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RESUMO

O virus da hepatite C e o virus da imunodeficiéncia humana partilham a
mesma forma de transmissdo e, esse fato, explica a alta frequéncia de
coinfeccdes. Os objetivos do presente estudo foram: determinar a frequéncia
da infeccdo pelo HCV em um servico de salude de S&o Paulo; caracterizar 0s
genaotipos das cepas virais detectadas; monitorar episodios de flutuacédo de
marcadores sorologicos e moleculares na populacdo estudada e detectar
possiveis casos de infec¢cdo oculta do HCV nos pacientes HIV positivos.
Para isso, foi realizado um estudo com o envolvimento de 147 pacientes
infectados pelo HIV atendidos no Servico de Extensdo ao Atendimento de
Pacientes HIV/AIDS do Departamento de Moléstias Infecciosas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (SEAP), com
amostras colhidas periodicamente. As amostras foram, inicialmente, triadas
por sorologia baseada na detec¢édo de anticorpos anti-HCV utilizando-se kits
comerciais. As amostras foram, posteriormente, analisadas pelo teste de
PCR em tempo real para a quantificacdo viral e sequenciamento para
identificacdo genotipica, importante para a caracterizacdo de cepas
circulantes em nosso meio. Foram analisados prontuarios para
complementacao dos dados obtidos. Foi observada frequéncia de exposicao
ao virus HCV em 13,6% (20/147) da populacédo de estudo, e 9,5% (14/147)
possuiam carga viral detectada em pelo menos uma das coletas realizadas.
Do total, 87,1% (128/147) mantiveram resultado negativo em ambos os
testes e nas duas coletas. O gendétipo predominante foi o 1, 69% (9/13),
seguido pelo gendtipo 3, 23% (3/13) e gendtipo 2, 8% (1/13). Observou-se
flutuacdo nos resultados dos testes sorolégicos em 20% (4/20) dos
pacientes. O presente trabalho forneceu dados epidemioldgicos e clinicos
importantes a saude publica, alertando, principalmente, sobre a importancia
do monitoramento periddico de pacientes coinfectados.

Palavras chave: coinfeccdo, Hepatite C, virus da imunodeficiéncia humana.



ABSTRACT

The hepatitis C virus and human immunodeficiency virus share the same
transmission route and this fact explains the high frequency of coinfections.
The objectives of this study were to determine the frequency of HCV infection
in a health service in Sdo Paulo; characterize the genotypes of the detected
virus strains; monitor serologic and molecular floating episodes in the study
population and detect possible cases of HCV infection hidden in HIV-positive
patients. For this, we conducted a study involving 147 HIV patients attended
at the Extension Service to Support Patients HIV / AIDS Department of
Infectious Diseases, Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo (SEAP),
with samples taken periodically. The samples were initially screened by
serology based on the detection of anti-HCV antibodies using commercial
kits. Samples were subsequently analyzed by real time PCR test for viral
quantification and sequencing for genotypic identification, important for the
characterization of circulating strains in our environment. Records were
analyzed to complement the data obtained. A frequency of 13.6% of the
studied population was exposed to the HCV virus (20/147) and 9.5%
(14/147) had viral load detected in at least one of the samples collected. Of
the total, 87.1% (128/147) remained negative in both tests and both samples.
The predominant genotype was 1, 69% (9/13), followed by genotype 3, 23%
(3/13) and genotype 2, 8% (1/13). Fluctuation was observed in the results of
serological tests in 20% (4/20) of patients. This work provided important
epidemiological and clinical data to public health alerting mainly on the
importance of periodic monitoring of coinfected patients.

Keywords: coinfection, Hepatitis C, human immunodeficiency virus.
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1. INTRODUCAO

As células hepaticas podem sofrer processo inflamatorio devido a
diversos fatores, como alteragcbes genéticas, disfuncbes metabdlicas,
exposicdo a agentes infecciosos, medicamentos ou substancias toxicas,
ocasionando hepatite. Esta doenca esta relacionada a perda de funcéo do
tecido hepatico, levando a graves complicacbes na saude do individuo
(Pannain, 2001).

Dentre os fatores descritos, a causa mais comum € a infeccao viral, que
pode ser assintomatica ou decorrer desde manifestagcbes clinicas
inespecificas e doenca hepatica aguda autolimitada, a infec¢cdes cronicas.
Até o momento, cinco tipos de virus foram descritos na literatura, sendo os
virus das hepatites A, B, C, D e E (Ferreira & Silveira., 2004).

O carcinoma hepatocelular esta associado com a cirrose hepatica em
mais de 80% dos casos de infeccdo, relacionada principalmente as
infeccbes crbnicas por virus da hepatite B (HBV) e/ou virus da hepatite C
(HCV) (Guyot et al., 2006).

A principal via de transmissao do HCV é a sanguinea e, sendo assim,
estudos apontam para alta frequéncia de pacientes infectados pelo HIV
(virus da imunodeficiéncia humana) também coinfectados pelo HCV
(Lacombe & Rockstroh, 2012).

Tendo em vista 0 aumento na expectativa de vida dos pacientes
infectados pelo HIV resultante da terapia antirretroviral, as pesquisas de
coinfeccbes, estudos epidemiolégicos, monitoramento do padréo das
infeccbes e pesquisa de resisténcia viral sdo importantes para diminuir a
transmissdo e garantir o diagnostico mais rapido e eficaz (Dore & Cooper,
2001).

A hepatite C € uma das principais causas de doenca hepatica crénica
em todo o mundo. Existe grande variacdo na prevaléncia da infeccdo pelo
virus de acordo com a regido geografica estudada, refletindo ndo so

caracteristicas epidemioldgicas distintas entre as populacbes, mas
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diferencas nas metodologias utilizadas para a realizacdo das estimativas
(Martins et al., 2011).

Estima-se que 130 a 150 milhdes de individuos possuem infeccéo
cronica pelo HCV, com risco de desenvolver as complicacdes da doenca. O
Brasil é considerado um pais de endemicidade intermediaria para hepatite C,
com prevaléncia da infeccao situada entre 2,5% e 10% (WHO, 2015).

O HCV ¢é transmitido fundamentalmente por vias parenterais.
Transfus6es de sangue com triagem e coleta inadequadas séo as vias mais
documentadas de transmissao parenteral (Oliveira-Filho et al., 2010). Outras
formas de infeccdo assim como sexual e vertical foram reportadas, porém de
forma esporadica e em grupos especificos. (Terrault et al., 2012; Sereno et
al., 2012). O compartilhamento de acessorios utilizados no uso de drogas é
a forma mais comum de transmissdo do HCV mundialmente. Estima-se que
60% dos novos casos da infeccdo registrados anualmente estéo
relacionados com o uso de drogas ilicitas, principalmente drogas injetaveis
(Oliveira-Filho et al., 2013).

O Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais do Ministério da
Saude (DDAHV) estima aproximadamente 734 mil pessoas vivendo com
HIV/AIDS no Brasil no ano de 2014, correspondendo a prevaléncia de 0,4%.
Entre os individuos com 13 anos ou mais de idade, a principal via de
transmissdo é a sexual. Entre os homens, observa-se um predominio da
categoria de exposicdo heterossexual; porém, ha uma tendéncia de aumento
na proporcgéo de casos em homens que fazem sexo com homens (HSH) nos
altimos dez anos, passando de 34,6% em 2004 para 43,2% em 2013. A
proporcao de usuarios de drogas injetaveis (UDI) vem diminuindo ao longo
dos anos em todo o Brasil, com tendéncia significativa de queda.

Estima-se que a taxa de prevaléncia da infeccdo pelo HIV, na
populacdo de 15 a 49 anos mantém-se estavel em 0,6% desde 2004, sendo
0,4% entre as mulheres e 0,8% entre os homens. Em relagcdo aos grupos
populacionais em situacdo de maior vulnerabilidade, com mais de 18 anos,
estudos realizados em 10 municipios brasileiros, entre 2008 e 2009,

estimaram taxas de prevaléncias de HIV de 5,9% entre usuéarios de drogas
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ilicitas, de 10,5% entre homens que fazem sexo com homens, e de 4,9%
entre mulheres profissionais do sexo (Ministério da Saude, 2011).

O Brasil tem como caracteristica uma epidemia estavel e concentrada
em alguns subgrupos populacionais em situacdo de vulnerabilidade. Foram
notificados 608.230 casos de AIDS, acumulados de 1980 a junho de 2011,
sendo 397.662 (65,4%) no género masculino e 210.538 (34,6%) no género
feminino. A diferenca da porcentagem entre os géneros vem diminuindo ao
longo dos anos. Em 1985, para cada 26 casos entre homens havia um caso
entre mulheres. Em 2010, essa relagéo foi de 1,7 homens para cada mulher
(Ministério da Saude, 2011).

A primeira definicdo de caso de AIDS adotada pelo Ministério da Saude
do Brasil foi em 1987, utilizando como referéncia a definicdo elaborada em
1985 pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Essa
definicdo, denominada de Critério CDC modificado, era fundamentada em
evidéncias laboratoriais de infeccdo pelo HIV e pela presenca de doencas
indicativas de imunodeficiéncia utilizando-se métodos diagndsticos
definitivos (Ministério da Saude, 2004).

Desde entédo, houve sucessivas revisdes com o objetivo de adequar os
critérios as condicdes diagnosticas laboratoriais e ao perfil de morbidade do
Pais.

Um grande avanco na definicdo brasileira para aumentar a
sensibilidade, foi a inclusdo de um marcador laboratorial de
imunossupressao, baseado na contagem de linfocitos T CD4 (menor do que
350 células/mm3), conferindo maior sensibilidade aos critérios brasileiros
(Ministério da Saude, 2004).

Ressalta-se que o CDC estabelece como critério para definicdo de
caso um ponto de corte na contagem de linfécitos T CD4 em 200
células/mms (Ministério da Saude, 2004).

O presente estudo discorre sobre o diagndstico das infe¢des pelo virus
da hepatite C em individuos infectados pelo HIV devido a importancia

epidemioldgica dos casos de coinfec¢cao HIV/HCV.
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1.1. Virus da hepatite C

A hepatite C é uma doenca viral infecciosa, contagiosa, causada pelo
HCV, conhecido anteriormente como agente da “hepatite ndo A ndo B’,

caracterizado em 1989 por Choo e colaboradores.

1.1.1. Caracteristicas estruturais e moleculares

O HCV é um virus da familia Flaviviridae, género Hepacivirus, podendo
apresentar-se como uma infecgéo oligo/assintomatica ou sintomética. E uma
particula esférica, com um diametro entre 55 e 65 nm, revestida
externamente por um involucro lipidico de origem celular, no qual estédo
ancoradas as glicoproteinas virais. No interior, 0 nucleocapsideo constituido
pela proteina do core protege o0 RNA gendmico viral (Lindenbach & Rice,
2005).

Figura 1: Representagao da estrutura do virus da hepatite C
Fonte: Jorge, 2003.

O genoma do HCV é constituido de fita simples de RNA (acido ribonucléico)
de polaridade positiva, e de 9.600 nucleotideos com regides né&o
codificadoras nas extremidades 5’ e 3’. Possui um unico cdédigo aberto de

leitura que codifica uma poliproteina de aproximadamente 3.000
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aminoécidos, que serd clivada com o auxilio de proteases virais e do
hospedeiro (Suzuki et al., 2007).
Os genotipos do HCV séo classificados de 1 a 7, sendo ainda divididos em
ao menos 67 subtipos identificados por letras (Smith et al., 2014).
Apresentam cerca de 30% da diversidade de sequéncias de
nucleotideos dos seus genomas. Como a resposta ao tratamento €
dependente do gendtipo, este se mostra de extrema relevancia na predicéo
da resposta virologica sustentada (RVS) (Ullah et al., 2012).
Em média, 80% das pessoas que se infectam ndo conseguem eliminar
0 virus, evoluindo para formas crénicas. (Ministério da saude, 2005).

As particulas do HCV séo constituidas pelas proteinas do envelope E1 e
E2, proteinas que apresentam regides hipervariaveis; as proteinas do
nucleocapsideo “c”, que €& uma proteina super conservada e altamente
imunogénica e a proteina “p7” cuja fungdo é conhecida por formar canais

ibnicos em membranas celulares (Griffin et al., 2003)
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Figura 2 - Representacédo esquematica genoma do virus da Hepatite C.

Fonte: Moradpour et al., 2007.
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Por ser um virus RNA pode sofrer varias mutacdes importantes de
resisténcia, seja por falta do sistema de correcdo durante o processo de
replicacdo do genoma, por presséo do sistema imune do hospedeiro, ou por
fatores do proprio virus. Essas mutacdes recorrentes dificultam a elaboragéo
de vacinas eficazes para a prevencdo da infeccao e interferem na eficacia
das novas drogas utilizadas, as chamadas drogas de acédo direta (DAA). A
ocorréncia das mutacdes virais deve ser identificada por estudos
moleculares  fornecendo assim, informacfes epidemioldgicas e

principalmente, alternativas de novos tratamentos (Choo & Pinho, 2003).

1.1.2. Replicacdo do HCV

O periodo de incubacdo do HCV apresenta média de 5 a 10 semanas,
podendo haver uma variagdo de 2 semanas a até 4 meses (Pybus et al.,
2001).

Como o HCV possui tropismo pelas células hepéaticas (hepatdcitos), a
infeccdo de células distantes desse sitio depende de receptores especificos
ou de enzimas tecidos-especificas que influenciam nesse tropismo (Filho,
2006).

O virus penetra na célula por endocitose, onde o RNA viral é liberado,
entrando em replicacdo e passando a comandar 0s principais mecanismos
celulares do hospedeiro. Ocorre a sintese da fita negativa do RNA, com
posterior sintese da nova fita positiva para que a replicacdo possa
prosseguir. A traducdo do genoma viral ocorre dentro dos ribossomos e as
proteinas sao processadas no reticulo endoplasmatico. Em seguida, a
montagem do virus ocorre no citoplasma, onde as proteinas do core
envolvem o acido nucléico e o reunem as proteinas do envoltério, formando
0s virions. A saida desse virion ocorre com a morte celular ou por exocitose
(Filho, 2006).

Os virus séo liberados na circulacéo, disseminados portanto, por via
sanguinea, onde sdo envoltos por um complexo lipoprotéico. Ocorre uma

infeccdo persistente, com sintese e eliminacdo continua de virus, produzindo
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lesBes celulares cumulativas que demoram a ter expressédo clinica (Filho,
2006).

Geralmente os pacientes continuam com viremia alta por um longo
periodo, desta forma seguem com uma infeccdo assintomatica evoluindo a

formas cronicas (Levinson & Jawetz, 2005).

1.1.3. Historia natural da doenca

O virus da hepatite C raramente causa infec¢cdo aguda sintomética.
Devido a uma série de fatores, o delineamento da historia natural a longo
prazo torna-se dificil (Davis, 1997). Os sintomas s&o geralmente
inespecificos e autolimitados, portanto, dificlmente a infeccdo €

diagnosticada na fase inicial (Chen & Morgan, 2006; Focaccia, 2013).

Dessa forma, a histéria natural do HCV € marcada por uma evolugao
silenciosa; geralmente a doenca é diagnosticada apds anos de infecgcédo. Os
sinais e sintomas sdo comuns a outras doencas crbnicas do figado e
costumam manifestar-se apenas em fases muito avancadas (Mandell, et. al.,
2010). Essas caracteristicas contribuem para os altos nimeros de pacientes
assintomaticos em todo o mundo, afetando negativamente o diagnostico da
infeccdo (Ministério da Saude, 2015).

A agressdo hepatocelular causada pelo virus C desencadeia um
processo degenerativo discreto e progressivo, levando a fibrose hepatica, a
cirrose e cancer hepatico apdés anos de infeccdo (Barone & Araujo, 2010).
Em fases mais avancadas, pode evoluir a 6bito (Mandell, et. al., 2010).
Estima-se que aproximadamente 350.000 mortes por ano s&o reportadas em
decorréncia da infecgcdo pelo HCV (Centers for Disease Control and
Prevention, 2014).
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1.1.4. Defini¢cfes da infec¢éao pelo HCV

A infeccdo aguda por HCV é determinada nos seis primeiros meses,
pela presenca de HCV-RNA no soro do paciente. ApGs seis meses de
replicagéo viral, por definicdo, o paciente entra na fase cronica da infecgao.
Como a fase aguda é comumente assintoméatica, dificilmente o diagnostico é
concluido (Vogel et al., 2011).

Ja a infeccdo oculta por HCV tem sido identificada pela presenca do
HCV-RNA no soro de pacientes com resultados negativos para anticorpos
anti-HCV, ap0s a fase aguda. Entretanto, outra forma de se caracterizar esse
tipo de infeccdo, € pela auséncia de anticorpos em individuos sabidamente
infectados cronicamente sem presenca do HCV-RNA no soro. Seja qual for o
tipo de caracterizacao de infeccéo oculta pelo HCV, esses pacientes poderao
transmitir a doenca aos seus contatos e o diagnéstico tardio podera dificultar
o tratamento (Quiroga, 2009).

O individuo infectado pelo virus C apresenta sorologia anti-HCV
reagente por um periodo indefinido, porém, esse padrdo nao distingue as
fases da doenca, sendo necessaria a realizacdo dos testes moleculares para
a definicdo de hepatite aguda, cronica, ou até a resolucdo do quadro
(Ministério da saude, 2009).

Alguns estudos demonstram que uma consideravel porcentagem de
pacientes que sofriam de doenca hepética de etiologia desconhecida

possuia infeccdo oculta por HCV (Bokharaei-Salim et al., 2011).

1.2. Coinfecc¢éo (HIV/HCV)

Sendo o sangue a principal via de transmissdo do HCV, importante via
também para o HIV, estudos mostram que um entre quatro pacientes
portadores do HIV estd também, coinfectado pelo HCV (Lacombe K &
Rockstroh, 2012).

Estima-se que 38 milhdes de pessoas em todo o mundo estejam

infectadas pelo HIV, e dessas, de 4 a 5 milh6es sdo portadoras também do
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HCV. (Wolff et al., 2010).

Estudos mostram que a prevaléncia do anti-HCV entre HSH varia entre
0 e 23%, mostrando-se maior do que entre doadores de sangue. Entretanto,
muitos desses estudos nao incluem informacfes de usuarios de drogas
injetaveis (Van de Laar et al., 2010). Entre HSH n&o usuérios de drogas a
prevaléncia varia entre 1 e 7 % enquanto que, entre os HSH que ja tiveram
historico de uso, varia de 25 a 50%. Além disso, a prevaléncia do anti-HCV
em individuos HIV reagente é consideravelmente maior, variando de 3 a
39%, quando comparados com individuos HIV ndo reagente, que pode variar
entre 0 a 19% (Van de Laar et al., 2010).

No Brasil, aproximadamente 0,5% da populacdo adulta esta infectada
pelo HIV e, entre aqueles que compareceram aos servicos publicos de
saude para atendimento ambulatorial, 16% estdo também coinfectados com
o HCV. Dos individuos atendidos nos Centros de Testagem e
Aconselhamento (CTA) 42% apresentavam-se coinfectados, assim como
54% dos atendidos em clinicas de doengas infecciosas (Wolff et al., 2010).

O HCV é detectado entre 4 e 8% em criancas nascidas de maes
infectadas e a coinfeccdo HIV/HCV aumenta o risco de infec¢do da crianca
por ambos os virus e esté relacionado com elevada carga viral materna.
(Lacombe & Rockstroh, 2012)

Estudos tém demonstrado que a infeccdo pelo HIV em pessoas
também infectadas por HCV resulta em uma progressao mais rapida para
doenca hepatica, se comparados com aquelas infectadas apenas por um
agente etiolégico (Mendes-Corréa, 2000). Como resultado, o HCV pode ser
considerado uma infeccdo oportunista em pessoas infectadas pelo HIV,
embora ndo seja considerada uma doenca definidora de AIDS (Centers for
Disease Control and Prevention, 2002).

Ao longo dos ultimos anos, um grande numero de casos de hepatite C
aguda tem sido reportado mundialmente entre individuos infectados pelo HIV
(Vogel et al., 2011).

Estudos observacionais demonstram o alto indice de pacientes

infectados pelos virus HIV e HCV e evidenciam a dificuldade no diagndstico
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sorolégico, j& que os individuos infectados pelo HIV podem ter uma reducéo
significativa nos anticorpos, os quais sao alvos desses ensaios (Mendes-
Corréa, 2000).

Considerando os pacientes imunossuprimidos, a utilizacdo de testes
sorolégicos € considerada um método diagndstico, porém, como a resposta
imunolégica pode ser alterada, a PCR (reacéo em cadeia da polimerase) em
tempo real € um importante método para confirmacdo do diagndstico
(Carvalho et al., 2009).

1.3. Métodos laboratoriais

Para o diagndstico laboratorial do virus HCV é comumente realizado o
teste de sorologia, o qual detecta anticorpos anti-HCV, porém, os anticorpos
especificos contra o virus podem demorar até 6 semanas para serem
detectados no sangue dos pacientes. A investigacao inicial da infeccao pelo
HCV consiste na realizacao desses exames imunoenzimaticos (ELISA) para
deteccdo de anticorpos especificos contra proteinas virais, sendo de 32
geracdo 0 teste de triagem sorolégica, com alta sensibilidade e
especificidade. Embora esse teste seja muito sensivel para rastreamento do
HCV, seu resultado ainda pode mostrar-se falso negativo no periodo de
“‘janela imunologica” (National Institutes of Health, 2002).

Os resultados falsos negativos também podem ocorrer em individuos
com algum tipo de comprometimento do sistema imunoldgico, o que inclui
pacientes infectados pelo HIV, jA que nesses pacientes pode ocorrer uma
gueda dos anticorpos totais, impedindo que estes sejam detectados nos
exames sorologicos (Moreira, 2003; Mendes-Corréa, 2000).

Estudo de Shah e colaboradores (2003) desenvolveu um teste
imunoenzimético que além de detectar anticorpos, também detectam os
antigenos virais circulantes, os quais aparecem em grande namero na fase
aguda da doenca, diminuindo o periodo de janela imunolégica e tambéem
reduzindo o numero de resultados indeterminados.

As reacOes falsas positivas também podem ocorrer, embora com
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menor frequéncia, devido a alta sensibilidade dos ensaios disponiveis. A
confirmacdo de um resultado positivo para ELISA é realizada por testes
complementares como o Immunoblot recombinante (IB), mais especificos e
geralmente empregados para verificar falso positivo em individuos com baixo
risco de infeccdo (Kim et al., 1999). Porém, o teste do IB ndo tem sido mais
utilizado, devido ao seu alto custo e a baixa utilidade na pratica clinica.

Para o diagnostico laboratorial, além dos métodos sorologicos, é
necessaria também a realizacdo de métodos moleculares. A PCR em tempo
real (QPCR) constitui um método o qual detecta casos em que ainda n&o
houve a soroconversdo, mas pode haver o virus circulante, como também é
atil no monitoramento da resposta ao tratamento através da quantificacao da
carga viral (Zein, 2000).

A PCR é uma das técnicas de biologia molecular mais utilizada, que
amplifica parte do genoma do virus sendo extremamente sensivel. Este
teste, uma vez que detecta o genoma viral, permite confirmar a infeccéo pelo
HCV, podendo ser qualitativo para deteccdo do virus ou quantitativo para
quantificacdo da carga viral circulante (Germer & Zein, 2001).

Os testes moleculares qualitativos eram utilizados principalmente para
individuos com sorologia positiva para confirmacdo de diagndstico. As
técnicas quantitativas eram utilizadas posteriormente para predicdo do
prognéstico e evolucao clinica da doenca, considerando a terapia (Ballardini
et al., 1997). Atualmente, novas diretrizes orientam a utilizacdo dos testes
guantitativos. A PCR em tempo real é utilizada ndo so para deteccdo, mas
também para a quantificacdo viral, otimizando os resultados, ja que
promovem o fechamento do diagnéstico e acompanhamento da evolucdo do
paciente (European Association For The Study Of The Liver, 2011).

Outro método molecular importante é a genotipagem, capaz de
identificar diversos genotipos, subtipos e populacbes mistas do HCV. Essa
caracterizagdo apenas complementa a avaliacdo clinico-laboratorial em
relacdo a estratégia para o tratamento da infeccdo (Ministério da saude,
2015).

22



Em relacdo ao HIV, devido a diversidade genética e a freqiéncia de
mutagdes, o padréo de resisténcia aos antirretrovirais pode ser determinado
através de testes de resisténcia, especialmente o sequenciamento, o qual
permite a deteccdo de mutacdes pontuais do genoma viral, sendo um
grande aliado na resposta ao tratamento e monitoramento das combinacdes
entre as drogas administradas (Ferreira, 2011).

1.4. Tratamento da coinfeccéo

Antes do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas vigente, o
tratamento da hepatite C baseava-se no uso de interferon peguilado (PEG-
IFN) e ribavirina (RBV) (Ministério da Saude, 2011). Apos reviséao,
disponibilizou-se a adicdo dos inibidores de protease de primeira geracéo
(boceprevir e telaprevir) para pacientes infectados apenas pelo HCV e com
gendtipo 1 do virus (Ministério da saude, 2013). Entretanto, apesar dos
avancos terapéuticos e do longo tempo de experiéncia com estes
tratamentos, os resultados ndo s&o considerados totalmente satisfatorios,
pois ainda ocorre o uso de medicamentos injetaveis, com um longo periodo
de terapia e baixo indice de resposta virologica sustentada (RVS) (Ministério
da Saude, 2015).

O Ministério da Saude publicou em 2015 o novo Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas de Hepatite C e coinfeccdes, elaborado pelo
Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais. O protocolo clinico proposto
pelo DDAHV prevé a utilizagdo de uma combinacdo de antivirais de Gltima
geracédo (sofosbuvir, daclatasvir e simeprevir) para o tratamento da hepatite
C cronica, priorizado para pacientes em fases mais avancadas da doenca ou
condicdo que demande assisténcia imediata como coinfeccdo HCV/HIV,
manifestacbes extra-hepaticas, insuficiéncia hepatica, pré e pos-transplante
de figado. Com isso, alguns segmentos que nao eram beneficiados poderdo
ser tratados, como é o caso dos individuos coinfectados (Ministério da
Saude, 2015).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1) Conhecer a frequéncia da infeccdo pelo HCV em pessoas
infectadas pelo HIV em um servico de saude na cidade de Sao
Paulo.

2) Caracterizar os genoétipos das cepas de HCV detectadas.

3) Monitorar episodios de flutuacdo dos marcadores sorologicos e
moleculares na populacao estudada.

4) Detectar possiveis casos de infec¢do oculta do HCV nos pacientes

HIV positivos.
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3. JUSTIFICATIVA

Estudos epidemiol6gicos demonstram que a coinfeccdo HCV/HIV é
bastante frequente em pacientes portadores do HIV em todo mundo, e essa
situacdo pode contribuir para a progressdo da doenca hepatica crbénica, o
que leva a necessidade do rastreamento desses casos. Além disso, a
infeccdo pelo HIV pode ocultar casos de infeccéo pelo HCV, devido a queda
na concentracdo dos anticorpos totais, quando o marcador analisado for
apenas o0s anticorpos. Dessa forma, os pacientes infectados pelo HIV
tornam-se potenciais transmissores do virus HCV, com a possibilidade de
ocorrer viremia mesmo na auséncia de anticorpos.

Além disso, os pacientes infectados pelo HCV, quando identificados e
tratados na fase aguda da infec¢cdo, tém menor chance de progressao da
doenca, podendo-se avaliar a melhor opgéo de tratamento e seguimento nos
pacientes coinfectados.

Consideramos, assim, esse estudo de grande importancia
epidemioldgica e para a saude publica, fornecendo dados de prevaléncia da
coinfeccdo em um servico de saude especializado no atendimento aos
pacientes HIV  positivos, apresentando medidas de prevencéo;
disponibilizando o diagnostico precoce da Hepatite C, favorecendo o
tratamento na fase inicial da infeccdo e caracterizando os gendtipos

presentes nesses casos.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos descritos nesse estudo foram iniciados apoés a
aprovacao do comité de ética das InstituicBes participantes. Foram tomadas
todas as providéncias para garantir a integridade fisica e moral de todos os
pacientes envolvidos.

Também foi aplicado o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) aos pacientes que participaram do estudo, aprovado previamente
pelo comité. O termo foi elaborado de forma clara e sucinta com a
preocupacdo com o bem estar dos pacientes, assim como a garantia de
confidencialidade dos resultados, sem causar prejuizo a nenhum dos

participantes (Anexo 1).

4.2. Pacientes e amostras clinicas

O Servico de Extensdo ao Atendimento de Pacientes HIV/AIDS (SEAP)
€ um ambulatdrio e hospital dia, o qual promove assisténcia multidisciplinar a
pacientes adultos vivendo com HIV, que podem ter acesso as areas de
infectologia, psicologia, ginecologia, proctologia, oftalmologia, nutricdo e

saude bucal.

Inicialmente os pacientes foram recrutados, de um estudo anterior
composto por 169 amostras aleatorias de pacientes infectados pelo HIV em

atendimento no SEAP, durante o periodo de junho de 2013 a maio de 2014.

Apés aprovacdo do comité de ética em pesquisa para a realizacdo da
segunda etapa das coletas de sangue, foi realizado um levantamento dos
agendamentos de consulta dos pacientes envolvidos, e um novo TCLE foi
apresentado na data de consulta e, aqueles que concordaram, fizeram parte
de nossa casuistica. O periodo de realizacdo das entrevistas e novas coletas

de sangue foi de novembro de 2014 a junho de 2015.
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Dos 169 pacientes, cinco ndo possuiam agendamento de consulta, oito ndo
possuiam mais registro no servigco. Foram entrevistados 156 pacientes,
sendo que oito deles ndo concordaram em participar do estudo e, de um
paciente, ndo foi possivel realizar a puncédo, incluindo-se, assim, 147
pacientes que foram acompanhados durante o estudo.

Durante esse periodo, cinco pacientes obtiveram resultados
discordantes e foram submetidos a mais uma coleta de sangue para
complementacdo de dados. Essa nova coleta aconteceu de novembro de
2015 a marco de 2016.

Foram colhidos 8 mL de sangue por puncao venosa de cada um dos
147 pacientes, em dois tubos com EDTA (acido etilenodiaminotetracético).
Os materiais foram enviados imediatamente apés a coleta ao Laboratorio de
Hepatites do Instituto Adolfo Lutz, em caixas térmicas apropriadas.

As amostras foram centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos.
Posteriormente, foram separadas 3 aliquotas de plasma, com 1mL cada, em
tubos cénicos, sendo, entdo, armazenadas em congeladores distintos, a
- 20° C.

4.2.1. Critérios de selecdo de pacientes.

4.2.1.1. Critérios de inclusao

Pacientes acima de 18 anos, infectados pelo HIV em qualquer estagio da
infeccdo em acompanhamento no SEAP que concordassem em assinar o
TCLE e que tivessem participado do estudo anterior.

4.2.1.2. Critérios de exclusao

Pacientes em tratamento para HCV durante o periodo das coletas, ou que

nao concordassem em assinar o TCLE.
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4.3. Diagnostico Soroldgico

Inicialmente, foi realizada uma triagem sorolégica das amostras
obtidas, utilizando-se kit comercial Murex anti-HCV-version 4.0, registrado e

liberado pelo Ministério da Saude.

4.3.1. Principio do ensaio

A triagem sorolégica é baseada na deteccdo de anticorpos anti-HCV
em soro ou plasma humano. Trata-se de um ensaio imunoenzimatico onde a
placa esta sensibilizada com antigenos purificados contendo sequéncias da
regido core do HCV (NS3, NS4 e NS5), portanto, na presenca de anticorpos

anti-HCV ocorre reagdo com o substrato, promovendo cor.

4.3.2. Procedimento

No ensaio, 20uL da amostra diluida em 180uL de diluente (tampéo
contendo proteinas bovinas e conservantes) foram incubados nos
micropocos revestidos com o antigeno purificado. Nessa primeira incubacgéo
(37°C por 1 hora), quaisquer anticorpos anti-HCV ligam-se ao antigeno
imobilizado. Ap6s lavagem para remocdo do material ndo ligado, foi
adicionado a placa o conjugado (peroxidase/anticorpo monoclonal anti-IgG
humano), seguido de incubacao (37°C por 1 hora), o qual promove ligacao
com o anticorpo fixado na primeira etapa. Apés a remogédo do excesso de
conjugado, foi adicionado o substrato contendo TMB (tetrametilbenzidina) e
peroxido de hidrogénio. A cor roxa se desenvolve nos pogos contendo
anticorpos anti-HCV, ou seja, nas amostras positivas. A reacao enzimatica foi
interrompida com solugcdo de &cido sulfurico na concentragdo 1N, a qual
promove cor alaranjada nos pocos, que foram lidos no espectrofotémetro. A
guantidade de conjugado ligado a placa esta diretamente relacionada com a
concentracdo de anticorpos presentes na amostra. A tabela 1 apresenta as

interpretacdes dos resultados do ensaio.
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Tabela 1: Interpretacbes dos resultados de sorologia obtidos pelo ensaio

murex anti-HCV-version 4.0%.

Validacao do teste Resultados
NC <£0,25 R: > da faixa do Cut off
PC =NC + 0,8 ou mais NR: < da faixa do Cut off
Cut off = média NC + 0,600 IND: 10% < ou > do valor de Cut off

*NC: controle negativo; PC: controle positivo; IND: indeterminado; R: reagente; NR: n&o
reagente; Cut off: valor de corte

4.4. PCR em Tempo Real Quantitativo

Todas as amostras foram, também, analisadas pelo teste PCR em
tempo real, utilizando-se o ensaio Abbott Real Time HCV®,
independentemente dos resultados obtidos na sorologia, para que pudesse

ser observada a soroconverséo ou infec¢ao oculta nesses pacientes.

4.4.1. Principio do ensaio

O ensaio utiliza a reacdo em cadeia da polimerase com transcricéo
reversa para gerar produto amplificado a partir do genoma do RNA do HCV
em amostras clinicas. Apos extragdo do material genético, a quantificacdo da
sequéncia alvo presente em cada ciclo de amplificacdo é medida através do
uso de sondas de oligonucleotideos, marcadas por fluorescéncia no
equipamento m2000rt. Os “primers” Real Time HCV séo direcionados a
regido 5’NCR do genoma do HCV. As sondas somente irdo gerar o sinal se
estiverem ligadas ao produto amplificado especifico. O ciclo de amplificacéo,
ao qual o sinal fluorescente € detectado, é proporcional ao log da

concentracdo de RNA viral presente na amostra original.
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4.4.2. Procedimento

O ensaio Abbott Real Time HCV consiste nos seguintes kits de
reagentes: Abbott m sample preparation systemrna®, Abbott Real Time HCV®
kit reagente de amplificacdo, Abbott Real Time HCV® kit de calibradores,
Abbott Real Time HCV® kit de controles.

4.4.2.1. Preparacao das amostras

A preparagdo de amostras foi realizada de acordo com instrugdes do
fabricante, sendo necesséario 1 mL de plasma de cada amostra (sendo 500
ML utilizados na reacdo e 500 uL de volume de seguranga). Os reagentes
incluidos no sistema de preparo Abbott m sample preparation systemrna®
séo:

- mWhash 1 rna

- mWhash 2 rna

- mMicroparticles rna
- mLysis

- Controle Interno

O propésito da preparacdo foi extrair e concentrar o RNA alvo para
tornad-lo acessivel a amplificacdo. Este processo foi realizado no
equipamento m2000sp, um sistema automatizado de processamento de
amostras.

Os reagentes do sistema rompem as particulas virais e expdem seu
material genético, que é capturado e lavado para remocao de componentes
nao ligados da amostra.

Os acidos nucléicos ligados foram eluidos e transferidos para uma
placa de 96 orificios profundos. O controle interno foi introduzido no
procedimento de preparacdo das amostras e processado também junto aos

calibradores e controles.
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4.4.2.2. Reacao de amplificacao

Apéds o equipamento m2000sp completar a extracdo, os reagentes de
amplificacdo e o frasco da mistura principal foram carregados na area de
trabalho conforme instrucdes do fabricante. Apos o preparo, a placa foi
lacrada e direcionada a é&rea de amplificagcdo, a qual foi inserida no
equipamento m2000rt e iniciada a operacdo. ApO6s o0 término do
processamento o0s resultados foram impressos e realizada a manutencao

dos equipamentos e descarte dos consumiveis.

4.4.2.3. Interpretacao de resultados

A concentracdo de RNA do HCV em uma amostra ou controle é
calculada a partir de uma curva de calibragdo armazenada. O instrumento
Abbott m2000rt informa automaticamente os resultados, em Ul/mL. A Tabela

1 apresenta os possiveis resultados e as interpretacées do ensaio.

Tabela 2: Interpretacbes dos resultados da gPCR obtidos pelo equipamento
m2000rt.

RESULTADO INTERPRETACAO DESCRICAO

Targed not detected Alvo ndo detectado RNA do HCV néo detectado na amostra

<12 Ul/mL Alvo detectado RNA detectado, porém abaixo do limite
linear de quantificacéo.
Entre 12 e 10® Ul/mL Alvo detectado RNA detectado, dentro do limite linear de
quantificacao.
> 10° Ul/mL Alvo detectado RNA detectado, porém acima do limite

linear de quantificagéo.
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4.5. RT-PCR “in house” e sequenciamento viral para genotipagem do
HCV

As amostras positivas no ensaio quantitativo foram também

submetidas a RT-PCR “in house”, para a caracterizagdo dos genotipos virais.
4.5.1. Extracdo do RNA viral

As amostras de plasma foram extraidas empregando-se o kit comercial
QlAamp Viral RNA Kit®, da Qiagen, utilizando-se soro ou plasma para esse
procedimento.

A 140pL de plasma/soro, foram adicionados 560uL de tamp&do AVL,
contendo RNA Carrier. Apés 10 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, a amostra € lisada sob altas condi¢cdes de desnaturacdo para
inativacdo de RNases e assegurando o isolamento intacto do RNA viral. Ao
lisado, 560uL de etanol 96% foi acrescentado, ajustando condicdes
tamponantes e proporcionando ligacdo 6tima do RNA a membrana de silica.
Apos a ligacdo, foram realizadas duas lavagens com diferentes tampdes,
garantindo a retirada dos contaminantes. Ap6s esses procedimento foi
realizada a eluicdo com 80uL de tampao AVE, livre de RNase, obtendo-se o
eluido livre de proteinas, nucleases e outros contaminantes e inibidores. As

amostras extraidas foram armazenadas em congeladores a -70C.
4.5.2. Sintese do DNA complementar — cDNA

A partir do produto da extracdo, 0 processo da transcricdo reversa a
37°C por 1 hora, seguindo de inativacdo da enzima a 95°C por 15 minutos,
foi realizado utilizando dNTPs (Life Technologies®), DDT (Life
Technologies®), inibidor de RNAses (RNAsin — Life Technologies®), primer
NCR2, especifico para a regiado 5’NCR do genoma do HCV, e a enzima
transcriptase reversa (MMLV RT - Life Technologies®) em quantidades e

concentracdes pré estabelecidas (Moreira RC et al., 2003).
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4.5.3. “Nested” PCR “in house”

Apos o processo de sintese do DNA complementar foi procedida a
PCR, utilizando-se “primers” especificos da regido 5’"NCR — PTC1, dNTPs
(Life Technologies®), MgCl, (Life Technologies®), enzima TagDNA polimerase
(Life Technologies®), em quantidades e concentracdes pré estabelecidas
(quadro 1). Realizou-se a primeira amplificacdo através do termociclador
(Eppendorf®), utilizando programa de ciclos de temperaturas no qual
amplifica-se o material genético (quadro 2). A “nested” PCR foi realizada a
partir do produto amplificado na primeira reagao, utilizando-se dois “primers”
internos da regido 5 NCR - PTC3 e NCR4, dNTPs (Life Technologies®),
MgCl; (Life Technologies®), enzima TagDNA polimerase (Life Technologies®),
em quantidades e concentracfes pré estabelecidas (quadro 1). Realizou-se
a amplificacdo no mesmo programa de ciclagem anterior (Moreira RC et al.,
2003).

Uma amostra de plasma sabidamente positiva pela técnica de PCR foi
utilizada como controle da amplificagdo e, para cada trés amostras
analisadas, aliquotas de agua foram intercaladas como controles negativos e

controles de possiveis contaminacdes nas reacoes.

“primers” Sequéncia Posi¢cdo no genoma
PTC1 CGT TAG TAT GAG TGT CGT GC 89 - 108
NCR2 ATACTC GAG GTG CAC GGT CTACGAGACCT 349 - 321
PTC3 AGT GTC GTG CAG CCT CCAGG 99 - 118
NCR4 CAC TCT CGA GCA CCC TAT CAG GCAGT 313 - 288

Quadro 1: Sequéncia correspondente de cada um dos “primers” utilizados na

reacao de PCR.
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Ciclos Temperatura Tempo

94°C 55 segundos
25 55°C 40 segundos

72°C 40 segundos
1 72°C 7 minutos

Quadro 2: Sequéncia de ciclagem para processamento da amplificacdo do

material genético.

4.5.4. Identificagao e quantificagao dos fragmentos (5’NCR)

Para a identificacdo e quantificacdo do fragmento gendémico
amplificado, foram realizadas corridas eletroforéticas, onde 8uL do produto
final da “nested” PCR foram misturados com 1uL de solugcdo tampéao de
amostra (1% de azul de bromofenol e 40% de glicerol - Life Technologies®)
e aplicados em gel de agarose (Life Technologies®), em concentragdo de
2,0% em tampao TAE (Tris-acetato-EDTA — 50X - Life Technologies®) diluido
cinquenta vezes com 6 UL de Sybr Safe, para cada 100mL de gel. Realizou-
se a corrida por 30 minutos, sob voltagem de 115V. Como controle da
eficiéncia da corrida eletroforética e para a avaliacdo do tamanho do
fragmento amplificado e quantificacdo do produto obtido, 8 uL de Low DNA
Mass Ladder (Life Technologies®), foi aplicado junto com as amostras. A
quantificacdo se da comparando a intensidade das bandas obtidas com o
padrédo de massa, de acordo com as instru¢des do fabricante (figura 3).
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Table 1: Amount of DNA (ng) per band

The table below shows the amount of each DNA
— 2000 fragment in a given volume of ladder.
T Note: The volumes in the table are for ladder
only, not ladder plus dye; for example, if you
loaded 4 pl of ladder with 1 pl of dye, use the
wvalues in the 4 ul column.

Volume of Low DNA Mass Ladder

Fragment size 2ul 4l Syl
2000 bp 10ng 20ng 400 ng
A0 1200 bp 60ng 1Mng  240ng
il 800 bp 40ng 80 ng 160 ng
400 bp 20ng 40ng S0ng
00 bp 10ng 20ng ng
100 bp Sng 10ng Mng

Figura 3: Instru¢cdes do fabricante (Life Technologies®) para andlise da

quantificacdo de fragmentos de DNA.

4.5.5. Sequenciamento viral

4.5.5.1. Reagéao de sequenciamento por “cycle sequencing”

A 2uL do DNA quantificado em comparacdo as bandas do Low DNA
Mass Ladder, seguindo as instru¢des do fabricante (3ng), foram adicionados
2L de primer PTC3 e NCR4 para a regiao 5’NCR em concentragcédo de 2
pmol/uL cada, 5uL da mistura de reacao do “Kit” de sequenciamento (Big
Dye®) que contém ddNTPs marcados e as enzimas AmpliTaqg DNA
Polimerase FS e rTth pirofosfatase, 3uL de tampao Tris-HCI (pH 9,0) e
MgCI2 5 X e 8,0uL de agua ultrapura (MilliQ) para um volume final de 20pL.
Em seguida, as amostras foram submetidas a repetidos ciclos de variagao
de temperatura, em termociclador, com programa especifico para a sintese
da fita complementar e incorporacdo dos ddNTPs marcados (25 ciclos de
96°C por 30 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos).
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4.5.5.2. Precipitacdo das amostras apos “cycle sequencing”, desnaturagao e

aplicacdo no gel, das amostras amplificadas para a regido 5’NCR.

Apos a reacdo de sequenciamento, as amostras foram precipitadas

com isopropanol para a retirada dos ddNTPs marcados nao incorporados.

Aos 20uL de reacéo, foram adicionados 80uL de isopropanol 70%. Os
microtubos foram submetidos a forte agitacdo por 10 segundos e incubados
a temperatura ambiente por 15 minutos. Apés incubacao, as amostras foram
centrifugadas por 25 minutos a 13.200 rpm a temperatura ambiente. Em
seguida, foi removido o isopropanol e adicionado 1000uL de etanol 70% ao
precipitado. Realizou-se novamente a centrifugacéo por 15 minutos a 13.200
rpm a temperatura ambiente. Apds a centrifugacéo, o etanol foi retirado e as

amostras incubadas a 60°C por 3 minutos para a evaporagcao total do etanol.

A cada tubo contendo as amostras, foram adicionados 10uL de
formamida HIDI (Life Technologies®), homogeneizadas varias vezes,
submetidas a forte agitacdo por 10 segundos, centrifugadas a 13.200 rpm
por 15 segundos e incubadas a 95°C por 5 minutos para desnaturacdo e
submetidas a resfriamento por mais 5 minutos. Imediatamente submeteu-se
as amostras a eletroforese em Sequenciador Automético ABI 3130XL (Life
Technologies®).

4.5.6. Andlise das Sequéncias para Genotipagem

Realizou-se a classificagdo dos genoétipos pela comparacdo do
alinhamento das sequéncias de aminoacidos obtidas com sequéncias ja
conhecidas dos diferentes genétipos do HCV depositadas no Genbank. Para
estas analises foram utilizados os programas Sequence Scanner Software

(Life Technologies®).
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A classificagdo dos gendtipos foi confirmada pela ferramenta
Genotyping disponivel no site do NCBI (National Center for Biotechnology

information), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/ genotyping/formpage.cgi.

4.6 Andlise de prontuarios

Foram avaliados os prontuarios dos pacientes para complementacao
dos dados, observando-se os resultados de carga viral do HIV, valores de
linfécitos T CD4, carga viral do HCV e os resultados das sorologias para
HCV, dos pacientes durante todo o periodo de seguimento no SEAP.
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5. RESULTADOS

Foram acompanhados 147 pacientes, recrutados na data de
atendimento no SEAP.

Participaram 95 pacientes (65%) do género masculino e 52 (35%) do
género feminino.

A média de idade de todo o grupo foi de 53 anos, com idade minima
de 32 e méaxima de 75 anos.

A faixa etéria predominante foi de 50-59 anos (46%), sendo que, no
grupo de pacientes do género feminino esse valor representa 42% e do

género masculino 47% (Figura 4).
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Figura 4: Apresentacdo das caracteristicas dos pacientes por faixa etaria e

por género. Acima, faixa geral, a esquerda, grupo de pacientes do sexo

masculino e a direita, sexo feminino. Abaixo divisdo do grupo apenas pelo

género (F: feminino; M: masculino).
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Dos 147 pacientes observou-se frequéncia de exposi¢ao ao virus HCV
em 13,6% (20/147) dos pacientes e 9,5% (14/147) possuiam carga viral
detectada em, pelo menos, uma das coletas realizadas.

A figura 5 representa os resultados de sorologia e PCR em tempo real

realizadas.
AMOSTRAS
(n:147)
Sorologia ndo reagente Sorologia ndo reagente Sorologia reagente Sorologia reagente
gPCR nao detectada gPCR detectada gPCR detectada gPCR nao detectada
127 01 13 06

Figura 5: Resultado final dos ensaios de sorologia e gPCR realizados em ambas as

amostras.
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Das 14 amostras com carga viral positiva, foi possivel realizar a
genotipagem de 13 delas por sequenciamento. O gendétipo predominante foi
0 1, 69% (9/13), seguido pelo gendtipo 3, 23% (3/13), e 0 gendtipo 2, 8%
(1/13). (Figura 6).

Distribuicao de gendtipos

]l m2 =3

Figura 6: Distribuicdo de gendtipos encontrados na populagéo de estudo.
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Resultados discordantes foram observados, por exemplo: o paciente 41
apresentou resultado néo reagente na sorologia, nas duas amostras
analisadas, porém, foi detectada carga viral de 177 Ul/mL (Log 2,25) na
primeira amostra.

Além deste, o paciente 52 apresentou resultado indeterminado para
sorologia na primeira coleta e positivo na segunda, mantendo carga viral ndo
detectada em ambas as amostras. O paciente 88, o qual teve resultado néo
reagente na sorologia da primeira amostra, apresentou resultado reagente
na segunda, mantendo o resultado de carga viral ndo detectada.

A tabela 3 apresenta o perfil discordante dos trés pacientes descritos

acima.

Tabela 3: Resultados dos casos discordantes entre os ensaios das amostras da primeira

e segunda coleta.

PACIENTE  SOROLOGIA1 SOROLOGIA 2 qPCR 1 qPCR 2
CO-41 NR NR D (Log 2,25) ND
CO-52 IND R ND ND
CO-88 NR R ND ND

*D: detectado, ND: ndo detectado, R: reagente, NR: ndo reagente, IND: indeterminado. (Limites

de deteccdo descritos em casuistica e métodos)
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A tabela 4 mostra os resultados dos 20 pacientes expostos ao HCV. Os
14 pacientes com carga viral detectada em pelo menos uma coleta; os
valores de linfécitos TCD4 e os resultados da sorologia para o HCV dos 6

pacientes, na primeira e na segunda amostra, dos pacientes estudados.

Tabela 4: Comparacdo dos ensaios de sorologia, qPCR e contagem de linfocitos

T CD4 entre as amostras positivas da primeira e segunda coleta.

Numero gPCR 1 TCD41 Sorologia gPCR2(Log) TCD42 Sorologia?2

(Log) 1

CO-1 5,46 138 R 6,01 128 R
CO-31 6,26 984 R 6,03 1001 R
CO-38 6,22 794 R 6,40 117 R
CO-41 2,25 661 NR ND 625 NR
CO-42 6,74 588 R 6,50 611 R
CO-52 ND 487 IND ND 309 R
CO-58 ND 528 R ND 652 R
CO-64 6,80 768 R 6,66 978 R
CO-72 6,48 1057 R 6,28 300 R
CO-76 5,78 1038 R 4,90 906 R
CO-88 ND 608 NR ND 1040 R
CO-96 5,76 585 R 5,96 320 R
CO-100 ND 818 R ND 565 R
CO-103 6,01 573 R 5,94 575 R
CO-104 5,82 721 R 6,09 808 R
CO-137 ND 229 R ND 351 R
CO-139 6,92 673 R 6,35 529 R
CO-140 6,33 732 R 6,68 915 R
CO-213 ND 503 R ND 633 R
CO-224 6,16 536 R 6,56 640 R

*ND: ndo detectado, R: reagente, NR: ndo reagente, IND: indeterminado. (Limites de deteccéo

descritos em casuistica e métodos)
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O valor em Log da média da carga viral das amostras da primeira
coleta foi de 5,92, enquanto a média dos valores da segunda coleta foi
de 5,74. No periodo do estudo, ndo foram observadas alteracGes
significativas nos valores de carga viral dos pacientes analisados, ou
seja, ndo detectamos pacientes com variagcdo acima de 1 Log na
quantificacao.

Foram encontrados quatro pacientes (20%) com flutuacdo na
sorologia, intercalando resultados reagentes e nao reagentes ou
indeterminados durante o acompanhamento no servico. Foi realizada uma
terceira coleta desses pacientes para complementacéo de dados.

Esses pacientes ndo possuem genotipagem do HCV, pois nédo
apresentaram carga viral em nenhuma das coletas ou em exames
realizados anteriormente.

A figura 7 apresenta a relagdo entre os resultados dos exames do
paciente 52. Esse paciente manteve contagem de linfocitos T CD4 acima de
350 células/mm3 em quase todo o periodo e apresentou carga viral do HIV
detectada em amostras de 1995, 2014 e 2015.

= = Linha de corte entre resultados R e NR Paciente 52

—4—S5orologia B qgPCR

D Resultados obtidos nas coletas DATA CD4 CVHIV

mar/05 444 37

2,1 2,05
+ 1,82 set/09 508 =40

\ abr/13 487 <40
0,91 out/14 308 44
nov/14 309 4.4

"""""" e 2 A Y
NR \/ jan/15 309 <40
ND ND

ND
3 B = Jun/15 419 403
mar/05 set/09 abr/13 out/14 nov/14 jan/15 fev/15 junf15 nov/15

nev/15 762 =40

Figura 7: Relacdo entre os resultados de exames do paciente CO- 52 (R:
reagente, NR: ndo reagente, ND: ndo detectado, CV HIV: carga viral de HIV,
gPCR: PCR quantitativa de HCV).
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O paciente 88 apresentou resultados ndo reagentes desde 2006 até
abril de 2014 para sorologia do HCV, com aumento da relagdo DO/CO
(densidade optica/cut off) em outubro de 2013, e apresentando resultado
reagente na segunda coleta, em novembro de 2014. Em duas analises
realizadas em 2015 e 2016, voltou a apresentar resultado ndo reagente
(Figura 8).

O paciente manteve contagem de linfécitos T CD4 acima de 350
células/mm3 em todas as analises e carga viral do HIV detectada apenas em
2006 e 2008.

= = Linhade corte entre resultadosR e NR PaCIente 88
—&#—5orologia —l—qPCR
DATA cD4 CVHIV
D Resultados obtidos nas coletas
nowv/06 724 3.6
1,35
] 876 19
R fev/09 701 =40
_____________________________ 078 | _ N o __. set/10 649 =40
A now/{1 728 =40
outf 3 507 =40
0,11
0,06 abri14 738 <40
|_—+
novii4d 927 =40
ND <0,02] ND ND
] ] m | sgosis 398 =40
nov/06 fev/08 fev/09 set/10 nov/11 outf13 abrf14 nov/14 agof15 fev/16
fev/16 898 =40

Figura 8: Relacdo entre os resultados de exames do paciente CO- 88 (R:
reagente, NR: ndo reagente, ND: ndo detectado, CV HIV: carga viral de HIV,
gPCR: PCR gquantitativa de HCV).
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O paciente 137 apresentou resultado reagente em trés andlises de
2006 a 2012, dois resultados nao reagentes em 2013 (margo e novembro),
voltando a apresentar resultado reagente ainda em dezembro de 2013 e em
janeiro de 2015. Ainda em 2015 (junho) apresentou resultado ndo reagente.
Em outubro e dezembro de 2015, voltou a apresentar resultado reagente,
conforme figura 9

Esse paciente ndo apresentou carga viral do HIV detectada em
nenhuma analise, porém, em alguns periodos apresentou contagem de

linfécitos T CD4 abaixo de 350 células/mm3.

Paciente 137

= = Linhade corte entre resultados R e NR

=$=—>Sorologia W qPCR DATA CcD4 CV HIV

5,27

D Resultados obtidos nas coletas mar/0§ 433 =40

outil8 348 =40

ago/12 3497 =40

mar13 280 =40

novi13 226 =40

2,07 2,05

ain

18

dez13 229 =40

1,42
™. _ jani15 351 =40

Jjuni13 449 =40

ND ND ND ND ND ND

L = L L L L
mar/06 out/o8 ago/12 marf13 novf13 dezf13 jan/15 junf15 outf15 dezf15

outi1s 486 =40

dez15 527 =40

Figura 9: Relacdo entre os resultados de exames do paciente CO-137 (R:
reagente, NR: ndo reagente, ND: ndo detectado, CV HIV: carga viral de HIV, gPCR:
PCR quantitativa de HCV).
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O paciente 213 apresentou resultados reagentes em quatro analises e
cinco resultados ndo reagentes, em periodos distintos.

Apresentou dois resultados reagentes em 2005, manteve resultados
nao reagentes de 2006 a 2013, apresentou novamente resultado reagente
em 2014 e obteve uma amostra ndo reagente em marco de 2015, outra
reagente em seguida (abril de 2015), voltando a apresentar resultado n&o
reagente em dezembro de 2015, conforme figura 10.

Os resultados de linfécitos T CD4 e carga viral do HIV nos periodos
analisados também sdo demonstrados de acordo com as datas de andlise,
apresentando carga viral detectada em 2005 e mantendo resultado nao
detectado até 2014, onde apresentou novamente carga viral com Log de
2,05. Em 2015 obteve resultado ndo detectado em todas as analises.

Na maioria das analises o paciente manteve contagem de linfécitos T
CD4 acima de 350 células/mm3, apresentando menor contagem apenas em
2005.

— = Linha de corte entre resultadosR e NR Paciente 213

—4=—>Sorologia m qgPCR

DATA CcD4 CV HIV

R I i | 3,6
D esultados obtidos nas coletas —_— 336 523

jul/05 263 512

2,5 set/06 516 <40

dez/10 655 <40

mar/12 416 < 40

Jul/13 411 <40

ND ND ND

abr/14 503 2,05
0,08
mar/15 633 <40
ND ND
L

abr/15 633 <40

<0,02
L L L

abr/05 julfos set/06 dez/10 mar/12 julf13 abr/14 mar/15 abr/15 dez/15

dez/15 662 <40

Figura 10: Relacdo entre os resultados de exames do paciente CO-213 (R:
reagente, NR: néo reagente, ND: nédo detectado, CV HIV: carga viral de HIV,
gPCR: PCR gquantitativa de HCV).
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O paciente 41 apresentou carga viral detectada apenas na primeira
coleta, porém manteve resultado ndo reagente na sorologia, inclusive em
exames realizados anteriormente, nos anos de 2006 até 2015.

Na terceira coleta realizada em marco de 2016 apresentou resultado
nao reagente para sorologia e carga viral ndo detectada para o HCV.

Durante esse periodo, o paciente manteve a contagem de linfocitos T
CD4 acima de 350 células/mm3 em todas as analises e carga viral do HIV
detectada apenas no periodo de 2006 a 2009. Nao havia nenhum resultado

anterior de exame de quantificacdo da carga viral do HCV no prontuario.
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6. DISCUSSAO

No Brasil, recentemente foi realizado um estudo de base populacional
entre os residentes das capitais dos estados brasileiros e do distrito federal,
pelo Ministério da Saude, onde foi detectada a prevaléncia do HCV de
1,38% (Pereira, 2013).

No Brasil, aproximadamente 0,5% da populacdo adulta esta infectada
pelo HIV, sendo que, destas, 16% estdo também coinfectados pelo HCV.
Dos individuos atendidos nos CTA 42% apresentavam-se coinfectados,
assim como 54% dos atendidos em clinicas de doencas infecciosas (Wolff et
al., 2010).

Importante ressaltar que a coinfeccdo HIV/HCV colabora para pior
progressao de doenca hepatica, além de ser considerada uma das maiores
causas de morte em pacientes infectados pelo HIV. Do mesmo modo, pode
aumentar o risco de transmissdo da doenca, sendo necessario
acompanhamento e monitoramento desses pacientes, com o objetivo de

diminuir os riscos citados (Mendes-Corréa, 2000).

No presente trabalho, foi observada frequéncia de exposicdo ao HCV,
na populacdo estudada, de 13,6%. Observa-se que esse indice € de 10
vezes maior quando comparados com os dados populacionais em populagéo
monoinfectada pelo HCV. Van de Laar (2010) e Carvalho (2006) também

observaram dados semelhantes aos desse estudo.

A casuistica desse estudo foi baseada na obtencdo aleatoria de
amostras de pacientes do servi¢o estudado, para que ndo houvesse viés de
selecdo. Os resultados indicam que a estimativa de prevaléncia foi bastante
adequada, uma vez que o resultado obtido na andlise dos 147 casos
mostrou prevaléncia de 13,6% (20/147), dentro de um IC 95% tem-se uma
prevaléncia entre 8,5% e 20,3%, um erro amostral estimado em
aproximadamente 6%. Isso significa que a amostragem foi suficientemente
grande para estimar uma prevaléncia esperada de, no minimo, 8,5%. Dessa

forma, a amostra foi suficiente para estimar a prevaléncia esperada dentro
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de um erro aleatorio admissivel, considerando o ndo cometimento de viés de
selecéao.

Mendes-Corréa (2001) observou prevaléncia de 17,7% ao estudar 155
pacientes coinfectados. Admitindo-se um erro amostral de 5% (prevaléncia
minima de 12,7%), levaria a uma amostra estimada de 224 individuos e,
considerando um erro de 6% 0 numero de amostras pesquisadas foi
suficiente para determinar a prevaléncia com seguranca, uma vez que a
prevaléncia minima seria de 12,7%. Esses dados corroboram com a

amostragem e com os resultados obtidos em nosso estudo.

A maior frequéncia do HCV foi observada entre os individuos do género
masculino e faixa etaria de 50-59 anos, corroborando com dados
encontrados na literatura. Em relacdo aos dados de coinfec¢des HIV/HCV, o
Boletim Epidemiolégico de DST/AIDS e Hepatites virais do Ministério da
Saude de 2012, relatou prevaléncia da coinfeccdo em pacientes com faixa
etaria entre 40-49 anos no ano de 2010. A ocorréncia da hepatite cronica
nessa faixa etaria pode ser explicada pela falta de monitoramento anterior,
como esterilizacdo de materiais, falta da triagem do virus HCV nos bancos
de sangue, o rastreamento em grupos de risco, a nao utilizacdo de

preservativos e a infeccéo pelo HIV (Busch, 2003).

A genotipagem do HCV ¢€é importante para fornecer dados
epidemioldgicos, mas, também, para se definir e orientar o clinico quanto a

droga a ser utilizada e o tempo de administragéo.

No presente estudo, foi observada prevaléncia do gendtipo 1 (69%),
seguido pelos gendtipos 3 (23%) e 2 (8%), corroborando com estudos de
Martins (2006), Lopes (2009) e Carvalho (2014).

Os pacientes que apresentaram carga viral positiva para HCV (14/147)
nao tiveram alteracdes significativas no Log entre o periodo das coletas, com
excecdo do paciente 41 que ndo apresentou resultado reagente na sorologia
e sera discutido adiante. Destes, trés pacientes possuiam contagem de
linfécitos T CD4 < 350 células/imm3, considerado fator importante para a
progressao do HCV em coinfectados (Sabin, 1997 e Sulkowski, 2000).

Estudo de Dieterich (1999) demonstra que a coinfec¢cdo pode ser
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deletéria para as duas infecg¢des, ou seja, o HIV € importante co-fator para a
progressdo da hepatopatia causada pelo HCV, aumentando a viremia e
acelerando a progressao para cirrose. Por outro lado, o HCV parece acelerar
a progressao da infeccdo pelo HIV, favorecendo o aumento da carga viral e
a reducdo dos linfécitos T CDA4.

No estudo, ndo foi observada correlacdo significativa entre a carga
viral do HCV e a contagem de linfocitos T CD4. Porém, todos os pacientes
faziam uso de antirretrovirais no momento das coletas, podendo justificar o
controle da infeccdo pelo HIV e consequente manutencdo do sistema
imunolégico.

Diversos autores como Afdhal (2004) e Hoofnagle (2002) sugerem que
a cronificacdo da hepatite C ocorre entre 75-85% dos casos. Dessa forma a
resolucdo da infeccdo pelo HCV pode ocorrer de 15-25% da populagéo
infectada. Na populagdo estudada, 30% (6/20) dos pacientes infectados
foram identificados com esse perfil.

Durante a andlise de prontuarios, também foram identificados pacientes
com alteracdes nos resultados de sorologia. A flutuacdo da sorologia foi
observada, com episédios reagentes e nao reagentes em diferentes
analises, mesmo em intervalos muito pequenos entre a coleta das amostras.
Importante ressaltar que o0s pacientes que apresentaram flutuacdo da
sorologia ndo haviam sido submetidos ao tratamento para HCV.

Esse fato € comumente encontrado em pacientes imunossuprimidos.
De acordo com estudos de Moreira (2003) e Mendes-Corréa (2000), a
imunossupressdo pode alterar a concentragdo de anticorpos totais,
impedindo que estes sejam detectados nos exames sorolégicos, onde 0s
alvos do ensaio sdo apenas anticorpos. Entretanto, o0s pacientes
encontravam-se com infeccdo pelo HIV controlada, com altos niveis de
linfécitos T CD4 e carga viral do HIV ndo detectada.

Ressalta-se que, a flutuacdo na sorologia pode resultar em um
diagnéstico incorreto, o que pode prejudicar o diagnostico do paciente e
torna-lo possivel fonte de infeccdo. Segundo Bueno (2012), resultados falso

positivo ou negativo podem ocorrer dependo da performance e diferentes
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indices de sensibilidade do kit utlizado, devido a razdes
biolégicas (anticorpos inespecificos/ reacdes cruzadas) ou periodo de
infeccdo recente, que ainda ndo desenvolveu anticorpos.

Estudos apontam que a prevaléncia da coinfeccdo pode ser
subestimada, devido a flutuacéo da sorologia em pacientes HIV positivos, ou
ainda pelo clareamento viral espontaneo (Spengler & Rockstroh, 1998).

Nas figuras 7, 8, 9 e 10, pode-se observar que quatro dos pacientes
estudados — CO 52, 88, 137 e 213 - apresentaram caracteristicas de
flutuacéo nos resultados da sorologia. Os quatro apresentaram pelo menos
um resultado positivo e com carga viral ndo detectada.

O paciente 52 (figura 7), apresentou resultado reagente em 2 andlises
em 1995 e 2009, apresentando resultado indeterminado em 2013 e nao
reagente em outubro de 2014. Logo apds, em novembro de 2014 voltou a
apresentar resultado reagente, mantendo-o em mais 3 sorologias. O
paciente foi procurado em novembro de 2015, aceitou colaborar com uma
nova coleta de sangue e, novamente, o resultado foi ndo reagente. Esse
perfil € o tipico de um paciente com flutuagdo sorolégica, quando o clinico
ndo consegue determinar a real condicdo desse individuo e varias
repeticdes dos testes se fazem necessarias.

No paciente 88 (figura 8), durante a fase do estudo néo foi possivel
quantificar o HCV-RNA, possivelmente por concentracdo viral abaixo do
limite de deteccdo do teste utilizado, ou mesmo pela baixa concentragéo
viral no plasma do paciente.

Foi observado apenas um resultado de sorologia reagente. Dessa
forma, ndo pode ser descartada a possibilidade de outro caso de flutuagéo
de marcador soroldgico, ou mesmo falso positivo, sendo necessario
acompanhamento desse paciente. Pode ser evidenciada também, a
ocorréncia de oscilagdo em resultados de sorologia devido a leitura estar
muito préxima do cut off, podendo apresentar resultados distintos em
amostras clinicas (Moreira, 2003).

Resultados semelhantes ao do paciente 52 se repetem nas figuras 9 e

10, pacientes 137 e 213. O paciente 137 apresentou resultado reagente na
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sorologia, com DO/CO de 5,27 e, durante o acompanhamento, variacdes
nos resultados surgiram com desaparecimento e reaparecimento de
anticorpos no ano de 2013. Durante o nosso estudo, detectamos anticorpos
em duas amostras colhidas em 2015, periodo em que também foram
detectados anticorpos nao reagentes. Os resultados do paciente 213 sao
bastante semelhantes ao anterior, pois ele apresentou resultados reagentes
e nao reagentes durante o periodo de acompanhamento no servico. Em
amostras colhidas em 2014 e 2015 observamos picos de valores de DO/CO
com queda em uma das amostras.

Poder-se-ia concluir que esses resultados fossem erros de anotagdes
no prontuario ou utilizacdo de kits sorologicos de procedéncia duvidosa,
porém ndo se pode deixar de lembrar que esse estudo foi realizado com
pacientes, de um servico de saude especializado com atendimento de
exceléncia aos pacientes infectados pelo HIV e que, muitas vezes, servem
de referéncia para outros servicos. Nao ha davidas no rigor do diagnostico
desse servico de saude.

Os pacientes com resultados flutuantes, tanto nos resultados da
sorologia como nos resultados dos testes moleculares, devem ser
analisados com bastante cautela, pois, como discutido anteriormente, a
qualidade dos insumos, a andlise técnica e o periodo de coleta das
amostras, devem sempre ser analisadas para, além de garantir a qualidade
do diagndstico do paciente, fornecer dados fidedignos & epidemiologia.

Esse trabalho propds estudar a presenca de flutuacdes em pacientes
infectados por HIV exatamente para alertar sobre a dificuldade de analise de
pacientes imunossuprimidos que, na maioria das vezes, sera triado com um
anico teste e, esse fato pode nao ser suficiente para fechar o diagnostico ou
influenciar na interpretacao da triagem. Devera ser um alerta aos servi¢os de
salde e para as vigilancias epidemiolégicas.

Observando os resultados apresentados, estes pacientes devem ser
acompanhados periodicamente em consultas posteriores para verificar se
ocorre a presenca de RNA viral e manutencéo da sorologia reagente.

O paciente 41 apresentou carga viral do HCV detectada em uma
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Gnica dosagem, porém seus resultados de sorologia, inclusive em exames
anteriores, nado apresentaram resultado reagente. Apesar de serem
necessarias novas amostras para confirmacdo dos resultados, esse perfil
sugere infeccdo oculta pelo HCV. Este seria, por definicdo, a caracterizacao
da hepatite C oculta, sorologia ndo reagente com carga viral em
concentracdo baixa (Quiroga, 2009). Porém, ndo podemos deixar de
levantar a hipétese de resultado falso positivo, dificil de ocorrer em técnicas
moleculares, mas ndo impossivel. Ndo podemos descartar a suspeita da
hepatite oculta e lembrar que esses pacientes devem sempre ser
monitorados, com pesquisa de anticorpos e do RNA, por serem possiveis
fontes de infeccao.

Wooley e colaboradores (1999) analisaram 52 pacientes infectados
pelo HIV e observaram que 35% desses pacientes apresentaram HCV-RNA
sem sorologia reagente.

Estudo de Beld (1999) indica que na infeccéo primaria pelo HCV nem
sempre ocorre 0 aparecimento rapido de anticorpos e sugere que niveis
baixos de RNA podem atrasar ou mesmo néo provocar a resposta imune.

Importante ressaltar que esses pacientes podem se tornar possiveis
fontes transmissoras do HCV em pacientes infectados pelo HIV, sendo de
grande importancia epidemiolégica o rastreamento e acompanhamento
desses pacientes.

O diagnostico ainda na fase inicial é favoravel, onde estudos
demonstram maior facilidade no manejo dos pacientes e maiores taxas de
resposta viroldgica sustentada ao tratamento (Strauss, 2001). Além disso, 0s
pacientes encontram-se com infec¢cdo pelo HIV estabilizada, com niveis de
linfécitos T CD4 altos e carga viral indetectada, fator também favoravel para
0 manejo desses pacientes. Dessa forma, € provavel que a melhor forma de
avaliar esses pacientes é combinar ensaios sorolégicos e moleculares,
visando diminuir o risco de disseminagdao da infeccdo pelo HCV,
considerando que estes ensaios podem apresentar efeito sinérgico (Moreira,
2003).
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7. CONCLUSAO

1)

2)

3)

4)

A frequéncia de infec¢édo pelo virus HCV em individuos infectados
pelo HIV foi de 13,6%, mais de 10 vezes maior que estudos na
populacao geral.

Foi observada maior prevaléncia do genoétipo 1 na populacao,
seguido pelos genotipos 3 e 2.

Foram analisados quatro casos (20%) de flutuacdo de marcadores
sorolégicos na populagéo estudada.

Foi observado um possivel caso de infeccdo oculta do HCV, sendo

necessario acompanhamento do paciente para confirmagao.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE:

DATA NASC: / / SEXO: ()F ()M
DOC. DE ID. N°; CPF:

ENDERECO: Ne:  APTO:

BAIRRO: CIDADE: UF:

CEP: TELEFONE:

2. RESPONSAVEL LEGAL:
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador, etc):
SEXO: ( )Fem ( )Masc

DATA NASC: / /

ENDERECO: NeO: APTO:
BAIRRO: CIDADE:

CEP: TELEFONE:

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CLINICA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA
“Estudo prospectivo da infeccdo pelo virus da Hepatite C em pacientes

infectados pelo HIV”

2. PESQUISADOR: Dra. Maria Cassia Jacintho Mendes Corréa
CARGO/FUNCAO: Médico Assistente

INSC. CONS. REGIONAL N° 52275

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Moléstias Infecciosas e
Parasitarias - Casa da AIDS

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:



(Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia
imediata ou tardia do estudo)
SEM RISCO () RISCO MINIMO (X) RISCO MEDIO ( ) RISCO MAIOR ( )

4. DURACAO DA PESQUISA: Doze meses.

lll - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE
OU SEU REPRESENTANTE LEGAL

1. Justificativa e Objetivos da pesquisa

A hepatite C e 0 HIV s&o transmitidos de forma muito parecida, portanto,
€ comum que alguns portadores do virus HIV também sejam portadores do
virus da hepatite C. Essa situacdo pode contribuir para a progressao da doenca
no figado. Além disso, a infec¢cdo pelo HIV pode ocultar (esconder) casos de
infeccdo pelo HCV, devido ao comprometimento da imunidade (defesa) do
organismo, dificultando o diagnostico da infeccdo através de exames
tradicionais de triagem. Dessa forma, os pacientes portadores do HIV tornam-
se potenciais transmissores do virus da hepatite C. Além disso, 0s pacientes
portadores do virus da hepatite C, quando identificados e tratados na fase
inicial da doenca, tem menor chance de pior progresséo, podendo-se avaliar a
melhor opcdo de tratamento e seguimento dos pacientes portadores desses
virus.

Dessa forma, o estudo podera fornecer dados de prevaléncia da co-
infeccdo em um servigo de salde especializado no atendimento aos portadores
de HIV, podendo, inclusive, propor medidas de prevencado; podera também,
realizar o diagndstico precoce da Hepatite C e favorecer o tratamento na fase
inicial da infeccdo; identificar portadores ocultos da infeccdo aléem de
caracterizar o tipo de virus presente nesses casos, auxiliando no tratamento

dos pacientes.



2. Procedimentos

Para poder participar deste estudo, vocé precisa ser um adulto (= 18 anos)
portador do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Caso vocé queira
participar do estudo, uma amostra de seu sangue sera coletada a cada trés
meses para que alguns exames relativos a hepatite C sejam realizados. N&o
havera modificacbes em sua rotina normal durante o periodo do estudo, pois as
coletas serdo realizadas no momento de seu retorno periodico, ndo interferindo
em seus horarios de consulta. Sua participacao no estudo €é voluntaria. Se vocé
nao deseja participar do estudo, ndo havera qualquer modificacdo no seu

atendimento médico na Casa da AIDS.

3. Beneficios

Além de identificar o virus da Hepatite C nos individuos ja portadores do HIV,
esse estudo vai possibilitar que a hepatite C seja tratada mais precocemente, o
que pode diminuir a chance de ocorrer uma doenga mais grave no figado.

Ressaltamos que ndo haverd nenhuma compensacao financeira para a sua

participacdo nesse estudo.

4. Desconforto e Riscos
Os riscos envolvidos sdo agueles observados na coleta de sangue
(hematoma no local da puncdo e/ou dor) e também na manipulacdo incorreta

de dados e armazenamento ou manipulacdo das amostras coletadas.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1.0 Vocé tera garantia, a qualquer tempo, que recebera as informacdes
sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive
para esclarecimentos de qualquer davida.

2.0 . Sua participacdo neste estudo é completamente voluntéria. Vocé
pode recusar a participacdo no estudo ou podera descontinuar sua participacao

do mesmo, a qualquer momento, sem qualquer penalidade ou perda dos



beneficios aos quais de outra forma faria jus. A Dra. Maria Céassia Corréa ira
prontamente aconselha-lo sobre as opc¢des alternativas de seguimento ou
tratamento que sejam consideradas apropriadas e o melhor meio de
interromper, de forma bem ordenada, sua participacdo. Se vocé decidir
interromper sua participagdo no estudo, vocé devera entrar em contato com o
as pessoas responsaveis pelo estudo no telefone (I11) 3120-5290, de forma a
permitir que os procedimentos de finalizacdo de sua participacdo no estudo
possam ser iniciados.

3.0 Solicitamos sua autorizacdo para a analise dos seus dados clinicos
armazenados nos prontuarios, tais como, dados de CD4, valores de carga viral
do HIV e outros resultados de seus exames de laboratérios que constem nele.
Ressaltamos que a manipulacédo desses dados serd feita com total garantia de
sigilo e confidencialidade. Estardo autorizadas a pesquisar dados em seu
prontuario: Dra Regina Celia Moreira; Dra Maria Cassia Mendes-Corréa;
Vanessa Martins e Samira Julien Calux. Todas participam do estudo e
garantem o sigilo dos dados. Caso o0s resultados deste estudo sejam
publicados na literatura médica, vocé ndo serd identificado nominalmente,
sendo sua confidencialidade garantida em todas as ocasides.

4.0 Caso vocé venha apresentar indicacdo de internacdo hospitalar ou
pronto atendimento, durante o periodo de estudo, ela sera feita
preferencialmente no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP,
enfermaria de Moléstias Infecciosas e Parasitarias.

5.0 Uma aliquota da sua amostra sera armazenada no laboratério caso
haja a necessidade de repeticdo de algum teste, ndo sendo necessaria
solicitacdo de nova coleta. Solicitamos ainda, que vocé autorize que sua
amostra de soro figue sob a guarda dos pesquisadores do Instituto Adolfo Lutz,
onde serdo realizados os exames de laboratérios e que, essas amostras,
poderdo ser utilizadas para outros estudos referentes as hepatites virais ou ao
HIV.



V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA.

Vocé serd incentivado a fazer perguntas, em qualquer ocasido durante o
estudo. Caso vocé tenha perguntas sobre o estudo ou sobre seus direitos
como paciente, por favor, entre em contato com a Dra. Regina Celia Moreira,
Pesquisadora do Instituto Adolfo Lutz, no telefone (11) 30682911 ou 30682994;
e a Dra. Maria Céassia Jacintho M. Corréa, Dra. na Casa da AIDS, no telefone
(11) 3120-5290.

VI OBSERVACOES COMPLEMENTARES: Nenhum

VIl CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO:

Eu li este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tive a
oportunidade de discuti-lo com um dos membros da pesquisa. Todas as minhas
perguntas foram respondidas. Eu fui informado (a) sobre os riscos e beneficios
e concordo de livre e espontanea vontade em participar deste estudo. Eu
entendo que posso sair do estudo a qualquer momento e que isso nao afetara

meu tratamento futuro

Sao Paulo, de de

Assinatura do paciente
Data / /

Assinatura do Investigador que obteve o Consentimento, sob carimbo.
Data / /




ANEXO 2
DOCUMENTO PARA AUTORIZACAO DO USO DE AMOSTRA
BIOLOGICA ESTOCADA

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CENTRO DE VIROLOGIA

NUCLEO DE DOENCAS SANGUINEAS E SEXUAIS
LABORATORIO DE HEPATITES
Tel: 3068-2911 - E-mail: labhepsp@ial.sp.gov.br

Documento para autorizacao do uso de amostra biol6égica estocada

Eu,
portador do RG: autorizo a utilizagdo da minha
amostra bioldgica colhida em para o projeto “Infec¢cdo oculta

pelo virus da hepatite B em portadores de HIV”, no projeto “Estudo prospectivo
do virus da hepatite C em portadores do HIV.”, sob orientagdo da Dra. Regina

Célia Moreira.

Sao Paulo, de de

Assinatura do paciente
Data / /

Assinatura do Investigador que obteve o Consentimento, sob carimbo.
Data / /




ANEXO 3 - BANCO DE DADOS

Num Sexo | Idade Sorologia 2 | qPCR 2 _ CVHIV2| CD42 | Geno
BO-1 F 59 06/06/2013 | 26/02/2015 R 5,46 R 6,01 1312 138 106 128 3a
BO-2 F 48 06/06/2013 | 26/02/2015 NR ND NR ND <40 433 <40 367

BO-5 M 60 06/06/2013 | 25/03/2015 NR ND NR ND 89 656 <40 757

BO-6 F 44 06/06/2013 | 27/01/2015 NR ND NR ND <40 926 <40 785

BO-7 M 47 06/06/2013 | 27/11/2014 NR ND NR ND <40 614 <40 678

BO-8 M 45 07/06/2013 | 04/03/2015 NR ND NR ND <40 628 <40 1028

BO-10 M 47 08/06/2013 | 05/12/2014 NR ND NR ND <40 238 <40 424

BO-11 F 66 09/06/2013 | 05/11/2014 NR ND NR ND <40 955 <40 682

BO-12 F 53 10/06/2013 | 05/11/2014 NR ND NR ND <40 537 <40 550

BO-16 F 38 11/06/2013 | 17/11/2014 NR ND NR ND <40 414 <40 716

BO-18 M 68 12/06/2013 | 13/11/2014 NR ND NR ND 48 1353 <40 1688

BO-22 F 47 13/06/2013 | 24/11/2014 NR ND NR ND <40 391 93154 180

BO-23 F 67 14/06/2013 | 15/04/2015 NR ND NR ND 44 871 196 1031

BO-24 M 48 15/06/2013 | 04/12/2014 NR ND NR ND <40 921 <40 935

BO-26 M 50 16/06/2013 | 18/11/2014 NR ND NR ND <40 379 <40 623

BO-27 M 52 17/06/2013 | 03/12/2014 NR ND NR ND <40 613 <40 876

BO-28 M 47 18/06/2013 | 07/04/2015 NR ND NR ND <40 629 <40 682

BO-29 M 52 19/06/2013 | 10/11/2014 NR ND NR ND <40 819 <40 696

BO-30 F 50 20/06/2013 | 20/02/2015 NR ND NR ND <40 590 <40 619

BO-31 M 68 21/06/2013 | 05/05/2015 R 6,26 R 6,03 52 984 118 1001 la
BO-32 M 58 22/06/2013 | 23/02/2015 NR ND NR ND <40 419 <40 452

BO-33 F 53 23/06/2013 | 04/12/2014 NR ND NR ND <40 361 <40 654

BO-35 M 55 24/06/2013 | 19/03/2015 NR ND NR ND 96287 333 1843656 2

BO-36 M 44 25/06/2013 | 22/01/2015 NR ND NR ND <40 983 <40 608

BO-38 M 58 26/06/2013 | 18/11/2014 R 6,22 R 6,40 280 794 1065 117 la




Num Sexo | Idade Sorologia 2 | qPCR 2 _ CVHIV2| CD42 | Geno
BO-41 M 48 27/06/2013 | 20/01/2015 NR 2,25 NR ND <40 661 <40 625

BO-42 F 56 28/06/2013 | 08/05/2015 R 6,74 R 6,50 <40 588 <40 611 3a
BO-43 F 44 29/06/2013 | 27/11/2014 NR ND NR ND <40 674 <40 870

BO-44 M 43 30/06/2013 | 29/01/2015 NR ND NR ND <40 1283 <40 1298

BO-45 M 59 01/07/2013 | 13/03/2015 NR ND NR ND <40 414 <40 475

BO-48 F 55 02/07/2013 | 26/11/2014 NR ND NR ND <40 477 <40 543

BO-49 M 51 03/07/2013 | 26/02/2015 NR ND NR ND <40 363 <40 849

BO-50 M 46 04/07/2013 | 08/01/2015 NR ND NR ND <40 720 <40 555

BO-51 M 54 05/07/2013 | 23/03/2015 NR ND NR ND <40 902 <40 522

BO-52 F 45 06/07/2013 | 11/11/2014 IND ND R ND <40 487 25170 309

BO-53 F 53 07/07/2013 | 03/12/2014 NR ND NR ND <40 565 <40 699

BO-55 F 56 08/07/2013 | 09/02/2015 NR ND NR ND <40 1430 <40 1482

BO-56 F 53 09/07/2013 | 08/01/2015 NR ND NR ND <40 811 <40 675

BO-58 M 55 10/07/2013 | 09/02/2015 R ND R ND <40 528 <40 652

BO-62 M 50 11/07/2013 | 29/01/2015 NR ND NR ND 350 139 <40 293

BO-63 M 55 12/07/2013 | 11/02/2015 NR ND NR ND <40 146 <40 274

BO-64 M 47 13/07/2013 | 11/02/2015 R 6,80 R 6,66 2116 768 <40 978 la
BO-65 F 64 14/07/2013 | 13/11/2014 NR ND NR ND <40 427 <40 421

BO-66 M 55 15/07/2013 | 08/12/2014 NR ND NR ND 6403 469 <40 704

BO-67 M 47 16/07/2013 | 22/01/2015 NR ND NR ND <40 494 <40 503

BO-68 F 69 17/07/2013 | 25/02/2015 NR ND NR ND 43 1009 66 1207

BO-69 F 60 18/07/2013 | 11/12/2014 NR ND NR ND <40 1475 <40 1118

BO-70 M 57 19/07/2013 | 07/04/2015 NR ND NR ND <40 813 <40 739

BO-71 F 40 20/07/2013 | 07/04/2015 NR ND NR ND <40 1042 <40 879

BO-72 M 60 21/07/2013 | 17/04/2015 R 6,48 R 6,28 <40 1057 <40 300 la
BO-73 M 54 22/07/2013 | 16/04/2015 NR ND NR ND <40 806 <40 896

BO-76 M 48 23/07/2013 | 26/03/2015 R 5,78 R 4,90 <40 1038 <40 906 3a
BO-77 M 51 24/07/2013 | 08/01/2015 NR ND NR ND <40 939 <40 845

BO-78 M 50 25/07/2013 | 05/05/2015 NR ND NR ND <40 535 <40 510




Num Sexo | Idade Sorologia 2 | qPCR 2 _ CVHIV2| CD42 | Geno
BO-79 F 54 26/07/2013 | 30/04/2015 NR ND NR ND <40 261 <40 405
BO-80 M 59 27/07/2013 | 24/02/2015 NR ND NR ND <40 562 <40 513
BO-81 F 61 28/07/2013 | 10/12/2014 NR ND NR ND <40 769 <40 620
BO-82 M 51 29/07/2013 | 05/03/2015 NR ND NR ND <40 666 <40 772
BO-83 F 57 30/07/2013 | 02/02/2015 NR ND NR ND <40 702 <40 739
BO-84 F 43 31/07/2013 | 12/03/2015 NR ND NR ND <40 738 <40 1040
BO-85 M 64 01/08/2013 | 01/12/2014 NR ND NR ND <40 721 <40 1133
BO-86 M 46 02/08/2013 | 27/11/2014 NR ND NR ND <40 719 <40 741
BO-87 M 44 03/08/2013 | 15/01/2014 NR ND NR ND <40 491 <40 712
BO-88 M 47 04/08/2013 | 13/11/2014 NR ND R ND <40 607 <40 1040
BO-89 M 57 05/08/2013 | 03/02/2015 NR ND NR ND <40 475 <40 688
BO-91 F 37 06/08/2013 | 19/03/2015 NR ND NR ND <40 1349 <40 1958
BO-92 F 55 07/08/2013 | 27/03/2015 NR ND NR ND <40 1161 <40 1160
BO-93 M 54 08/08/2013 | 05/03/2015 NR ND NR ND <40 392 <40 454
BO-94 F 37 09/08/2013 | 11/12/2014 NR ND NR ND <40 1262 <40 1252
BO-96 M 43 10/08/2013 | 26/01/2015 R 5,76 R 5,96 88 585 <40 320 la
BO-99 F 49 11/08/2013 | 03/02/2015 NR ND NR ND <40 378 <40 493
BO-100 F 64 12/08/2013 | 06/11/2014 R ND R ND <40 818 <40 565
BO-102 M 67 13/08/2013 | 08/01/2015 NR ND NR ND <40 470 <40 834
BO-103 M 55 14/08/2013 | 05/02/2015 R 6,01 R 5,94 <40 573 <40 575 la
BO-104 M 46 15/08/2013 | 04/12/2014 R 5,82 R 6,09 <40 721 <40 808 la
BO-107 F 48 16/08/2013 | 12/11/2014 NR ND NR ND <40 588 <40 457
BO-108 M 54 17/08/2013 | 12/02/2015 NR ND NR ND 897 500 <40 524
BO-109 M 52 18/08/2013 | 25/11/2014 NR ND NR ND <40 398 <40 413
BO-110 F 59 19/08/2013 | 10/12/2014 NR ND NR ND <40 563 <40 949
BO-111 M 51 20/08/2013 | 27/01/2015 NR ND NR ND <40 581 <40 611
BO-116 F 49 21/08/2013 | 26/11/2014 NR ND NR ND <40 1068 <40 1100
BO-117 M 53 22/08/2013 | 04/05/2015 NR ND NR ND <40 563 <40 716
BO-118 F 71 23/08/2013 | 20/01/2015 NR ND NR ND <40 967 <40 685




Num Sexo | Idade Sorologia 2 | qPCR 2 _ CVHIV2| CD42 | Geno
BO-119 M 60 24/08/2013 | 05/05/2015 NR ND NR ND 117 718 44 1050
BO-120 M 50 25/08/2013 | 19/02/2015 NR ND NR ND 232 562 <40 350
BO-122 F 67 26/08/2013 | 10/11/2014 NR ND NR ND <40 699 <40 826
BO-123 M 58 27/08/2013 | 03/12/2014 NR ND NR ND <40 377 <40 397
BO-124 M 43 28/08/2013 | 09/04/2015 NR ND NR ND <40 944 <40 1056
BO-125 M 55 29/08/2013 | 11/11/2014 NR ND NR ND <40 546 <40 406
BO-126 M 49 30/08/2013 | 18/11/2014 NR ND NR ND <40 941 <40 1020
BO-127 M 51 31/08/2013 | 01/04/2015 NR ND NR ND <40 735 <40 937
BO-128 F 57 01/09/2013 | 03/03/2015 NR ND NR ND <40 264 <40 285
BO-129 F 44 02/09/2013 | 11/11/2014 NR ND NR ND <40 508 <40 537
BO-130 M 56 03/09/2013 | 26/01/2015 NR ND NR ND 12976 178 3909 94
BO-131 M 53 04/09/2013 | 31/03/2015 NR ND NR ND <40 1059 <40 1301
BO-132 M 65 05/09/2013 | 07/11/2014 NR ND NR ND <40 351 <40 403
BO-135 M 52 06/09/2013 | 12/02/2015 NR ND NR ND <40 1023 <40 958
BO-137 M 53 07/09/2013 | 13/01/2015 R ND R ND <40 229 <40 351
BO-138 M 62 08/09/2013 | 06/05/2015 NR ND NR ND 80 442 <40 514
BO-139 M 41 09/09/2013 | 07/05/2015 R 6,92 R 6,35 <40 673 <40 529 2b
BO-140 F 46 10/09/2013 | 05/05/2015 R 6,33 R 6,68 <40 732 <40 915 la
BO-141 F 53 11/09/2013 | 15/04/2015 NR ND NR ND <40 518 <40 597
BO-142 M 45 12/09/2013 | 10/12/2014 NR ND NR ND <40 733 <40 904
BO-143 M 66 13/09/2013 | 04/12/2014 NR ND NR ND <40 792 <40 608
BO-145 M 34 14/09/2013 | 12/03/2015 NR ND NR ND 68374 323 <40 560
BO-146 F 54 15/09/2013 | 13/04/2015 NR ND NR ND 71 1219 <40 808
BO-147 F 50 16/09/2013 | 19/11/2014 NR ND NR ND <40 1439 <40 1081
BO-149 F 57 17/09/2013 | 26/11/2014 NR ND NR ND <40 584 <40 822
BO-150 M 66 18/09/2013 | 02/03/2015 NR ND NR ND <40 598 <40 797
BO-151 M 44 19/09/2013 | 20/01/2015 NR ND NR ND <40 429 <40 626
BO-152 F 57 20/09/2013 | 30/04/2015 NR ND NR ND <40 311 <40 339
BO-153 M 75 21/09/2013 | 02/02/2015 NR ND NR ND <40 579 <40 591




Num Sexo | Idade Sorologia 2 | qPCR 2 _ CVHIV2| CD42 | Geno
BO-154 M 43 22/09/2013 | 09/02/2015 NR ND NR ND 47378 41 <40 35
BO-157 M 72 23/09/2013 | 09/04/2015 NR ND NR ND <40 368 160 365
BO-158 M 52 24/09/2013 | 05/02/2015 NR ND NR ND <40 613 <40 708
BO-159 M 46 25/09/2013 | 11/12/2014 NR ND NR ND <40 744 73 727
BO-161 M 65 26/09/2013 | 19/01/2015 NR ND NR ND <40 583 <40 570
BO-164 M 56 27/09/2013 | 05/02/2015 NR ND NR ND <40 685 <40 920
BO-165 M 68 28/09/2013 | 26/01/2015 NR ND NR ND <40 757 <40 733
BO-168 F 55 29/09/2013 | 05/11/2014 NR ND NR ND <40 71 <40 184
BO-170 M 59 30/09/2013 | 26/01/2015 NR ND NR ND <40 494 <40 693
BO-173 M 56 01/10/2013 | 14/01/2015 NR ND NR ND <40 686 <40 745
BO-174 M 66 02/10/2013 | 28/01/2015 NR ND NR ND <40 922 <40 677
BO-195 F 55 03/10/2013 | 20/02/2015 NR ND NR ND <40 778 <40 927
BO-196 F 47 04/10/2013 | 09/12/2014 NR ND NR ND <40 361 <40 457
BO-198 M 54 05/10/2013 | 20/03/2015 NR ND NR ND <40 485 <40 406
BO-199 F 45 06/10/2013 | 11/02/2015 NR ND NR ND <40 836 <40 1160
BO-201 M 50 07/10/2013 | 06/02/2015 NR ND NR ND <40 545 <40 583
BO-202 M 55 08/10/2013 | 11/11/2014 NR ND NR ND <40 403 <40 220
BO-203 M 43 09/10/2013 | 20/01/2015 NR ND NR ND <40 1002 <40 1517
BO-205 M 42 10/10/2013 | 27/11/2014 NR ND NR ND <40 737 <40 747
BO-206 M 41 11/10/2013 | 26/01/2015 NR ND NR ND <40 236 <40 208
BO-207 M 64 12/10/2013 | 03/03/2015 NR ND NR ND <40 1176 <40 1031
BO-208 F 55 13/10/2013 | 14/01/2015 NR ND NR ND <40 596 <40 607
BO-209 F 49 14/10/2013 | 09/12/2014 NR ND NR ND <40 409 <40 383
BO-210 M 45 15/10/2013 | 27/11/2014 NR ND NR ND <40 394 <40 402
BO-211 M 56 16/10/2013 | 30/01/2015 NR ND NR ND <40 659 <40 555
BO-213 M 54 17/10/2013 | 04/04/2015 R ND R ND <40 503 <40 633
BO-214 F 44 18/10/2013 | 23/01/2015 NR ND NR ND <40 421 <40 511
BO-215 F 32 19/10/2013 | 10/02/2015 NR ND NR ND 2946655 965 100 686
BO-219 F 73 20/10/2013 | 24/11/2014 NR ND NR ND <40 897 <40 774




Num Sexo | Idade Sorologia 2 | qPCR 2 _ CVHIV2| CD42 | Geno
BO-220 M 69 21/10/2013 | 17/11/2014 NR ND NR ND <40 550 <40 368
BO-221 M 45 22/10/2013 | 27/04/2015 NR ND NR ND 101 217 880 669
BO-223 M 57 23/10/2013 | 12/01/2015 NR ND NR ND <40 1751 <40 1631
BO-224 M 58 24/10/2013 | 24/11/2014 R 6,16 R 6,56 <40 536 <40 640 la
BO-226 M 65 25/10/2013 | 19/01/2015 NR ND NR ND <40 386 <40 398
BO-227 M 42 26/10/2013 | 10/12/2014 NR ND NR ND <40 890 <40 1034
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RESUMO

Objetivos: O virus HCV e o HIV partilham a mesma forma de transmisséo e,
esse fato, explica a alta frequéncia de coinfec¢des. O estudo propds determinar
a frequéncia da infeccdo pelo HCV em um servico de saude de S&o Paulo;
caracterizar os genétipos das cepas virais detectadas; monitorar episodios de
flutuacdo de marcadores sorolégicos e moleculares e detectar possiveis casos
de infec¢éo oculta do HCV nos pacientes HIV positivos.

Métodos: O estudo envolveu de 147 pacientes infectados pelo HIV atendidos
no Servigo de Extenséo ao Atendimento de Pacientes HIV/AIDS, com amostras
colhidas periodicamente durante o periodo de junho de 2013 a junho de 2015.
As amostras foram triadas por sorologia baseada na deteccdo de anticorpos
anti-HCV utilizando-se kits comerciais. As amostras foram, posteriormente,
analisadas pelo teste de PCR em tempo real para a quantificacdo viral e
sequenciamento para identificacdo genotipica. Foram analisados prontuarios
para complementacéo dos dados obtidos.

Resultados: Foi observada frequéncia de exposicdo ao virus HCV em de
13,6% (20/147) e 9,5% (14/147) possuiam carga viral detectada em pelo
menos uma das coletas realizadas. Do total, 87,1% (128/147) mantiveram
resultado negativo em ambos os testes e nas duas coletas. O genotipo
predominante foi o la, 69% (9/13), seguido pelo gendtipo 3a, 23% (3/13) e
gendtipo 2b, 8% (1/13). Observou-se flutuacdo nos resultados dos testes
sorologicos em 20% (4/20) dos pacientes.

Conclusédo: O presente trabalho forneceu dados epidemioldgicos e clinicos
importantes a saude publica, alertando, principalmente, sobre a importancia do
monitoramento periddico de pacientes coinfectados.

Palavras chave: coinfeccdo, Hepatite C, virus da imunodeficiéncia humana.

INTRODUCAO

A hepatite C é uma das principais causas de doenca hepéatica crébnica em
todo o mundo. Existe grande variagdo na prevaléncia da infeccéo pelo virus de
acordo com a regido geografica estudada, refletindo ndo s6 caracteristicas
epidemioldgicas distintas entre as populagcbes, mas diferencas nas
metodologias utilizadas para a realizacdo das estimativas’.

Estima-se que 130 a 150 milhdes de individuos possuem infeccdo crbnica
pelo HCV, com risco de desenvolver as complicacdes da doenca. O Brasil é
considerado um pais de endemicidade intermediaria para hepatite C, com
prevaléncia da infeccéo situada entre 2,5% e 10% 2.

Estima-se que a taxa de prevaléncia da infeccao pelo HIV, na populacao
de 15 a 49 anos mantém-se estavel em 0,6% desde 2004, sendo 0,4% entre as
mulheres e 0,8% entre os homens. Em relagcdo aos grupos populacionais em
situacdo de maior vulnerabilidade, com mais de 18 anos, estudos realizados
em 10 municipios brasileiros, entre 2008 e 2009, estimaram taxas de
prevaléncias de HIV de 5,9% entre usuarios de drogas ilicitas, de 10,5% entre
homensSque fazem sexo com homens, e de 4,9% entre mulheres profissionais
do sexo”.



No Brasil, aproximadamente 0,5% da populacdo adulta esta infectada
pelo HIV e, entre aqueles que compareceram aos servigos publicos de saude
para atendimento ambulatorial, 16% estdo também coinfectados com o HCV.
Dos individuos atendidos nos Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA)
42% apresentavam-se coinfectados, assim como 54% dos atendidos em
clinicas de doencas infecciosas®.

O presente estudo discorre sobre o diagndéstico das infe¢des pelo virus da
hepatite C em individuos infectados pelo HIV devido a importancia
epidemioldgica dos casos de coinfec¢cado HIV/HCV.

METODOS:

Pacientes e amostras clinicas:

Inicialmente os pacientes foram recrutados, de um estudo anterior
composto por 169 amostras aleatérias de pacientes acima de 18 anos,
infectados pelo HIV em atendimento no Servigo de Extensdo ao Atendimento
de Pacientes HIV/AIDS SEAP, durante o periodo de junho de 2013 a maio de
2014.

Apoés aprovacdo do comité de ética em pesquisa para a realizacdo da
segunda etapa das coletas de sangue dos pacientes, foi realizado um
levantamento dos agendamentos de consulta dos pacientes envolvidos, e um
novo TCLE foi apresentado na data de consulta e, agueles que concordaram,
fizeram parte de nossa casuistica. O periodo de realizacdo das entrevistas e
coletas de sangue foi de novembro de 2014 e junho de 2015.

Dos 169 pacientes, cinco ndo possuiam agendamento de consulta, oito
ndo possuiam mais registro no servico. Foram entrevistados 156 pacientes,
sendo que oito deles ndo concordaram em participar do estudo e, de um
paciente, ndo foi possivel realizar a puncao, incluindo-se, assim, 147 pacientes
gue foram acompanhados durante o estudo.

Diagndéstico soroldgico:

Inicialmente, foi realizada uma triagem sorolégica das amostras obtidas,
utilizando-se kit comercial Murex anti-HCV-version 4.0%, registrado e liberado
pelo Ministério da Saude

Diagndéstico molecular:

Todas as amostras foram, também, analisadas pelo teste PCR em tempo
real, utilizando-se o ensaio Abbott Real Time HCV®, independentemente dos
resultados obtidos na sorologia, para que pudesse ser observada a evidéncias
sorologicas ou infec¢do oculta nesses pacientes.

As amostras positivas no ensaio quantitativo foram também submetidas a
RT-PCR “in house”, para a caracterizacao dos genotipos virais.

Realizou-se a classificagdo dos gendtipos pela comparacdo do
alinhamento das sequéncias de aminoacidos obtidas com sequéncias ja
conhecidas dos diferentes genotipos do HCV depositadas no Genbank. Para
estas analises foram utilizados os programas Sequence Scanner Software (Life
Technologies®).

A classificacdo dos genotipos foi confirmada pela ferramenta Genotyping
disponivel no site do NCBI (National Center for Biotechnology information),
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/ genotyping/formpage.cgi.



Andlise de prontuarios:

Foi realizada andlise de prontuarios dos pacientes para complementacao
de dados.

Aspectos éticos:

Todos os procedimentos descritos nesse projeto foram iniciados apés a
aprovacao do comité de ética das Instituicdes participantes. Foram tomadas
todas as providéncias para garantir a integridade fisica e moral de todos os
pacientes envolvidos.

Também foi aplicado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
aos pacientes que participaram do projeto, aprovado previamente pelo comité.
O termo foi elaborado de forma clara e sucinta com a preocupac¢ao com o bem
estar dos pacientes, assim como a garantia de confidencialidade dos
resultados, sem causar prejuizo a nenhum dos participantes.

RESULTADOS

Foram acompanhados 147 pacientes, recrutados na data de atendimento
no SEAP.

Participaram 95 (65%) pacientes do género masculino e 52 (35%) do
género feminino. A faixa etaria predominante foi de 50-59 anos (46%).

Dos 147 pacientes observou-se frequéncia de exposicdo ao virus HCV em
13,6% (20/147) dos pacientes e 9,5% (14/147) possuiam carga viral detectada
em, pelo menos, uma das coletas realizadas.

Das 14 amostras com carga viral positiva, foi possivel realizar a
genotipagem de 13 delas por sequenciamento. O genétipo predominante foi o
la, 69% (9/13), seguido pelo gendtipo 3a, 23% (3/13),) e o gendtipo 2b, 8%
(1/13).

Resultados discordantes foram observados, por exemplo: o paciente 41
apresentou resultado n&o reagente na sorologia, nas duas amostras
analisadas, porém, foi detectada carga viral de 177 Ul/mL (Log 2,25) na
primeira amostra.

Além deste, o paciente 52 apresentou resultado indeterminado para
sorologia na primeira coleta e positivo na segunda, mantendo carga viral n&o
detectada em ambas as amostras. O paciente 88, o qual teve resultado ndo
reagente na sorologia da primeira amostra, apresentou resultado reagente na
segunda, mantendo o resultado de carga viral ndo detectada.

O valor em Log da média da carga viral das amostras da primeira
coleta foi de 5,92, enquanto a média dos valores da segunda coleta foi de
5,74. No periodo do estudo, ndo foram observadas alteragcdes significativas
nos valores de carga viral dos pacientes analisados, ou seja, nao
detectamos pacientes com variagéo acima de 1 Log na quantificagéo.

Foram encontrados quatro pacientes (20%) com flutuag&o na sorologia,
intercalando resultados reagentes e ndo reagentes ou indeterminados
durante o acompanhamento no servico.

Esses pacientes ndao possuem genotipagem do HCV, pois néo
apresentaram carga viral em nenhuma das coletas ou em exames realizados
anteriormente.

A figura 1 apresenta a relagdo entre os resultados dos exames dos
pacientes onde se observou flutuacdo de marcadores soroldgicos.



O paciente 41 apresentou carga viral detectada apenas na primeira
coleta, porém manteve resultado ndo reagente na sorologia, inclusive em
exames realizados anteriormente, nos anos de 2006 até 2015.

Na terceira coleta realizada em marco de 2016 apresentou resultado nao
reagente para sorologia e carga viral ndo detectada para o HCV.

Durante esse periodo, 0 paciente manteve a contagem de linfécitos T CD4
acima de 350 células/mm3 em todas as analises e carga viral do HIV detectada
apenas no periodo de 2006 a 2009. Nao havia nenhum resultado anterior de
exame de quantificacdo da carga vira do HCV no prontuério.

DISCUSSAO

No Brasil, recentemente foi realizado um estudo de base populacional
entre os residentes das capitais dos estados brasileiros e do distrito federal,
pelo Ministério da Satde, onde foi detectada a prevaléncia do HCV de 1,38%".

No Brasil, aproximadamente 0,5% da populacdo adulta esta infectada
pelo HIV, sendo que, destas, 16% estdo também coinfectados pelo HCV. Dos
individuos atendidos nos CTA 42% apresentavam-se coinfectados, assim como
54% dos atendidos em clinicas de doencas infecciosas®.

Importante ressaltar que a coinfeccdo HIV/HCV colabora para pior
progressdo de doenca hepatica, além de ser considerada uma das maiores
causas de morte em pacientes infectados pelo HIV. Do mesmo modo, pode
aumentar o risco de transmissdo da doenca, sendo necessario
acompanhamento e monitoramento desses pacientes, com 0 objetivo de
diminuir os riscos citados®.

No presente trabalho, foi observada frequéncia de exposicdo ao HCV, na
populacdo estudada, de 13,6%. Observa-se que esse indice € de 10 vezes
maior quando comparados com os dados populacionais em populacao
monoinfectada pelo HCV. Van de Laar’ (2010) e Carvalho® (2006) também
observaram dados semelhantes aos desse estudo.

A casuistica desse estudo foi baseada na obtencéo aleatdria de amostras
de pacientes do servi¢o estudado, para que ndo houvesse viés de selecao. Os
resultados indicam que a estimativa de prevaléncia foi bastante adequada, uma
vez que o resultado obtido na andlise dos 147 casos mostrou prevaléncia de
13,6% (20/147), dentro de um IC 95% tem-se uma prevaléncia entre 8,5% e
20,3%, um erro amostral estimado em aproximadamente 6%. Isso significa que
a amostragem foi suficientemente grande para estimar uma prevaléncia
esperada de, no minimo, 8,5%. Dessa forma, a amostra foi suficiente para
estimar a prevaléncia esperada dentro de um erro aleatdrio admissivel,
considerando o ndo cometimento de viés de selecao.

Mendes-Corréa® (2001) observou prevaléncia de 17,7% ao estudar 155
pacientes coinfectados. Admitindo-se um erro amostral de 5% (prevaléncia
minima de 12,7%), levaria a uma amostra estimada de 224 individuos e,
considerando um erro de 6% o numero de amostras de pesquisadas foi
suficiente para determinar a prevaléncia com seguranga, uma vez que a
prevaléncia minima seria de 12,7%. Esses dados corroboram com a
amostragem e com os resultados obtidos em nosso estudo.

A maior frequéncia do HCV foi observada entre os individuos do género
masculino e faixa etaria de 50-59 anos, corroborando com dados encontrados
na literatura. Em relacdo aos dados de coinfeccbes HIV/HCV, o Boletim
Epidemiolégico de DST/AIDS e Hepatites virais do Ministério da Saude de
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2012, relatou prevaléncia da coinfecgcdo em pacientes com faixa etaria entre
40-49 anos no ano de 2010%. A ocorréncia da hepatite cronica nessa faixa
etaria pode ser explicada pela falta de monitoramento anterior, como
esterilizacdo de materiais, falta da triagem do virus HCV nos bancos de sangue
e 0 rastreamento em grupos de risco, ndo utilizacdo de preservativos e a
infeccéo pelo HIVY,

A genotipagem do HCV ¢é importante para fornecer dados
epidemioldgicos, mas, também, para se definir e orientar o clinico quanto a
droga a ser utilizada e o tempo de administragéo.

No presente estudo, foi observada prevaléncia do gendtipo 1 (69%),
seguido pelos genotipos 3 (23%) e 2 (8%), corroborando com estudos de
Martins'? (2006), Lopes™® (2009) e Carvalho'* (2014).

Os pacientes que apresentaram carga viral positiva para HCV (14/147)
nao tiveram alteracdes significativas no Log entre o periodo das coletas, com
excecao do paciente 41 que nao apresentou resultado reagente na sorologia e
sera discutido adiante. Destes, trés pacientes possuiam contagem de linfocitos
T CD4 < 350 células/mma3, considerado fator importante para a progressao do
HCV em coinfectados™®.

Estudo de Dieterich'” (1999) demonstra que a coinfeccdo pode ser
deletéria para as duas infec¢des, ou seja, o HIV é importante co-fator para a
progressdo da hepatopatia causada pelo HCV, aumentando a viremia e
acelerando a progresséo para cirrose. Por outro lado, o HCV parece acelerar a
progressdo da infeccdo pelo HIV, favorecendo o aumento da carga viral e a
reducao dos linfocitos T CDA4.

No estudo, n&o foi observada correlagdo significativa entre a carga viral
do HCV e a contagem de linfocitos T CD4. Porém, todos os pacientes faziam
uso de antirretrovirais no momento das coletas, podendo justificar o controle da
infeccdo pelo HIV e consequente manutengao do sistema imunoldogico.

Diversos autores como Afdhal'® (2004) e Hoofnagle'® (2002) sugerem que
a cronificacdo da hepatite C ocorre entre 75-85% dos casos. Dessa forma a
resolucdo da infeccdo pelo HCV pode ocorrer de 15-25% da populacdo
infectada. Na populacédo estudada, 30% (6/20) dos pacientes infectados foram
identificados com esse perfil.

Durante a analise de prontuérios, também foram identificados pacientes
com alteracbes nos resultados de sorologia. A flutuacdo da sorologia foi
observada, com episddios reagentes e ndo reagentes em diferentes analises,
mesmo em intervalos muito pequenos entre a coleta das amostras. Importante
ressaltar que os pacientes que apresentaram flutuacdo da sorologia néao
haviam sido submetidos ao tratamento para HCV.

Esse fato é comumente encontrado em pacientes imunossuprimidos. De
acordo com estudos de Moreira®® (2003) e Mendes-Corréa® (2000), a
imunossupressao pode alterar a concentracao de anticorpos totais, impedindo
gue estes sejam detectados nos exames sorologicos, onde os alvos do ensaio
sao apenas anticorpos. Entretanto, os pacientes encontravam-se com infecgéo
pelo HIV controlada, com altos niveis de linfocitos T CD4 e carga viral do HIV
nao detectada.

Ressalta-se que, a flutuagdo na sorologia pode resultar em um
diagnéstico incorreto, o que pode prejudicar o diagndéstico do paciente e torna-
lo possivel fonte de infeccdo. Segundo Bueno® (2012), resultados falso
positivo ou negativo podem ocorrer dependo da performance e diferentes



indices de sensibilidade do kit utilizado, devido a razdes biolégicas (anticorpos
inespecificos/ reacbes cruzadas) ou periodo de infeccdo recente, que ainda
nao desenvolveu anticorpos.

Estudos apontam que a prevaléncia da coinfeccéo pode ser subestimada,
devido a flutuacdo da sorologia em pacientes HIV positivos, ou ainda pelo
clareamento viral espontaneo®.

Nas figura 1, pode-se observar que quatro dos pacientes estudados — CO
52, 88, 137 e 213 - apresentaram caracteristicas de flutuacdo nos resultados
da sorologia. Os quatro apresentaram pelo menos um resultado positivo e com
carga viral ndo detectada.

O paciente 52 apresentou resultado reagente em 2 andlises em 1995 e
2009, apresentando resultado indeterminado em 2013 e ndo reagente em
outubro de 2014. Logo apds, em novembro de 2014 voltou a apresentar
resultado reagente, mantendo-o em mais 3 sorologias. O paciente foi
procurado em novembro de 2015, aceitou colaborar com uma nova coleta de
sangue e, novamente, o resultado foi ndo reagente. Esse perfil € o tipico de um
paciente com flutuacao soroldgica, quando o clinico ndo consegue determinar a
real condicdo desse individuo e varias repeticbes dos testes se fazem
necessarias.

No paciente 88, durante a fase do estudo n&o foi possivel quantificar o
HCV-RNA, possivelmente por concentragdo viral abaixo do limite de deteccgdo
do teste utilizado, ou mesmo pela baixa concentracao viral no soro do paciente.

Foi observado apenas um resultado de sorologia reagente. Dessa forma,
ndo pode ser descartada a possibilidade de outro caso de flutuacdo de
marcador sorologico, ou mesmo falso positivo, sendo necessario
acompanhamento desse paciente. Pode ser evidenciada também, a ocorréncia
de oscilacdo em resultados de sorologia devido a leitura estar muito préxima do
cut off, podendo apresentar resultados distintos em amostras clinicas®.

Resultados semelhantes ao do paciente 52 se repetem nos pacientes 137
e 213. O paciente 137 apresentou resultado reagente na sorologia, com
DO/CO de 5,27 e, durante o acompanhamento, variacdes nos resultados
surgiram com desaparecimento e reaparecimento de anticorpos no ano de
2013. Durante o0 nosso estudo, detectamos anticorpos em duas amostras
colhidas em 2015, periodo em gque também foram detectados anticorpos néo
reagentes. Os resultados do paciente 213 € bastante semelhante ao anterior,
pois ele apresentou resultados reagentes e ndo reagentes durante o periodo de
acompanhamento no servico. Em amostras colhidas em 2014 e 2015
observamos picos de valores de DO/CO com queda em uma das amostras.

Poder-se-ia concluir que esses resultados fossem erros de anotacdes no
prontuario ou utilizacdo de kits sorolégicos de procedéncia duvidosa, porém
nao se pode deixar de lembrar que esse estudo foi realizado com pacientes, de
um servico de saude especializado com atendimento de exceléncia aos
pacientes infectados pelo HIV e que, muitas vezes, servem de referéncia para
outros servigos. Ndo ha duvidas no rigor do diagnostico desse servico de
saude.

Os pacientes com resultados flutuantes, tanto nos resultados da sorologia
como nos resultados dos testes moleculares, devem ser analisados com
bastante cautela, pois, como discutido anteriormente, a qualidade dos insumos,
a analise técnica, periodo de coleta das amostras, devem sempre ser
analisadas para, além de garantir a qualidade do diagnéstico do paciente,



fornecer dados fidedignos a epidemiologia.

Esse trabalho propds estudar a presenca de flutuacbes em pacientes
infectados por HIV exatamente para alertar sobre a dificuldade de anélise de
pacientes imunossuprimidos que, na maioria das vezes, sera triado com um
anico teste e, esse fato pode ndo ser suficiente para fechar o diagnéstico ou
influenciar na interpretacdo da triagem. Devera ser um alerta aos servicos de
saude e para as vigilancias epidemiologicas.

Observando os resultados apresentados, estes pacientes devem ser
acompanhados periodicamente em consultas posteriores para verificar se
ocorre a presenca de RNA viral e manutencéo da sorologia reagente.

O paciente 41 apresentou carga viral do HCV detectada em uma Unica
dosagem, porém seus resultados de sorologia, inclusive em exames anteriores,
ndo apresentaram resultado reagente. Apesar de serem necessdrias novas
amostras para confirmacéo dos resultados, esse perfil sugere infeccdo oculta
pelo HCV. Este seria, por definicdo, a caracterizagcdo da hepatite C oculta,
sorologia ndo reagente com carga viral em concentracdo baixa (Quiroga,
2009). Porém, ndo podemos deixar de levantar a hipétese de resultado falso
positivo, dificil ocorrer em técnicas moleculares, mas nao impossivel. Nao
podemos descartar a suspeita da hepatite oculta e lembrar que esses pacientes
devem sempre ser monitorados, com pesquisa de anticorpos e do RNA, por
serem possiveis fontes de infec¢éo.

Wooley e colaboradores® (1999) analisaram 52 pacientes infectados pelo
HIV e observaram que 35% desses pacientes apresentaram HCV-RNA sem
sorologia reagente.

Estudo de Beld* (1999) indica que na infeccdo primaria pelo HCV nem
sempre ocorre o0 aparecimento rapido de anticorpos e sugere que niveis baixos
de RNA podem atrasar ou mesmo nao provocar a resposta imune.

Importante ressaltar que esses pacientes podem se tornar possiveis
fontes transmissoras do HCV em pacientes infectados pelo HIV, sendo de
grande importancia epidemioldgica o rastreamento e acompanhamento desses
pacientes.

O diagnéstico ainda na fase inicial é favoravel, onde estudos demonstram
maior facilidade no manejo dos Eacientes e maiores taxas de resposta
virolégica sustentada ao tratamento®. Além disso, os pacientes encontram-se
com infec¢do pelo HIV estabilizada, com niveis de linfocitos T CD4 altos e
carga viral indetectada, fator também favoravel para o manejo desses
pacientes. Dessa forma, é provavel que a melhor forma de avaliar esses
pacientes é combinar ensaios sorolégicos e moleculares, visando diminuir o
risco de disseminacéo da infec¢do pelo HCV, considerando que estes ensaios
podem apresentar efeito sinérgico®.
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Figura 1: Relacdo entre os resultados de exames dos pacientes (R: reagente, N

R: ndo

reagente, ND: ndo detectado, CV HIV: carga viral de HIV, gPCR: PCR quantitativa de HCV).
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo prospectivo da infec¢éo pelo virus da hepatite C em pacientes infectados pelo
HIV

Pesquisador: Regina Célia Moreira

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 28940314.3.0000.0059

Instituicdo Proponente: Instituto Adolfo Lutz

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 663.499
Data da Relatoria: 15/05/2014

Apresentacéo do Projeto:
Estudo observacional, prospectivo, visando analisar aspectos de epidemiologia molecular e
soroldgicos da infeccdo pelo HCV em individuos adultos, co-infectados pelo HIV.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo priméario

Conhecer a prevaléncia da infeccédo pelo HCV em pessoas infectadas pelo HIV em um servigo de salde na
cidade de Séo Paulo.

Objetivos secundarios

« Identificar soroconversao para o HCV precocemente em pacientes HIV positivos.
« Detectar possiveis casos de infec¢do oculta do HCV nos pacientes HIV positivos.
 Monitorar episédios de flutuacdo do RNA do HCV na populacéo estudada.

« Caracterizar os genétipos das cepas de HCV virais detectadas.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos

Foram acrescentados, além dos riscos associados a coleta de sangue, aqueles relacionados a manipulagao
de dados e amostras biol6gicas.

Endereco: Av. Dr. Arnaldo 355 - 3° andar - Sala 90

Bairro: Cerqueira César CEP: 01.246-902
UF: SP Municipio: SAO PAULO
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Continuagéo do Parecer: 663.499

Beneficios
Nada a acrescentar ao "Parecer consubstanciado do CEP" de 25/04/2014.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Consideracdes sobre as respostas as pendéncias apontadas no "Parecer consubstanciado do CEP" de
25/04/2014.

-0 item "desenho" teve sua redacao corrigida, e estd adequado a proposta apresentada.

-As divergéncias sobre o periodo de execuc¢do do estudo foram corrigidas.

-O item "desfecho" foi preenchido como "nédo se aplica”, acatando a orientacdo dada.

-Os tipos de dados e os responsaveis pelo acesso aos prontuarios foram esclarecidos.

-N&o houve alteracdo no item "critério de exclusédo”, como sugerido; fato esse que ndo compromete esta
analise ética.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

TCLE

O texto foi revisado e esta de acordo com a Resolugdo CNS 466/2012.

O texto do terceiro paragrafo onde se afirmava que o CEP teria acesso ao prontuario para “verificagdo dos
procedimentos de finalizacdo de sua participacdo no estudo possam ser iniciados” foi retirado do
documento.

O suporte assistencial foi estendido para condi¢cdes que exijam pronto atendimento.

Outras sugestdes foram aceitas.

Recomendacdes:
Nada a declarar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
As pendéncias, adequacgdes de texto e recomendacdes apontadas no "Parecer consubstanciado do CEP"
de 25/04/2014 foram satisfatoriamente respondidas e atendidas.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O protocolo de pesquisa foi aprovado do ponto de vista ético a luz da Resolucdo CNS 466/2012
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pelo colegiado do CEPIAL em reunido ordinaria de 15 de maio de 2014.

Em conformidade com a Resolu¢do CNS 466 de 12/12/2012, o pesquisador responsavel devera cumprir o
item transcrito integralmente a seguir.

IX - Do pesquisador responséavel

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e
legais.

XI.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou & CONEP, aguardando a decisdo de aprovacao
ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; c) desenvolver
o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar os relatdrios parciais e final; e) apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f) manter os dados da pesquisa em arquivo,
fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa;
g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou
a CONEP, interrupc¢éo do projeto ou a ndo publicacdo dos resultados.

Os relatérios deverao ser adicionados ao protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil para anélise do
CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da pesquisa.

SAO PAULO, 27 de Maio de 2014

Assinado por:
Luz Marina Trujillo

(Coordenador)
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