive patients infected with genotypes 1 and 4 respond to current HCV therapy and the 

strong evidence that IDUs spread HCV to the general population, there is urgent need of 

further studies on HCV and HIV epidemiologic surveillance and effective preventive 

strategies to control both viruses in this risk group. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O vírus da hepatite C (VHC) é o agente etiológico das hepatites de transmissão 

parentérica, vulgarmente designadas de hepatites pós-transfusionais. A hepatite viral é 

uma doença sistémica tendo, primordialmente, como órgão alvo o fígado. Actualmente, 

encontram-se descritos cinco vírus associados a hepatite humana, os vírus das hepatites 

A, B, C, D e E, sendo todos diferentes a nível estrutural e biológico. 

A hepatite C foi descrita pela primeira vez em meados dos anos 70, devido ao 

aparecimento de testes serológicos mais sensíveis que evidenciavam vários casos de 

hepatite cuja ocorrência não era devida à infecção pelos vírus da hepatite A ou da hepatite 

B, sendo a nova doença então designada de Não-A, Não-B. Simultaneamente, observou-

se um aumento significativo de cirrose e carcinoma hepatocelular. Em 1989, após 15 anos 

de investigação, Choo e colaboradores recorrendo a técnicas de biologia molecular 

identificaram o agente causal desta infecção, que passou a designar-se vírus da hepatite C 

(VHC) (Choo et al., 1989). 

O VHC pertence ao género Hepacivirus da família Flaviviridae. Esta família inclui 

outros membros como os vírus da Dengue, Febre Amarela e West Nile com os quais o 

VHC partilha várias características estruturais e a organização genética. Contudo, 

considerando o genoma completo, a distância genética entre o VHC e os outros flavivírus 

é >50%. O VHC tem o Homem como único hospedeiro natural e apresenta distribuição 

mundial com uma taxa de prevalência global de cerca de 2,2-3%. Caracteriza-se por uma 

grande diversidade genética, representada por seis genótipos subdivididos em cerca de 90 

subtipos, considerada um dos grandes obstáculos ao desenvolvimento de vacinas contra 

este vírus.  
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1.1 O vírus da hepatite C 

 

1.1.1 Constituição do virião 

O virião consiste numa partícula esférica de 40 a 70 nm de diâmetro, revestido por 

um invólucro lipídico, no interior do qual a proteína da cápside ou proteína do core (C) 

protege o RNA genómico viral. O invólucro tem inseridos heterodímeros das 

glicoproteínas E1 e E2 (Figura 1.1) (Moradpour et al., 2007). 

 

 

 

 

Figura 1. 1 - Representação esquemática da estrutura do virião, com indicação dos constituintes 

(adaptado de http://www.hcvdb.org/index). 

 

 

1.1.2 Organização Genómica 

O VHC possui um genoma de RNA de cadeia simples e polaridade positiva, de 

aproximadamente 9.600 nucleótidos de comprimento. O genoma contém uma única 

grelha de leitura aberta (open reading frame, ORF), que codifica uma poliproteína 

precursora com cerca de 3.000 aminoácidos. Nas extremidades 5’ e 3’, a ORF é 

flanqueada pelas regiões não traduzidas 5’UTR e 3’UTR (UTR, untranslated region) 

altamente conservadas, com cerca de 340 e 220-235 nucleótidos, respectivamente 

(Moradpour et al., 2007; Suzuki et al., 2007; Timm e Roggendorf, 2007).  

 

 

RNA genómico 

Proteína do core 

Heterodímero E1-E2  

Invólucro lipídico 
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A 5’UTR possui quatro domínios altamente estruturados (I a IV) ricos em estruturas 

do tipo stem-loop. Os domínios II, III e IV constituem um sítio interno de entrada dos 

ribossomas (Internal Ribossomal Entry Site, IRES) essencial para a tradução 

independente de cap 5’ e com capacidade para formar complexos de pré-iniciação da 

tradução estáveis, por ligação directa à subunidade 40S do ribossoma, constituindo o 

primeiro passo para a tradução da poliproteína. Esta região é igualmente importante para 

a replicação viral (Suzuki et al., 2007; Timm e Roggendorf, 2007). A região 3’UTR, à 

semelhança da 5’UTR, é muito estruturada e crucial para a síntese do RNA viral (Suzuki 

et al., 2007; Timm e Roggendorf, 2007). 

 

 

 
 

 

Figura 1.2 - Representação da estrutura do genoma viral, com indicação das proteínas 

codificadas e das suas principais funções. ♦ Indica os locais de clivagem do precursor da 

poliproteína do VHC por peptidase sinal do RE. ◊ Indica o local de clivagem pela protease SPP. 

 Indica a clivagem pelas proteases NS2-3 e NS3-4A.  indica glicolisação das proteínas do 

invólucro E1 e E2 (adaptado de Moradpour et al., 2007). 
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Após tradução, por acção de proteases virais e celulares a poliproteína é 

hidrolisada dando origem a dez proteínas diferentes, quatro proteínas estruturais e seis 

proteínas não estruturais (Figura 1.2). As proteínas estruturais (C, E1 e E2) estão 

posicionadas no extremo amínico da poliproteína, enquanto as proteínas não estruturais 

(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) ocupam os restantes dois terços da 

poliproteína. Na junção das proteínas estruturais e não estruturais encontra-se uma 

pequena proteína adicional, p7, com propriedades de canal iónico e cuja presença na 

partícula viral é controversa (Figura 1.2) (Moradpour et al., 2007; Suzuki et al., 2007; 

Timm e Roggendorf, 2007). 

 

 

1.1.3 Ciclo replicativo  

O ciclo replicativo do VHC, esquematicamente representado na Figura 1.3, pode 

ser dividido em seis etapas: (a) - ligação do vírus a receptores celulares e a sua 

internalização; (b) - descapsidação com libertação do RNA genómico para o citoplasma; 

(c) - tradução mediada por IRES, processamento da poliproteína e formação de 

complexos de replicação; (d) - replicação do RNA viral associada a estruturas 

membranares; (e) - montagem das partículas virais; (f) - maturação do virião e saída da 

célula. 

Os hepatócitos são o principal alvo da replicação viral. O primeiro passo para a 

infecção por VHC consiste na ligação das partículas virais a receptores específicos na 

superfície da célula alvo. Várias moléculas têm sido descritas como estando envolvidas 

na ligação e entrada do VHC, inter alia CD81, receptores envolvidos no metabolismo de 

lípidos (LDLR e SR-BI) e claudina-1 (Sabahi, 2009). A interacção do vírus com os 

receptores celulares é mediada pela glicoproteína do invólucro E2, após o que ocorre 

endocitose em vesículas de clatrina e fusão das membranas viral e endossómica 

dependente de pH baixo (Sabahi, 2009). O RNA genómico é então traduzido através da 

ligação directa da estrutura IRES à subunidade 40S do ribossoma, seguido da associação 

dos factores de iniciação da tradução 2 e 3 (eIF2 e eIF3) e finalmente da subunidade 60S 

para formar um complexo de iniciação da tradução 80S (Fraser e Doudna, 2007). 
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Figura 1.3 – Ilustração esquemática dos principais passos do ciclo replicativo do VHC, em que 

(a) - entrada do vírus; (b) - descapsidação; (c) - tradução e processamento da poliproteína; (d) - 

replicação do RNA viral; (e) - montagem das partículas virais; (f) - maturação do virião e saída da 

célula (adaptado de Moradpour et al., 2007). 

 

 

   A poliproteína traduzida em associação com o retículo endoplasmático (RE) é 

processada inicialmente por peptidases celulares, dando origem às proteínas estruturais, e 

depois pelas proteases virais NS2-3 e NS3-4A com formação das proteínas não 

estruturais (Figura 1.2), todas elas, com excepção de NS2, necessárias à replicação do 

RNA viral (Lohmann et al., 1999). 

A replicação do RNA viral decorre no citoplasma em complexos de replicação 

associados a estruturas membranares características em forma de teia (Egger et al., 2002). 

A síntese do RNA viral, catalisada pela polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp, 

NS5B), ocorre em dois passos sucessivos. No primeiro o genoma viral serve de matriz à 

síntese de cadeias de polaridade negativa (intermediários replicativos) que, por sua vez, 

são usados como matriz para a síntese de numerosas cadeias de polaridade positiva. Estas 

são usadas em subsequentes ciclos de tradução e, posteriormente, encapsidadas em novas 

partículas virais.  

No citoplasma forma-se a nucleocápside por oligomerização da proteína C e sua 

associação com o RNA genómico viral. A interacção subsequente da nucleocápside com 

as glicoproteínas virais E1 e E2 associadas à membrana do RE permite, através de 
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gemulação para o lúmen do RE, a aquisição do invólucro viral e a saída da célula por 

exocitose (Moradpour et al., 2007; Suzuki et al., 2007).  

 

 

1.2  Epidemiologia da hepatite C 

1.2.1 Prevalência 

O VHC é uma das principais causas de doença hepática crónica que ocorre a nível 

mundial e de transplante hepático em países desenvolvidos. A elevada morbilidade, 

mortalidade e custos associados à terapêutica constituem um elevado peso para os 

sistemas de saúde destes países (Mühlberger et al., 2009; Rantala e de Laar, 2008; 

Shepard et al., 2005). 

Nos últimos 25 anos, a infecção por VHC tornou-se endémica em todo o mundo e 

um importante problema de saúde pública mundial. Considerada pela OMS uma doença 

emergente, estima-se que aproximadamente 2,2-3,0% da população mundial se encontre 

infectada (i.e. 130-170 milhões de pessoas) (Lavanchy, 2009) verificando-se, no entanto, 

assimetrias geográficas quer no mesmo continente entre diferentes países quer no mesmo 

país entre diferentes áreas geográficas (Figura 1.4). 

 

 

 

 

 

Figura 1. 4 – Distribuição global da prevalência estimada para a hepatite C (retirado de 

Lavanchy, 2009). 
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Assim, na Europa, América do Norte e Austrália a prevalência estimada é 

relativamente baixa (~1,0%) em comparação com outras áreas geográficas de África e 

Ásia, sendo o Egipto o país com maior prevalência (>15%) (Lavanchy, 2009; Kamal e 

Nasser, 2008; Rantala e de Laar, 2008). Contudo, a prevalência na Europa varia 

largamente entre países assim como dentro de cada país, apresentando um intervalo de 

0,003% a 4,5%. As estimativas de prevalência mais baixas (≤0,1%) são relativas aos 

países escandinavos, Áustria e Holanda e as mais elevadas (≥1,2%) para a Grécia, Itália, 

Bulgária e Roménia (Figura. 1.5) (Mühlberger et al., 2009).  

Em Portugal, os dados relativos à infecção pelo VHC são limitados. No final da 

década de 90, as estimativas indicavam que cerca de 1,5% da população seria 

seropositiva para o VHC, sendo este responsável por 45% dos casos notificados de 

hepatite (Marinho et al., 2001). Para o mesmo período de tempo, estimativas posteriores 

indicam valores mais baixos para Portugal, da ordem de 0,1-0,5% (Mühlberger et al., 

2009). 

 

 

 

 

 

Figura 1. 5 – Prevalência da infecção por VHC nos países Europeus da OMS (retirado de 

Mühlberger et al., 2009).  
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  Nos EUA e Austrália 68% e 80%, respectivamente, das infecções são encontradas 

entre utilizadores de drogas injectáveis (UDIs) (Shepard et al., 2005). Na União 

Europeia, as seroprevalências descritas para este grupo populacional são muito variáveis 

tanto entre países como dentro de um mesmo país. São muito comuns valores nacionais 

≥60%, com alguns países da antiga União Soviética a apresentarem valores de 80-90% 

(EMCDDA, 2008). Em Portugal, no final de 2006, a percentagem de UDIs seropositivos 

para VHC era de 41,7-84,8% a nível nacional, com algumas regiões, designadamente no 

sul do país, apresentando valores ≥90% (EMCDDA, 2008).  

 Devido a modos de transmissão comuns (ver secção seguinte, 1.2.2), a co-

infecção por VHC e VIH é bastante frequente. Em 2005, estimava-se que a nível mundial 

4-5 milhões de pessoas estariam infectadas por ambos os vírus correspondendo a cerca de 

25% dos indivíduos infectados com VIH na Europa, Austrália e EUA (Singal e Anand, 

2009; Thomas, 2008; Alter, 2006). No entanto, a prevalência de seropositivos VIH-VHC 

difere grandemente de acordo com o grupo de risco para a infecção pelo VIH. Uma vez 

que o VHC apresenta uma maior transmissão percutânea que o VIH (Gerberding, 1994), 

nos indivíduos seropositivos para VIH em que a utilização de drogas injectáveis é o 

factor de risco associado, os valores de prevalência de co-infecção com VHC atingem 

valores de 80-90% (Thomas, 2008; Alter, 2006; Verucchi et al., 2004).  

 

 

1.2.2 Modos de transmissão e factores de risco 

 O VHC é primariamente transmitido por via parentérica através do contacto com 

sangue infectado ou seus derivados. A transfusão de sangue e produtos derivados e o 

transplante de órgãos de dadores infectados, o consumo de drogas ilícitas injectáveis, a 

exposição a material cirúrgico contaminado ou inadequadamente esterilizado, a 

exposição ocupacional a sangue infectado (e.g. picadas com agulhas contaminadas), o 

nascimento de mães infectadas e a actividade sexual de risco com parceiros infectados 

são considerados factores de risco associados à aquisição da infecção por VHC (revisto 

em Alter, 2007; Alter 2002). Entre estes, a transfusão de sangue de dadores não testados, 

o consumo de drogas injectáveis e as infecções com agulhas reutilizadas são os mais 

importantes, registando-se, porém, diferenças temporais e geográficas significativas 

relativamente aos respectivos contributos para a disseminação do VHC.  

 Após a Segunda Guerra Mundial e até ao início da década de 90, a fonte mais 

importante de transmissão nos países desenvolvidos era a exposição a sangue 
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contaminado e seus derivados ou o consumo de drogas injectáveis. Com a aplicação dos 

testes de VHC ao rastreio das dádivas de sangue, o consumo de drogas injectáveis 

constitui actualmente o principal modo de transmissão nos países desenvolvidos e 

correspondia, no final da década de 90, a ≥40% das infecções nos países em 

desenvolvimento e com economias de transição (Wasley e Alter, 2000). Nestes últimos 

países a reutilização de material de injecção é responsável por mais de 2 milhões de 

novas infecções anuais, correspondendo a 40% das infecções a nível mundial (Lavanchy, 

2008; Hauri et al., 2004). Esta prática quando do tratamento da chistosomíase endémica 

no Egipto foi responsável pela elevada prevalência de VHC verificada neste país. Modos 

de transmissão menos relevantes em termos de saúde pública e com menor variação 

geográfica incluem a transmissão perinatal (4-7%), ocupacional por picada acidental (1-

2%) ou actividade sexual de risco (0-3%) (revisto em Lemon et al., 2007). 

 

 

1.3  Curso da infecção pelo VHC 

Nos países industrializados, a infecção pelo VHC é responsável por 20% dos 

casos de hepatite aguda, 70% dos casos de hepatite crónica, 40% dos casos de cirrose 

terminal, 60% de carcinoma hepatocelular e 30% dos transplantes hepáticos (Mühlberger 

et al., 2009).  

A hepatite aguda, i.e. presença de sinais clínicos ou sintomas de hepatite num 

período de 6 meses após a presumível exposição ao vírus, surge apenas em cerca de 

25% dos infectados, sendo subclínica ou assintomática nos restantes e 

consequentemente, não diagnosticada (Lavanchy et al., 2008). Cerca de 1-2 semanas 

após a infecção, o RNA viral pode ser detectado no sangue, seguindo-se um aumento 

dos níveis de alanina-aminotransferase e lesões hepatocelulares, por vezes 

acompanhadas de sintomatologia ligeira (Blackard, 2008). Em média, 50-60 dias após a 

exposição são detectados anticorpos anti-VHC e resposta imune celular (Blackard, 

2008; Page-Shafer et al., 2008). No entanto, em 70% dos indivíduos infectados não há 

resolução espontânea da infecção e desenvolve-se uma infecção crónica com replicação 

viral activa e presença de RNA viral no sangue e tecido hepático. Durante muito tempo 

os indivíduos cronicamente infectados podem apresentar fadiga como único sintoma e, 

geralmente, apenas algumas décadas após o contágio surge doença hepática. Cerca de 

10-20% destes indivíduos desenvolve cirrose num período de 10-30 anos e 1-5% evolui 

para carcinoma hepatocelular (de Bruijne et al., 2009).  
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A infecção pelo VIH afecta adversamente a história natural da hepatite C em 

todas as fases. Assim, observa-se uma redução da probabilidade de resolução 

espontânea da infecção para <10% dos casos (Danta e Dusheiko, 2008) e uma vez 

estabelecida a infecção crónica pelo VHC, a progressão para fibrose é mais rápida, 

sendo o risco de cirrose duas vezes superior e o risco de falência hepática seis vezes 

superior comparativamente com a mono-infecção (Singal e Anand, 2009, Sulkowski, 

2008; Graham et al., 2001). Verifica-se igualmente uma maior incidência de carcinoma 

hepatocelular e o seu aparecimento mais precoce nos doentes co-infectados (García-

Samaniego et al., 2001). Ainda que a doença hepática crónica devido ao VHC seja uma 

das principais causas de morte nos infectados pelo VIH, o mecanismo de interacção 

entre os dois vírus e o seu impacto nas lesões hepáticas não está compreendido. Uma 

vez que o VHC não causa efeito citopático directo e a patogénese parece estar associada 

à resposta imune, poder-se-ia pensar que, devido à imunossupressão gerada pelo VIH, 

fosse menos grave a destruição hepática e que a terapêutica antiretroviral altamente 

activa (HAART) ao fazer a reconstituição do sistema imunitário deveria aumentar a 

doença hepática, um cenário não observado na prática clínica (Singal e Anand, 2009). 

 

 

1.4 Diagnóstico laboratorial da infecção pelo VHC 

 O diagnóstico da hepatite C pode ser feito na sequência de manifestações clínicas 

mas, na maioria das vezes, é feito de forma fortuita através de resultados laboratoriais 

alterados indicativos de doença hepática (e.g. nível elevados de ALT) ou no contexto de 

programas de rastreio. 

 O diagnóstico laboratorial da infecção baseia-se em dois tipos de testes, os testes 

serológicos para a determinação de anticorpos anti-VHC e os testes de biologia molecular 

para detecção do genoma viral (Poynard et al., 2003). Os testes serológicos actualmente 

utilizados consistem em ensaios imunoenzimáticos que usam antigénios recombinantes 

da proteína C, NS3, NS4 e NS5 (Lemon et al., 2007; Chevaliez e Pawlotsky, 2006). Estes 

ensaios de terceira geração detectam com elevada sensibilidade e especificidade a 

presença de anticorpos anti-VHC em amostras de soro ou plasma colhidas 4-10 semanas 

após a infecção. Estes ensaios apresentam como principal limitação o facto de não 

permitirem distinguir entre infecções activas (agudas ou crónicas) e infecções resolvidas. 

 A confirmação da infecção activa faz-se através da detecção de RNA viral. Estes 

testes podem ser qualitativos ou quantitativos (testes de carga viral). Os testes 
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qualitativos usados no diagnóstico e avaliação da resposta à terapia baseiam-se em 

técnicas de amplificação, e.g. PCR, PCR em tempo real ou Transcription Mediated Assay 

(TMA), precedidas de um passo de transcrição reversa (RT) (revisto em Chevaliez e 

Pawlotsky, 2006). A região de amplificação é invariavelmente a 5’UTR pelo seu elevado 

grau de conservação (Murphy et al., 2007; Cantaloube et al., 2006). Estes testes 

permitem detectar infecção activa na ausência de anticorpos, como é o caso de indivíduos 

no período de janela serológica ou de indivíduos severamente imunocomprometidos (e.g. 

co-infectados com VIH). A presença de RNA viral na ausência de anticorpos anti-VHC é 

fortemente indicativa de infecção aguda, a qual poderá ser confirmada posteriormente por 

seroconversão. No entanto, os indivíduos com infecção aguda podem também apresentar 

anticorpos quando do diagnóstico, o que dificulta a distinção da forma crónica sem outros 

dados clínicos. A ausência de RNA viral na presença de anticorpos é fortemente 

indicativa de uma infecção resolvida.  

 Os testes quantitativos permitem determinar a carga viral através da amplificação 

de sequências alvo (PCR competitivo e PCR em tempo real) ou da amplificação de sinal 

(“branched DNA”). Estes testes são usados na previsão da resposta ao tratamento e 

relapso. Os doentes com cargas virais mais elevadas possuem maiores taxas de relapso e, 

consequentemente, deverão fazer um tratamento mais prolongado (Poynard et al., 2003) 

  

 

1.5 Terapêutica da hepatite C 

O tratamento padrão estabelecido para a hepatite C consiste, actualmente, na 

administração combinada do interferão alfa (IFN-α) “peguilado” e da ribavirina (RBV) 

(Myrmel et al., 2009; Guillou-Guillemette et al., 2007). O sucesso terapêutico deste 

regime, definido pela ausência de RNA do VHC seis meses após terminado o tratamento 

(resposta virológica sustentada, RVS), varia entre 42% e 80% (Myrmel et al., 2009), 

sendo em grande parte determinado pelo genótipo viral. Assim, enquanto nos doentes 

infectados com os genótipos 2 e 3 se observa uma taxa de RVS elevada (~84%) após 24 

semanas de tratamento, para os infectados com o genótipo 1 a taxa de RVS é baixa 

(~42%) mesmo após 48 semanas de tratamento (Farnik et al., 2009; Hadziyannis, 2004; 

Fried, 2002; Manns et al., 2001). Os estudos realizados para o genótipo 4 indicam uma 

taxa de RVS intermédia (43-70%) após 36-48 semanas, sendo superior nos egípcios 

relativamente aos europeus e africanos (Antaki et al., 2009). Para o genótipo 5 é atingida 

RVS em >60% dos doentes após 48 semanas de terapia, enquanto para o genótipo 6 se 

observa RVS em 60-85% dos casos (Antaki et al., 2009).  
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Nos indivíduos infectados com VIH, o tratamento da hepatite C torna-se 

prioritário devido à progressão acelerada da doença hepática, sendo a terapia usada 

semelhante à dos indivíduos mono-infectados e tendo a duração de 48 semanas (Thomas, 

2008). Porém, nos indivíduos co-infectados a taxa de RVS baixa fortemente, variando 

entre 14 e 38% para o genótipo 1 sendo de apenas 60% para os genótipos 2 e 3 (revisto 

em Thomas, 2008). Alguns estudos realizados para o genótipo 4 descrevem taxas de RVS 

de 23-30% (Martín-Carbonero et al., 2008; Legrand-Abravanel et al., 2005; Soriano et 

al., 2005).  

Os indivíduos co-infectados com VIH/VHC podem apresentar ainda problemas 

relacionados com a terapia da hepatite C, designadamente a anemia associada à 

ribavirina, que pode ser exacerbada pelo uso simultâneo de AZT, e a toxicidade causada 

pelos níveis aumentados de ddI também provocados pela ribavirina e que pode ser fatal 

(Thomas, 2008; Singal e Anand, 2009). A variabilidade da resposta à terapia actualmente 

utilizada, assim como a baixa taxa de RVS registada para os genótipos mais prevalentes, 

assim como para os co-infectados com VIH, tem potenciado o desenvolvimento de novos 

fármacos baseados em inibidores de alvos virais específicos (e.g. protease e RdRp), 

alguns dos quais estão na fase de ensaios clínicos (revisto em de Bruijne et al., 2009). 

 

 

1.6 Diversidade genética do VHC 

 

1.6.1 Genótipos, subtipos e quasispecies 

O VHC apresenta um elevado grau de diversidade genética resultante de pressões 

selectivas, associadas quer a eventos históricos subjacentes à sua adaptação ao hospedeiro 

humano quer à infecção de novo de cada indivíduo e subsequente exposição à resposta 

imune. Ainda, a acumulação de alterações genéticas como resultado de deriva genética 

“neutra”, em oposição às alterações selectivas, também deverá contribuir para a 

diversidade de sequências nucleotídicas observada no VHC (Simmonds, 2004). 

 A variabilidade genética do VHC observa-se em diferentes níveis. A comparação 

de sequências nucleotídicas de vírus oriundos de indivíduos de diferentes grupos de risco 

para a infecção e de diferentes regiões geográficas revelou a existência de pelo menos 

seis grupos genéticos principais, designados genótipos 1 a 6 (Simmonds et al., 2005). Na 

sua totalidade, as sequências genómicas dos seis genótipos diferem em 30-35%, mas 

apresentam maior variabilidade concentrada nas regiões codificadoras das glicoproteínas 
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E1 e E2, enquanto as sequências do core e de algumas proteínas não estruturais, e.g. NS3, 

são mais conservadas. A sequência com menor variabilidade entre genótipos é a 

encontrada na 5’UTR, onde sequências específicas e estruturas secundárias do RNA são 

responsáveis pelas funções de tradução e replicação do genoma viral. Com excepção do 

genótipo 5, cada genótipo do VHC possui uma série de subtipos relacionados mas 

geneticamente distintos, cujas sequências nucleotídicas diferem em 20-25% (Kuiken et 

al., 2008). Estão descritos cerca de 90 subtipos do VHC 

(http://hcv.lanl.gov./content/sequence/HCV/classification/genotable.html) designados por 

letras minúsculas em associação com o algarismo do respectivo genótipo (e.g. 1a, 2c) 

(Simmonds et al., 2005). Ao nível do indivíduo infectado, em cada momento, é possível 

ainda encontrar um conjunto de variantes virais (quasispecies) com sequências 

nucleotídicas distintas mas estreitamente relacionadas. 

A diversidade genética do VHC, sob a qual são exercidas diversas pressões 

selectivas, é gerada continuamente quando da síntese do RNA genómico viral pela 

ausência de actividade de proofreading da RNA polimerase viral. Uma taxa de erro de 

1:10000 a 1:100000 nucleótidos copiados estimada para as polimerases dos vírus de RNA 

(Domingo et al., 1996; Drake et al., 1998), combinada com uma taxa de replicação de 

aproximadamente 10
12

 viriões por dia (Neumann et al., 1998), pode originar uma 

população de variantes virais que diferem umas das outras em pelo menos uma posição 

nucleotídica e em que todas as combinações de nucleótidos são possíveis. Outra fonte de 

diversidade genética dos vírus é a recombinação. Nos vírus de RNA de polaridade 

positiva esta ocorre durante a replicação do RNA genómico, por um processo de 

mudança da molécula matriz, quando da co-infecção com duas variantes virais. 

Relativamente ao VHC, apesar da sobreposição geográfica de diferentes genótipos e 

subtipos e de alguns grupos de risco, nomeadamente os UDIs, serem repetidamente 

expostos e infectados por estirpes diferentes, a recombinação parece ser pouco frequente. 

Até agora foram descritas as formas recombinantes naturais intergenótipos RF_2k1b 

(Kalinina et al., 2002), RF_2b1b (Kageyama et al., 2006), RF_2k5a (Legrand-Abravanel 

et al., 2007), RF_2i6p (Noppornpanth et al., 2006
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infecção persistente são partilhadas pelos diferentes genótipos do VHC. Até agora apenas 

a diferença de susceptibilidade ao tratamento com interferão (monoterapia ou combinado 

com ribavirina) foi consistentemente observada (secção 1.5). Tipicamente, apenas 10-

20% e 40-50% dos indivíduos cronicamente infectados com o genótipo 1, 

respectivamente em monoterapia e terapia combinada, apresentam resposta virológica 

sustentada, sendo estes valores mais elevados nas infecções com os genótipos 2 e 3 (50% 

e 70-80%, respectivamente) (revisto em Pawlotsky, 2003). Esta diferença sendo 

importante em termos de gestão e monitorização da terapia faz com que seja 

recomendada a genotipagem viral antes do seu início.  

 

 

1.6.2 Determinação do genótipo/subtipo 

  Dada a importância da determinação do genótipo do VHC na prática clínica, 

foram desenvolvidos vários testes comerciais de genotipagem baseados em técnicas 

serológicas ou em técnicas de amplificação e hibridação de ácidos nucleícos. O genótipo 

do VHC pode ser determinado pela pesquisa de anticorpos dirigidos contra epítopos 

específicos de genótipo usando ensaios imunenzimáticos competitivos. Este tipo de testes 

origina resultados interpretáveis em 90% dos infectados imunocompetentes, sendo de 

difícil interpretação quando de infecções mistas ou infecções sucessivas com diferentes 

genótipos. Por outro lado não se aplicam a indivíduos imunocomprometidos (Pawlotsky 

et al., 1997).  

Os testes comerciais de genotipagem baseiam-se essencialmente na amplificação 

por RT-PCR da 5’UTR, seguido da hibridação com sondas específicas para diferentes 

genótipos e subtipos ou da análise directa da sequência amplificada. O facto da 5’UTR 

ser altamente conservada, permitindo desenhar primers capazes de amplificar 

virtualmente todos os genótipos descritos, tem a desvantagem de ocasionalmente 

classificar erradamente o genótipo 6 como genótipo 1 devido à identificação da 5’UTR 

1a e 1b com a do genótipo 6. A adição de primers e sondas para a região do core a alguns 

destes kits comerciais permitiu ultrapassar esta questão (Bouchardeau et al., 2007).  

A genotipagem do VHC é ainda particularmente importante nos estudos de 

epidemiologia ou no despiste de uma fonte de infecção/contaminação. Neste caso a 

determinação precisa do subtipo, não conseguida com os testes comerciais, é essencial e é 

feita com base em ensaios in house para amplificação das regiões NS5B ou E1, seguido 

de sequenciação directa dos produtos obtidos, alinhamento com sequências de referência 
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de diferentes subtipos disponíveis nas bases de dados e análise filogenética (Murphy et 

al., 2007; Hraber et al., 2006; Corbet et al., 2003, Sandres-Sauné et al., 2003). 

 

 

1.6.3 Epidemiologia de genótipos e subtipos 

  Os genótipos e subtipos do VHC apresentam padrões epidemiológicos diversos, 

podendo apresentar distribuições geográficas específicas e associação a grupos de risco 

para a transmissão particulares. 

Alguns subtipos, e.g. 1a, 1b e 3a, apresentam uma ampla distribuição mundial 

como resultado da transmissão através de transfusões sanguíneas (1b) e partilha de 

agulhas entre UDIs (1a e 3a) nos últimos 40-70 anos (Magiorkinis et al., 2009; 

Simmonds, 2004) e representam actualmente a grande maioria das infecções nos países 

ocidentais. Nalgumas partes de África e no Sudeste Asiático observa-se um padrão de 

diversidade de subtipos muito diferente, com associações estreitas entre genótipos e 

regiões geográficas restritas. Na África Ocidental as infecções são causadas 

essencialmente pelo genótipo 2 e caracterizam-se por uma larga variedade de subtipos 

deste genótipo (Candotti et al., 2003; Jeannel et al., 1998), enquanto na África Central 

predominam os genótipos 1 e 4, também com uma pluralidade de subtipos cada 

(Ndjomou et al., 2003; Mellor et al., 1995). Um padrão semelhante é observado para os 

genótipos 3 e 6 no Sudeste Asiático (Simmond, 2004, 2001). As regiões com este padrão 

epidemiológico para os diferentes genótipos são consideradas como potenciais locais de 

origem dos mesmos e fonte das estirpes virais pandémicas (Simmond, 2004). O genótipo 

4 é ainda a causa mais frequente de hepatite C no Médio Oriente e Norte de África e, 

recentemente, tem-se disseminado no Sul da Europa, particularmente os subtipos 4a e 4d, 

entre UDIs e imigrantes (Esteban et al., 2008; Kamal e Nasser, 2008; Nguyen e Keeffe, 

2005). Ao contrário dos outros genótipos do VHC, a fonte endémica do genótipo 5 com 

um único subtipo descrito é desconhecida. O genótipo 5a é responsável por 40% das 

infecções na África do Sul e surge esporadicamente noutros pontos do mundo (Antaki et 

al., 2009; Verbeeck et al., 2006). A análise de estirpes belgas e sul-africanas demonstrou 

que o vírus circula há mais de 100 anos nestas duas populações, devendo ter sido 

introduzido a partir de uma região endémica desconhecida (Verbeeck et al., 2006). 

 

Relativamente a Portugal, existem poucos dados publicados sobre a prevalência 

dos genótipos do VHC e baseiam-se todos em testes de genotipagem comerciais, facto 

que se reflecte na ausência de sequências de estirpes portuguesas nas bases de sequências 
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internacionais. Um estudo multicêntrico português (n=567), apresentado no XXXI 

Congresso Anual da Fundação Espanhola para o Estudo do Fígado em 2006, refere a 

transmissão nos UDIs como responsável por 58,7% das infecções e descreve o genótipo 1 

como sendo o mais frequente, 52,2%, seguido do genótipo 3 responsável por 34% dos 

indivíduos infectados (referido em Vieira et al., 2007). Ainda, um estudo retrospectivo 

(1995-2004, n=408) realizado por Vieira e colaboradores num Hospital Distrital 

apresenta uma distribuição de genótipos semelhante (60%, 30% e 8%, respectivamente 

para os genótipos 1, 3 e 4) e refere a associação entre o subtipo 3a e uma história 

epidemiológica de UDIs (Vieira et al., 2007). 
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1.7 Objectivos do estudo 

 A investigação dos diferentes genótipos e subtipos do VHC circulantes e a sua 

evolução é crucial não só para a análise epidemiológica e clínica como também contribui 

para melhorar os testes de diagnóstico e regimes terapêuticos. Considerando que: 

1) em Portugal os dados relativos à epidemiologia da infecção por VHC são muito 

limitados, 

2) a genotipagem dos vírus circulantes baseia-se em testes de hibridação, havendo até 

agora apenas 5 sequências de isolados portugueses depositados nas bases de dados 

internacionais, 

3) em Portugal, à semelhança dos outros países ocidentais, os UDIs constituem o 

principal grupo de risco para a infecção por VHC e  

4) a co-infecção com VIH tem um efeito dramático na progressão da doença hepática e 

na resposta à terapia do VHC, nomeadamente para alguns genótipos, procedeu-se a 

um estudo retrospectivo (1998-2001) de caracterização genética das estirpes do VHC 

circulantes num grupo de indivíduos residentes na área metropolitana de Lisboa, 

seropositivos para VIH e tendo como principal risco de infecção a utilização de 

drogas injectáveis.  

 

Os principais objectivos deste trabalho foram: 

i. Estimar a seroprevalência do VHC através da detecção de anticorpos (teste 

rápido imunoenzimático);  

ii. Estimar a prevalência de infecção activa através da detecção de RNA genómico 

viral (amplificação por RT-PCR da 5’UTR); 

iii. Determinar a distribuição dos diferentes genótipos e subtipos tendo como alvo 

duas regiões diferentes do genoma viral (amplificação por RT-PCR das regiões 

codificadoras de C/E1 e NS5B, seguido de sequenciação e análise filogenética); 

iv. Identificar a presença de potenciais vírus recombinantes; 

v. Analisar as relações filogenéticas entre as estirpes de VHC portuguesas e as de 

outras regiões geográficas no sentido de tentar identificar a origem das primeiras;  

vi. Calcular a distância genética dos diferentes subtipos para inferir sobre o seu 

tempo de circulação relativo;  

  vii. Estabelecer possíveis associações entre algumas características demográficas e 

os resultados obtidos de serologia, genotipagem e subtipagem. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 População estudada 

Este estudo incidiu sobre um total de 66 amostras de plasma de indivíduos 

utilizadores de drogas injectáveis seropositivos para o VIH, colhidas entre 1998 e 2001 

no Hospital Professor Doutor Fernando da Fonseca (Amadora/Sintra) e no Centro de 

Atendimento a Toxicodependentes das Taipas. Da população estudada, 22 doentes eram 

do sexo feminino (33,3%) e 44 do sexo masculino (66,7%), com idades compreendidas 

entre os 20 e 49 anos (idade média de 31,2 anos; =6,39). A população estudada possui 

nacionalidade Portuguesa (81,8%), Africana (16,7%) e Brasileira (1,5%). 

 

As características epidemiológicas referentes às diferentes amostras incluídas no 

estudo encontram-se em anexo (Anexo I). 

 

 

2.2 Detecção de anticorpos anti-VHC  

A presença de anticorpos anti-VHC nas amostras de plasma mantidas a -80ºC foi 

determinada pelo teste imunocromatográfico rápido “ImmunoFlow
TM

 HCV rapid test” 

(Core Diagnostics, Reino Unido), segundo as indicações do fabricante. As amostras 

foram consideradas positivas após o aparecimento de banda corada na zona 

correspondente à retenção de anticorpos anti-VHC, sendo a validação dos resultados 

efectuada pelo aparecimento de uma banda na zona do controlo.  

 

 

2.3 Isolamento do RNA viral  

A extracção do RNA viral foi realizada com o Kit comercial “INSTANT VIRUS 

RNA kit” (Analytikjena bio solutions, Alemanha) a partir de plasmas. Em primeiro lugar 

foi efectuada a lise das partículas virais numa sala de bio-segurança de nível 3 (BSL3) 

através da adição de 150 µl de plasma a 450 µl de solução lise RL. Após a inactivação 

das partículas virais, os restantes procedimentos foram efectuados num laboratório BSL2 

em ambiente tentativamente sem nucleases. O RNA foi purificado por cromatografia em 

coluna após a adição de 600 µl de solução de ligação RBS. As colunas foram lavadas 
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sucessivamente com 500 µl de solução de lavagem HS e 650 µl de solução de lavagem 

LS.  

Realizou-se uma primeira eluição do RNA com 30 µl de água sem nucleases 

(RNase-free water), precedida de uma incubação durante 2 min à temperatura ambiente. 

O material eluído foi distribuido por 3 tubos em quantidades de 5 µl (2X) e 20 µl. Uma 

segunda eluição permitiu obter mais 30 µl de solução de RNA numa concentração mais 

diluída que, à semelhança da anterior, foi guardada a -80ºC. 

 

 

2.4 Síntese do cDNA  

Usando o Kit “ImProm-II
TM

 Reverse Transcription System” (Promega, EUA), foi 

efectuada a trancrição reversa (RT) do RNA extraído no ponto anterior. Na sala 

denomínada de “limpa” foi preparada uma mistura de reacção com 5,1 µl de água sem 

nucleases, 4 µl de tampão de reacção InPromII 5X, 2,4 µl de MgCl2 3 mM, 1 µl de 

dNTPs 0,5 mM, 0,5 µl de inibidor de RNAses RNasin (40 U/ µl) e 1 µl de transcriptase 

reversa por cada amostra. Aos tubos com 5 µl do RNA extraído no passo anterior foi 

adicionado 1µl de hexâmeros ao acaso (0,5 µg/µl). Para o controlo negativo da reacção, o 

RNA foi substituído por água. O controlo negativo e as amostras foram incubados num 

banho-maria a 70ºC durante 5 min e, de seguida, transferidos rapidamente para um banho 

de água com gelo onde permaneceram durante 5 min. Posteriormente, adicionou-se 14 µl 

de mistura de reacção RT por tubo e a síntese do cDNA decorreu num termociclador nas 

seguintes condições: 25ºC, 5 min; 42ºC, 60 min; 70ºC, 15 min. 

Como alternativa, na síntese do cDNA foi usado o Kit “RevertedAid H Minus 

First Strand cDNA Synthesis Kit” (Fermentas, Lituânia). Para cada RT usou-se 5 µl do 

RNA extraído em 2.3. A mistura de reacção consistiu em 4 µl de tampão de reacção 5X, 

1 µl do inibidor de RNAses RiboLock
TM

 RNase (20 U/µl), 2 µl de dNTPS 10 mM e 1 µl 

da enzima RevertAid
TM

 H Minus-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/µl) para cada 

amostra. Às amostras de RNA foi adicionado 6 µl de água tratada com DEPC e 1 µl de 

hexâmeros ao acaso. O controlo negativo consistiu em 11 µl de água tratada com DEPC e 

1 µl de hexâmeros ao acaso. De seguida as amostras foram incubadas num banho-maria a 

70ºC durante 5 min, seguido de um banho de gelo durante 5 min. Posteriormente 

adicionou-se 8 µl da mistura de reacção RT a cada amostra e a síntese do cDNA foi 

efectuado nas condições anteriormente descritas. 
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Para evitar a contaminação na obtenção do RNA viral e do cDNA todas as 

pipetagens efectuadas em 2.3 e 2.4 foram realizadas usando pontas de micropipeta com 

filtro. 

 

 

2.5 Amplificação por PCR das regiões 5’UTR, C/E1 e NS5B do VHC  

 

2.5.1 Desenho e características dos primers 

Os primers usados para amplificação, por PCR, heminested-PCR e nested-PCR, 

das regiões 5’UTR, NS5B e C/E1 foram desenhados com base no alinhamento múltiplo 

de sequências nucleotídicas de estirpes de VHC com genoma completo, disponíveis na 

base de dados (Los Alamos sequence database, http://www.hcv.lanl.gov) e seleccionadas 

aleatoriamente para cada genótipo e subtipo, contra a estirpe de referência H77. Na 

Tabela 2.1 estão apresentadas as respectivas sequências e posições na estirpe de 

referência H77.  
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Tabela 2.1 - Primers utilizados na amplificação das três regiões do genoma de VHC e sua 

localização em relação à sequência de referência H77.  

 

Primer Sequência (5’ – 3’) Localização no genoma 

(posição nucleotídica 

na estirpe H77*) 

UTR_f GAA AGC GTC TAG CCA TGG CGT AGT 71 – 95 

 

UTRo_r TGC TCA TGG TGC ACG GTC TAC GAG A 348 – 324 

 

UTRi_r CTA TCA GGC AGT ACC ACA AGG  279 – 299 

 

NS5Bi_f TAT GA(CT) ACC (AC)GC TG(CT) TTT GAC TC 8256 – 8278 

 

NS5Bo_f TGG GGT T(CT)T C(AGCT)T ATG A(CT)A CC(AC) 

G(AC)T G 

8246 – 8270 

 

 

NS5B_r GG(AGCT) GC(AGCT) GA(AG) TAC CTG GTC ATA 

GC(CT) TCC GTG AA 

 8616 – 8647 

 

 

CEo_f GCA ACA GGG AA(CT) (CT)T(AGT) CC(CT) GGT 

TGC TC 

 859 – 834 

 

 

CEi_f AA(CT) (CT)T(AGT) CCC GGT TGC TC(CT) TT(CT) 

CTC TAT 

843 - 870 

CEo_r GT(AG) GG(AGCT) GAC C(AG)T TCA TCA TCA 1306 – 1327 

 

CEi_r TTC ATC ATC AT(AG) TCC CA(AGCT) GCC AT 1315 - 1293 

 

*
(nº de acesso NC_004102). 

  

  

Os primers foram preparados como soluções aquosas stock (200 µM) e de 

trabalho (10µM) e mantidos a -20ºC.  
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Figura 2.1 – Esquema representativo da estratégia de PCR utilizada na amplificação das 

diferentes regiões genómicas do VHC estudadas, com indicação do local aproximado de 

hibridação dos vários primers utilizados.  

 

 

As condições de termociclagem foram estabelecidas tendo em conta as 

temperaturas de hibridação dos diferentes primers e as dimensões dos fragmentos de 

DNA a amplificar. 

Para evitar contaminações das reacções de amplificação, o processamento das 

amostras, das misturas de reacção e produtos de PCR foi efectuado em compartimentos 

fisicamente distintos e todas as pipetagens efectuadas com pontas de micropipetas com 

filtro.   
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2.5.2 Amplificação da 5’UTR  

Para a amplificação da 5´UTR do cDNA usou-se o sistema ilustra 
TM 

PuRe Taq
TM

 

Ready- To-Go
TM

 PCR Beads (GE Healthcare, Reino Unido) em que cada esfera 

liofilizada, quando hidrolizada num volume final de 25 µl, dá origem a uma mistura de 

reacção que é constituída por dNTPS 200 µM, Tris.HCl 10 mM, pH 9,0, KCl 50 mM e 

MgCl2 1,5 mM. Na amplificação por heminested PCR, foram efectuadas duas reacções de 

PCR (Tabela 2.2), em que o produto da primeira reacção foi usado como matriz para a 

segunda reacção de PCR. Na primeira reacção, foram usados os primers UTR_f e 

UTRo_r, numa concentração de 0,4 pmole/µl cada, e 5 µl de cDNA. Para a segunda 

reacção foram usados os primers UTR_f e UTRi_r, 0,8 pmole/µl cada, e 1 µl do produto 

da primeira reacção de amplificação.  

 

 

Tabela 2.2 - Condições de amplificação da 5’UTR para a primeira reacção (I) e segunda reacção 

(II) do heminested PCR.  

 Temperatura (ºC) Tempo  Número de ciclos 

Desnaturação inicial 94 2 min 1 

Desnaturação 94 1 min  

Hibridação 60 1 min  35 I 

Extensão 72 1 min  

Extensão final 72 5 min 1 

    

Desnaturação inicial 94 2 min 1 

Desnaturação 94 30 seg  

Hibridação 60 30 seg  35 II 

Extensão 72 1 min  

Extensão final 72 5 min 1 

 

 

2.5.3 Amplificação das regiões C/E1 e NS5B 

Para a amplificação destas regiões também foi usado o sistema ilustra 
TM 

PuRe 

Taq
TM

 Ready- To-Go
TM

 PCR Beads (GE Healthcare, Reino Unido) descrito em 2.5.2. Na 

reacção de PCR (Tabela 2.3) para C/E1 foram usados os primers CEo_f e CEi_r. Na 

amplificação por heminested PCR (Tabela 2.4), foram usados os primers CEo_f e CEo_r 

na primeira reacção e os primers CEo_f e CEi_r na segunda reacção. Em alternativa, a 
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segunda reacção de PCR foi efectuada com os primers CEi_f e CEi_r (Tabela 2.4). As 

condições descritas na Tabela 2.4 foram usadas nas amostras que amplificaram a 

sequência 5’UTR com uma única reacção de PCR, as condições da Tabela 2.5 foram 

usadas nas amostras que apresentaram amplificação da 5’UTR apenas com duas reacções 

de PCR. As condições de amplificação para a sequência C/E1 descritas na Tabela 2.5 

foram usadas para 2 amostras (R49 e R50) que não amplificaram com as condições 

descritas nas Tabela 2.4. 

Para as reacções de PCR, heminested PCR e nested PCR usou-se 0,8 pmole/µl de 

cada primer. Na primeira reacção de amplificação foram usados 2 µl de cDNA e na 

segunda reacção usados 2 µl do produto da primeira reacção. 

 

 

Tabela 2.3 - Condições de amplificação por PCR de C/E1 com os primers CEo_f e CEi_r. 

 Temperatura (ºC) Tempo  Número de ciclos 

Desnaturação inicial 94 2 min 1 

Desnaturação 94 30 seg  

Hibridação 60 30 seg 35 

Extensão 72 1 min  

Extensão final 72 10 min 1 

 

 

Tabela 2.4 - Condições de amplificação de C/E1 da primeira reacção (primers CEo_f e CEo_r) e 

segunda reacção (primers CEo_f e CEi_r ou CEi_f e CEi_r). 

 Temperatura (ºC) Tempo  Número de ciclos 

Desnaturação inicial 94 2 min 1 

Desnaturação 94 30 seg  

Hibridação 50 30 seg 35 

Extensão 72 1 min  

Extensão final 72 10 min 1 

 

 

 

 

 

 

 



Material e Métodos 

 

 27 

 

Tabela 2.5 - Condições de amplificação por heminested PCR de C /E1 ( primers CEo_f e CEo_r 

e CEo_f e CEi_r, respectivamente  na primeira e segunda reacções). 

 Temperatura (ºC) Tempo de duração Número de ciclos 

Desnaturação inicial 94 2 min 1 

Desnaturação 94 30 seg  

Hibridação 55 30 seg 3 

Extensão 72 1 min  

Desnaturação 94 30 seg  

Hibridação 60 30 seg 40 

Extensão 72 1 min  

Extensão final 72 10 min 1 

 

 

Para a região NS5B foi efectuada uma reacção de PCR com os primers NS5Bi_f e 

NS5B_r ou um heminested PCR com os pares de primers NS5Bo_f e NS5B_r e NS5Bi_f 

e NS5B_r, respectivamente na primeira e segunda reacções (Tabela 2.6). No PCR e 

heminested PCR foram utilizados 1,2 pmole/µl de cada primer. Na primeira reacção de 

amplificação usou-se 2 µl de cDNA e na segunda reacção usou-se 2 µl do produto da 

primeira reacção. 

 

 

Tabela 2.6 – Condições de amplificação de NS5B por PCR (primers NS5Bi_f e NS5B_r) e 

heminested PCR (primers NS5Bo_f e NS5B_r seguidos de NS5Bi_f e NS5B_r). 

 Temperatura (ºC) Tempo de duração Número de ciclos 

Desnaturação inicial 94 2 min 1 

Desnaturação 94 30 seg  

Hibridação 55 45 seg 3 

Extensão 72 1 min  

Desnaturação 94 30 seg  

Hibridação 60 30 seg 35 

Extensão 72 1 min  

Extensão final 72 10 min 1 
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2.5.4 Análise dos produtos de PCR  

Os produtos amplificados foram analisados em gel de 1,5% de agarose em tampão 

TAE 0,5 x (2,42 g Tris.base, 0,57 ml de ácido acético glacial, 1 ml de EDTA 0,5M, 

pH8,0 e 1000 ml de água) e com 0,5 µg/µl de brometo de etídio para a sua visualização. 

De forma a verificar se o tamanho do produto amplificado correspondia ao esperado, no 

mesmo gel correu, em simultâneo, um marcador de tamanhos moleculares (GeneRuler
TM

 

100bp DNA Ladder Plus, Fermentas, Lituânia). A visualização foi efectuada pela leitura 

com luz ultra-violeta no aparelho Gel Doc XR System (BioRad, EUA). 

 

 

2.6 Purificação e sequenciação dos produtos de PCR 

Os produtos de PCR foram purificados, para posterior sequenciação, com o Kit 

“QIAquick PCR
®
 Purification Kit” (Qiagen, Alemanha) segundo as indicações do 

fabricante. A eluição final do DNA foi feita num volume final de 30 µl de água. A 

quantidade de DNA obtida foi analisada por electroforese em gel de agarose como atrás 

descrito e comparou-se a intensidade das bandas dos produtos purificados e do marcador 

de tamanhos moleculares (GeneRuler
TM

 100bp DNA Ladder Plus, Fermentas, Lituânia).   

Após purificação, os produtos de PCR foram directamente sequenciados (STAB 

VIDA, Oeiras, Portugal) no sequenciador automático ABI 3730XL, (Applied Biosystems) 

com o kit BigDye
®

 terminator V1.1 (Applied Biosystems, EUA). Na sequenciação foram 

usados os primers NS5Bi_f, CEo_f e CEi_f, e UTR_f, respectivamente para as regiões 

NS5B, C/E1, 5’UTR. 

 

 

2.7 Análise Bio-informática 

Os cromatogramas obtidos durante a sequenciação foram cuidadosamente 

analisados para verificação da concordância entre o cromatograma e a sequência de bases 

atribuídas e da existência ou não de picos sobrepostos. Procedeu-se também ao corte das 

sequências correspondentes aos primers (~40 bases iniciais). A correcção manual da 

sequência nucleotídica, foi feita com o programa BioEdit Sequence Alignment Editor, 

versão 7.0.9 (Hall, 1999). Posteriormente foi realizada a tradução em aminoácidos usando 

o programa GENE Runner, versão 3.05 (http://www.generunner.net) para verificar a 

concordância entre as sequências nucleotídicas e de aminoácidos e detectar a existência 

ou não de erros na sequência obtida e a correcção desses mesmos erros com o BLASTx.  
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Após a edição das sequências, com o objectivo de confirmar a sua identidade, foi 

realizada uma pesquisa de homologia genética recorrendo ao programa HCV BLAST da 

base de dados HCV sequence database Blast search 

(http://hcv.lanl.gov/content/sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.html). 

As sequências nucleotídicas obtidas ao longo do trabalho foram alinhadas entre si 

e com sequências de referência através do programa MAFFT versão 6, disponível em 

http://align.bmr.kyushu-u.ac.jp/mafft/software/, usando os parâmetros de alinhamento 

pré-definidos. Os alinhamentos foram editados e corrigidos manualmente no programa 

BioEdit. Os estudos filogenéticos foram efectuados com o programa MEGA versão 4.0 

(Tamura et al., 2007). As árvores filogenéticas foram construídas pelo método de 

Neighbor-Joining a partir de matrizes de distâncias genéticas calculadas com base no 

algoritmo de Kimura a dois parâmetros. A robustez da inferência filogenética sugerida foi 

avaliada através do método de bootstraping (Felsenstein, 1985), com base em 1000 

réplicas. Foram considerados estatisticamente significativos, os agrupamentos que 

apresentavam valores de bootstrap iguais ou superiores a 75%. As sequências de 

referência dos diferentes genótipos e subtipos do VHC utilizadas na análise filogenética 

foram retiradas da base de dados online Hepatitis C virus database 

(http://www.hcvdb.org) com os seguintes números de acesso: Genótipo 1 - EU362878, 

M62321, AF511950, AF011753, D10749, AJ000009, AJ132996, AF176573, M84754, 

U16362, AY587016, AF313916, AY051292, AM910652; Genótipo 2 - AF169002, 

D00944, NC_009823, AY746460, AB047639, AF169003, AF238485, AB030907, 

DQ430815, D50409, DQ155561, AB031663; Genótipo 3 - DQ437509, DQ430819, 

X76918, D28917, AF046866, NC_009824, AY956467, D49374, D63821; Genótipo 4 - 

DQ988074, DQ418782, DQ516084, DQ988078, DQ988079, DQ418784, DQ988075, 

DQ988076, NC_009825, DQ418788, DQ418783, DQ418785, DQ516083, DQ418786, 

EU392172, EF589160, EU392171, AJ291268, AJ291245, AJ291292, AJ291258, 

FJ025854, FJ025855; Genótipo 5 - NC_009826, EF026073; Genótipo 6 - AY859526, 

DQ480514; EU246931, EU246932; NC_009827; D84264; AY878652; Genótipo 7 - 

EF108306; GB-VB - AJ277947. 

  

 

As sequências obtidas ao longo deste trabalho foram depositadas na base de dados 

do GenBank com os seguintes números de acesso: 5’UTR, FN398085 e FN398087; C/E1, 

FN401016 a FN401069; e NS5B, FN401072 e FN401141 a FN401196.  
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2.8 Análise estatística  

A análise efectuada às variáveis de estatuto serológico e subtipos do VHC foi uma 

análise de distribuição. Para a idade fez-se o cálculo da média e desvio padrão e o grau de 

associação entre algumas variáveis consideradas foi estudado recorrendo ao teste de 
2
, 

aplicado à análise das tabelas de contingência (com correcção de Yates). Os valores de 

frequência esperados foram inferiores a 5 recorrendo-se ao teste exacto de Fisher 

bilateral. Todos os testes estatísticos foram realizados utilizando as ferramentas 

disponíveis em http://www.physics.csbsju.edu/stats/, sendo considerado um nível de 

significância de 0,05. 
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3. RESULTADOS 

3.1 Prevalência de anticorpos anti-VHC 

Das 66 amostras de plasma usadas no estudo, 57 (86,4%) revelaram a presença de 

anticorpos anti-VHC, quando avaliadas através de um teste rápido imunocromatográfico. 

 Para as 66 amostras foi analisada a associação entre as características 

demográficas conhecidas (idade, sexo, origem geográfica) e o facto de terem serologia 

positiva ou negativa. A análise efectuada com o teste do 
2
, revelou valores de P> 0,05 

para todas as variáveis. Assim, não se observou qualquer influência das características 

demográficas no estatuto serológico anti-VHC. 

 

 

 

 

Figura 3.1- Representação gráfica da percentagem de indivíduos com serologia positiva e 

negativa para os anticorpos anti-VHC na população estudada (n=66). 

 

 

3.2 Prevalência da infecção activa 

Uma vez que os testes serológicos não permitem distinguir entre infecção 

resolvida e infecção activa, procedeu-se à amplificação por RT-PCR da região 5’UTR do 

VHC para detectar a presença de RNA genómico viral. Por outro lado, como a população 

estudada está co-infectada com o VIH, a não detecção de anticorpos contra VHC pode 

ocorrer na presença de infecção activa, optámos por testar a presença de RNA viral na 

totalidade das amostras (n=66).  

 

Estatuto serológico 



Resultados 
 

 33 
 

 

A maioria das amostras analisadas (n=48) deu origem a amplicões após a primeira 

reacção de PCR (Figura 3.2), não sendo necessário efectuar a segunda reacção de 

amplificação, sendo estas amostras consideradas positivas. Para as restantes amostras, foi 

necessário efectuar a segunda reacção de PCR. Das restantes 18 amostras cujo cDNA foi 

submetido a heminested PCR, 9 evidenciaram amplificação. Assim, um total de 57 

(86,4%) amostras apresentou infecção activa. Curiosamente, 4 (44,4%) das 9 amostras 

com serologia negativa apresentaram infecção activa, enquanto 53 (93,0%) das 57 

amostras com serologia positiva apresentaram infecção activa. 

 

 

 

 

Figura 3.2 - Produtos de amplificação por PCR da região 5’UTR, após electroforese em gel de 

1,5% de agarose. Identificação das pistas: 1 a 5- amostras; 6- controlo negativo; 7- marcador de 

tamanhos moleculares GeneRuler
TM

 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas). 

 

 

3.3 Amplificação das regiões C/E1 e NS5B por RT-PCR 

 Com o objectivo de subtipar e avaliar as relações filogenéticas das amostras de 

VHC estudadas, entre si e com outras estirpes de referência do VHC, procedeu-se à 

amplificação das regiões C/E1 e NS5B para todas as amostras que apresentaram 

amplificação da região 5’UTR (n=57).  

 

500 pb 

5’UTR (±280 pb) 

1000 pb 

  1      2      3     4    5    6      7 
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A maioria das amostras (n=51, 89,5%), à semelhança do observado para a 5’UTR, 

apresentou amplificação da região C/E1 com a realização de uma única reacção de PCR. 

Nas condições descritas na Tabela 2.3 (Figura 3.3), 49 amostras deram origem a 

amplicões, enquanto duas outras requereram a redução da temperatura de hibridação para 

50ºC.   

As restantes amostras (n=6) foram submetidas a heminested PCR (Tabela 2.4) 

tendo duas apresentado amplificação da região C/E1. As outras 4 amostras foram 

submetidas a nested PCR de acordo com a Tabela 2.4, tendo uma apresentado 

amplificação da região alvo. As restantes amostras foram ainda submetidas a um novo 

heminested PCR nas condições descritas na Tabela 2.5. Uma amostra apresentou 

amplicão após subida da temperatura de hibridação para 65ºC. 

 

 

 

    

Figura 3.3 - Produtos de amplificação por PCR da região C/E1, após electroforese em gel de 

1,5% de agarose. Identificação das pistas: 1- marcador de tamanho molecular GeneRuler
TM

 100bp 

DNA Ladder Plus (Fermentas); 2 a 5- amostras; 6- controlo negativo. 

 
 

 

 

Para a região NS5B, 51 das 57 amostras (89,5%) apresentaram amplificação após a 

realização de uma única reacção de PCR com os primers NS5Bi_f e NS5B_r (Figura 

3.4). Exceptuando uma amostra, que requereu redução da temperatura de hibridação para 

50ºC, todas as amostras geraram amplicões com as condições da Tabela 2.6. As restantes 

C/E1 (±500 pb) 500 pb 

1000 pb 

   1       2        3       4       5       6 
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amostras (n=6) foram submetidas a heminested PCR (Tabela 2.6). As seis amostras 

apresentaram amplificação da região NS5B.  

 

 

 

 

 
Figura 3.4 - Produtos de amplificação por PCR da região NS5B, após electroforese em gel de 

1,5% de agarose. Identificação das pistas: 1- marcador de tamanho molecular GeneRuler
TM

 100bp 

DNA Ladder Plus (Fermentas); 2 a 6- amostras; 7- controlo negativo. 

 

 

 

 

No conjunto, para 57 amostras com infecção activa, i.e. que apresentaram 

amplificação da região 5’UTR, foram obtidos com sucesso amplicões para a região NS5B 

enquanto para a região C/E1 apenas 55 amostras apresentaram amplificação. Para as 

amostras R47 e R50 que não apresentaram amplificação de C/E1 foi usada a região 

5’UTR para a análise filogenética, uma vez que corresponde ao mesmo extremo do 

genoma.  

Após realização da pesquisa de homologias por BLAST encontrou-se que para as 

amostras R49 e R50 havia discordância a nível dos subtipos (R49) e mesmo dos 

genótipos (R50) para as duas regiões sequenciadas, C/E1 (4d) e NS5B (4a) e 5’UTR (2a) 

e NS5B (4a), respectivamente. Assim, procedeu-se a nova extracção e amplificação de 

RNA de cada amostra isoladamente para eliminar o risco de contaminação. Quando da 

repetição confirmou-se o resultado da primeira análise de BLAST para a amostra R49. No 

entanto, para a amostra R50, apesar de continuar a mostrar discordância, o subtipo de 

NS5B sugerido passou a ser 1a e não 4a como inicialmente observado. Uma vez que se 

dispunha de plasma de uma segunda colheita (R62) deste indivíduo, efectuou-se nova 

500 pb 
   NS5B (±400 pb) 

1000 pb 

1     2       3     4      5      6      7  
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extracção e amplificação de RNA tendo-se confirmado o subtipo 1a para NS5B. No total, 

prosseguimos com a análise filogenética de 59 sequências de NS5B (57 inicialmente 

obtidas, uma da repetição de R50 e outra da amplificação de R62), 55 sequências C/E1 e 

2 sequências 5’UTR. 

 

 

3.4 Análise Filogenética  

As sequências de nucleótidos obtidas a partir dos fragmentos da região 5’UTR, 

C/E1 e NS5B das amostras em estudo foram alinhadas entre si e com correspondentes 

sequências de referência do VHC, obtidas da base de dados online Hepatitis C virus 

database http://www.hcvdb.org, cujos números de acesso se encontram descritas em 

2.7.1. Como outgroup usaram-se as sequências de referência correspondentes a C/E1 e 

NS5B do subtipo 7a do VHC e a 5’UTR do vírus GBV-B.  

 A partir dos alinhamentos múltiplos editados, correspondentes a 390 nucleótidos 

para a região C/E1, 296 nucleótidos para a região NS5B e 127 nucleótidos para a região 

5’UTR, construíram-se as árvores filogenéticas de Neighbor-Joining. A robustez da 

inferência filogenética foi avaliada por bootstraping de 1000 réplicas, tendo permitido 

estabelecer relações entre as estirpes analisadas e as estirpes de referência de vários 

subtipos do VHC.        

Para identificar os genótipos dos vírus analisados, numa primeira fase 

construíram-se arvores filogenéticas separadas para as regiões C/E1 e NS5B, em que 

foram incluídas as sequências de todos os vírus do estudo e um número limitado de 

sequências de referência, seleccionadas de forma a incluir sequências de todos os 

genótipos do VHC. Todas as sequências do estudo surgiram agrupadas com sequências 

dos genótipos 1, 2, 3 ou 4, sendo os agrupamentos suportados por valores de bootstrap ≥ 

99%, tanto para as sequências C/E1 (Figura 3.5) como para as sequências NS5B (Figura 

3.6). Os resultados obtidos com a análise destas árvores foram concordantes com os do 

BLAST.  

A maioria das sequências C/E1 surge agrupada com sequências do genótipo 1 

(27/55), enquanto 15 formam um agrupamento com sequências do genótipo 4, 12 com 

sequências do genótipo 3 e 1 com sequências do genótipo 2. Relativamente a NS5B, 30 

sequências estão agrupadas com sequências de referência do genótipo 1, 16 com 

sequências do genótipo 4, 12 com genótipo 3 e 1 com sequências do genótipo 2. Para a 

grande maioria dos vírus para os quais se dispõe de sequências para as 2 regiões 
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analisadas (54/55), observou-se concordância entre os genótipos determinados, facto que 

se reflecte na semelhança da topologia das duas árvores (Figura 3.5 e 3.6). 
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Figura 3.5 – Árvore filogenética baseada na região C/E1 do VHC (390 nt), que ilustra as relações 

filogenéticas entre as estirpes de VHC do presente estudo e as estirpes de referência 

representativas de todos os genótipos de VHC. Azul, sequências agrupadas com sequências do 

genótipo 1; Verde, sequências agrupadas com sequências do genótipo 4; Vermelho, sequências 

agrupadas com sequências do genótipo 3; Amarelo, sequências agrupadas com sequências do 

genótipo 2; Preto, sequências de referência. A seguir à identificação da amostra encontra-se 

indicada a nacionalidade do indivíduo infectado (PT, Portugal; AF, África; BR, Brasil). Árvore 

filogenética construída pelo método de Neighbor-Joining a partir de distâncias estimadas pelo 

método de Kimura a dois parâmetros. Estão apresentados os valores de bootstrap ≥75%, 

correspondentes a 1000 réplicas.  
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Figura 3.6 – Árvore filogenética baseada na região NS5B do VHC (296 nt), que ilustra as 

relações filogenéticas entre as estirpes de VHC do presente estudo e as estirpes de referência 

representativas de todos os genótipos de VHC. Azul sequências agrupadas com sequências do 

genótipo 1; Verde, sequências agrupadas com sequências do genótipo 4; Vermelho, sequências 

agrupadas com sequências do genótipo 3; Amarelo, sequências agrupadas com sequências do 

genótipo 2; Preto, sequências de referência. A seguir à identificação da amostra encontra-se 

indicada a nacionalidade do indivíduo infectado (PT, Portugal; AF, África; BR, Brasil). Árvore 

filogenética construída pelo método de Neighbor-Joining a partir de distâncias estimadas pelo 

método de Kimura a dois parâmetros. Estão apresentados os valores de bootstrap ≥75%, 

correspondentes a 1000 réplicas. 

 

 

Após a análise filogenética global para identificação dos genótipos do VHC, 

foram construídas árvores filogenéticas para os genótipos individuais com introdução de 

sequências adicionais do VHC, correspondentes aos subtipos com os quais as sequências 

estudadas surgem agrupadas com valores de bootstrap elevados. Esta análise teve como 

objectivo identificar inequivocamente os subtipos das sequências de VHC do estudo, 

avaliar o seu relacionamento entre si e com sequências provenientes da base de dados e, 

eventualmente, inferir sobre a sua origem e o seu padrão de transmissão. Para os 

genótipos 2 e 3, em que se observou concordância entre genótipos e subtipos para as 

regiões C/E1 e NS5B, optou-se por construir árvores baseadas em sequências 

concatenadas. Para os genótipos 1 e 4, em que se observou discordância relativamente a 

subtipos para algumas amostras e onde estão incluídas outras que não amplificaram para 

as duas regiões, optámos por fazer árvores individuais para cada região. Em duas das 

amostras analisadas (R47 e R50) não se conseguiu obter amplificação da região C/E1 

tendo sido sequenciado o amplicão obtido para a região 5’UTR e realizada a árvore 

filogenética correspondente. 

 

Na Figura 3.7 está representada a árvore filogenética correspondente à região 

5’UTR. Uma vez que a sequência do subtipo 7a do VHC nesta região não surge num 

ramo independente e afastado, utilizou-se como outgroup a sequência correspondente do 

vírus GBV-B. Podemos observar que a sequência R47 está incluída no grupo das 

sequências dos genótipos 1 e 6 suportado por um valor de bootstrap de 83%. A ausência 

de subgrupos devido à grande semelhança entre as sequências, reflectida na ausência de 

ramos definidos, não permite classificar o genótipo ou subtipo desta amostra. A 
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sequência R50 apresenta-se agrupada com as sequências de referência do genótipo 2, 

subtipo 2a, ainda que com valores de bootstrap <75%, não sendo a relação filogenética 

obtida concordante com a análise da região NS5B (Figura 3.13). Assim, o genótipo das 

duas sequências nesta região é considerado indeterminado, com maior probabilidade de 

ser 1 ou 6 para a amostra R47 e 2 para a amostra R50. 

 

 

 

 

Figura 3.7 – Árvore filogenética baseada na região 5´UTR do VHC (127 nt), que ilustra as 

relações filogenéticas entre as estirpes de VHC do presente estudo e as estirpes de referência 

representativas de todos os genótipos de VHC. Azul, sequência agrupada com as sequências dos 

genótipos 1 e 6; Vermelho, sequência agrupada com sequências do genótipo 2; Preto, sequências 

de referência. A seguir à identificação da amostra encontra-se indicada a nacionalidade do 

indivíduo infectado (PT, Portugal). Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-

Joining a partir de distâncias estimadas pelo método de Kimura a dois parâmetros. Estão 

apresentados os valores de bootstrap ≥75%, correspondentes a 1000 réplicas. 
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Na análise da árvore filogenética para o genótipo 1 relativa à região do C/E1 

(Figura 3.8) verifica-se que as sequências estudadas formam dois agrupamentos distintos 

suportados por valores de bootstrap de 100%, um com as sequências de referência do 

subtipo 1a (n=25) e outro com as sequências de referência do subtipo 1b (n=2).  

Dentro do subtipo 1a verifica-se a existência de dois grupos monofiléticos 

distintos. Um deles é suportado por um valor de bootstrap de 90% e inclui sequências de 

referência de origem geográfica diversa. O outro grupo (valor de bootstrap de 78%), 

engloba a maioria das sequências 1a analisadas (18/25) e não inclui quaisquer sequências 

provenientes da base de dados, podendo representar uma linhagem de vírus endémica. 

Observa-se ainda, a existência de grupos constituídos por 2 a 3 sequências (R4/R63; 

R46/R58, R13/R16, R24/R56/R9, R29/R14/R43), suportados por elevados valores de 

bootstrap (≥91%) sugestivos de possível transmissão local entre indivíduos 

epidemiologicamente relacionados.  

 

Na análise filogenética da região NS5B do genótipo 1 (Figura 3.9), à semelhança 

de C/E1, verifica-se que as sequências estudadas apresentam homologia com os subtipos 

1a e 1b, formando dois grupos distintos com as sequências de referência correspondentes 

a cada um destes subtipos. No subtipo 1a, são observados novamente dois grupos 

separados de sequências, ainda que sustentados por valores de bootstrap <75%. O pare de 

sequências R4/R63, assinalados com uma seta na Figura 3.9, surge novamente agrupado 

entre si com um valor de bootstrap de 99% confirmando o relacionamento 

epidemiológico sugerido na análise de C/E1. 

 As sequências R50 e R62 (assinaladas a vermelho na Figura 3.9) são 

provenientes do mesmo indivíduo (primeira e segunda colheita, respectivamente). No 

entanto, apesar de ambas se encontrarem agrupadas com sequências de referência do 

subtipo 1a, surgem com posicionamento distinto na árvore não estando estreitamente 

relacionadas como seria de esperar. A sequência R62 apresenta um ramo mais saliente 

em relação às restantes sequências estudadas e às sequências das bases de dados.  

No seu conjunto, das 30 sequências NS5B analisadas, duas delas provenientes do 

mesmo indivíduo, 28 são classificadas como subtipo 1a e as duas restantes como 1b. 

Ainda, as 27 amostras analisadas para a região C/E1 apresentam o mesmo subtipo para a 

região NS5B. As amostras R47, R50 e R62 não possuem amplicão correspondente para 

C/E1.  
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Figura 3.8 – Árvore filogenética baseada na região C/E1 do VHC (390 nt), que ilustra as relações 

filogenéticas entre as estirpes de VHC do presente estudo e as estirpes de referência 

representativas do genótipo 1 de VHC. Azul, sequências agrupadas com sequências do genótipo 

1; Preto, sequências de referência. A seguir à identificação da amostra encontra-se indicada a 

nacionalidade do indivíduo infectado (PT, Portugal; AF, África). Árvore filogenética construída 
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pelo método de Neighbor-Joining a partir de distâncias estimadas pelo método de Kimura a dois 

parâmetros. Estão apresentados os valores de bootstrap ≥75%, correspondentes a 1000 réplicas. A 

seta indica as sequências que apresentam um elevado grau de similaridade.  
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Figura 3.9 – Árvore filogenética baseada na região NS5B do VHC (296nt), que ilustra as 

relações filogenéticas entre as estirpes de VHC do presente estudo e as estirpes de referência 

representativas do genótipo 1 de VHC. Azul, sequências agrupadas com sequências do genótipo 

1; Vermelho, sequências com subtipo discordante; Preto, sequências de referência. A seguir à 

identificação da amostra encontra-se indicada a nacionalidade do indivíduo infectado (PT, 

Portugal; AF, África). Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-Joining a partir 

de distâncias estimadas pelo método de Kimura a dois parâmetros. Estão apresentados os valores 

de bootstrap ≥75%, correspondentes a 1000 réplicas. A seta indica as sequências que apresentam 

um elevado grau de similaridade. 

 

 

 

A análise da árvore filogenética resultante da concatenação das sequências C/E1 e 

NS5B para o genótipo 2 (Figura 3.10) demonstra claramente (valor de bootstrap de 

100%) o agrupamento da sequência R12 com as sequências de referência do subtipo 2a, 

indicando assim a sua inclusão neste subtipo do genótipo 2 do VHC.  
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Figura 3.10 – Árvore filogenética baseada na concatenação das sequências das regiões C/E1 e 

NS5B do HCV (686 nt), que ilustra as relações filogenéticas entre as estirpes de VHC do presente 

estudo e as estirpes de referência representativas do genótipo 2 de VHC. Azul, sequência 

agrupada com sequências do genótipo 2; Preto, sequências de referência. A seguir à identificação 

da amostra encontra-se indicada a nacionalidade do indivíduo infectado (PT, Portugal). Árvore 

filogenética construída pelo método de Neighbor-Joining a partir de distâncias estimadas pelo 

método de Kimura a dois parâmetros. Estão apresentados os valores de bootstrap ≥75%, 

correspondentes a 1000 réplicas. 

 

 

 

A árvore filogenética de sequências concatenadas das regiões C/E1 e NS5B 

construída para o genótipo 3 (Figura 3.11) mostra que todas as sequências (n=12) se 

agrupam com as sequências de referência do subtipo 3a (valor de bootstrap de 100%). 

Por outro lado, os pares de sequências analisadas R20/R42 e R23/R53 (assinalados com 

uma seta na Figura 3.11) apresentam-se agrupadas entre si com um valor de bootstrap de 

100% e com ramos muito curtos, sugerindo uma relação epidemiológica estreita entre as 

estirpes virais correspondentes. Ainda, as sequências dos vírus 3a do estudo apresentam-

se dispersas no seio das sequências de referência de origem geográfica muito distinta.   
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Figura 3.11 – Árvore filogenética baseada na concatenação das sequências das regiões C/E1 e 

NS5B do VHC (686 nt), que ilustra as relações filogenéticas entre as estirpes de VHC do presente 

estudo e as estirpes de referência representativas do genótipo 3 de VHC. Azul, sequências 

agrupadas com sequências do genótipo 3; Preto, sequências de referência. A seguir à identificação 

da amostra encontra-se indicada a nacionalidade do indivíduo infectado (PT, Portugal; AF, 

África). Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-Joining a partir de distâncias 

estimadas pelo método de Kimura a dois parâmetros. Estão apresentados os valores de bootstrap 
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≥75%, correspondentes a 1000 réplicas. As setas indicam as sequências que apresentam um 

elevado grau de similaridade. 

 

 

Na Figura 3.12 está representada a árvore filogenética da região C/E1 para as 

sequências do genótipo 4. As sequências do estudo agrupam-se com as sequências de 

referência dos subtipos 4a (n=5) e 4d (n=10) com valores de bootstrap de 99%. Dentro do 

subtipo 4d, o par de sequências R15/R49 apresenta um elevado grau de similaridade 

(bootstrap de 99%), sugestivo de um relacionamento epidemiológico estreito (assinalado 

com uma seta na Figura 3.12). Pela análise da árvore filogenética da região NS5B (Figura 

3.13), à semelhança da região C/E1,observa-se que as sequências analisadas se 

distribuem por dois grupos distintos correspondentes ao subtipo 4a e 4d. Para ambas as 

regiões, as sequências 4a e 4d apresentam-se dispersas no seio das sequências de 

referência de origem geográfica muito diversa.   

Na análise filogenética das duas regiões do genoma viral para o genótipo 4 

verifica-se que a sequência R49 (assinalada a verde nas Figuras 3.12 e 3.13) apresenta um 

posicionamento diferente nas árvores filogenéticas correspondentes a C/E1 e a NS5B ao 

nível dos subtipos do genótipo 4. Assim, na região C/E1 a sequência R49 surge agrupada 

com as sequências de referência do subtipo 4d, enquanto na região NS5B se apresenta 

agrupada com as sequências de referência do subtipo 4a. Desta forma, a análise 

filogenética de ambas as regiões (C/E1 e NS5B) sugere fortemente que a amostra R49 

possa ser um potencial recombinante intragenótipo. 

Relativamente à sequência R50 (assinalada a vermelho na Figura 3.13) o facto de 

surgir agrupada com as sequências de referência do subtipo 4a é discordante com o 

resultado da genotipagem por análise filogenética da região 5’UTR (Figura 3.7), a qual 

sugere ser presumivelmente do genótipo 2. Devido a resultados discordantes a nível de 

genótipos nas duas regiões analisadas, a amostra R50 foi novamente amplificada, assim 

como uma segunda colheita do mesmo indivíduo. Para ambas as amostras só se 

conseguiu a amplificação da região NS5B. A análise filogenética desta região mostrou 

um resultado diferente, evidenciando uma classificação como subtipo 1a (Figura 3.9), 

mas também com as duas sequências posicionadas de maneira distinta dentro deste 

subtipo. No conjunto das sequências do genótipo 4 para as quais se dispõe de amplicões 

C/E1 e NS5B, 5 são claramente classificadas como subtipo 4a para ambas as regiões 

enquanto 9 são do subtipo 4d. Uma amostra (R49) poderá corresponder a um putativo 

recombinante intragenótipos 4d4a. 
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Figura 3.12 – Árvore filogenética baseada na região C/E1 do VHC (390 nt), que ilustra as 

relações filogenéticas entre as estirpes de VHC do presente estudo e as estirpes de referência 

representativas do genótipo 4 de VHC. Azul, sequências agrupadas com sequências do genótipo 

4; Verde, sequência agrupada com sequências de referência do subtipo 4d nesta região, putativo 

recombinante; Preto, sequência de referência. A seguir à identificação da amostra encontra-se 

indicada a nacionalidade do indivíduo infectado (PT, Portugal; AF, África; BR, Brasil). Árvore 

filogenética construída pelo método de Neighbor-Joining a partir de distâncias estimadas pelo 

método de Kimura a dois parâmetros. Estão apresentados os valores de bootstrap ≥75%, 

correspondentes a 1000 réplicas. A seta indica sequências com elevado grau de similaridade. 
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Figura 3.13 – Árvore filogenética baseada na região NS5B do VHC (296 nt), que ilustra as 

relações filogenéticas entre as estirpes de VHC do presente estudo e as estirpes de referência 

representativas do genótipo 4 de VHC. Azul, sequências agrupadas com sequências do genótipo 

4; Verde, sequência agrupada com sequências de referência do subtipo 4a nesta região, putativo 

recombinante; Vermelho sequência com subtipo discordante; Preto, sequências de referência. A 

seguir à identificação da amostra encontra-se indicada a nacionalidade do indivíduo infectado 

(PT, Portugal; AF, África; BR, Brasil). Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-

Joining a partir de distâncias estimadas pelo método de Kimura a dois parâmetros. Estão 

apresentados os valores de bootstrap ≥75%, correspondentes a 1000 réplicas. 

 

 

Em termos globais, a análise filogenética das sequências analisadas revela para a 

população estudada de UDIs co-infectados com VIH a seguinte distribuição de subtipos: 

1a, 43,8% (n=25); 3a, 21,1% (n=12); 4d, 15,8% (n=9); 4a, 8,8% (n=5); 1b, 3,5% (n=2) e 

2a, 1,7% (n=1). Foi também encontrada uma amostra com um putativo vírus 

recombinante e duas com resultado de subtipagem indeterminado, as três sendo descritas 

como subtipo indeterminado/recombinante, a que corresponde uma prevalência de 5,3% 

(n=3). 

 

 

  

 

Figura 3.14- Representação gráfica da distribuição (%) de subtipos do VHC determinados na 

população de UDIs co-infectados com VIH. 

Prevalência de subtipos do VHC 
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A análise da associação entre as características demográficas dos indivíduos 

envolvidos no estudo (Tabela em Anexo I) e os genótipos/subtipos do VHC obtidos, 

recorrendo ao teste do 
2
, não indicou a existência de qualquer associação entre as 

variáveis idade, sexo e origem geográfica e os diferentes genótipos e subtipos do VHC, 

valores de P> 0,05.  

 

 

As árvores filogenéticas oferecem informações relativamente precisas sobre as 

relações evolutivas entre as diferentes sequências de VHC analisadas e o cálculo das 

distâncias genéticas entre as sequências de cada subtipo permite fazer uma avaliação 

relativa do seu tempo de circulação numa determinada região. A distância genética das 

estirpes de VHC na população de UDIs co-infectada com VH foi calculada com base nas 

sequências nucleotídicas de cada subtipo para as regiões C/E1 e NS5B. O cálculo das 

distâncias foi efectuado para as duas regiões em separado e dentro de cada subtipo (tabela 

3.1). Nos subtipos 1b e 2a não foi calculada a distância genética devido ao número 

reduzido de sequências disponíveis. De um modo geral, observa-se que para a região 

C/E1 os valores das distâncias genéticas são mais elevados que para a região NS5B. 

Constatamos ainda, que o subtipo 1a é o subtipo que apresenta maiores distâncias 

genéticas seguido dos subtipos 3a, 4d e 4a. Este padrão é mantido para NS5B 

relativamente aos subtipos 1a e 3a, mas observa-se uma inversão em relação aos subtipos 

4a e 4d. Este resultado poderá dever-se ao número relativamente reduzido de sequências 

analisadas para estes dois subtipos e ao facto de não ser o mesmo para as duas regiões. 

 

 

Tabela 3.1 - Distâncias genéticas (%) das regiões C/E1 e NS5B para os subtipos analisados. 

 

Região  Subtipo 1a Subtipo 3a Subtipo 4a Subtipo 4d 

 

C/E1 

 

8,6 (n=25) 

 

6,9 (n=12) 

 

4,7 (n=5) 

 

5,2 (n=10) 

 

NS5B 

 

5,3 (n=27) 

 

5,1(n=12) 

 

3,7 (n=7) 

 

3,1 (n=9) 
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As distâncias genéticas estimadas sugerem um tempo de circulação mais 

prolongado do subtipo 1a relativamente aos outros subtipos identificados. As estirpes do 

genótipo 4 apresentam distâncias genéticas mais baixas que indicam uma introdução mais 

recente destes vírus.   
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4. DISCUSSÃO 

 

A co-infecção VHC/VIH tornou-se um grave problema de saúde pública devido 

ao efeito negativo do VIH na evolução da doença hepática, bem como na resposta ao 

tratamento da infecção pelo VHC. Devido à via de transmissão comum, na Europa, 

Estados Unidos e Austrália, os indivíduos utilizadores de drogas injectáveis são o grupo 

populacional com maior prevalência de co-infecção por estes dois vírus. Em Portugal, são 

escassos os estudos relativos à prevalência da infecção pelo VHC, assim como aos 

genótipos/subtipos circulantes, nos indivíduos que reportam a utilização de drogas 

injectáveis como o principal factor de risco para a infecção pelo VIH. Com este estudo 

pretendeu-se avaliar a prevalência de anticorpos anti-VHC e da infecção activa pelo VHC 

e fazer uma caracterização genética parcial das diferentes estirpes de VHC nos indivíduos 

com VIH e utilizadores de drogas injectáveis. O cálculo da seroprevalência foi efectuado 

com um teste rápido imunocromatográfico, enquanto a determinação da infecção activa 

se baseou na detecção de RNA viral por RT-PCR, tendo como alvo a região conservada 

5’UTR. A caracterização genética das estirpes foi efectuada pela análise de duas regiões 

genómicas (C/E1 e NS5B) que foram amplificadas, sequenciadas e analisadas 

filogeneticamente para identificação dos subtipos do VHC, detecção de potenciais 

recombinantes e avaliação das relações filogenéticas das sequências de VHC estudadas 

entre si e com outras de origem geográfica diversa. 

  

A população estudada, constituída por 66 UDIs infectados com VIH, apresentou 

uma prevalência elevada (86,4%) de anticorpos anti-VHC. Este valor é, no entanto, 

concordante com o estimado noutras populações de UDIs infectados com VIH em 

diversos países da Europa e EUA, com intervalos de 83-100% (van Asten et al., 2004; 

Verucchi et al., 2004; Greub et al., 2000; Chamot et al., 1990) e 81-90% (Sulkowski e 

Thomas, 2003; Weinstock et al., 1999), respectivamente. 

 

Como os testes serológicos não distinguem entre infecção resolvida e infecção 

activa e uma vez que nos indivíduos com imunossupressão grave (e.g. causada por VIH) 

se pode observar infecção activa na ausência de anticorpos, todas as amostras estudadas 

foram submetidas à amplificação da região 5’UTR. De entre as amostras seropositivas 

para VHC, 93% apresentaram virémia. Este valor é substancialmente mais elevado que o 
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observado nos indivíduos mono-infectados (70-80%) e deverá reflectir a menor 

probabilidade de resolução espontânea da infecção observada quando da co-infecção com 

VIH (Sulkowski, 2008; Luetkemeyer et al., 2006; Thomas et al., 2000). Face ao número 

de anos (~10) de armazenamento das amostras a -80ºC e aos ciclos sucessivos de 

congelação/descongelação a que foram sujeitas quando da sua utilização noutros estudos, 

devemos salientar a elevada taxa de amplificação positiva do RNA viral (53 de 57 

plasmas seropositivos e 4 de 9 seronegativos). Nomeadamente, em 51 amostras foi 

observado produto de amplificação com apenas uma reacção de PCR, o que parece 

demonstrar a robustez dos protocolos usados na extracção e amplificação de RNA. Para 

esta taxa de sucesso de amplificação poderá também contribuir as cargas virais mais 

elevadas do VHC, normalmente encontradas nos indivíduos co-infectados com VIH 

(Badura et al., 2008; Bonacini et al., 1999; Beld et al., 1998; Sherman et al., 1993). 

 

O RNA do VHC foi detectado em 44,4% (4/9) das amostras de indivíduos com 

serologia negativa para VHC. A presença de infecção activa nestes indivíduos pode ser 

explicada pela ocorrência de duas situações. A primeira devido à colheita do produto ter 

sido efectuada durante o “período janela”, i.e. o período que medeia entre a infecção e a 

seroconversão, durante o qual o vírus se replica activamente na ausência de anticorpos. 

Por outro lado, a população estudada está co-infectada com o VIH. A imunossupressão 

grave, i.e. contagem de células T CD4
+
 <200/µl, tem sido associada a resultados de 

serologia falsos negativos em infecções crónicas pelo VHC (Sulkowski, 2008; Verucchi 

et al., 2004; Sulkowski e Thomas, 2003; Cooper et al., 2001; Quan et al., 1993). 

Contudo, os indivíduos seronegativos com infecção activa deste estudo eram portadores 

assintomáticos e apresentavam uma contagem de células T CD4
+ 

>200 células/µl, pelo 

que a disfunção imune poderá não ser a justificação mais provável deste resultado.  

 

O conhecimento da distribuição dos genótipos em termos geográficos e de grupos 

de risco pode ajudar a compreender melhor a epidemiologia e a evolução do VHC, os 

vários genótipos e subtipos de VHC encontrando-se associados a padrões 

epidemiológicos e geográficos dinâmicos (Pybus et al., 2009; Boulière et al., 2002), 

assim como o impacto em termos de saúde pública, devido aos genótipos do VHC serem 

um dos principais factores independentes que influenciam a resposta à terapêutica. A 

distribuição de genótipos/subtipos do VHC nesta população foi feita com base na análise 

de sequências C/E1 e NS5B. Observou-se a amplificação da região NS5B para todas as 
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amostras com virémia detectável, enquanto para C/E1 não foi possível obter amplicão em 

duas amostras (R47 e R50). Este facto poderá estar relacionado com a maior diversidade 

genética observada nesta segunda região (Magiorkinis et al., 2009; Hraber et al., 2006) e 

consequente incapacidade de hibridação dos primers, mesmo com redução da 

temperatura de emparelhamento. Esta incapacidade de obter amplicões para todas as 

amostras com amplificação da 5’UTR surge frequentemente na literatura (Pybus et al. 

2009; Murphy et al., 2007; Samimi-Rad et al., 2004).   

 

A análise filogenética das sequências C/E1 e NS5B do VHC revelou o predomínio 

do subtipo 1a (43,8%), seguido de 3a (21,1%), 4d (15,8%) e 4a (8,8%), enquanto os 

subtipos 1b e 2a são em número muito baixo e os genótipos 5 e 6 não foram 

identificados. Esta distribuição de subtipos, de um modo genérico, está de acordo com o 

padrão descrito para os UDIs nos países ocidentais, nomeadamente nos países do sul da 

Europa (van Asten et al., 2004; Cochrane et al., 2002). Porém, esta distribuição de 

genótipos/subtipos contrasta com a descrita para a população portuguesa em geral, em 

que o subtipo 1b surge com prevalências muito superiores e o genótipo 4 é pouco 

abundante ou mesmo não detectado (Caldeira et al., 2007; Araújo et al., 2005; de 

Carvalho et al., 2000; Ramalho et al., 2000). Um estudo multicêntrico português 

recentemente divulgado e envolvendo cerca de 2000 indivíduos, 80% dos quais eram 

UDIs e 68% estavam co-infectados com VIH, descreveu uma distribuição global de 

genótipos (1, 54,0%; 3, 25,9%; 4, 18,4%; 2, 1,5%) muito semelhante à obtida neste 

trabalho mas sem discriminação de subtipos (Badura et al., 2008). 

 

O genótipo 1 na sua globalidade é endémico na África Ocidental, sendo sugerido 

que os subtipos 1a e 1b, epidémicos a nível mundial, possam ter aí a sua origem 

(Simmonds, et al., 2005; Simmonds, 2004). Numa primeira fase, a disseminação destes 

dois subtipos terá sido iniciada por transmissão iatrogénica (e.g. transfusões sanguíneas, 

utilização de lotes de plasma contaminados, injecções com material não esterilizado e 

outras práticas médicas invasivas) durante e após a II Guerra Mundial. Estudos de 

filodinâmica e filogeografia sugerem que a expansão do subtipo 1b tenha precedido em 

cerca de 16 anos à do subtipo 1a, estando mais fortemente associada às práticas médicas 

não seguras, enquanto o aumento de utilização de drogas injectáveis, na década de 50 nos 

Estados Unidos e no final da década de 60 na Europa e Austrália, seria responsável pela 

difusão do subtipo 1a (Magiorkinis, et al., 2009). De facto, cerca de metade da população 
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de UDIs estudada está infectada com o subtipo 1a em oposição aos vírus do subtipo 1b 

detectados em apenas 2 indivíduos. Por outro lado, nas árvores filogenéticas do genótipo 

1 observa-se um agrupamento constituído por cerca de 70% das sequências 1a 

portuguesas bem separado de um segundo grupo que inclui sequências portuguesas e 

sequências com origem geográfica diversa provenientes das bases de dados. Apesar do 

número de sequências de referência ser limitado, esta segregação geográfica, suportada 

por um valor de bootstrap de 78% para C/E1, sugere um tempo de circulação longo e 

transmissão endémica de estirpes relacionadas. As distâncias genéticas estimadas para as 

estirpes do subtipo 1a são as mais elevadas para as duas regiões analisadas, o que apoia 

uma introdução mais antiga deste subtipo neste grupo de UDIs.  

 

O subtipo 3a do VHC foi o segundo mais abundante no grupo de UDIs estudado. 

Um estudo multicêntrico europeu, realizado com amostras colhidas entre 1984 e 2001, 

demonstrou que os subtipos 1a e 3a eram igualmente os mais abundantes neste grupo de 

risco, mas que a proporção destes dois subtipos variava em termos geográficos. O subtipo 

3a apresentava prevalências mais elevadas na Europa Central, enquanto no Norte e no Sul 

da Europa se observava predominância do subtipo 1a (van Asten, et al., 2004). 

Curiosamente, as prevalências encontradas no presente trabalho (1a, 43,8% e 3a, 21,1%) 

são muito próximas das então estimadas para o Sul da Europa (1a, 41,5% e 3a, 19,5%). 

De acordo com a distância genética estimada para as sequências do subtipo 3a, este 

deverá ter sido introduzido posteriormente ao subtipo 1a. A elevada prevalência do 

subtipo 3a entre UDIs e o facto de ter emergido num passado relativamente recente, 

sugerem que a sua introdução e disseminação coincidam com a expansão da utilização de 

drogas injectáveis à semelhança do observado noutros países europeus e EUA (Martinot-

Peignoux et al., 1999; Naoumov et al., 1999; Trépo et al., 1999; Berg et al., 1997; 

Pawlotsky et al., 1995). 

 

O genótipo 4 do VHC é responsável por uma percentagem relativamente elevada 

(~25%) das infecções analisadas. Este genótipo é predominantemente encontrado no 

Egipto, o país do mundo com a prevalência mais elevada de VHC (> 15%), onde 

representa 90% de todos os casos (Kamal e Nasser, 2008). Nos outros países do Norte de 

África é responsável por 5-11% das infecções, mas na África Sub-Sahariana e Médio 

Oriente varia entre 36% e 100% dos casos de VHC. Recentemente, o genótipo 4 do VHC 

tem vindo a disseminar-se por vários países europeus, especialmente os da bacia 
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mediterrânica, tais como Itália (Ansaldi et al., 2005), França (Payan et al., 2005), Grécia 

(Katsoulidou et al., 2006) e Espanha (Ramos et al., 2007; Sánchez-Quijano et al., 1997), 

onde a prevalência de infecção por este genótipo varia entre 10% e 24%. Na Europa, as 

infecções pelo genótipo 4 são frequentes entre UDIs, muitos dos quais co-infectados com 

VIH (Chlabicz et al., 2008; Franco et al., 2007; Ramos et al., 2007; Nicot et al., 2005; 

van Asten et al., 2004; Cochrane et al., 2002; Morice et al., 2001), e imigrantes africanos 

(de Bruijne et al., 2009; Cantaloube et al., 2008; Morice et al., 2001) colocando-se a 

hipótese de ter sido introduzido na Europa através da imigração activa de indivíduos 

originários de regiões onde o genótipo 4 é endémico e, subsequentemente, disseminado 

através do movimento de UDIs entre os diversos países europeus (Kamal e Nasser, 2008). 

Apenas um dos indivíduos infectados com o genótipo 4 deste estudo tem origem africana 

(R59).  

 

O genótipo 4 do VHC é um genótipo muito heterogéneo, com grande diversidade 

genética e um grande número de subtipos descritos comparativamente com os outros 

genótipos (Kamal e Nasser, 2008; 

http://hcv.lanl.gov./content/sequence/HCV/classification/genotable.html). Dentro do 

genótipo 4 identificámos apenas os subtipos 4a e 4d. Estes são efectivamente os subtipos 

mais abundantes entre os UDIs de outros países europeus, enquanto os imigrantes 

africanos, exceptuando os egípcios maioritariamente infectados pelo subtipo 4a, 

apresentam uma grande diversidade de outros subtipos (de Bruijne et al., 2009; Roulot et 

al., 2007; de Vries et al., 2006; Delwaide et al., 2006). Comparativamente com os 

subtipos 1a e 3a, as distâncias genéticas para as estirpes dos vírus 4a e 4d são claramente 

inferiores. Uma vez que as sequências tendem a tornar-se mais heterogéneas ao longo do 

tempo, esta diferença faz supor a introdução mais recente das estirpes do genótipo 4 na 

população de UDIs portugueses. Para além das distâncias genéticas, a proporção relativa 

dos diferentes subtipos identificados também poderá reflectir, em parte, o seu tempo de 

circulação, sendo mais frequentes os subtipos com mais tempo de transmissão dentro de 

um determinado grupo populacional. Ainda, de um modo geral, a topologia das árvores 

filogenéticas dos genótipos 1, 3 e 4, em que se observa dispersão das sequências 

portuguesas 1a, 3a, 4a e 4d no seio de sequências de subtipos correspondentes do VHC de 

diferente proveniência retiradas das bases de dados, ainda que em número reduzido, 

nomeadamente sequências de UDIs de França e Espanha, está em conformidade com 

várias introduções destas estirpes ou mesmo com a circulação alargada de vírus entre 
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UDIs dos países ocidentais, frequentemente proposto na literatura (Katsoulidou et al., 

2006; Morice et al., 2006; Pybus et al., 2005; van Asten et al., 2004). Apenas para o 

subtipo 1a foi observada a segregação de um agrupamento geográfico português 

suportado por um valor de bootstrap elevado, provavelmente fruto de transmissão 

endémica prolongada de estirpes deste subtipo. Para os subtipos mais frequentes, i.e. 1a e 

3a, o aparecimento nas árvores filogenéticas de grupos de duas ou três sequências com 

ramos curtos e suportados por valores de bootstrap muito elevados apontam para a 

transmissão local de algumas estirpes virais, facilitada pelos comportamentos de risco 

deste grupo populacional. 

 

Com excepção de uma (R49), para todas as amostras em que foi possível 

amplificar as sequências virais C/E1 e NS5B ambas as regiões apresentaram subtipos 

concordantes. A análise filogenética das sequências da amostra R49 revelou que a região 

C/E1 é classificada como subtipo 4d enquanto a região NS5B surge agrupada com 

sequências 4a. A hipótese desta discordância de subtipos ser resultante da contaminação 

com outras amostras ou produtos de RT-PCR levou-nos a repetir todo o processamento 

da amostra isoladamente, tendo-se obtido um resultado idêntico ao primeiro. Assim, este 

resultado é fortemente sugestivo de estarmos perante um vírus recombinante 

intragenótipo 4d4a. Uma vez que i) observámos a co-circulação destes dois subtipos na 

mesma região geográfica, ii) a infecção com um genótipo/subtipo do VHC não confere 

imunidade contra a super-infecção por outro genótipo/subtipo, iii) estes dois subtipos 

circulam no mesmo grupo de risco e iv) a exposição repetida a diferentes vírus, através da 

partilha de material de injecção contaminado, é altamente provável, não será de estranhar 

a geração desta forma recombinante. No entanto, este resultado carece de confirmação 

uma vez que poderemos estar perante uma infecção mista ou co-infecção com vírus 

diferentes, frequentemente observada entre UDIs (Lee et al., 2010; Aitken et al., 2008; 

Bowden et al., 2005; Herring et al., 2004; Giannini et al., 1999). Uma vez que os 

cromatogramas provenientes de sequenciação directa dos produtos de PCR permitem 

detectar duas estirpes apenas quando estão em proporções superiores a cerca de 20%, 

uma estirpe menos abundante mas que emparelhe mais facilmente com uma das séries de 

primers poderá ser preferencialmente amplificada para a região correspondente. Assim, 

numa primeira fase a clonagem dos produtos de PCR e sequenciação de vários clones 

para cada região permitiria avaliar a presença de uma infecção mista. Numa segunda fase, 

caso não se confirmasse a infecção por vírus de dois subtipos diferentes, seria necessário 
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prosseguir com a sequenciação do genoma completo e identificação de possíveis pontos 

de recombinação. A recombinação parece ser um fenómeno raro no VHC, estando 

descrito na literatura um número limitado de recombinantes naturais, tanto intergenótipos 

como intragenótipos (revisto em Lee et al., 2010 e secção 1.6.1 neste trabalho). Para este 

facto poderão contribuir i) o elevado grau de diversidade genética que poderá dificultar a 

recombinação homóloga, ii) a incompatibilidade funcional de proteínas de diferentes 

genótipos e mesmo de subtipos dentro de um mesmo genótipo e iii) a grande maioria dos 

estudos de epidemiologia molecular analisar apenas uma região do genoma e esta ser de 

tamanho relativamente curto. Uma vez que nunca foi descrita uma forma recombinante 

4d4a, este vírus será alvo de análise posterior para confirmar o seu carácter recombinante. 

 

Para as amostras R47 e R50, em que não se conseguiu a amplificação da região 

C/E1, optámos por sequenciar a região 5’UTR localizada no mesmo extremo do genoma 

e proceder à sua análise filogenética (Figura 3.7). No entanto constatámos a 

impossibilidade de atribuir inequivocamente um subtipo ou mesmo um genótipo às duas 

amostras. Para R50 o seu agrupamento com várias sequências do subtipo 2a leva-nos a 

sugerir a sua classificação neste. Porém, o valor de boostrap <75% que sustenta o 

agrupamento não o permite fazer com elevado grau de certeza. A região NS5B desta 

amostra após uma primeira amplificação foi incluída no subtipo 4a (Fig. 3.13). Porém, 

face à discordância de subtipos, quando de uma segunda amplificação para confirmação 

do resultado e para eliminar a hipótese de contaminação, a nova sequência NS5B surgiu 

agrupada com sequências do subtipo 1a. Uma vez que dispúnhamos de uma segunda 

colheita do mesmo indivíduo (R62), procedeu-se a nova amplificação e análise 

filogenética tendo-se confirmado o subtipo 1a para a região NS5B mas, ao contrário do 

espectável, o posicionamento da sequência da segunda colheita na árvore filogenética é 

bem distinto do da primeira (Fig.3.9, sequências R50PT e R62PT). Uma vez que as duas 

amostras foram colhidas com 1 ano de intervalo, não podemos descartar a hipótese de 

este indivíduo ter sido infectado por uma nova estirpe viral do subtipo 1a ou ainda o facto 

de estar co-infectado com estirpes diferentes cuja abundância relativa se alterou ao longo 

do tempo. O facto de o subtipo da 5’UTR não ser aparentemente concordante com 

qualquer um dos subtipos obtidos para a região NS5B e ainda devido a estes serem 

discordantes para as três sequências analisadas, fazendo supor uma forma recombinante 

e/ou infecção mista, implica que esta amostra seja novamente analisada.  
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Quanto a R47, a sequência da 5’UTR surge inserida num grupo de sequências dos 

subtipos 1a, 1b, 6a e 6e. Curiosamente, exceptuando duas sequências 2b, as sequências 

dos genótipos 1 e 6 são as únicas que surgem agrupadas com um valor de bootstrap 

>75%, pelo que com alguma probabilidade a 5’UTR de R47 pertencerá a um destes 

genótipos. Considerando que i) a respectiva região NS5B é classificada como 1a (Fig.3.6 

e 3.9), ii) a ocorrência de recombinantes é pouco frequente e iii) o genótipo 6 também 

raramente é detectado na Europa, sendo mais prevalente no Sudeste Asiático, esta estirpe 

viral deverá ser do genótipo 1 para a 5’UTR. As dificuldades de subtipagem ou mesmo 

de genotipagem do VHC com base na sequência 5’UTR têm sido descritas por vários 

autores. Hraber e colaboradores (2006) estimaram 66% de posições invariantes para esta 

região em oposição a 25% da sequência codificadora da poliproteína, o que originaria 

incapacidade de resolução inequívoca dos genótipos 1, 4, 5 ou 6. Estes autores sugerem 

inclusivamente a inadequação em termos clínicos dos testes genotípicos baseados na 

5’UTR. Um sinal filogenético mais baixo, uma menor taxa evolutiva e um maior ruído 

filogenético para as sequências 5’UTR, relativamente às sequências codificadoras do 

VHC, foram igualmente descritos por Salemi e Vandamme (2002). 
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5. CONCLUSÕES 

 

A análise retrospectiva (1998-2001) da infecção pelo VHC num grupo de UDIs 

co-infectados pelo VIH da área metropolitana de Lisboa revelou: 

 

- Prevalência elevada (86,4%) de anticorpos anti-VHC concordante com o 

estimado noutras populações de UDIs infectados com VIH em diversos países da Europa 

e EUA. 

- Uma taxa de virémia elevada (93,0%) entre as amostras seropositivas para VHC, 

substancialmente superior ao observado nos indivíduos mono-infectados (70-80%), que 

deverá reflectir a menor probabilidade de resolução espontânea da infecção observada 

quando da co-infecção com VIH. 

- A presença do RNA de VHC em 44,4% (4/9) das amostras de indivíduos com 

serologia negativa para VHC, justificada pela colheita do produto durante o “período 

janela” ou pela co-infecção com o VIH. 

- O predomínio do subtipo 1a (43,8%), seguido de 3a (21,1%), 4d (15,8%) e 4a 

(8,8%), enquanto os subtipos 1b e 2a são em número muito baixo e os genótipos 5 e 6 

não foram identificados. Esta distribuição de subtipos está, essencialmente, de acordo 

com o padrão descrito para os UDIs dos países industrializados, nomeadamente os do sul 

da Europa. 

- A introdução temporalmente mais distante dos subtipos 1a e 3a relativamente 

aos subtipos 4a e 4d mais recentes, sugerida pelos cálculos das distâncias genéticas das 

sequências dos vários subtipos e, em parte, pela sua abundância relativa.  

- Para os subtipos mais frequentes, a mistura de sequências das estirpes 

portuguesas de VHC com sequências de origem geográfica diversa retiradas das bases de 

dados, sugestiva da circulação aberta de VHC entre UDIs de diferentes países.  

- A presença de potenciais vírus recombinantes ou de infecções mistas, 

relativamente frequentes neste grupo de risco, e que carece de confirmação posterior.   

- Uma elevada prevalência combinada (72,0%) dos genótipos do VHC 1 e 4. Uma 

vez que estes genótipos por si sós apresentam baixas taxas de resposta virológica 

sustentada, sendo agravadas pela co-infecção com o VIH, e que existe a possibilidade da 

passagem destes vírus dos UDIs para a população em geral, torna-se urgente implementar 
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medidas adequadas de vigilância epidemiológica e prevenção para ambos os vírus, de 

forma a minorar este grave problema de saúde pública. 
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Anexo I – Dados epidemiológicos das amostras analisadas, encontrando-se indicado o número de 

identificação da amostra, após o prefixo R, bem como a nacionalidade, o sexo e a idade. PT cauc 

– Portuguesa caucasiana; BR cauc – Brasileiro caucasiano; CV negra – Cabo verdiana negra; MZ 

negra – Moçambicana negra; AG cauc – Angolana caucasiano; AG negro – Angolano negro; AG 

misto – Angolano misto; ST misto – São Tomé misto; G negro – Guineense negro; M – 

masculino; F – feminino.   

 

 

 

Nº amostra Nacionalidade Sexo Idade 

R1 P Tcauc F 30 

R2 PT cauc M 40 

R3 BR cauc F 37 

R4 PT cauc M 38 

R5 PT cauc F 27 

R6 CV negra M 31 

R7 PT cauc M 37 

R8 PT cauc M 27 

R9 PT cauc F 23 

R10 PT cauc F 36 

R11 PT cauc M 30 

R12 PT cauc F 37 

R13 PT cauc M 34 

R14 PT cauc F 20 

R15 PT cauc M 34 

R16 PT cauc M 25 

R17 PT cauc M 21 

R18 PT cauc M 25 

R19 PT cauc M 31 

R20 PT cauc M 40 

R21 PT cauc F 28 

R22 PT cauc F 30 

R23 PT cauc M 35 

R24 PT cauc M 26 

R25 PT cauc M 32 

R26 PT cauc F 27 

R27 PT cauc M 36 

R28 PT cauc M 25 

R29 PT cauc F 26 

R30 PT cauc M 30 

R31 PT cauc M 30 

R32 PT cauc M 24 

R33 PT cauc M 29 

R34 PT cauc M 35 

R35 PT cauc M 42 
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Nº amostra Nacionalidade Sexo Idade 

R36 PT cauc M 23 

R37 PT cauc F 23 

R38 PT cauc M 46 

R40 PT cauc M 29 

R41 PT cauc M 45 

R42 PT cauc M 33 

R43 PT cauc F 27 

R44 PT cauc M 26 

R46 PT cauc M 27 

R47 PT cauc F 34 

R49 PT cauc F 26 

R50 PT cauc F 37 

R53 CV cauc M 21 

R54 MZ negra M 30 

R55 MZ negra M 32 

R56 AG cauc M 30 

R57 AG misto M 31 

R58 AG negro M 32 

R59 CV negra F 39 

R60 AG mista F 25 

R61 ST mista F 34 

R63 PT cauc M 49 

R64 PT cauc M 33 

R65 PT cauc M 22 

R66 PT cauc  F 22 

R67 PT cauc  M 43 

R68 PT cauc  M 31 

R69 PT cauc  F 29 

R70 G negra M 35 

R71 PT cauc  M 33 

R72 PT cauc  F 32 

 

 

 


