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RESUMO 

 
Viviane Brandão Gomes de Sousa 

 
Padronização de metodologias moleculares para detecção e genotipagem 

do HCV em soro e saliva 
 

Orientadora: Livia Melo Villar 
Coorientadora: Vanessa Duarte da Costa 

 
Estima-se que 58 milhões de pessoas estejam cronicamente infectadas pelo vírus da hepatite 

C (HCV) mundialmente. Ademais se estima que 78,6% dos infectados por HCV ainda não são 
diagnosticados. Por isso, a Organização Mundial de Saúde (OMS) salienta a importância da 
pesquisa por fluidos biológicos alternativos que possam facilitar um maior alcance do diagnóstico e 
aumento da vigilância genômica, no intuito de atingir a eliminação de 80% dos casos de HCV até 
2030. A genotipagem por sequenciamento nucleotídico, além de fornecer dados de vigilância 
genômica, também pode ser importante para direcionar pacientes em estado clínico ou que não 
responderam ao tratamento, dado que os genótipos 1 e 3 estão mais associados à cirrose. Dentre os 
fluidos alternativos, o HCV na saliva tem um menor risco de transmissão por possivelmente 
apresentar uma menor carga viral quando comparada ao soro (padrão-ouro), é menos invasiva e tem 
a opção de autocoleta. Por isso, este trabalho teve como objetivo principal avaliar a saliva como 
uma amostra alternativa para a genotipagem do HCV por sequenciamento nucleotídico. Trinta e um 
soros (padrão-ouro) e saliva pareados foram coletados, sendo 21 pacientes anti-HCV reagente e 
HCV RNA detectável e 10 como população saudável (grupo controle). Estratégias de extração de 
RNA (manual e automatizada) e amplificação por PCR do genoma parcial da NS5B (~370 
nucleotídeos) (PCR One-step/semi-nested e transcrição reversa seguida de PCR) para a otimização 
do protocolo em saliva foram avaliadas. Posteriormente à padronização das etapas iniciais, os 
produtos de PCR foram purificados, quantificados e submetidos ao sequenciamento nucleotídico 
convencional. A edição de sequências a partir de eletroferogramas, geração de consensos e filogenia 
foi realizada a partir do programa MEGA X. O protocolo foi padronizado com a extração 
automatizada seguida por PCR One-Step/semi-nested. O sequenciamento em soro pontuou que 21 
amostras (80,8%;17/21) pertenciam ao genótipo 1 do HCV, sendo 58,9% (10/17) do subtipo 1a e 
41,1% (7/17) do subtipo 1b. 9,6% (2/21) foram genotipadas como subtipo 3a, 4,8% (1/21) subtipo 
4a e 4,8% (1/21) subtipo 2b. Das 21 amostras de saliva extraídas, 10 amplificaram por PCR. 
Dessas, foi possível realizar o sequenciamento e genotipar as estirpes do HCV de 7, o qual 3 
amostras correspondiam ao subtipo 1a (43%; 3/7), 1 amostra ao subtipo 1b (14%; 1/7), 1 amostra ao 
subtipo 2b (14%; 1/7) e 2 amostras (29%; 2/7) ao genótipo 1 (sem classificação de subtipo). Todas 
estas 7 salivas apresentaram o genótipo/subtipo concordante ao soro. A distância genética média de 
todas as amostras de saliva em relação aos seus respectivos soros foi de 0,2445±0,0722 em 
nucleotídeo e de 0,0935±0,1054  em aminoácido. Esses achados salientaram a presença do RNA 
do HCV íntegro na saliva, tal como o seu potencial para genotipagem do HCV. Isso, por sua vez, 
pode ajudar as metas da OMS por aumentar o diagnóstico e vigilância genômica em 
micropopulações de punção venosa difícil. 
 
Palavras-Chave: Sequenciamento nucleotídico, hepatite C, saliva.  
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ABSTRACT 

 
 

It is estimated that 58 million people are chronically infected with hepatitis C virus 
(HCV) worldwide. Furthermore, it is estimated that 78.6% of those infected with HCV are 
not yet diagnosed. Therefore, World Health Organization (WHO) highlights the importance 
of research into alternative biological fluids that can facilitate greater diagnostic reach and 
increased genomic surveillance, with the aim of achieving the elimination of 80% of HCV 
cases by 2030. Genotyping by nucleotide sequencing, in addition to providing genomic 
surveillance data, may also be important for targeting patients in a clinical state or who 
have not responded to treatment, given that genotypes 1 and 3 are more associated with 
cirrhosis. Among alternative fluids, saliva has a lower risk of transmission -given that the 
viral load is smaller than the viral load found in serum, is less invasive and has the option 
of self-collection. Therefore, the main objective of this work was to evaluate saliva as an 
alternative sample for HCV genotyping by nucleotide sequencing. Thirty-one paired sera 
(gold standard) and saliva were collected, 21 patients being anti-HCV reagent and HCV 
RNA detectable and 10 being a healthy population (control group). Strategies for RNA 
extraction (manual and automated) and PCR amplification of HCV NS5B partial genome 
(~370 nucleotides) (One-step/semi-nested PCR) and reverse transcription followed by 
PCR) for optimizing the protocol in saliva were evaluated. After standardizing the initial 
steps, the PCR products were purified, quantified and subjected to conventional nucleotide 
sequencing. Sequence editing from electropherograms, generation of consensus and 
phylogeny was performed using the MEGA X software. The protocol was standardized 
with automated extraction followed by One-Step/semi-nested PCR. Serum sequencing 
showed that 21 samples (80.8%; 17/21) belonged to HCV genotype 1, 58.9% (10/17) of 
subtype 1a and 41.1% (7/17) of subtype 1b. 9.6% (2/21) were genotyped as subtype 3a, 
4.8% (1/21) subtype 4a and 4.8% (1/21) subtype 2b. Of the 21 saliva samples extracted, 10 
were amplified by PCR. Of these, it was possible to sequence and genotype 7 HCV strains, 
of which 3 samples corresponded to subtype 1a (43%; 3/7), 1 sample to subtype 1b (14%; 
1/7), 1 sample to subtype 2b (14%; 1/7) and 2 samples (29%; 2/7) to genotype 1 (without 
subtype classification). All of these 7 saliva samples showed the genotype concordant with 
the one found in the serum genotyping. The average genetic distance of all saliva samples 
in relation to their respective sera was 0.2445 in nucleotide and 0.0935 in amino acid. 
These findings highlighted the presence of intact HCV RNA in saliva, as well as its 
potential for HCV genotyping. This, in turn, may help WHO goals by increasing 
diagnostics and genomic surveillance in difficult venipuncture micro populations. 
 
KEYWORDS: Nucleotide sequencing, hepatitis C, saliva 
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RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS 
 

Viviane Brandão Gomes de Sousa 
 

Padronização de um protocolo para identificação e classificação do vírus 
da hepatite C em saliva  

 
Orientadora: Livia Melo Villar 

Coorientadora: Vanessa Duarte da Costa 
 
 
O vírus da hepatite C é um vírus que possui uma alta variabilidade devido à sua alta taxa de 
mutação. Por isso, ele é classificado em muitos genótipos e subtipos. Ele também impacta 
muitas pessoas, cerca de 58 milhões no mundo. Porém, a hepatite C é uma doença 
silenciosa que pode começar a causar sintomas anos depois da transmissão e infecção. 
Ademais, o HCV infecta populações com dificuldade em coletar sangue, tais como idosos, 
moradores de rua e usuários de drogas. Logo, é importante pesquisar algum fluido 
biológico não dependente do sangue que consiga identificar o HCV e também informar a 
classificação do vírus. A saliva é um fluido biológico alternativo muito estudado, pois não é 
invasivo e é fácil de coletar. Por isso, o intuito desse trabalho foi criar um protocolo para 
identificar o HCV e classificá-lo em genótipo e subtipo a partir da saliva. Diversos 
parâmetros moleculares foram analisados para estabelecer um protocolo definitivo. A 
classificação em genótipo e subtipo foi feita por uma técnica chamada sequenciamento 
nucleotídico, no qual identifica a sequência de ácido nucléico que foi amplificada em etapas 
anteriores. Para ter um parâmetro, etapas de biologia molecular foram realizadas com a 
amostras padrão ouro de diagnóstico molecular do HCV:  o soro. Para tal, 21 soros e salivas 
de indivíduos com hepatite C foram coletados. Para sete amostras de saliva, identificou-se o 
genótipo/subtipo do vírus, inclusive aqueles que são mais prevalentes no Brasil. Isso indica 
que a saliva tem potencial de ser uma alternativa para diagnóstico e classificação de 
genótipo para pacientes de difícil coleta, o que pode ajudar a aumentar a taxa de tratamento 
a hepatite C e aumentar também o conhecimento dos genótipos circulantes. Tudo isso 
poderá culminar em uma menor taxa de pessoas infectadas pelo HCV, ajudando a tornar a 
eliminação mundial do vírus algo possível de ser alcançado.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Histórico  

Os primeiros possíveis casos de hepatite C, antes chamada de hepatite não-A não-B, 

foram registrados ainda na década de 1960 (Seeff, 2009; Bukh, 2016; Manns e Maasoumy, 

2022). A nomeclatura hepatite não-A não-B surgiu oficialmente em 1975, quando Feinstone e 

colaboradores observaram que uma boa porcentagem dos casos de hepatite associada a 

transfusão sanguínea não era causada pelos agentes da Hepatite A e B, previamente descobertos. 

O vírus dessa chamada hepatite não-A não-B foi isolado pela primeira vez em 1989 (Choo et al., 

1989), e ganhou o nome de vírus da hepatite C (HCV). 

Com a descoberta do HCV, foi também descoberto a detecção do único anticorpo do 

HCV, o anti-HCV (Zuckerman, 1989). Logo a doença foi renomeada como hepatite C e em 1991 

o screening do anti-HCV foi preconizado pelas instituições de saúde (Campollo et al., 2022).  

 Com o início do tratamento da hepatite C com os antivirais de ação direta (DAAs) (Pol e 

Lagaye, 2019), a taxa de cura tem crescido, o que levou a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

a estabelecer como meta para 2030 a eliminação das hepatites virais B e C (Basyte-Bacevice e 

Kupcinskas, 2020).  

 

1.2 Classificação taxonômica e organização do genoma do HCV  

O HCV é pertencente à família Flaviviridae e ao gênero Hepacivirus. Ele é envelopado, 

constituído por RNA fita simples com polaridade positiva e cerca de 9600 nucleotídeos. Além do 

exposto, o genoma possui uma única fase de leitura aberta (ORF, do inglês open reading frame) 

gerando uma poliproteína (Choo, 1991). 

O processo de replicação do HCV é mediado pela RNA polimerase RNA dependente (a 

proteína viral NS5B), o que proporciona uma alta taxa de erro de incorporação de nucleotídeos, 

visto que a enzima não possui mecanismo de proofreading (correção de erros). Essa taxa é 

variável para cada tipo de trocas (mismatches), sendo especialmente alta em G:U e U:G 

(Tsukiyama-Kohara e Kohara, 2017), mas nos geral a taxa de mismatches por ciclo repetitivo é 

em média de 10-4 a 10-5  (Ribeiro, 2012 apud Martinez e Franco, 2021). Ademais, se estima que o 

vírus acumule 0,3-1,2 substituições de nucleotídeos por célula infectada (Martinez e Franco, 

2021). 
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  No processo de replicação, diante da presença de um RNA com polaridade positiva que 

exerce o papel de RNA mensageiro, ocorre a tradução de uma única poliproteína, sendo esta 

processada por proteases celulares e virais. As peptidases celulares clivam as proteínas E1, E2 e 

p7, indicadas pelas setas rosas da figura 1. A serino-protease viral NS3 se autocliva (seta verde) 

e, junto com o cofator NS4A, cliva as proteínas restantes.  

 

Figura 1. Estrutura genômica do HCV. Figura ilustrando o genoma viral do HCV, indicando 
por setas os pontos e formas de clivagem das proteínas estruturais e não estruturais, tal como a 
função de cada proteína. Adaptado de Hakeem e Shoukry, 2014. 
  

1.3 Replicação do HCV 

O HCV infecta os hepatócitos causando a doença chamada de hepatite C. De forma geral, 

o vírus se adere à célula por intermédio da ligação das glicoproteínas de envelope E1 e E2 as 

moléculas de superfície celulares, em especial glicosaminoglicanos e o receptor de LDL (Zeisel 

et al., 2013 apud Manns et al., 2017). Em seguida, o vírus interage com uma gama de moléculas 

(incluindo CD81 e SCARB1), culminando na formação do complexo HCV–CD81–Claudin1–

Ocludina, que, por sua vez, vai promover uma endocitose mediada por clatrina (Carriquí-

Madroñal, 2023). 
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As partículas então são internalizadas nos endossomos acidificantes, o que acarreta na 

perda das membranas e fusão do HCV, permitindo que o RNA viral escape do endossomo para o 

citoplasma/citosol, agora sem envelope e capsídeo (Li et al., 2021).  

Neste ambiente, a parte 5’ não codificante (5’UTR) do RNA vai servir como sítio interno 

de entrada de ribossomos (IRES, do inglês internal ribosome entry site), de forma que o próprio 

RNA viral é transcrito como molde de mRNA. Em seguida, ele é traduzido em uma única 

poliproteína (Choo, 1991). Depois, as proteínas se clivarão e formarão o complexo de replicação, 

como a figura 2 representa.  

Como já dito, a replicação será mediada pela proteína NS5B, sendo ela uma das regiões 

mais conservadas do genoma viral. Por fim, há o empacotamento viral e a liberação do vírus. 

  

 

 

Figura 2. Replicação do HCV nos hepatócitos. Figura representando o ciclo viral dentro dos 
hepatócitos. De forma geral, o ciclo começa com a adesão e endocitose, que são possíveis de 
acontecer devido a glicoproteínas E1 e E2 e o complexo HCV–CD81–Claudin1–Ocludina. 
Seguindo, acontece o desnudamento, tradução da poliproteína, o que vai acarretar na formação 
de um complexo de replicação, pelas proteínas não estruturais. Após isto, há a replicação, 
empacotamento e a liberação do vírus para o meio extracelular. Adaptado de Manns et al., 2017.  
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1.4 Epidemiologia da hepatite C  

A infecção pelo HCV representa um grave problema de saúde pública mundial, 

acometendo 57,8 milhões de indivíduos (OMS 2023, Cui et al., 2023). Ademais, representa 

cerca de 39,8% dos casos totais de hepatites virais diagnosticados no Brasil no período entre 

2000-2022 (Ministério da Saúde, 2023).  

De acordo com o boletim epidemiológico do Brasil (2023) a maior parte dos casos 

diagnosticados (77,4%) nas últimas duas décadas são quadros cronificados, enquanto menos de 

4% são agudos (3,4%) ou fulminante (0,2%). 

Nas últimas duas décadas a taxa de detecção da hepatite C (HCV RNA detectável ou 

anti-HCV reagente) era de 6,6 por 100 mil habitantes no país com cerca de 80.992 casos no Sul 

(com 12,4 casos a cada 100 mil habitantes) e 17.4250 no Sudeste (8,5 casos a cada 100 mil 

habitantes).  

O caráter assintomático da maior parte dos quadros reflete também a faixa etária dos 

casos detectados. Metade dos casos (50,3%) foram detectados em pacientes a partir de 50 anos 

nas últimas duas décadas (Ministério da Saúde, 2023).  

 

1.5 Transmissão do HCV 

A principal forma de transmissão viral é por contato direto com sangue -como casos por 

casos de transfusão sanguínea-, e também contato indireto, como por compartilhamento de 

perfuro cortantes e uso de drogas injetáveis (OMS, 2022). A contaminação por transfusão 

sanguínea historicamente foi a maior forma de infecção até os anos 90. Porém, ela tem 

gradativamente diminuído com a implementação de testagem para HCV nos bancos de sangue.  

Entretanto, ela ainda é uma via de pertinente a ser estudada. Principalmente no Brasil, 

onde 22,3% dos casos das últimas duas décadas foram devido a transfusão sanguínea, de acordo 

com o último Boletim Epidemiológico (Ministério da Saúde, 2023).  

A maior via de transmissão atualmente no Brasil é pelo uso de drogas injetáveis, 

correspondendo a 27% dos casos das últimas duas décadas (Ministério da Saúde, 2023). Essa é 

uma forma de infecção que tem preocupado órgãos de saúde mundialmente, devido à dificuldade 

de acesso a essa micropopulação e também a sua vulnerabilidade social, o que as deixam mais 

expostas a outras infecções, como HIV e tuberculose (OMS, 2016). 
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Dentro da categoria de compartilhamento de perfurocortantes, se salienta a transmissão 

por equipamentos de procedimentos estéticos, como tatuagem, procedimentos odontológicos e 

escarificação, este último sendo um fator de risco em algumas regiões da África Subsaariana 

(Agbor et al., 2018).  

Ademais, a transmissão vertical e sexual pode ser observada. Riscos da infecção materna 

são de cerca 6%, porém quando a gestante é coinfectada com HIV, o risco pode aumentar para 

até 12% (Benova et al., 2014). Em relação à transmissão sexual, ela ocorre principalmente em 

casos de sexo anal, no qual o risco de contato direto com sangue é maior (Hoornenborg et al., 

2020).  

 

1.6 Patogênese da infecção pelo HCV e manifestações clínicas 

A hepatite C é uma doença baseada na inflamação do fígado decorrente do estresse 

oxidativo e resposta imune ao HCV, que pode gerar quadros de fibrose e cirrose (Yamane et al., 

2013; Danilescu et al., 2022).  Um outro aspecto clínico importante da hepatite C é o alto índice 

de progressão à cronicidade, sendo que após a exposição ao vírus, 75-85% evoluem para a 

infecção crônica. Em média, 20% podem evoluir para cirrose ao longo de um período de 20 a 30 

anos e 1% a 5% dos pacientes desenvolvem carcinoma hepatocelular (CHC) (Manns et al. 2017). 

A doença é silenciosa e muitas das vezes assintomática. Porém, quando apresenta 

sintomas na fase aguda da doença, as mais encontradas são cansaço, febre, mal-estar, tontura, 

enjoo, vômitos, dor abdominal, icterícia, urina escura e fezes claras (Ministério da Saúde, 2023). 

Por sua vez, durante a fase crônica da doença, a mesma possui majoritariamente um 

caráter assintomático. A doença é chamada de crônica quando há o anti-HCV e HCV RNA 

detectado por mais de seis meses. A cronificação (anti-HCV reagente e RNA do HCV detectável 

por mais de seis meses) ou quadro agudo grave dessa doença está fortemente associado à 

resposta imune, tanto devido à alta taxa de evasão viral pela variabilidade genética do HCV 

(Wiesch et al., 2012 apud Manns et al., 2017; Galli e Bukh, 2023) quanto por fatores do 

hospedeiro, como, por exemplo, o fato que linfócitos T intra-hepáticos serem fenotipicamente 

disfuncionais (Rehermann, 2012 apud Manns et al., 2017), o que, por sua vez, facilita a exaustão 

da resposta imune, acarretando à cronificação da doença. 

Apesar da etiologia da doença ser o fígado, já foram observadas também complicações 

extra-hepáticas, como em condições metabólicas (exemplo, diabetes tipo 2), autoimunes (como 
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crioglobulinemia), neoplasmas e cardiovasculares (Kuna et al., 2019). Muitas dessas 

complicações estão diretamente associadas à resposta imune inadequada do hospedeiro, mas há 

estudos que indicaram que a viremia extra-hepática do vírus, ou seja, uma replicação viral fora 

do fígado, pode também corroborar com essas condições (Barría et al., 2008). Ademais, o vírus 

pode ser encontrado em quantidades diferentes em diversos tipos de fluidos biológicos, como até 

mesmo na saliva (Mendonça, 2022), que é provavelmente resultante da circulação sanguínea. A 

presença do HCV na saliva já foi pontuada desde 1991 (Komiyama et al., 1991), mas ainda há 

dúvidas pertinente a história natural do HCV na saliva: Alguns estudos sugerem que há 

replicação ativa no sítio (Roy et al., 1998) enquanto outros sugerem que o HCV chega região 

carregados pelas células dendríticas e modulam uma resposta imune local (Maldonado et al, 

2022.)  

  

1.7. Diagnóstico da hepatite C  

No Brasil, a detecção é preconizada pela testagem sorológica, podendo ser imunoensaio 

ou teste rápido, e confirmada pela testagem do HCV RNA por RT-qPCR. Entretanto, de acordo 

com o último Boletim Epidemiológico no Brasil, em média 35,5% dos pacientes entre 2015 a 

2022 foram diagnosticados somente pela sorologia. 

 

1.7.1 Diagnóstico sorológico  

As técnicas sorológicas têm o benefício de serem mais rápidas e baratas, como o teste 

rápido e os imunoensaios. Os imunoensaios são limitados a laboratório, devido ao seu 

equipamento, porém os testes rápidos auxiliam em um diagnóstico rápido, fácil de transportar e é 

o único diagnóstico dentre os preconizados que não precisam de uma punção venosa para ser 

realizado, podendo ser feito com o sangue furado no dedo. A sua sensibilidade média é de 96,4% 

podendo variar em certas micropopulações, como coinfectados com HBV (Jargalsaikhan et al., 

2020).  

Porém, essas metodologias são limitantes ao passo que se embasam na reação do anti-

HCV, que pode estar presente no paciente após cura espontânea, sendo, portanto, um bom 

método para screening de população geral, mas limitante no tocante ao monitoramento da 

doença. 
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1.7.2 Diagnóstico molecular  

O diagnóstico molecular, por sua vez, consegue preencher a lacuna do diagnóstico 

sorológico, por se embasar na detecção do HCV RNA. Que, por sua vez, consegue apontar se há, 

de fato, replicação viral, ou seja, infecção ativa. 

Atualmente, o diagnóstico molecular preconizado é a detecção por reação em cadeia da 

polimerase (PCR), seja ela qualitativa ou quantitativa. Para o acompanhamento de tratamento, é 

importante a (RT-qPCR) (PCR de transcrição reversa quantitativa) para a quantificação de carga 

viral (Ministério da Saúde, 2018). A transcrição reversa é a síntese do cDNA do HCV a partir de 

seu RNA. Por sua vez, a reação em cadeia de polimerase é uma técnica que se embasa na 

amplificação exponencial da fita de DNA pela polimerase a partir de ciclos seguidos de 

desnaturação e extensão. 

 

1.7.3 Genotipagem do HCV  

De acordo com o último Manual Técnico para o Diagnóstico das Hepatites Virais (2018), 

estabelecido pelo Ministério da Saúde do Brasil, não é obrigatório a genotipagem, sendo 

utilizado principalmente para pesquisa e vigilância genômica do país. Isso acontece pois o 

tratamento atual para a hepatite C se embasa em antivirais de ação direta, que são pangenotípicos 

(Ding, 2021). Porém, quando o tratamento se embasava na terapia com interferon, o que 

acontece ainda em alguns países em desenvolvimento, a genotipagem do HCV é essencial. Ela 

também pode ser realizada para auxiliar em casos de pacientes de falha terapêutica, ou seja, que 

não responderam a terapia antiviral dos DAAs.  

A genotipagem do HCV preconizada como padrão ouro se embasa em ensaios 

qualitativos envolvendo PCR  e subsequente sequenciamento nucleotídico convencional 

(Sanger) com análise filogenética  (Morozov e Lagaye, 2018)  .O sequenciamento nucleotídico 

convencional consiste no alongamento de uma fita de DNA com trifosfatos de 

desoxinucleotídeos (dNTPs) e com trifosfatos de didesoxinucleotídeos modificados (ddNTPs), 

que são dNTP que não possuem a hidroxila no 3’ carbono, impedindo que a DNA polimerase 

incorpore um novo nucleotídeo, sendo, portanto, terminadores de cadeia. Eles também emitem 

uma fluorescência e, devido a terminação da cadeia, <param= a extensão da cadeia em pontos 

aleatórios do genoma, o que vai levar à formação de fragmentos de DNA de diversos tamanhos. 
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Quando submetidos à eletroforese, os tamanhos vão poder ser diferenciados por ordem crescente 

e, com a análise da fluorescência, será possível reconhecer cada nucleotídeo inserido e qual a 

ordem que foram inseridos (Dijk et al., 2018).   

 

1.7.4 Uso de fluidos alternativos para o diagnóstico da hepatite C 

Em todas as metodologias supracitadas, o fluido biológico padrão-ouro é o soro, que é 

coletado por punção venosa através de um procedimento invasivo. Por isso, fluidos biológicos 

alternativos tais como, urina (Elsana et al., 1998), líquido seminal (Fiore et al., 1995), sangue 

seco em papel de filtro (Croom et al., 2006) e saliva (Mendonça, 2022), devem ser estudados. 

Recentemente, a saliva tem ganhado atenção como um potencial biomarcador em 

diversas áreas, sendo promissora para o diagnóstico de um grande escopo de doenças, desde 

cânceres (Farahani, 2019) até doenças infecciosas, como leishmaniose (Cantos-Barreta, 2019) e 

hepatites (Mendonça, 2022). Ela também apresenta uma vantagem sobre os outros fluidos 

biológicos por ser um procedimento não invasivo, seguro e de baixo custo que pode ser aplicado 

a diversas populações (Liu, Duan apud Farahani, 2019).  

Em geral, ainda não há muitos estudos sobre a replicação extra-hepática bem como sobre 

o impacto da patogênese nas glândulas salivares. Porém, alguns estudos já demonstraram que a 

detecção do RNA do HCV e anti-HCV em saliva (Mendonça, 2022; Caldeira, 2013). Outros 

estudos indicaram a associação do HCV em cânceres de pescoço, cabeça (Borsetto, 2020), 

glândulas salivares (Carrozzo, 2008) e doenças periodontais (Gheorghe et al., 2018).  Logo, este 

fluido pode ser interessante para o diagnóstico molecular da hepatite C. 

Além do exposto, a saliva é um fluido interessante visto que muitas vezes os pacientes 

com hepatites, como aqueles submetidos à hemodiálise, são de difícil punção venosa e, por isso, 

não é possível coletar o soro ou sangue, prejudicando a vigilância genômica. Ademais, devido a 

hepatite C ser uma doença crônica silenciosa, a maior parte da população em tratamento são 

idosos (Reid, 2018), que também podem apresentar uma punção venosa difícil.  

Apesar de não descrito na literatura a padronização do sequenciamento de Sanger por 

saliva para genotipagem do HCV.  Esta afirmativa se embasa a partir da revisão bibliográfica 

feita com o mecanismo de busca <PUBMED=, no qual resultou em somente dois artigos que se 

propõe a sequenciar o HCV da saliva: um por Sequenase PCR Product Sequencing Kit (produto 

da antiga empresa Amersham Life Sciences, Reino Unido que foi adquirida por GE Healthcare, 
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Estados Unidos) (Roy et al., 1998) e o outro por RFLP e NASBA HCV-QT (Farías et al., 2010), 

como descrito o quadro abaixo. 

 

Quadro 1. Revisão Bibliográfica dos artigos encontrados na pesquisa com as palavras-

chaves <saliva=, <sequencing= e <HCV= no PUBMED. 

Autoria Artigo Forma de 
sequenciamento 

Liou et al., 1992 Detection of HCV RNA in saliva, urine, seminal fluid, and ascites Não realizado 

 Roy et al., 1998 Predominance of HCV type 2a in saliva from intravenous drug users Sequenase PCR Product 
Sequencing Kit 

 Komiyama et 

al., 1991 
HCV in saliva of chronic hepatitis patients having dental treatment Não realizado 

Farías et al., 
2010 

Detection of hepatitis C virus (HCV) in body fluids from HCV monoinfected and 
HCV/HIV coinfected patients 

RFLP e NASBA HCV-
QT 

Wang, 1992 Hepatitis C virus RNA in saliva of patients with posttransfusion hepatitis and low 
efficiency of transmission among spouses 

Não realizado 

Numata et al., 
1993 

Demonstration of hepatitis C virus genome in saliva and urine of patients with type C 
hepatitis: usefulness of the single round polymerase chain reaction method for detection of 
the HCV genome 

Não realizado 

Jorgensen et al., 
1996 

Sicca syndrome associated with hepatitis C virus infection Não realizado 

Komiyama et al., 
1995 

Detection of hepatitis C virus (HCV)-RNA in saliva and gastric juice Artigo não encontrado 

Sugimura et al., 
1995 

Correlation of detectability of hepatitis C virus genome in saliva of elderly Japanese 
symptomatic HCV carriers with their hepatic function 

Não realizado 

 Young et al., 
1993 

Detection of hepatitis C virus RNA in peripheral blood mononuclear cells and in saliva Não realizado 

 Couzigou et al., 
1993 

Detection of HCV-RNA in saliva of patients with chronic hepatitis C Não realizado 

Artini et al., 
2008 

Specific anti cross-infection measures may help to prevent viral contamination of dental 
unit waterlines: a pilot study 

Não realizado 

Portilho et al., 
2021 

Applicability of oral fluid samples for tracking hepatitis B virus mutations, genotyping, 
and phylogenetic analysis 

Não realizado para HCV  

Law et al., 2013  Identification of hepatotropic viruses from plasma using deep sequencing: a next 
generation diagnostic tool 

Não realizado para 
saliva 
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Pugliese et al., 
2015 

Oral prevalence and clearance of oncogenic human papilloma virus in a rehabilitation 
community for substance abusers in Italy: a case of behavioral correction? 

Não realizado para HCV  

Eugenia et al., 
2001 

Investigation of saliva, faeces, urine or semen samples for the presence of GBV-C RNA Não realizado  

Puchhammer- 
Stöckl, 1994 

Prevalence of hepatitis-C virus RNA in serum and throat washings of children with 
chronic hepatitis 

Não realizado  

Biasi et al., 1995 HCV RNA detection in parotid gland biopsy in a patient with chronic hepatitis C virus 
liver disease 

Não realizado  

 

1.8 Variabilidade genética do HCV 
 

O HCV apresenta uma alta taxa de replicação estimada em 1,3 × 1012 vírions por dia (Li 

et al., 2021). A elevada taxa de replicação viral e a ausência de atividade de revisão da RNA 

polimerase RNA dependente do HCV acarretam uma alta diversidade genética, que resulta em 

uma divisão taxonômica entre genótipos, subtipos e também na existência de subpopulações 

geneticamente distintas (Tsukiyama-Kohara e Kohara, 2017). 

 

1.8.1 Genótipos e subtipos  

Em maio de 2019, o Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, do inglês 

International Committee on Taxonomy of Viruses) atualizou a classificação do HCV para oito 

genótipos e 90 subtipos. Os genótipos se diferenciam entre si de 30 a 35% em nível genômico, 

enquanto os subtipos se diferem de 15% até 25%. 

 

1.8.2 Distribuição geográfica dos genótipos do HCV 

De acordo com o ICTV, o HCV tem oito genótipos. Os genótipos mais prevalentes 

mundialmente e no Brasil são 1 e 3 (Chen et al., 2020). Seguindo este padrão, os subtipos mais 

encontrados mundialmente são o 1a, 1b e 3a, como a figura abaixo de Tsukiyama-Kohara e 

Kohara (2017). 
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Figura 3. Análise dos subtipos do HCV em nível global. Figura representando a 
circulação dos principais subtipos do HCV, sendo possível ver a prevalência do subtipo 1a, 
1b e 3a em um quadro mundial e nacional. Adaptado de Tsukiyama-Kohara e Kohara, 2017 

 

O quadro de prevalência dos genótipos 1 e 3 permanece similar nas Américas, porém em 

outras partes do mundo, eles se alteram. Na Ásia e Europa, junto com o genótipo 1, se é 

observado um grande aumento do genótipo 2 (Guntipalli et al., 2021). Já na África, o genótipo 

mais encontrado é o 4. Se salienta também que países com histórico de colonização no 

continente africano possuem também uma taxa de genótipo 4 aumentada, como por exemplo, 

Portugal, com uma prevalência de aproximadamente 16% de genótipo 4 (Palladino et al., 2018). 

De acordo com estudos filogenéticos, o genótipo 1 é o mais antigo no Brasil, e a partir 

dos anos 90, o genótipo 3 começou a aparecer mais, provavelmente devido ao aumento de 

usuários de drogas injetáveis (Guntipalli et al., 2021).  

Atualmente, dados da vigilância genômica do HCV mostram uma redução na prevalência 

desse vírus devido a incorporação do tratamento por DAAs (do inglês, direct-acting antivirals), 

que são considerados pangenótipicos (Ding, 2021) em protocolos clínicos. Porém, mesmo com a 

queda de dados de vigilância genômica generalizada no país, estudos filogenéticos no país ainda 

demonstram uma supremacia maior dos subtipos 1a, 1b e 3a nos eventos de introdução ao país 

(Lampe, 2013; Silva, 2019). 
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Estudo de Castro e colaboradores (2020) demonstrou que a análise genômica do HCV em 

nível de genótipo pode influenciar na evolução da hepatite C crônica para quadros de cirrose e 

esteatose hepática. Além do exposto, mutações em proteínas não estruturais do HCV, como a 

NS5A e NS5B, podem influenciar no tratamento da hepatite C com os DAAs, sendo necessário 

um combinado de medicamentos, preferencialmente que não seja específico para apenas uma 

proteína viral. 

 

1.9 Tratamento e Prevenção 

1.9.1 Protocolo clínico atual 

O Departamento de HIV/AIDS, Tuberculose, Hepatites Virais e Infecções Sexualmente 

Transmissíveis do Ministério da Saúde tornou pública a nota técnica 30/2023 que recomenda o 

esquema terapêutico para a hepatite C no SUS descrito nos dois quadros abaixo. O tratamento 

varia principalmente de acordo com a condição do fígado e de acordo com o histórico do 

paciente (se houve tratamento prévio ou falha terapêutica). A condição do fígado é classificada a 

partir da presença de fibrose ou cirrose, que pode ser categorizada pela classificação <Child 

Pugh=.  
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Figura 4. Esquemas de tratamento com DAA para HCV. Descrição dos esquemas 
terapêuticos preconizados para o SUS em 2023, em que em um quadro sem cirrose ou cirrose 
leve, se é recomendado um tratamento de 12 a 16 semanas, dependendo do histórico do paciente. 
Caso não haja falha terapêutica previamente, é recomendado tratamento com sofosbuvir e 
velpatasvir. Figura dos quadros retirados da nota técnica Número 30/2023-CGAHV/. 
DVIAHV/SVSA/MS.  
 

Vale também ressaltar que o tratamento utilizado anteriormente era terapia embasada em 

interferon e ribavirina. Dependendo do genótipo, o tratamento era mais longo ou mais curto, 

sendo, portanto, uma terapia diretamente relacionada com o genótipo viral. A principal restrição 

ao uso desses imunomodulares está relacionada à ocorrência de graves efeitos colaterais. Além 

disso, baixas taxas de RVS (40-50% para o genótipo 1 e 70-80% para os genótipos 2 e 3), o 

tempo de tratamento prolongado e a administração de alta quantidade de medicamentos por 

semana também representavam fatores limitantes para uma maior eficácia (Manns et al., 2017). 

De acordo com a OMS, em 2018 ainda milhões de pessoas não possuíam acesso ao DAAs, 

principalmente países em desenvolvimento, e tinham que se tratar com terapia genótipo 

dependente (OMS, 2018 apud Lazarus et al., 2018). 

 
1.9.2 Resistência antiviral 

 

O HCV, devido a sua alta taxa de erro e replicação, é altamente mutável. Isso se reflete 

também no seu tratamento, ao passo que se tem uma grande preocupação que o vírus vá adquirir 

resistência aos antivirais. A resistência é quando um vírus altera, de alguma forma, a parte de seu 

material genético/sua proteína na qual o fármaco irá atuar, tornando o fármaco menos eficaz. 



 

26 

Atualmente, o tratamento preconizado se embasa principalmente nos DAAs sofosbuvir 

(SOF) e velpatasvir (VEL).  

O SOF é um análogo de nucleosídeo que atua na proteína não estrutural NS5B, cujas 

mutações nas posições 159, 282, 316 e 320 são relevantes no sentido de uma possível redução de 

eficiência no tratamento com este medicamento. Estas mutações já foram identificadas em 

estirpes do subtipo 1b em amostras brasileiras (Peres-da-Silva, 2017). Por sua vez, o VEL é um 

DAA que atua na proteína NS5A, que é uma proteína caracteristicamente mutável (Irekeola et 

al., 2022). Dentre as substituições associadas à resistência (RAS, do inglês resistance-associated 

substitutions) salientam-se as posições de aminoácidos 28, 30, 31, e 93 (Lontok, 2015). 

Igualmente, essas mutações já foram associadas a casos de falha terapêutica no Brasil, 

principalmente as RAS A30K e Y93N (Costa, 2019).  

  

2. JUSTIFICATIVA 

Considerando a morbidade e mortalidade relacionadas às hepatites virais, a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) divulgou o documento <Global Health Sector Strategy on Viral 

Hepatitis 2016–2021: Towards Ending Viral Hepatitis= cujo objetivo é a eliminação das 

hepatites virais como ameaça à saúde pública até 2030. Para a hepatite C, foi dada ênfase em 

diminuir os casos crônicos em 80%, para qual, torna-se necessário um aumento na testagem em 

micropopulações (visto que a hepatite C crônica pode ser assintomática durante muito tempo), na 

otimização dos métodos de diagnóstico (Pedrana et al., 2021) e na genotipagem do HCV a fim 

de facilitar a identificação de mutações nas proteínas virais que podem estar relacionadas à 

resistência aos DAAs (Perales, 2018). 

De acordo com o último boletim epidemiológico nacional, durante o período de 2000 a 

2021, 76,1% dos óbitos por hepatites virais envolviam o HCV, sendo este vírus a causa básica de 

52,2% dos óbitos. Este dado demonstra nitidamente que a hepatite C é uma doença mortal, 

salientado pelo caráter assintomático da doença, o que a torna difícil de ser diagnosticada com 

antecedência. É estimado que cerca de 78,6% dos infectados por HCV ainda não são 

diagnosticados (Cui et al., 2023), fato que a OMS salientou como obstáculo para o cumprimento 

da meta de eliminação da hepatite C (2016).  

As metas da OMS, porém, trazem à tona duas principais problemáticas: (i) as populações 

mais afetadas por HCV muitas das vezes são micropopulações vulneráveis (como idosos, 
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hemodialisados e usuário de drogas) que são de punção venosa complicada, e muitas das vezes 

não é viável a obtenção do soro, o padrão-ouro, impossibilitando a testagem; (ii) dados de 

vigilância genômica estão cada vez mais se tornando escassos, em virtude da integração da 

terapia pangenotípica.   

Devido a primeira problemática, é enfatizado ainda mais a importância de padronização 

de técnicas em fluidos biológicos alternativos, principalmente aqueles de coleta independente à 

punção venosa, como saliva, líquido seminal ou urina. Por ser menos invasiva e mais prática, a 

saliva torna-se promissora para os estudos da hepatite C. Consequentemente, este projeto é de 

grande importante nesta vertente, ao passo que a padronização de sequenciamento em saliva 

também vai implicar na padronização das técnicas de extração e PCR para saliva, gerando um 

aumento da testagem de micropopulações. Ademais, o uso deste fluido biológico é considerado 

menos invasivo. A busca por um fluido biológico menos invasivo é ainda mais importante para a 

hepatite C, visto que o vírus é transmitido por contato direto, o que torna os profissionais de 

saúde que manipulam diretamente sangue um grupo de saúde altamente suscetíveis à infecção 

pelo HCV (Westermann et al., 2015). 

Ademais, o projeto irá trazer dados pertinentes a vigilância genômica do HCV no Brasil, 

o que é importante, ao passo que pode corroborar ou refutar dados antigos da circulação viral no 

país. 

3. OBJETIVO  

O objetivo geral do trabalho é otimizar técnicas de detecção molecular e genotipagem do 

HCV em soro e saliva a fim de contribuir com a meta da OMS 2030 que visa a eliminação das 

hepatites B e C.  Para esta finalidade, o projeto terá os objetivos específicos listados: 

- Estabelecer o método de extração de RNA do HCV em saliva através da comparação de 

diferentes protocolos; 

- Padronizar protocolo de amplificação do gene NS5B para amostras de saliva de pacientes 

cronicamente infectados pelo HCV;  

- Genotipar o HCV amostras de saliva de pacientes cronicamente infectados pelo HCV e 

comparar com os resultados das amostras de soro (padrão-ouro);  
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- Avaliar a filogenia das sequências de HCV obtidas de soro e saliva e fazer a análise 

comparativa de distância genética. 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

A metodologia do projeto pode ser dividida em dois momentos. Primeiramente, foi 

realizado o sequenciamento das amostras de soro conforme o fluxograma já padronizado in-

house pelo laboratório (Medonça et al., 2022) que pode ser resumido na figura 4. 

 

Figura 5. Fluxograma para genotipagem do HCV em soro estabelecido in-house. As 
etapas representadas por uma forma arredondada simbolizam início ou final de um 
processo. Resumidamente, o fluxograma foi unilateral sem ramificação, dado que este 
processo já foi padronizado in-house para soro. 

A partir desse fluxo de trabalho, estratégias de extração do RNA viral (manual ou 

automatizada) e amplificação por PCR de fragmento parcial do gene NS5B do HCV (síntese de 
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DNA complementar (cDNA) prévia à PCR ou PCR one-step) foram analisadsas para otimização 

do sequenciamento nucleotídico em saliva conforme a figura 6 representa. 

 

Figura 6. Fluxograma de metodologias moleculares para detecção do RNA do HCV 
em amostras de saliva. Fluxograma de processo indicando as estratégias analisadas para 
padronização do método em saliva. As etapas representadas por uma forma arredondada 
simbolizam início ou final de um processo, as etapas em formato de losango representam 
um momento de tomada de decisão. Devido as estratégias analisadas, o fluxograma teve 
ramificações nas etapas de extração e amplificação, mas as outras etapas permaneceram 
igual ao respectivo fluxograma em soro.  
 

4.1. Seleção das amostras  

O biorepositório do Laboratório de Hepatites Virais (LAHEP) conta com o material 

biológico armazenado de pacientes atendidos no Ambulatório de Hepatites Virais (AHV/IOC-
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Fiocruz RJ) cujas amostras de conveniência de soro e saliva foram obtidas no período entre 2020 

a 2023 sendo posteriormente armazenadas a -70 oC. Essas amostras estocadas correspondem a 

pacientes atendidos no AHV/IOC, inclusive aqueles atendidos durante a pandemia da Covid-19. 

A amostragem foi dividida entre 21 pacientes com infecção crônica pelo HCV (anti-HCV 

reagente e RNA do HCV detectável por mais de seis meses) e 10 indivíduos sem sorologia 

reagente para anti-HCV ou HIV e HBV (grupo controle).   

Os critérios de inclusão foram indivíduos com idade igual ou maior a 18 anos, que 

tenham assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e preenchido o 

questionário sócio epidemiológico. Foram excluídos pacientes com sorologia reagente para HIV 

ou hepatite B, que se recusem a assinar o TCLE ou preencher o questionário, com tratamento 

para hepatite C em andamento e que não possuíam saliva e soro pareados. Este projeto está 

inserido no projeto <Padronização de testes de diagnóstico da infecção pelos vírus das hepatites 

B e C em amostras de saliva= (aprovado pelo CEP da FIOCRUZ, sob o parecer no 889.582, 

CAAE 34055514.9.0000.5248 – 27/11/2014).  

 

4.1.1 Coleta das amostras de sangue e saliva 

  As amostras de sangue da soroteca foram coletadas por punção venosa periférica 

utilizando-se agulhas hipodérmicas e tubos tipo vacutainer estéril com gel de 8,5 mL (SST™ II 

Advance, BD Vacutainer, EUA). A coleta da saliva foi realizada mediante Salivette® (Sarstedt, 

Alemanha) e posteriormente diluídas em 1 mililitro (mL) de tampão PBS (Phosphate-buffered 

saline) com 1% de BSA (Bovine serum albumin), centrifugado por 10 minutos e armazenada em 

-70 oC (Villar et al., 2021). Ambas as coletas foram feitas juntas, no mesmo atendimento. 

 

4.2. Procedimentos moleculares para detecção molecular do HCV em soro 

4.2.1. Extração do RNA viral com membranas de sílica 

A extração de soro foi realizada com o reagente comercial <QIAamp Viral RNA Mini 

Kit= (QIAGEN, Hilden, Alemanha) conforme as indicações da empresa, extraindo 140 µL do 

material biológico e eluindo-o em 50 µL do tampão de eluição.  
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4.2.2. Transcrição reversa, amplificação por PCR e eletroforese 

O material extraído foi submetido à amplificação parcial do gene NS5B (cerca de 370 

nucleotídeos, representado na figura abaixo) por transcrição reversa associada à amplificação por 

PCR em um passo único (RT-PCR one-step) e subsequente semi-nested PCR. Os iniciadores 

(primers) utilizados nos rounds de PCR 1 e 2 foram baseados no artigo de Sandres-Sauné et al. 

(2003), porém o iniciador antisenso da PCR 2 modificado para um maior alcance de todos os 

genótipos, como o quadro 2 representa. A RT-PCR foi realizada a partir de 5 μL de RNA 

extraído do soro com volume final de 25 μL.  

 

Figura 7. Genoma do HCV, contendo a regiãoamplificada no estudo(~370 nucletídeos). Na 
figura está representado em vermelho a região utilizada para a amplificação pelos iniciadores 
PR3-PR5mod, dentro do gene NS5B. Figura realizada pelo software Los Alamos – HCV de 
Kuiken C et al., 2006 

Quadro 2. Sequências dos iniciadores para amplificação parcial do genoma do HCV, 
baseado em Sandres-Sauné et al. 2003. 

Iniciador  Sentido Sequência 

PR3 Senso (PCR1, PCR2) 5’-TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC-3' 

PR4 Antisenso (PCR1) 5'-GCNGARTAYCTVGTCATAGCCTC-3' 

PR5 modificado (PR5-mod) Antisenso (PCR2) 5' -CCTVGTCATAGCCTCCGT -3' 

 

O conjunto de reagentes <Superscript™ III One Step RT-PCR system= (Thermo 

FisherScientific, Califórnia, EUA), contendo as enzimas <Superscript™ III RT= e <Platinum® 

Taq DNA polymerase=, foram utilizados para a transcrição reversa do RNA viral extraído em 

Nucleotídeo 

Aminoácido 
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cDNA e subsequente amplificação por PCR. O mix de reagentes da PCR 1 contou com: 1 µl da 

mistura das enzimas SuperScript III RT/Platinum Taq, 4,5 µl de água destilada livre de DNA e 

RNA (utilizada como controle negativo da reação de PCR), 12,5µl de Reaction Mix 2x (1X), 0,5 

µl de iniciadores senso e antisenso (0,8 µM) e 1 µl de <RNAseOUT Recombinant Ribonuclease 

Inhibitor= (Thermo FisherScientific). Com o mix de reação planejado, adicionou-se 3 µl do RNA 

extraído, totalizando um volume final de 25 µl. A posteriori, as misturas de reagentes com RNA 

foram incluídas em termociclador com um ciclo para transcrição reversa seguida por um ciclo de 

PCR denominado touchdown (queda de -0,3 oC a cada ciclo), com o objetivo de aumentar a 

especificidade da amplificação. Desta forma, o ciclo está representado a seguir: 42
o

 oC por 45 

minutos (transcrição reversa); 94
 oC

 

por 2 minutos (desnaturação inicial); 5 ciclos de 94
 oC

 

por 30 

segundos, 60
 oC por 45 segundos e 72 oC por 1 minuto. Em seguida, 35 ciclos foram 

programados da seguinte forma: 94
 oC

 

por 30 segundos, 60
 oC por 45 segundos e 72 oC por 1 

minuto, com um touchdown de -0,3 
o

C a cada ciclo na etapa de hibridização dos iniciadores. 

Uma segunda PCR com iniciadores internos (semi-nested-PCR) foi realizada utilizando-

se 5 μl da primeira reação. Para a segunda PCR, foi feito um mix contendo: 0,2 μl da enzima 

Platinum Taq DNA Polymerase (5 U/μL), 26,8 μl de água destilada livre de DNA e RNA, 8 μL 

de dNTPs (1,25 mM), 5 μl de PCR Buffer 10X (2X), 2 μl de MgCl2 50mM (2mM) e 1μl (0,4 

μM) de iniciadores senso e antisenso para cada amostra, totalizando um volume de 50 μl. 

Colocam-se as misturas no termociclador com o referido ciclo: 95 
o

C por 5 minutos 

(desnaturação inicial), iniciando 35 ciclos de 95 
o

C por 30 segundos (desnaturação), 55 
o

C por 30 

segundos (hibridização dos iniciadores) e 72
o

 C por 30 segundos (extensão da fita pela atividade 

da polimerase). 

Para visualização do perfil eletroforético, 5 μL do produto amplificado foram misturados 

com 3 μL de <BlueJuice™ Gel Loading Buffer= (ThermoFisher Scientific) e aplicados em gel de 

agarose a 1,5% (dissolvido em tampão TAE contendo 3 μL de brometo de etídio para cada 100 

mL de TAE). Depois, dois microlitros do padrão de peso molecular <100 pb DNA Ladder= 

(ThermoFisher Scientific) foram incluídos em um dos poços do gel para certificação do correto 

tamanho dos fragmentos amplificados na semi-nested PCR. Os produtos em gel depois foram 

submetidos à eletroforese (100 volts) durante aproximadamente 1 hora, os quais os produtos 

amplificados migram do pólo negativo para o pólo positivo e o gel é visualizado em câmara com 

luz ultravioleta <UVP Transilluminator= (ClinX, Shanghai, China). 
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4.3. Padronização de procedimentos moleculares para saliva 

 

4.3.1. Estratégias de extração para saliva 

Para a determinação dos métodos de extração do RNA em saliva, foram inicialmente 

avaliadas amostras de saliva de 10 indivíduos com infecção crônica pelo HCV (HCV RNA 

detectado em soro) para uma avaliação inicial do método de extração, sendo o resto do grupo 

amostral depois extraído com o método escolhido. Para uma melhor avaliação das metodologias, 

os produtos extraídos tiveram o seu RNA quantificado a partir do aparelho <Espectrofotômetro 

NanoDrop® 2000 Thermo Scientific= (ThermoFisher Scientific), que é um biofotômetro capaz 

de quantificar material genético a partir do cálculo de absorbâncias. 

  

4.3.1.1. Extração automatizada 

Foi empregado o extrator automatizado <chemagic Prepito= da PerkinElmer 

(Massachusetts, EUA) em conjunto com o <Prepito Pathogen NA Kit= seguindo as instruções 

do fabricante. Em resumo, é aplicado 250 µL de amostra onde ocorre a lise da partícula viral a 

partir de um tampão de lise e de protease, seguido por separação com partículas magnéticas. O 

equipamento emprega 6 tampões de lavagem diferentes e, por fim, o material é eluido com 

60µL do tampão de eluição (Chemagen, 2021), conforme o Quadro 2 apresenta. A reação 

demora de 40 a 60 minutos no total. 

 

Quadro 3. Volumes utilizados para extração automatizada em saliva pelo <Prepito 

Pathogen NA Kit= 

Componente Extração de soro Extração de saliva 

Amostra 250 μL 250 μL 

Tampão de Eluição 60 μL 60 μL 

 

4.3.1.2. Extração automatizada seguida por estratégias para a concentração do RNA viral 

Considerando que a saliva naturalmente tem uma concentração de RNA circulante 

menor e mais contaminantes, foram avaliados dois métodos de concentração de RNA após a 

extração automatizada. Os métodos foram: (i) Ação da enzima Turbo DNAse= (ThermoFisher 
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Scientific) e posteriormente à concentração do RNA através do kit <RNA Clean and 

Concentration System= (Zymo Research, Califórnia, EUA); (ii) Concentração do RNA através 

do kit <ReliaPrep RNA= (PROMEGA, Wisconsin, EUA). A concentração de ambos protocolos 

foi a partir de 50 µL de RNA extraído. 

O primeiro protocolo de concentração do material salivar extraído se embasa na 

retirada do DNA, que é um possível inibidor para transcrição reversa, por meio da enzima 

TurboDNAse. Após a atuação enzimática, o RNA é concentrado pelo kit <RNA Clean and 

Concentration System= (Zymo Research). Para este protocolo, foi primeiramente adicionado 1 

µL de TurboDNAse (2 U), 5µL de <10X Turbo DNAse buffer= e incubado a 37o

C por 30 

minutos para a reação enzimática. Para a inativação da enzima foi adicionado 5 µL do DNAse 

Inactivation Reagente, e a solução foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Para a 

retirada da enzima, DNA degradado e do buffer, houve uma centrifugação de 10000xg por 1 

minutos e 30 segundos, seguida pela retirada do sobrenadante. Para aumentar a concentração 

de RNA e eliminação de contaminantes, o protocolo continuou com o kit <RNA Clean and 

Concentration System=, que se embasa na extração e concentração de RNA por membrana 

sílica. Desta forma, foi adicionado 100 µL de RNA binding buffer, 150 µL de etanol a 95% e a 

solução foi transferida para uma coluna, no qual em seguida foi centrifugada a 14000xg por 30 

segundos. Em seguida, foi adicionado 400 µL de RNA prep. Buffer e centrifugado a 14000xg 

por 30 segundos. Um último tampão foi adicionado, 700 µL de RNA wash buffer, o qual foi 

centrifugado a 14000xg por 2 minutos. 

Por fim, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5mL final, o qual houve a eluição 

do RNA em 15 µL de água livre de DNAse/RNAse, por meio de uma centrifugação final de 

14000x a 30 segundos. 

 O segundo método analisado para a concentração do material extraído foi o kit 

<ReliaPrep RNA= (PROMEGA). Diferentemente do anterior, esse kit não tem a atuação da 

Turbo DNAse para eliminação do DNA, sendo apenas uma concentração por membrana de 

sílica. Desta forma, ele possui menos etapas, o que pode acarretar em uma menor chance de 

perda de RNA durante o processo. Ademais, a eluição final é realizada por um tampão de 

eluição, o que pode garantir uma maior estabilidade do RNA, ao contrário da eluição por água 

livre de DNAse/RNAse, conforme a recomendação da bula do kit. 
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Primeiramente, se adiciona 25 µL de Membrane Binding Solution para 50 µL de 

amostra extraída. Em seguida, foi adicionado 75µL de Isopropanol 100%.  

A solução foi transferida para uma coluna do kit e em seguida centrifugada por 30 

segundos a 10000 xg. Depois, foi adicionado 200µL de Column Wash Solution, e centrifugado 

por 15 segundos a 10000xg. Um último tampão de limpeza foi adicionado, 300 µL de RNA 

Wash Solution, e centrifugado a 15 segundos por 10000xg.O tampão de RNA Wash Solution 

foi adicionado e centrifugado novamente. 

Por fim, o RNA foi eluído em 15 µL do tampão de eluição (TE) e centrifugado na 

velocidade máxima (140000 xg) por 30 segundos.  

 

4.3.1.3. Extração manual com membranas de sílica  

O reagente comercial <QIAamp Viral RNA Mini Kit= (QIAGEN) é o método de 

padronizado para a extração de soro e também foi testado para a saliva. Foi seguido o 

protocolo previamente utilizado por Mendonça et al., 2022, onde empregamos 280 μL de 

amostra de saliva em comparação ao soro (140 μL). Outras modificações nas instruções do 

fabricante foram realizadas, conforme a indicação da bula do protocolo, sendo elas: A inclusão 

do dobro de volume para o tampão de lise, carreador de RNA e etanol. Para os tampões de 

lavagem, os volumes não foram alterados. A fim de concentrar ainda mais o RNA, o volume 

de eluição foi diminuído para 30 μL, para tornar a técnica mais sensível.  

De forma resumida, o quadro abaixo apresenta os volumes utilizados para a extração 

pelo kit <QIAamp Viral RNA Mini Kit= em soro (esquerda), e saliva (direita). 

 

Quadro 4. Volumes utilizados para extração de membrana sílica em soro e em saliva pelo 

QIAamp Viral RNA Mini Kit (QUIAGEN) 

Componente  Extração de soro Extração de saliva 

Amostra 140 μL 280 μL 

Tampão de Eluição 60 μL 30 μL 

 

4.3.2. Estratégias de padronização para amplificação por PCR do RNA do HCV em saliva 

Após a extração, as seguintes abordagens foram testadas para amplificação do RNA na saliva. 
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4.3.2.1. Síntese de cDNA seguida por amplificação por PCR em 2 rounds  

  A síntese de cDNA foi realizada mediante uso da enzima <SuperScript™ III Reverse 

Transcriptase= (ThermoFisher Scientific) (1μL) com 0,5 μL (0,75 mM) de iniciadores aleatórios 

(random primers), 1μL (5 mM) de DTT, 4 μL (1X) de Superscript III buffer, 1μL (0,5 mM) de 

dNTP e 10μL de amostra. 

  Em seguida, dois rounds de PCR foram realizados com os iniciadores descrito em 

Sandres-Sauné et al. (2003), porém o iniciador antisenso da PCR 2 modificado (PR5-mod). Em 

ambas as PCRs, a enzima <Platinum® Taq DNA polymerase= (ThermoFisher Scientific) foi 

utilizada. 

  Na primeira PCR, utilizou-se 0,5 µl da enzima, 1 µl de iniciadores senso e antisenso (0, 4 

μM), 1,5 µl de MgCl2 50mM (3 mM), 4 µl de Buffer 10X (1,6X), 4 µl de dNTPs 10mM (1,6 

mM), 8 µl de água nuclease-free e 5 µl de cDNA, totalizando um volume final de 25 µl. A 

posteriori a reação foi realizada em uma desnaturação inicial 94
o 

por 2 minutos e pelo ciclo para a 

amplificação, com 25 repetições de 94
 o

C
 

por 30 segundos, 55 
o

C por 45 segundos e 72
 o

C por 1 

minuto, seguido por uma extensão final de 72
 o

C por 10 minutos. 

A segunda PCR foi realizada utilizando 2 μl da primeira reação. O mix foi feito contendo 

os seguintes compostos: 0,5 µl da enzima, 1 µl de iniciadores senso e antisenso (0,4 μM), 1,5 µl 

de MgCl2 50 mM (3 mM), 2,5 µl de Buffer 10X (1,6X), 4 µl de dNTPs 10mM (1,6 mM) e 12 µl 

de água nuclease-free, totalizando um volume final de 25µl. A ciclagem foi realizada aquecendo 

inicialmente as amostras a 94 
o

C por 4 minutos, seguida por 35 ciclos de 95 
o

C por 30 segundos, 

55 
o

C por 60 segundos e 72
o

 C por 30 segundos, finalizando por uma única etapa de 72
o

 C por 10 

minutos. 

Para a otimização deste protocolo, a concentração de magnésio foi avaliada entre 1,5 e 1 

µl  (respectivamente, 3 mM e 2 mM) e o input amostral foi avaliado entre 2 µl e 5 µl.  

 

4.3.2.1.1 Síntese de cDNA seguida por concentração de DNA e amplificação por PCR em 2 

rounds  

A síntese de cDNA foi realizada mediante uso da enzima <SuperScript™ III Reverse 

Transcriptase= (ThermoFisher Scientific), conforme descrito no tópico anterior. Depois. Foi 

realizada a concentração do DNA através do reagente comercial <DNA ReliaPrep= (PROMEGA, 

Wisconsin, EUA), afim de eliminar inibidores e tornar o protocolo de amplificação mais 
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sensível. Posteriormente, os ensaios de PCR foram realizados conforme descritos no tópico 

anterior. 

 

4.3.2.2. One-step RT-PCR e semi-nested PCR 

  O procedimento foi realizado a partir do reagente comercial <Superscript™ III One Step 

RT-PCR system= e <Platinum Taq DNA Polymerase= (ThermoFisher Scientific) conforme o 

protocolo para amplificação de soro, no qual os reagentes são: A primeira PCR com 1µl da 

mistura das enzimas SuperScript III RT/Platinum Taq, 12,5µl de Reaction Mix 2x (1X), 0,5 µl 

de iniciadores senso e antisenso (0,8 µM), 1 µl de <RNAseOUT Recombinant Ribonuclease 

Inhibitor= (ThermoFisher Scientific), 3 µl do RNA extraído e 4,5 µl de água destilada. E a 

segunda PCR com 0,2 μl da enzima Platinum Taq DNA Polymerase (5 U/μL), 8 μL de dNTPs 

1,25 mM (0,2mM), 5 μl de PCR Buffer 10X (2X), 2 μl de MgCl2 50mM (2mM), 1μl (0,4 μM) de 

iniciadores senso e antisenso para cada amostra, 3 μl de PCR1 e 26,8 μl de água destilada livre 

de DNA e RNA. 

  Para a otimização da reação em saliva, foram avaliadas algumas modificações: Input 

amostral entre 2, 5 e 7 μL em cada PCR, concentração de enzima da primeira PCR (0,5 e 1,5 μL 

de Superscript™ III RT=), da enzima da segunda PCR (0,2; 0,5 e 1 μL de Taq DNA Polymerase, 

o que corresponde respectivamente a 1U; 2,5U e 5U), de magnésio da segunda PCR (1,5 e 2μl, o 

que corresponde a uma concentração de 1,5 mM e 2 mM) e de iniciadores em ambas PCR 

(0,4mM e 0,8mM, ou seja, 0,5 e 1 μl respectivamente). 

  Para a confirmação de amplificação do fragmento alvo foi também realizado eletroforese 

em gel de agarose a 1,5%.  

 

4.3. Quantificação e purificação do produto de PCR obtido a partir de soro e saliva 

Posteriormente, o produto amplificado de ambos soro e saliva foi purificado através do 

reagente comercial <QIAquick PCR Purification= (QIAGEN) conforme instruções do fabricante. 

Resumidamente, essa técnica se baseia em uma pequena extração por membrana sílica do 

produto amplificado, de forma a eliminar os reagentes da PCR, isolando desta forma os 

amplicons. Esta técnica garante a eliminação de contaminantes da amostra, como os próprios 

reagentes da PCR, tornando-a mais pura para o sequenciamento. A concentração de DNA do 

produto purificado foi quantificada pelo fluorímetro <Qubit® dsDNA BR Assay Kit= (Thermo 
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FisherScientific) seguindo o protocolo recomendado pela empresa. O conteúdo de DNA é 

importante para o sequenciamento nucleotídico convencional, visto que quando o DNA se 

encontra em baixa concentração, o leitor dos capilares do aparelho de sequenciamento pode ter 

uma maior dificuldade em reconhecer os sinais, perdendo assim informações valiosas. Ao 

contrário, caso o DNA esteja muito concentrado, a passagem pelos capilares do sequenciador 

pode ser retardada, o que também vai atrapalhar no reconhecimento dos sinais.  Como o alvo a 

ser sequenciado tem em torno de 370 nucleotídeos, recomenda-se 40 ng de material genético.  

 

4.4. Reação de sequenciamento nucleotídico e precipitação de placa 

  O sequenciamento de Sanger se embasa no alongamento de uma fita de DNA com 

trifosfatos de desoxinucleotídeos (dNTPs) e com trifosfatos de didesoxinucleotídeos modificados 

(ddNTPs) que param a extensão de DNA em pontos aleatórios e emitem fluorescência, levando a 

formação de uma biblioteca de amplicons de diversos tamanhos de fragmentos. Devido à 

divergência de tamanho dos fragmentos, é possível a análise de cada nucleotídeo por sua ordem. 

Subsequente, todas as informações dos nucleotídeos vão ser condensadas para dar o resultado da 

sequência inteira, de forma que o sequenciamento leva o resultado de análise geral, porém 

superficial, das populações majoritárias. 

  A reação de sequenciamento foi realizada com o reagente comercial <BigDye™ 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit= (Thermo Fisher Scientific), sendo posteriormente 

incluída no termociclador. A mistura de reagentes conta com 1 μL de BigDye, 1,5 μL de tampão 

5X e 1 μL do iniciador a 3,2 micromolar por poço. Dado o acréscimo da amostra conforme 

quantificação recomendada foi utilizado água para chegar a um volume final de 10 μL. No 

termociclador, um ciclo constituído de 94 ˚C por 10 segundos, 50 ˚C por 5 segundos e 60 ˚C por 

4 minutos se repete por 40 vezes. 

Posteriormente, uma etapa de precipitação in house da reação de sequenciamento foi 

feita. Na precipitação adiciona-se 8 vezes da quantidade do poço em isopropanol 75% e a placa é 

incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Depois, a placa é centrifugada a 4000 RPM 

(1500 xg) por 45 minutos e, posteriormente, invertida para centrifugação por até 600 RPM. 

Posteriormente, a evaporação do álcool foi feita em termociclador com 60 
o

C de temperatura por 

10 minutos. Por fim, adicionou-se 10 μL de formamida em cada poço e a placa foi incubada por 
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3 minutos a 95 
o

C. Dado a preparação da placa, a corrida da mesma ocorreu no sequenciador 

<3500 Genetic Analyzer= (ThermoFisherScientific). 

 

4.5. Montagem e alinhamento de sequências nucleotídicas 

As sequências nucleotídicas obtidas (senso e reverso complementar) de cada amostra 

foram alinhadas através do algoritmo CLUSTAL W e montadas/editadas no programa MEGA 

7.0 para a obtenção do consenso, da seguinte forma: após conferir o número da amostra com a 

placa de sequenciamento, foi aberto o arquivo AB1. Na sequência de iniciadores antisenso foi 

realizada a operação <Reverse Complement Sequence= do programa. Feito isso, a sequência é 

transferida para o alinhamento com as referências obtidas no banco de dados de HCV (Los 

Alamos; http://hcv.lanl.gov/content/hcv-db/index). Em caso de dúvidas de nucleotídeos 

diferentes com os demais, observa-se os picos em eletroferograma para confirmar o nucleotídeo 

correto. Após extensa análise, foi montado o consenso dos 2 iniciadores utilizados para cada 

amostra. O arquivo é salvo como <FASTA= para futuras análises. 

 

4.6. Análises filogenéticas para genotipagem do HCV 

A árvore filogenética foi construída através do programa Mega 7.0, pelo método de 

máxima verossimilhança. Para chegar em um modelo de árvore adequado, um arquivo FASTA 

com todas as sequências consenso e sequências de referências foi submetido ao algoritmo 

<Models= do programa, que avalia qual modelo de substituição é mais apropriado para as 

sequências em questão. Com o melhor modelo indicado, a árvore foi então feita ao selecionar a 

opção <Construct/Test Maximum Likelihood Tree=. A confiabilidade da árvore filogenética foi 

avaliada pelo teste <Ultrafast Bootstrap= (1000 replicatas). O processo de criação de árvore a 

partir do programa Mega também é descrito no trabalho de Hall, 2013.  

A árvore final foi editada através do programa FigTree v.1.4.4 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

 

4.6.1 Distância genética  

A distância genética foi realizada pelo programa MEGA 7.0 conforme as indicações 

sugeridas pelo programa, que podem ser encontradas no site MegaSoftware.  
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4.7. Analise dos dados epidemiológicos 

  Os dados demográficos, epidemiológicos e genéticos foram compilados em uma planilha 

no software Microsoft Excel, versão 2007, na qual foi feita a análise estatística descritiva pelo 

cálculo de médias e frequências. 

 

4.8. Avaliação estatística 

 A comparação estatística entre as metodologias de concentração pós extração foi 

realizada pelo programa <GraphPad Instat=, por meio de um inicialmente teste de 

normalização seguido pelo teste Kruskal-Wallis e, por fim, pelo teste de comparações 

múltiplas de Dunn. Esses dois testes vão calcular se os valores da variável em questão 

diferencem estatisticamente entre si e qual a significância (p-value<0,005) dessa diferença 

(Storopoli e Vils, 2021). Os testes foram realizados conforme as indicações sugeridas pelo 

programa, que podem ser encontradas em: https://sciexperts.com/instat/features/ 

 

5. RESULTADOS 

5.1. Caracterização do grupo amostral  

Conforme tabela 1 a seguir, as características sociais e demográficas obtiveram os 

referidos resultados. O grupo de trinta e um pacientes foi composto por 71% (22/31) de 

indivíduos correspondentes ao gênero feminino e 29% (9/31) ao gênero masculino. A idade 

média do grupo total foi de 46,5 ± 12,1 anos, enquanto o subgrupo dos HCV reagente foi de 68,1 

± 12,1 anos. O subgrupo dos pacientes infectados por HCV foi composto por 21 indivíduos com 

infecção crônica pelo HCV, sendo 71,4% (15/21) referentes às mulheres e 28,6% (6/21) aos 

homens. Em relação ao subgrupo do controle negativo, o mesmo foi composto por 10 indivíduos 

saudáveis, sendo 70% (7/10) mulheres e 30% (3/10) homens. Em relação à carga viral do soro do 

subgrupo dos infectados, a média foi de 5,58 ± 0,63 log10 UI/mL. Quando comparado ao perfil 

socioeconômico dos pacientes, o subgrupo dos infectados (n=21) apresentou uma menor 

formação acadêmica quando comparado ao subgrupo anti-HCV não reagente e uma maior 

incidência de icterícia. Ademais, 57,2% da população dos infectados já haviam realizado uma 

cirurgia antes e todos os pacientes que já haviam realizado hemotransfusão se encaixavam no 

subgrupo dos pacientes infectados, sendo 23,8% do total deste grupo. 
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Tabela 1. Quadro de dados demográficos da população estudada   

 Subgrupo Anti-HC
reagente 

% 
Subgrupo Anti-HCV 

Não reagente 
% 

 
Total 

Gênero 
Feminino 15 71,4 7 70 22 
Masculino 6 28,6 3 30 9 

Total 21 100,0 10 100 31 
Formação 

Ensino Fundamental Incompleto 4 19,05 0 0 4 
Ensino Fundamental Completo 5 23,8 0 0 5 

Ensino Médio Completo 8 38,1 0 0 8 
Ensino Superior Completo 4 19,05 10 100 14 

Total 21 100 10 100 31 
Autodeclaração de cor 

Branco 7 33,3 4 40 11 
Preto 5 23,8 1 10 6 
Pardo 8 38,1 5 50 13 

Não respondeu 1 4,8 0 0 1 
Total 21 100 10 100 31 

Icterícia 
Sim 15 71,42 3 30 18 
Não 6 28,58 7 70 13 
Total 21 100 10 100 31 

Renda Familiar 
Até 1 salário mínimo 3 14,2 1 10 4 

Entre 1 a 3 salários mínimo 13 62 1 10 14 
Mais de 3 salários mínimo 5 23,8 8 80 13 

Total 21 100 10 100 31 
Realização de cirurgia 

Sim 12 57,2 7 70 19 
Não 9 42,8 3 30 12 
Total 21 100 100 100 31 

Hemotransfusão 
Sim 5 23,8 0 0 5 
Não 16 76,2 10 100 26 
Total 21 100 10 100 31 

5.2. Padronização dos métodos de detecção molecular do HCV RNA em saliva 

5.2.1 Avaliação dos métodos de extração de RNA em saliva 

  Inicialmente foram avaliados dois métodos: (i) uso de membranas de sílica pelo kit 

manual <QIAamp Viral RNA Mini Kit= (Qiagen) e (ii) uso de partículas magnéticas pelo 

extrator automatizado <chemagic Prepito= da PerkinElmer. Preliminarmente, 10 amostras de 

saliva foram extraídas pelos dois métodos citados. Utilizando-se o protocolo de PCR One-Step 
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padronizado para soro, duas amostras pareadas foram amplificadas em ambas as extrações de 

saliva., sendo que uma terceira amostra foi ampliada somente pela extração automatizada. Ao 

avaliar-se a concentração pelo <NanoDrop= (ThermoFisher Scientific), percebeu que houve uma 

maior concentração de RNA extraído através da extração automatizada (Tabela 2).  

Tabela 2. Comparação de concentração de RNA (ng/µL) de amostras amplificadas obtida 

após extração automatizada e manual de saliva.  

 Mediana Mínimo Máximo 

Extração Automatizada 43,45 28,1 58,8 
Extração Manual 

 

26,25 18,1 34,4 

As amostras foram amplificadas na PCR qualitativa para o gene NS5B do HCV, no qual 

pode-se observar na figura 8 que as amplificações resultantes pela extração automatizada 

apresentaram bandas mais nítidas em comparação à extração manual.  

 

Figura 8. Comparação do perfil eletroforético de amostras de saliva submetidas à extração 
manual (A) e automatizada (B), respectivamente, seguidas de PCR para detecção do RNA 
do HCV. A – O primeiro poço representa um peso molecular de 100 pb (ThermoFisher 
Scientific) e os poços de 2-8 representam amostras com anti-HCV e HCV RNA detectável em 
soro. B- O primeiro poço representa um peso molecular de 100 pb (ThermoFisher Scientific), 
enquanto que os poços 2-8 representam amostras com anti-HCV e HCV RNA detectável em 
soro. As amostras não são as mesmas em ambas figuras, servindo apenas para elucidar a 
divergência do perfil eletroforético encontrado na extração automatiza (B) quando comparado ao 
perfil eletroforético que foi encontrado na extração manual (A). 

 

 

A B 
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5.2.1.1 Extração automatizada seguida por métodos de concentração de RNA 

A fim de aumentar a pureza e concentração do RNA obtido após a extração 

automatizada, dois métodos de concentração de RNA foram empregados, um que consistia na 

eliminação do DNA e concentração pelo kit <RNA Clean and Concentration System= (Zymo 

Research) e outro que consistia somente na concentração pelo kit <ReliaPrep RNA= 

(PROMEGA).  

Quando comparados a média e desvio padrão de concentração de RNA das metodologias 

de concentração referidas com a extração sem nenhuma metodologia de concentração foi 

possível identificar que as concentrações de RNA pós-extração automatizada não foram eficazes 

em aumentar a concentração de material genético. Para confirmar esses dados foi feito uma 

análise estatística de comparações múltiplas (também chamada de comparações intergrupos), a 

partir de um teste de Kruskal-Wallis seguido por um teste de Dunn, representada na Tabela 3.  

A análise estatística confirmou que a melhor metodologia de processamento de amostras 

foi a extração automatizada sem concentração a posteriori, com uma significância de p=0,0177. 

Logo, a extração automatizada sem concentração foi determinada como a melhor metodologia de 

extração para saliva e o resto do grupo amostral foi então extraído com ela.  

Tabela 3. Análise estatística dos dados de concentração (ng/µL) a partir de comparações 

múltiplas 

Método Mediana Mínimo Máximo 

Zymo 9,100  6,000 52,700 

ReliaPrep 38,330 1,500 51,800 

Extração sem concentração 54,780 3,100 70,600 

Comparação Diferença 
na ordem  
média 

P  
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Zymo x ReliaPrep -0,0416 Ns  

Zymo x Extração sem 
concentração 

-8,339 Ns  

ReliaPrep x Extração 
sem concentração 

-8,298 P<0,05 (0,0177)  

 

5.2.2 Otimização dos métodos de PCR para amplificação do RNA do HCV em saliva  

  Para um teste inicial de padronização do protocolo de amplificação de PCR do gene 

NS5B do HCV, 11 salivas com coleta mais recente (a partir de 2020) foram armazenadas a -70 

˚C foram selecionadas. Inicialmente, testou-se protocolo de PCR One-Step in house padronizado 

para soro. Porém, esta amplificação apresentou bandas de baixa intensidade e foi pouco sensível 

na detecção do RNA do HCV comparado ao soro, conforme a figura 9 representa, em que é 

representado o perfil eletroforético resultante da amplificação em soro e saliva. Apesar de não 

ser amostras pareadas, é possível analisar a divergência do na nitidez da banca amplificada 

quando comparada a foto A (amostras de soro) e B (amostras de saliva). 

 

Figura 9. Comparação do perfil eletroforético do produto extraído amplificado em cada 

fluído biológico. A – Gel resultante da amplificação de amostras extraídas do soro.  B- Gel 

resultante da amplificação de amostras extraídas de saliva. Em ambos, o primeiro poço 

representa um peso molecular de 100 pb (ThermoFisher Scientific), enquanto os outros poços 

representam amostras com anti-HCV reagente e HCV RNA detectável em soro. As amostras não 

são as mesmas em ambas figuras, servindo apenas para elucidar a divergência do perfil 

eletroforético encontrado na saliva (B) quando comparado ao perfil eletroforético que é 

normalmente encontrado no protocolo já padronizado em soro (A). 

B A 
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 Vinte e uma amostras de saliva provenientes dos indivíduos cronicamente infectados 

pelo HCV foram submetidas à amplificação pelas técnicas de (i) PCR one-step (transcrição 

reversa e amplificação por PCR em passo único) e (ii) síntese de cDNA seguida de amplificação 

por PCR em dois rounds (iniciadores da PCR one-step). Através da PCR one-step, verificou-se a 

detecção do RNA do HCV no controle positivo utilizado (soro com RNA do HCV detectável), 

porém as modificações do protocolo de one-step utilizado (PCR 1: 1 µL de cada um dos 

iniciadores e 1,5 µL de <SuperScript III RT/Platinum Taq=; input da PCR 1 na PCR 2: 5 µL; 

PCR 2: 0,5 µL de <Platinum Taq DNA Polymerase= e volume final de reação de 25 µL) não 

corroboraram com a detecção do RNA do HCV para as amostras de saliva, como representado 

na Figura 10. Já para o protocolo de cDNA + PCR, na Figura 10 verificamos que não houve 

detecção do RNA do HCV nas amostras de saliva e também do controle positivo.   

 

FIGURA 10. One-Step vs cDNA. Gel resultante da amplificação de amostras extraídas por One-

Step PCR (Primeira fileira) e por cDNA (segunda fileira). Os primeiros poços de ambas as 
fileiras representam um peso molecular de 100 pb (ThermoFisher Scientific), enquanto os poços 
2-11 representa amostras de saliva com anti-HCV e HCV RNA detectável em soro, e o poço 12 
representa uma amostra de soro com anti-HCV reagente e HCV RNA detectável. O poço 13 de 
cada fileira é uma amostra anti-HCV e HCV RNA não dectectável e o último poço 14, 
representa a reação feita com água destilada livre de DNA/RNA. 

Para tentar aumentar a sensibilidade do protocolo de cDNA, foi testado um protocolo de 

cDNA, concentração de DNA pelo Kit <DNA ReliaPrep= (PROMEGA) seguida pelas duas PCR 
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Semi-Nested. Porém, este protocolo também não houve detecção do RNA do HCV nas amostras 

de saliva e também do controle positivo.   

Diante dos resultados mais promissores associados à extração automatizada e PCR one-

step, as 21 amostras de saliva com RNA do HCV detectável foram submetidas a uma nova 

extração através do <chemagic Prepito= da PerkinElmer. As seguintes modificações no protocolo 

de PCR one-step + Semi-Nested PCR foram realizadas: Aumento de <SuperScript III 

RT/Platinum Taq= (de 1 µL para 1,5µL), aumento da concentração de iniciadores da duas PCRs 

(de 0,4 µM para 0,8 µM), aumento do input amostral (de 3 µL de material extraído para 7 µL de 

material extraído na primeira PCR; de 3 µL do produto da primeira PCR para 5 µL de produto 

para a mistura da segunda PCR) e, por fim, diminuição da concentração de cloreto/sulfato de 

magnésio na segunda PCR (de 2mM para 1,5mM). A versão final do protocolo ficou conforme 

descrito a seguir e o gel referente ao protocolo está demonstrado na figura 11. 

 
Quadro 5. Protocolo otimizado para amplificação parcial do gene NS5B do HCV em saliva 
 

RT-PCR one-step 
Reaction Mix 2x (1X) 12,5 µL 
PR3 20uM (0,8 µM) 1 µL 
PR4 20uM (0,8 µM) 1 µL 
RNAseOUT 1 µL 
SuperScript III One Step RT/Platinum Taq Mix 1,5 µL 
Água nuclease-free 1 µL 
RNA extraído 7 µL 

 
PCR Semi-Nested 

dNTPs 10Mm (0,2 mM) 0,5 µL 
Buffer 10X (2X) 2,5 µL 
MgCl2

  50mM (1,5 mM) 0,75 µL 
PR3 20uM (0,8 µM) 0,5 µL 
PR5 modificado 20 uM (0,4 µM) 0,5 µL 
Platinum Taq DNA Polymerase (2,5 U) 0,5 µL 
Água  nuclease-free 14,75 µL 
Produto da RT-PCR 5 µL 
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Figura 11. Perfil eletroforético resultante do protocolo otimizado de PCR one-step. 

Os poços 1 e 17 representam um peso molecular de 100 pb (ThermoFisher Scientific), enquanto 

os poços 2-16 representam amostras de saliva e o poço 18 representa uma amostra de soro 

(controle positivo). 

Por fim, o protocolo de PCR otimizado apresentou uma sensibilidade de 47,6% (10/21), 

especificidade de 100% (10/10), valor preditivo positivo de 47,6% (10/21) e valor preditivo 

negativo de 100% (10/10). Em soro, esses valores foram de 100%.  

5.3 Genotipagem do HCV  

No total, 28 amostras foram sequenciadas, sendo 21 soros e 7 salivas. Dez salivas 

amplificaram na PCR one-step, porém três delas salivas não foram possíveis de serem 

genotipadas, devido a má qualidade dessas sequências, conforme observado na  análise do 

eletroferograma.  

5.3.1 Genotipagem em soro 

Das 21 amostras de soro incluídas no presente trabalho, observou-se a seguinte 

prevalência genotípica das estirpes do HCV: 80,8% (17/21) do genótipo 1, sendo 58,9% (10/17) 

do subtipo 1a e 41,1% (7/17) do subtipo 1b, 9,6% (2/21) do subtipo 3a, 4,8% (1/21) do subtipo 
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4a e 4,8% (1/21) do subtipo 2b (gráfico 1). A figura 12 representa uma árvore filognética 

demonstrando a relação evolutiva das sequências de soro analisadas com um consenso de 

sequências referência representativo dos subtipos 1a, 1b, 2a, 3a e 4a do HCV. 

Nenhum paciente anti-HCV não reagente foi detectado na PCR ou no sequenciamento, 

confirmando a especificidade da genotipagem de 100%. 

 

Gráfico 1. Genótipos do grupo amostral. O primeiro gráfico de pizza representa os 

genótipos do HCV mais prevalentes do grupo amostral, sendo 7 amostras do subtipo 1a e 10 do 

subtipo 1b. Os genótipos do HCV das 4 amostras restantes, 19% (4/21) do grupo amostral, foi 

respectivamente 2 amostras 3a, 1 amostra 4a e uma 2a. 
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Figura 12. Árvore filogenética das sequências de soro e referências dos principais subtipos do HCV. As sequências que representam referências de 

subtipos estão coloridas com a cor representativa de seu clado, sendo 1a verde, 1b vermelho, 2b roxo, 3a laranja e 4a ciano. A árvore filogenética foi 

feita com o modelo Tamura Nei com distribuição de Gamma (T92+G) e 1000 replicatas. 
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5.3.2 Genotipagem em saliva 

Como já dito antes, dez amostras de salivas extraídas amplificaram na PCR e todas foram 

sequenciadas. Porém, somente 7 delas conseguiram ser classificadas a nível de genótipo e 

subtipo, visto que as três amostras restantes resultaram em um eletroferograma com muita 

degradação. 

A figura 13 abaixo representa a árvore filogenética das sete amostras de saliva possíveis 

de ser classificada em genótipo e subtipo, as sequências geradas de seus respectivos soros e 

sequências de referências dos subtipos. 

 

 

Figura 13. Árvore filogenética das sequências de saliva e soro pareadas e referências dos 

principais subtipos do HCV. As sequências que representam referências de subtipos estão 

coloridas com a cor representativa de seu clado, sendo 1a verde, 1b vermelho e 2b roxo. As 

sequências de saliva que não foram subtipo concordante com seus respectivos soros estão 
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grifadas em cinza. A árvore filogenética foi feita com o modelo Tamura Nei com distribuição de 

Gamma (T92+G) e 1000 replicatas. 

De forma geral, todas as amostras de saliva tiveram classificação em genótipo 

correspondente com a sua sequência de soro, o que resultou em uma concordância de 100% entre 

os genótipos das amostras pareadas. Porém, duas amostras divergiram na classificação em 

subtipo de seus respectivos soros, resultando uma concordância de 71% entre os subtipos das 

amostras pareadas. 

Conforme o gráfico abaixo demonstra, o resultado da genotipagem em saliva foi: 3 

amostras corretamente classificadas do subtipo 1a (43%, 3/7), 1 amostra do subtipo 1b (14%, 

1/7), 1 amostra do subtipo 2b (14%,1/7) e 2 amostras (29%,2/7) foram classificadas corretamente 

a nível de genótipo somente, conforme o gráfico 2 representa. 

 

 

Gráfico 2. Genotipagem resultante da saliva. O gráfico representa a genotipagem de 

saliva que foi concordante com o soro. 71% das amostras foram classificadas corretamente em 

subtipo (1a:3, 1b:1, 2b:1) e 2 amostras (29%) foram classificadas corretamente em genótipo, mas 

divergiram de sua respectiva sequência de soro em subtipo. 

 

5.3.4 Distância genética quando comparado soro e saliva 

A distância genética foi calculada par a par (pairwise) dentro da subpopulação de soro, 

da saliva e entre as duas subpopulações para um melhor entendimento das sequências geradas 
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nos fluídos. A distância média foi calculada para nucleotídeos (distância nucleotídica) e 

aminoácidos (distância peptídica) destas populações. Os resultados estão descritos na Tabela 4.  

Tabela 4. Distância média intra e entre subpopulações de soro e saliva para 

nucleotídeos e aminoácido. 

Grupo Distância Média 

De Nucleotídeos 

Soro 0,214 

Saliva 0,272 

Entre soro e saliva 0,227 

De aminoácidos 

Soro 0,156 

Saliva 0,213 

Entre soro e saliva 0,169 

Ademais, a distância entre a sequência amplificada na saliva para a sua respectiva 

sequência amplificada do soro de cada amostra individualmente foi estimada. Essa análise foi 

feita tanto para distância nucleotídica como também para distância peptídica, conforme a Tabela 

5 apresenta. 

Tabela 5. Estimativas da divergência evolutiva entre soro e saliva de cada amostra 

pareada, em distância nucleotídica peptídica 

Amostra Distância nucleotídica  Distância peptídica  

Covid 72 TCC 0,089 0,051 

Covid 99 TCC 0,211 0,123 

Covid 146 TCC 0,235 0,044 

Covid 155 TCC 0,854 0,339 

Covid 168 TCC 0,020 0,012 

Covid 291 TCC 0,152 0,062 

TSO 2511 TCC 0,151 0,024 

  Quando relacionado o resultado da genotipagem em saliva e a distância genética, foi 

possível observar que a distância média de todo o grupo de saliva em relação aos seus 
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respectivos soros foi de 0,2445±0,0722 em nucleotídeo e de 0,0935±0,1054 em aminoácido. O 

subgrupo da genotipagem concordante em subtipo (5/7) teve uma média de distância 

nucleotídica de 0,1294±0.071 e peptídica de 0,0386±0.0181. Enquanto o subgrupo que teve a 

genotipagem concordante somente em nível de genótipo (2/7) teve uma média de distância 

nucleotídica de 0,5325 e peptídica de 0,231. A diferença entre os dois subgrupos foi de uma 

distância média nucleotídica de 0,4031 e peptídica de 0,1924. 

Também, quando compilados todos os resultados laboratoriais e de data de coleta das amostras 

de saliva (Tabela 6), não é possível encontrar algum padrão que justifique a divergência em 

subtipo das duas amostras. 

Tabela 6. Compilado dos resultados laboratoriais e de data de coleta das amostras genotipadas 

em saliva, com as duas amostras que divergiram na genotipagem a nível de subtipo em negrito. 

 

Amostra Genotipagem 

em soro 

Genotipagem 

 em saliva 

Distância 
nucleotídica de seu 

respectivo soro 

Carga viral 
encontrado no 

soro (log) 

DO/CO 
resultante do 

anti-HCV 

Data 

de coleta 

 
Covid 72 TCC 1b 1b 

 
0,089 5.35 

 
4.172 

 
4/6/2020 

 
Covid 99 TCC 1b 1a 

 
0,211 4,78 

 
4,087 

 
25/6/2020 

 
Covid 146 TCC 1a 1a 

 
0,235 5.51 

 
4.149 

 
7/8/2020 

 
Covid 155 TCC 1a 1b 

 
0,854 6.32 

 
4.110 

 
11/8/2020 

 
Covid 168 TCC 2b 2b 

 
0,020 6.1 

 
3.695 

 
21/8/2020 

 
Covid 291 TCC 1a 1a 

 
0,152 6.38 

 
4.121 

 
15/12/2020 

 
TSO 2511 TCC 1a 1a 0,151 6.67 

 
12 

 
16/12/2022  
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6. DISCUSSÃO 

De acordo com o plano de eliminação das hepatites virais B e C da OMS (OMS, 2016), 

um maior alcance e mapeamento da certas micro populações são essenciais para a eliminação do 

HCV. Dentre essas micropopulações, se saliente as quais possuem uma punção venosa difícil, 

como pacientes em situação de rua, usuários de droga e pessoas de maior idade. Desta forma, o 

objetivo geral desta pesquisa foi padronizar um fluxograma de trabalho para a genotipagem do 

HCV em sequenciamento nucleotídico a partir da saliva. 

A saliva é um material biológico não invasivo, de fácil coleta e com detecção do HCV 

RNA comprovada (Mendonça et al., 2022). Apesar de a saliva ser um fluido com citocinas, 

RNAses e outros possíveis agentes de degradação de RNA (Ostheim et al., 2020), alguns 

trabalhos da literatura indicaram que possa ocorrer alguma manifestação extra-hepática 

resultante infecção nas glândulas salivares, como câncer nas glândulas salivares ou associação 

com doenças periodontais (Carrozzo, 2008; Borsetto, 2020). Todo esse compilado de 

informações pode indicar uma possibilidade de que o RNA do HCV presente na saliva seja 

íntegro o suficiente para ser sequenciado. Na literatura, poucos estudos pesquisaram o potencial 

de sequenciamento do RNA do HCV RNA. Especificamente, dois estudos apontaram a 

possibilidade deste RNA ser genotipado: um com genotipagem por RFLP (Farías et al., 2010) e 

um por Sequenase (produto da antiga empresa Amersham Life Sciences, Reino Unido que foi 

adquirida por GE Healthcare, Estados Unidos) (Roy et al., 1998). Essas metodologias, porém, 

são ultrapassadas e não apresentam o escopo de informação que o sequenciamento nucleotídeo 

pode oferecer. 

O trabalho teve um grupo amostral de 31 pacientes atendidos no Ambulatório de 

Hepatites Virais (AHV, Fiocruz), sendo 21 pacientes crônicos com anti-HCV reagente e HCV 

RNA detectável. O grupo amostral total tinha uma idade média de 46,5 ± 12,1 anos, enquanto o 

subgrupo HCV reagente tinha uma idade média relativamente mais alta, de 68,1 ± 12,1 anos. A 

idade média alta é comum na epidemiologia da hepatite C, visto que sendo uma doença 

silenciosa, a notificação e diagnóstico desta pode acontecer até décadas após a infecção (Licata 

et al., 2022). Corroborando esta hipótese, de acordo com o último Boletim Epidemiológico do 

Brasil (2023), 23,3% do total de casos das últimas duas décadas foram diagnosticados em 

pessoas acima de 60 anos. Este fato, por sua vez, enfatiza ainda mais a necessidade de ampliação 



 

55 

do diagnóstico da hepatite C. O subgrupo dos pacientes infectados pelo HCV (n=21) apresentou 

um nível de formação e renda familiar menor quando comparado ao grupo controle. 

De acordo com Kardashian e colaboradores (2023), as hepatites como um todo são 

doenças socioeconômicas, ao passo que populações mais pobres e com menor nível de formação 

são mais vulneráveis a ela, ao passo que estas populações possuem uma maior dificuldade a um 

diagnóstico primário, acarretando em uma maior taxa de cronificação e consequente espalhando 

da doença. O que é corroborado com os dados socioepidemiológicos encontrados neste presente 

estudo. 

A fim de alcançar um fluxograma de trabalho otimizado para genotipagem de saliva, 

estratégias para uma otimização da extração e amplificação do HCV RNA em saliva foram 

analisadas, de forma a (i) aumentar a pureza e concentração do RNA (ii) tornar o protocolo mais 

sensível a baixas concentrações de ácido nucléico, visto que a carga viral do HCV na saliva é 

menor do que a encontrado no soro (Mendonça et al, 2022). Ademais, um método de extração 

otimizado é ainda mais importante para a amplificação de RNA em especial, devido à 

necessidade da transcrição reversa a priori, como elaborado por Marques e colaboradores em 

2013. 

No intuito de aperfeiçoar a extração de RNA do material salivar, foram analisadas as 

seguintes estratégias: Extração manual de membrana de sílica pelo kit <QIAamp Viral RNA 

Mini Kit=; Extração automatizada pelo equipamento <chemagic Prepito= (PerkinElmer) com o 

<Prepito Pathogen NA Kit=; Extração automatizada seguida por TurboDNAse (ThermoFisher 

Scientific) com posterior concentração pelo kit <RNA Clean and Concentration System= (Zymo 

Research); Extração automatizada seguida por concentração pelo kit RNA ReliaPrep 

(PROMEGA). De acordo com Marques et al. (2013), a extração manual pelo kit <QIAamp Viral 

RNA Mini Kit= correspondeu ao melhor método de extração por membrana de sílica para HCV 

em fluidos alternativos, como sangue seco em papel de filtro. Ademais, estudo de Hongjaisee e 

colaboradores (2022), o qual comparou a extração de HCV RNA em plasma por partículas 

magnéticas, membrana de sílica e um outro protocolo (ebulição com água destilada tratada com 

pirocarbonato de dietilo), apresentou que os dois primeiros métodos de extração supracitados 

possuem uma eficácia parecida, porém a extração por membrana de sílica conseguiu reter uma 

concentração de RNA maior.  
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Entretanto, para a extração do HCV RNA em saliva, a extração automatizada por 

partículas magnéticas apresentou melhores resultados e um perfil eletroforético mais nítido. 

Acredita-se que a divergência desse resultado com os estudos anteriores seja devido ao ambiente 

salivar. Em específico, acredita-se que a membrana de sílica não seja tão eficaz em reter alguns 

componentes do ambiente salivar, de forma a contaminar e inibir o ácido nucléico extraído. 

Essas dificuldades são bem relatadas no trabalho de Bhati e colaboradores (2021), que 

padronizou um método de extração de partículas magnéticas para extração do DNA genômico a 

partir da saliva.   

Ademais, no trabalho de Bhati e colaboradores, é salientado a importância do 

processamento da amostra para a estabilidade do fluido salivar. De acordo com Bhati, o fluido 

salivar é muito instável e o tampão de eluição da coleta do fluido e a forma de armazenamento 

são as principais variáveis pertinentes ao trabalho molecular deste fluido. Essa hipótese também 

se confirmou nos nossos resultados, ao passo que as amostras que amplificaram possuíam um 

escopo variado de carga viral e nível de DO/CO variado na reação com anti-HCV, induzindo que 

o que foi essencial para a amplificação ou não do genoma foram fatores inerentes ao 

processamento da amostra em si.  No trabalho de Cruz e colaboradores (2012), é também 

pontuado que o coletor utilizado influencia diretamente na sensibilidade.  Neste trabalho, foi 

analisado o uso de diferentes coletores, como o Salivette e cuspe, para detecção do anti-HCV. 

Para o estudo em questão, o Salivette apresentou uma sensibilidade de 93,94% e especificidade 

de 100%, enquanto o cuspe 84,85% e 98,41%. 

Outra hipótese pertinente a extração, seria a de que para a realização da extração 

automatizada não há a manipulação humana inerente à extração manual, o que pode também ter 

diminuído a concentração final no método pelo kit <QIAamp Viral RNA Mini Kit=. 

Dada a escolha da extração automatizada como método de extração, foi analisado o 

impacto de uma posterior concentração de RNA para uma melhor sensibilidade. Desta forma, 

foram analisadas duas estratégias de concentração, (i) pela enzima <TurboDNAse= e kit <RNA 

Clean and Concentration System= da empresa Zymo Research e (ii) pelo kit <ReliaPrep RNA= 

da empresa Promega. Suponha-se que a atuação da <TurboDNAse= possa ter interferido na 

integridade do RNA da saliva, e por isso não conseguiu concentrar o ácido nucléico. E, tal como 

dito por Bhati et al. (2021), suponha-se que a concentração por <ReliaPrep RNA= não tenha sido 
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tão eficaz por ser uma metodologia que se embasa por membrana de sílica. Desta forma, a 

metodologia de extração escolhida foi a extração automatizada sem nenhuma concentração a 

posteriori. Quando comparados os resultados de concentração de RNA extraído e o perfil das 

amostras amplificadas, percebeu-se que as amostras mais antigas obtiveram um pior resultado. 

Isto corrobora com os achados de Cruz e colaboradores (2011) visto que a saliva em ambientes 

exógenos é pouco estável, salientando a importância de um tampão de eluição extração 

imediatamente após a coleta. Isso, por sua vez, apresenta uma limitação, ao passo que que é 

necessária uma certa infraestrutura local para já acontecer a extração seguida imediatamente 

após a coleta, o que não é a realidade de todos os hospitais e laboratórios do país. 

No intuito de otimizar a amplificação, duas diferentes estratégias foram analisadas: (i) 

PCR One-Step e (ii) cDNA com PCR, a qual a PCR One-Step apresentou melhores resultados. 

Como o RNA extraído de saliva possui contaminantes, é possível que a PCR por cDNA não 

tenha funcionado porque esses contaminantes e os reagentes de 3 reações moleculares diferentes 

(cDNA, primeira PCR e segunda PCR) possam ter inibido a reação. Por sua vez, a PCR One-

Step funcionou melhor. Para otimizá-la ainda mais, a concentração de diferentes reagentes foi 

analisada. 

Com o protocolo otimizado, foi possível obter uma sensibilidade de 47,6% na 

amplificação. Esse número não é tão sensível como o diagnóstico em soro já preconizado pelo 

Ministério de Saúde. Porém, estima-se que 78,6% dos infectados por HCV ainda não foram 

diagnosticados (Cui et al., 2023), principalmente devido à falta de uma infraestrutura para 

armazenamento e transporte para o sangue ou por uma dificuldade da punção venosa, em 

micropopulações como usuários de drogas e idosos. Apesar de não ser tão sensível, o protocolo 

em saliva poderia ser uma forma de facilitar o diagnóstico para essas populações, sendo um meio 

para corroborar um diagnóstico por teste rápido, ao passo que a realização de um teste rápido 

seguida por uma genotipagem da saliva poderia fornecer resultados moleculares para pacientes 

que não possam realizar punção venosa. Porém, novos estudos deverão ser realizados para 

aumentar a sensibilidade do fluxograma em saliva. Um dos parâmetros que pode ser reavaliado 

para uma melhor sensibilidade, são os parâmetros pertinente ao processamento da saliva, tal 

como bem descrito por Bathi e colaboradores (2021). 
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A genotipagem do HCV através de sequenciamento nucleotídico e posterior filogenia foi 

realizada para as amostras amplificadas. O genótipo mais prevalente no grupo amostral em soro 

foi o 1, seguido pelo 3. Esse enquadramento é similar ao quadro epidemiológico mundial, ao 

passo que os genótipos mais prevalentes mundialmente são o genótipo 1 (33,4% para o subtipo 

1b e 31% para o subtipo 1a) seguido do genótipo 3 (30,2%) (Gower et al., 2014). No referido 

estudo, o subtipo 1b apresentou maior prevalência, tal como na população do presente trabalho. 

Dados de vigilância genômica para o HCV, principalmente monoinfectados são escassos, então 

não foi possível afirmar se o perfil do grupo amostral foi semelhante ao quadro epidemiológico 

da população brasileira atualmente. Porém, estudo de Campiotto e colaboradores (2005) indicou 

uma prevalência significativa dos genótipos 1 (64,9%) e 3 (30,2%), o que também foi 

corroborado por Lampe (2013). Da mesma forma, o trabalho de Silva e colaboradores (2019) 

sobre o perfil das hepatites em pacientes coinfectados com HIV demonstrou uma prevalência 

73,8% do genótipo 1 e 21,4% do genótipo 3 no Brasil. A prevalência dos subtipos 1a e 1b na 

epidemiologia do HCV se dá por dois fatores: (i) associação específica com rota de infecção, ou 

seja, uma maior associação dos subtipos 1a e 3a à infecção por via intravenosa a partir de 

substâncias ilícitas (Asten, 2004 apud SawadaI, 2011) e (ii) mutações de resistência em proteínas 

do HCV de estirpes virais dos subtipos 1a e 3a que influenciam diretamente na falha terapêutica 

(Ding et al., 2021). 

  Das amostras de saliva amplificadas, foi possível genotipar 70% (7/10), visto que três 

amostras apresentaram um eletroferograma com uma alta quantidade de gaps e degenerações o 

que dificultou sua análise. Todas as amostras de salivas genotipadas apresentaram concordância 

em genótipo (100%) e 71% apresentaram concordância em subtipo. Resultando, desta forma, em 

3 amostras do subtipo 1a (43%), 1 amostra do subtipo 1b (14%), 1 do subtipo 2b (14%) e 2 

amostras (29%) classificadas corretamente a nível de genótipo somente. Uma discussão 

específica e pertinente a genotipagem do HCV em saliva por sequenciamento nucleotídica é 

difícil devido à ausência de dados sobre o tema, visto que somente dois estudos propuseram-se a 

genotipar o HCV por este fluido. Porém, nos estudos anteriores de genotipagem por saliva 

(Farías et al., 2010; Roy et al., 1998) os autores obtiveram respectivamente uma sensibilidade da 

genotipagem de 14,2% e 18,7% em pacientes HCV monoinfectados. Em contra ponto, o presente 

estudo apresentou uma sensibilidade de 47,6% (10/21) na amplificação; A acurácia do 

sequenciamento foi de 100% (7/7) na genotipagem a nível de genótipo e  71,4% (5/7) a nível de 
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subtipo.  Desta forma, o presente estudo foi o com maior capacidade de genotipagem do HCV 

em saliva já realizado. Não obstante, é provável que a sensibilidade da genotipagem aumente 

ainda mais com futuras padronizações do protocolo de amplificação da PCR One-Step.  

  Outrossim, foi realizado o cálculo de distância genética. A distância genética nucleotídica 

dentro do grupo de soro foi de 0,214 enquanto a peptídica foi de 0,156. Essa distância genética 

relativamente alta dentre o grupo amostral demonstra que o vírus apresenta uma alta taxa de 

diversidade genética, como apontado por Tsukiyama-Kohara e Kohara (2017). Mais 

especificamente, a taxa de mutação do HCV é considerada uma das maiores taxas de mutações 

de vírus de RNA, incluindo retrovírus (Kim, 1996 apud Echeverría, 2015). O que justifica essa 

divergência nucleotídica e peptídica mesmo dentro de um grupo que pareça, em primeira 

instância, pouco diverso (sendo 80,8% (17/21) das amostras genótipo 1, 9,6% (2/21) genótipo 3, 

4,8% (1/21) genótipo 4 e 4,8% (1/21) genótipo 2). 

  Ademais, os dados de distância genética entre a população de soro e saliva foram 

relativamente baixos, à luz da alta diversidade genética do HCV, sendo uma distância 

nucleotídica de 0,227 e peptídica de 0,169.  

Entretanto, quando comparada à distância genética entre o soro e a saliva das amostras 

que tiveram uma genotipagem de subtipo concordante em saliva, identificou-se uma média de 

distância de 0,1294 em soro e 0,0386 em aminoácido. Como esse cálculo de distância em 

específico feita por fluídos biológicos de um mesmo paciente, se esperasse que a distância 

genética fosse menor. Em estudos de Lago e colaboradores (2023) a distância genética entre as 

amostras de HBV, um vírus com uma variabilidade genética bem menor, coletado por soro e 

saliva foi de até 0.006, enquanto a distância genética coletada entre soro e sangue seco em papel 

de filtro (SSPF, em inglês dried blood spot) foi de até 0.115. Isso pode induzir que o aumento 

significativo na distância genética do soro e saliva de uma mesma amostra de HCV deste estudo 

possa ser (i) devido à alta taxa de degradações encontradas (ii) devido a replicação ativa do HCV 

no sítio salivar, como sugerido por Roy e colaboradores (1998). Uma replicação ativa com a alta 

taxa de mutação e replicação do HCV, aumentaria a distância genética da estirpe encontrada no 

soro e na saliva. De acordo com Roy em sua discussão, é debatido que talvez a divergência 

genética em diferentes sítios de replicação do HCV seja tão grande a justificar subtipos e 

genótipos diferentes em um mesmo indivíduo, o que também já foi sugerido por Domingo e 
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Perales (2019) em seu trabalho sobre quasispecies. Esse dado, por sua vez, corroboraria o dado 

das 2 amostras de saliva em que foi encontrado o mesmo genótipo do que o soro, porém subtipos 

diferentes. 

  Desta forma, foi possível observar um grande potencial da saliva para genotipagem do 

HCV e uma estabilidade genômica suficiente para analisar posições e resíduos de interesse, por 

exemplo, o que Adeboyejo e colaboradores (2023) salientou ser importante analisar em pacientes 

de falha terapêutica para o alcance da eliminação do HCV até 2030 como a OMS estabeleceu. 

De forma geral, devido à baixa sensibilidade do fluxograma, o protocolo de genotipagem 

do HCV em saliva não seria capaz de substituir o protocolo em soro, mas poderia auxiliá-lo em 

uma atuação nas micropopulações o qual não é possível a realização da punção venosa. 

Ademais, a distância nucleotídica e peptídica das amostras sequenciadas apresentou uma 

integridade genômica promissora, o que salienta que a saliva é um fluido biológico interessante e 

que pode agregar nas pesquisas do HCV e ajudar a cumprir as metas que a OMS estabeleceu em 

2016. 

 

7. CONCLUSÃO 

• O método de extração padronizado para a saliva foi de extração automatizada pelo 

equipamento da PerkinElmer; 

 

• Conforme já estabelecido na rotina laboratorial, o protocolo de amplificação por PCR in 

house do gene NS5B do HCV demonstrou ser eficiente na detecção qualitativa de RNA 

do HCV em amostras de soro. Já para saliva, após modificações de protocolo, o RNA do 

HCV foi detectado, porém, o ideal seria evitar o armazenamento prolongado por meses 

visto que pode ocorrer degradação do RNA viral;  

 

• Conforme esperado, o genótipo 1 do HCV demonstrou ser o mais prevalente tanto em 

amostras de soro quanto saliva;  
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• As sequências de nucleotídeos genotipadas a partir de amostras de saliva apresentaram 

uma distância genética relativativamente baixa, sugerindo que este fluido pode ser 

utilizado para análises nucleotídicas e peptídicas. 
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