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RESUMO

Os subtipos do VHC podem impactar na progressdo da doenca e responder
diferentemente para tratamentos especificos. O HIV modifica a historia natural da
infeccéo pelo VHC, aumentando sua carga viral, acelerando o curso da progressao da
hepatite cronica para cirrose e 0 aparecimento do carcinoma hepatocelular
comparado com pacientes mono-infectados pelo VHC. O presente estudo visa
determinar a prevaléncia dos subtipos da hepatite C em pacientes com HIV no
periodo de 2005 a 2007, em Salvador, Bahia. Um total de 75 individuos apresentaram
sorologia positiva para ambas as patogenias. Entretanto, 2/3 (58,7%) foram do sexo
masculino com média de idade de 44 anos. O RNA do VHC foi detectado em 54
amostras. Porém, o sequenciamento foi confirmado em 46 destas, evidenciando o tipo
1 como o mais prevalente (60,9%), seguido do tipo 3 (34,8%). Os subtipos do VHC
foram determinados em 45 pacientes sendo o 1b (15 pacientes— 33,3%) 0 mais
prevalente, seguido pelo 1a (13 — 28,9%), 3a (12 — 26,7%), 3d (3 — 6,7%) e 2a, 4a (1
— 2,2 cada). A carga viral para HIV e a contagem das células CD4 e CD8 nao
mostraram diferenca no grupo RNA positivo em relagdo ao grupo negativo. Na Babhia,
0 subtipo do virus da hepatite C mais prevalente entre os pacientes infectados pelo
HIV foi o subtipo 1b. Foi observada uma tendéncia para maior prevaléncia do subtipo

la do VHC entre os usuarios de drogas ilicitas injetaveis.

Palavras- chave: VHC. HIV. Gendtipos. Epidemiologia.
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ABSTRACT

The subtypes of HCV might impact on the progression of the disease and
respond differently to specific treatments. HIV changes the natural history of HCV
infection, increasing their viral load, accelerating the course of progression of chronic
hepatitis and cirrhosis for appearance of hepatocellular carcinoma compared with
patients mono-infected with HCV. This study aims to determine the prevalence of
subtypes of hepatitis C in patients with HIV in the period from 2005 to 2007, in
Salvador, Bahia. A total of 75 individuals had positive serology for both pathogens.
Meanwhile, 2/3 (58.7%) were male with an average age of 44 years. The RNA of HCV
was detected in 54 samples. However, the sequencing was confirmed in 46 of these,
showing the type 1 as the most prevalent (60.9%), followed by type 3 (34.8%). The
subtypes of HCV were determined in 45 patients where 1b (15 patients-33.3%) the
most prevalent, followed by the 1st (13 - 28.9%), 3rd (12 - 26.7%), 3d (3 - 6.7%) and
the 2nd, 4th (1 - 2.2 each). The viral load for HIV and CD4 count and CD8 showed no
difference in the group RNA positive in the group negative. In Bahia, the subtype of the
hepatitis C virus most prevalent among patients infected with HIV was the subtype 1b.
There was a trend towards higher prevalence of subtype 1st of HCV among users of

injectable drugs.

Key words: HCV. HIV. Genotypes. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

As hepatites virais sdo doencas infecciosas causadas por diferentes agentes
etiologicos que acometem o tecido hepatico. O virus da hepatite C causa cirrose
hepatica em 4% com uma prevaléncia de 1 a 2% de infectados nos paises
desenvolvidos (IKEDA et al.,1993; MORSICA et al.,2007; MUSSI et al.,2007). No
Brasil, este indice atinge 1,2% da populagdo, com taxa de incidéncia de 9,6 por
100.000 habitantes, atingindo cerca de 3 milhdes de portadores em estagio cronico da
doenca. As células do tecido hepatico ou hepatdcitos sdo os principais alvos de
infeccdo pelo virus C que eventualmente podem ser encontrados em linfécitos
causando manifestacdes clinicas extra-hepaticas como desordem auto-imune e
doencas linfoproliferativas (MORSICA et al.,2007; MUSSI et al.,2007; ZIGNEGO et
al.,1999).

O HIV apresenta RNA como forma de armazenamento das informacdes
genéticas e trata-se de um virus ndo oncogénico e citopatico. As células CD4 séo o
principal alvo do HIV, porém, outras linhagens de células humanas podem ser
infectadas tais como: linfocitos T supressores, linfocitos B, macrofagos, mondcitos,
células de Langerhans da pele, células da glia cerebral, células dos linfonodos, da
medula éssea, do timo e células cromafinicas do célon, duodeno e reto (L H DOS S
OLIVEIRA.,1994). No Brasil foram registrados 183.074 o6bitos por AIDS de 1995 a
2005, sendo a Bahia o segundo estado do norte/nordeste nesta categoria. O
ministério da saude registrou no Brasil, 7.747 homens e 5.467 mulheres totalizando
13.214 novos casos de AIDS no ano de 2006 com predominio etario entre 30 a 34

anos, somando 433.067 casos desde 1980 (MINISTERIO DA SAUDE.,2006).



A infeccdo pelo virus HIV modifica a historia natural do VHC levando a um
aumento da carga viral plasmatica e hepatica do VHC, acelerando o curso da
progressdo de hepatite crbnica para cirrose, aumentando o aparecimento do
carcinoma hepatocelular numa faixa etaria menor e dentro de um periodo mais curto
de infeccdo em comparacdo com pacientes mono-infectados pelo VHC (BENHAMOU
et al.,2001; BONACINI et al.,2000; GARCIA-SAMANIEGO et al.,2001; GRAHAM et
al.,2001; MURILLAS et al.,2005; SORIANO et al.,1999a; SORIANO et al.,1999b;
SOTO et al.,1997; SULKOWSKI et al.,2000; ZIGNEGO et al.,1999). O tratamento é
dispendioso, demorado e apresenta respostas variaveis de acordo com o subtipo do
VHC. Pacientes co-infectados pelo subtipo 1 apresentam respostas virologicas
inferiores (<50%) comparados com o subtipo 3 (>80%). O conhecimento da
prevaléncia dos subtipos do VHC e das vias de transmissdo em nosso meio pode
permitir o planejamento da melhor estratégia para tratamento desta patogenia. O
presente estudo visa determinar a prevaléncia dos subtipos virais da hepatite C em
pacientes co-infectados pelo HIV-1 e sua associacdo com as diversas vias de
transmissdo na cidade de Salvador, Bahia, durante o periodo de marco de 2005 a

outubro de 2007.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O VIRUS DA HEPATITE TIPO C (VHC)

2.1.1 Histoérico do VHC

As primeiras observacOes sobre os sintomas provocados pelas hepatites
datam da Grécia antiga, porém somente em 1885 foi confirmado em soro humano
(AACH et al.,1981). Esta identificacdo ocorreu nos anos seguintes entre receptores de
sangue e de hemoderivados levando a admitir a etiologia viral das Hepatites Pés-
Tranfusionais (HPTs) (NEEFE et al.,1954).

Havens Jr em 1948, estudando voluntarios que apresentaram ictericia apos a
ingestdo de fluido duodenal e inoculacdo de sangue de individuos com hepatite
aguda, classificou as hepatites como: a) infecciosa, que séo transmitidas através de
alimentos ou liquidos contaminados por fezes de convalescentes e b) soro-
homologas, transmitidas pelo sangue e hemoderivados, somente descrita em
usuarios de drogas ilicitas injetaveis (STEIGMANN et al.,1950) e entre receptores de
unidades transfusionais de doadores sadios sem histéria clinica previa de hepatite
(HAVENS et al.,1948; NEEFE et al.,1954).

A primeira tentativa de descricdo do virus das HTPs ocorreu em 1956,
estudando um usuario de drogas ilicitas injetaveis acometido por episddios agudos
distintos de hepatites. Exames nao constataram o tipo da infec¢ao, sendo classificada

como hepatite ndo-A/ndo-B (HNANB) (HAVENS, JR.,1956).



O agente etiolégico causador das HTPs foi primeiramente descrito por Choo e
cols. em 1989, analisando plasma de chipanzés portadores do virus da HNANB. A
identificacdo deste agente somente foi possivel através da técnica do DNA
recombinante que permitiu a clonagem gendmica do virus e a sua denominacgao de
virus da hepatite C (CHOO et al.,1989).

O teste imunologico ELISA (do inglés “enzyme linked immunosorbent assay”)
capaz de detectar anticorpos contra o VHC foi desenvolvido nos anos seguintes,
sendo implantado em bancos de sangue e evitando acentuadamente a transmissao
do virus via transfusdo sanguinea (DONAHUE et al.,1992).

Posteriormente, foram caracterizados diferentes genétipos do VHC a partir das
analises filogenéticas das cepas virais isoladas em diversas regides do mundo. As
diferencas de 31 a 34% nas sequéncias de nucleotideos e aproximadamente 30% nas
sequéncias de aminoacidos determinam tipos ou grupos distintos que sao
classificados conforme denominacao indo-arabico de 1 a 6. Dentro de um mesmo
grupo a discordancia de 20 a 23% entre as sequéncias nucleotidicas determina a
formacdo de subgrupos ou subtipos distintos identificados de forma alfanumeérica
como por exemplo: 1a, 1b, 2a, 3a, etc (ROBERTSON et al.,1998; SIMMONDS.,1998).

As células do tecido hepatico ou hepatécitos sdo os principais alvos de
infeccdo pelo virus C que eventualmente podem ser encontrados em linfécitos
causando manifestacdes clinicas extra-hepaticas como desordem auto-imune e
doencas linfoproliferativas (ROBERTSON et al.,1998; SIMMONDS.,1998; ZIGNEGO
et al.,1999).

Os hemoderivados constituem-se na principal via de transmissdo do VHC,
ocorrendo raros relatos de contaminacdo via sexual e materno-fetal (ALTER et

al.,1992; OHTO et al.,1994). A infeccdo aguda na maioria dos casos € assintomatica



podendo ocorrer sintomas como nauseas, mal-estar e ictericia. O estagio cronico da
doenca ocorre em 70% dos pacientes acometidos pelo virus, sendo que 20%
apresentam um quadro de cirrose hepatica apés 20 anos e 4% evoluem para
carcinoma hepatocelular (IKEDA et al.,1993).

Atualmente, a hepatite do tipo C pode ser combatida com a combinac&o entre
o interferon-a simples ou peguilado e a ribavirina sendo, um tratamento de custo
elevado e havendo a necessidade de monitoramento laboratorial para evitar possiveis

efeitos colaterais das drogas (Anon.,2005).

2.1.2 Morfologia e Genoma do VHC

O VHC esta atualmente classificado na familia Flaviviridae juntamente com o
virus da dengue e da febre amarela, porém no género Hepacivirus separado dos
Flavivirus e Pestivirus devido a diferenca entre as sequéncias gendmicas (CHOO et
al.,1991; KUO et al.,1989; ROBERTSON et al.,1998; ROSS et al.,2000) (FIGURA 1)

O material genético do VHC € armazenado em acido ribonucléico de fita
simples (RNA), com polaridade positiva contendo cerca de 9.400 nucleotideos
dispostos em uma Unica regido aberta de leitura (ORF — “open reading frame”) que
compreende quase todo o genoma e codifica uma poliproteina com mais de 3.000
aminoacidos genémicas (CHOO et al.,1991; KUO et al.,1989; ROBERTSON et

al.,1998; ROSS et al.,2000).
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Figura 1: Representacdo tridimensional da estrutura do VHC com as respectivas
proteinas (membrana externa e core) e &cido ribonucléico (RNA). Fonte: Adaptado do
encarte de divulgagédo do kit TRUGENE 5°NC (Visible Genetics Toronto — Canada -

Bayer Health Care Diagnostics)

As regibes nao codificadoras 5 (5'NC) e 3’ (3'NC) estdo dispostas nas
extremidades do genoma viral. Os genes que codificam as proteinas estruturais do
virus séo representados pela regido do nucleocapsideo ou “C” (do inglés “core”) e
pelas glicoproteinas que formam o envelope viral “E1” e “E2". Estas proteinas estao
relacionadas a fusdo do virus a membrana da célula hospedeira. As regides que
formam o complexo de genes das proteinas ndo estruturais (NS) sdo: “NS2”, “NS3”,
“NS4”, “NS5A” e “NS5B” que irdo atuar no ciclo replicativo viral (FIGURA 2) (CHOO et

al.,1991; KUO et al.,1989; ROBERTSON et al.,1998; ROSS et al.,2000).
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Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura genémica do VHC apresentando
as regides néao codificadas (5’NC e 3'NC), as regides estruturais (Core, envelope - E1
e E2) e as nado estruturais (NS2, NS3, NS4, NS5a e NS5b) com as respectivas
proteinas codificadas. Fonte: Adaptado do encarte de divulgacdo do kit TRUGENE

5'NC (Visible Genetics Toronto — Canada - Bayer Health Care Diagnostics)

O genoma do VHC ap6s traduzido produz uma poliproteina precursora com
cerca de 3.000 amino4cidos que sdo clivados pela acdo de proteases virais e

celulares produzindo pelo menos 10 proteinas estruturais e ndo estruturais.
2.1.3 Ciclo de Replicacao do VHC

O acoplamento é o primeiro passo para infeccdo do VHC a célula alvo. Os
membros da familia flaviviridae se utilizam de uma ligacdo com os receptores das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL — “Low Density Lipoprotrein”) das células alvos
para dar inicio ao processo de internalizagdo (THOMSSEN et al.,1992). Porém, Pileri
e cols. em 1998, identificaram a interacdo da proteina do envelope viral E2 com a

molécula de superficie CD81 da célula hospedeira como mais uma forma de



acoplamento (PILERI et al.,1998). Ambos 0s processos necessitam ser mais bem
investigados para avaliar o grau de infeccdo produtiva virus-célula hospedeira

(BARTENSCHLAGER et al.,2000) (figura 3).

s
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Figura 3: Modelo esquematico do ciclo de replicacdo do VHC evidenciando as
fases de: penetracdo do virus na célula hospedeira, 0 processo de translacdo no

reticulo endoplasmatico e o surgimento de novas copias virais. Fonte: Desconhecida.

ApoOs a penetracdo do VHC na célula hospedeira o RNA viral € diretamente
transcrito, devido a sua polaridade positiva, ndo havendo necessidade de
retrotranscricdo ou insercdo ao acido desoxirribonucléico (DNA) celular. A transcricao
do RNA viral através do reticulo endoplasmatico rugoso da célula hospedeira produz
uma poliproteina que € clivada por uma proteina celular e duas Vvirais
(BARTENSCHLAGER.,1999; DE et al.,1998) formando as proteinas necessarias para
compor uma nova unidade viral que sera conduzida até a superficie da célula
hospedeira, onde ¢é eliminada, estando apta a infectar novas células

(BARTENSCHLAGER et al.,2000).



2.1.4 Epidemiologia do VHC

O Ministério da Saude néo dispde de dados oficiais sobre a infeccéo pelo virus
da hepatite tipo C, mas estima em cinco milhdes os portadores acometidos por esta
patogenia no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE.,2007) com uma prevaléncia de 1,3%
estimada para a populacio da cidade de Salvador, Bahia (MINISTERIO DA

SAUDE.,2007).

Na cidade de Santos, Séo Paulo, foi determinada uma prevaléncia de 36,2% de
pacientes apresentando co-infeccdo pelos virus VHC/HIV sendo significantemente

elevado entre usuarios de drogas intravenosas (UDI) (SEGURADO et al.,2004).

2.2 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA ADQUIRIDA (HIV)

2.2.1 Historico do HIV

A infeccdo pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS/SIDA) foi
primeiramente descrita em 1981, a partir da identificacdo de individuos homossexuais
masculinos com imunodeficiéncia celular, desenvolvendo pneumonia pelo
Pneumocystis jiroveci e candidiase oral (GOTTLIEB et al.,1981).

O agente etiolégico da AIDS somente foi descoberto em 1983, por uma equipe
de pesquisadores do Instituto Pauster de Paris, estudando ganglios linfaticos de
pacientes com imunodeficiéncia e linfadenopatia generalizada. Esse agente foi, entao,

denominado Virus Associado a Linfadenopatia (LAV) (BARRE-SINOUSSI et al.,1983).
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Paralelamente, outro grupo de cientistas do Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos isolou um virus semelhante ao descrito pela equipe do Instituo
Pasteur que, também, causava imunodeficiéncia celular e o denominou de Virus
Linfotropico de Células T Humanas, tipo Il (HTLV-III) (GALLO et al.,1983).

Este agente ainda recebeu o nome de Virus Associado a AIDS (ARV) (LEVY et
al.,1984), porém, em 1985, foi observado que os isolados virais com diversas
denominacfes convergiam na determinacdo de quadros clinicos caracteristicos de
pacientes com AIDS, concluindo-se que se tratava do mesmo virus (RATNER et
al.,1985). Logo, o Comité Internacional de Nomenclatura de Virus adotou o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) como terminologia padrao a ser utilizada por todos os

portadores acometidos por essa infeccao.

Os primeiros casos de AIDS registrados no Brasil, datam de 1982, com os
pacientes apresentando quadros clinicos semelhantes aqueles diagnosticados na
Europa e Estados Unidos (USA). Contudo, o isolamento viral em nosso meio,

somente ocorreu em 1987 (GALVAO-CASTRO et al.,1987).

2.2.2 Morfologia e Genoma do HIV

O HIV esté classificado taxonomicamente na familia Retroviridae, subfamilia
Lentivirinae. Trata-se de virus ndo oncogénico, citopatico que apresenta RNA como
forma de armazenamento das informagfes genéticas.

A estrutura externa esférica é formada por uma membrana bilaminar
glicolipoproteica com um diametro de aproximadamente 100 nm (Figura 4). O virus

apresenta um cerne cilindrico denso, que corresponde ao nucleocapsideo ("core")
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viral. Envolto por essa regido encontram-se proteinas estruturais codificadas pelo
gene gag, constituido por duas fitas simples de RNA (Genoma Viral) e enzimas
codificadas pelo virus, dentre as quais, a transcriptase reversa e a integrase,
responsaveis pela retrotranscricdo e insercdo do provirus, respectivamente

(GELDERBLOM et al.,1987).

Proteina do “Core” Proteinas do Envelope

Glicoproteina Gp41
Proteina p24

Glicoproteina Gp120
Proteina p17

Material Genético (RNA) Transcriptase Reversa p66/51 (pol)

Figura 4: Representacdo esquematica do HIV evidenciando as proteinas do
envelope (Gp4l e Gp 120), Core (p17 e p24), polimerase (transcriptase reversa, p66
e p51) e o material genético (acido ribonucléico — RNA). Fonte: Adaptado do encarte

do kit de “western Blot” Abbott Diagnostics.

O genoma viral possui uma extensao aproximada de 10Kd, entre duas regides
laterais longas de repeticdo denominadas LTR ("Long Terminal Repeat"), contendo
elementos responsaveis pelo controle para integracdo, transcricdo e poliadenilacdo
dos RNAs mensageiros, assim como, genes codificadores de proteinas do cerne viral

(gag), enzimas de replicacdo (pol) e glicoproteinas do envelope (env) (Figura 5).



12

O gene gag é responsavel pela codificagcdo das proteinas constitutivas do
"core", que sao clivadas a partir de uma proteina precursora de 55Kd, produzindo as
proteinas P24, P16 e P14. O gene pol tem como funcdo produzir a transcriptase
reversa e a integrase, originadas a partir de uma proteina precursora de 160Kd. O
gene env traduz uma proteina de 160Kd que apoés clivagem e glicosilacdo, resulta na
proteina GP120, que constitui a fracdo mais externa do virus e a GP41l inserida

através da membrana do virus (GEYER et al.,1988).

5 rev 3
LTR.  gag pol Vi vouvpr tat rev ot nef LR
Gpl160

P17 P24 \Pls'm P23 | P16 | P12 | P14 |mo0| GpI20) Gp41 | ppy
Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura genbmica do HIV
evidenciando as terminacdes de repeticdes longas (LTR - 5’ e 3’) genes do gag (p55 —
pl7, p24 e pl5), genes da polimerase (pll, p66/55 e p32), genes do envelope (Gp
160 — Gp120 e Gp4l) e os genes acessorios (vif — p23, vpu — pl16, vpr — pl2, tat —

pl4, rev e nef — p27). Fonte: Elaboracédo prépria.

O HIV-1 ainda possui seis genes adicionais que sao divididos em dois grupos:
acessorios (vip, nef, vpr, e vpu) e regulatérios (tat e rev). Os genes nef, tat e rev séo
essenciais nos processos regulatorios da replicagéo viral.

O gene nef é responsavel pela tradugdo de uma proteina de 27Kd,
presumidamente atuando no processo de transcri¢ao viral com a funcéo de regulacao

negativa. O gene tat codifica uma proteina pequena de, apenas, 14Kd, que atua na
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regido tar do RNA mensageiro, localizado nas LTRs, de forma a transativar a traducéo
de proteinas virais. O gene regulador da expressdo das proteinas virais (rev) €&
traduzido em uma proteina de 18Kd e tem a funcdo de transporte seletivo de RNA
mensageiro do citoplasma.

O genoma viral é dividido em 5 regides variaveis (V1 a V5) e 5 regides
constantes (C1 a C5), situados no gene env. A variacdo nos genes env e gag, do HIV-
1, determinou a identificacdo de oito subtipos genéticos pertencente ao grupo
principal (M — do inglés “Major”) (GURTLER et al.,1994; LAROSA et al.,1990; MYERS
et al.,1994)(Gurtler et al., 1994; LaRosa et al., 1990; Myers et al., 1994) e outros que
foram denominados de "O" (do inglés “Outlier”) pois, ndo puderam ser classificados
em nenhum dos constituintes do grupo "M" (GURTLER et al.,1994; JANSSENS et
al.,1994; VANDEN et al.,1994).

No Brasil, o subtipo B é o mais predominante, semelhante ao padrdo
apresentado na Europa e América do Norte; contudo, outros subtipos virais (F, C e D)
ja foram detectados em nosso meio, demonstrando uma grande variabilidade genética

(COUTO-FERNANDEZ et al.,1994).

2.2.3 Ciclo de Replicacéao do HIV

O ciclo replicativo do HIV tem inicio com a ligacdo da Gp 120 (proteina mais
externa do virus) nas células com receptores de superficie especificos (moléculas
CD4 da superficie T4) (DALGLEISH et al.,1984; KLATZMANN et al.,1984) (Figura 6).
A molécula CD4 é uma glicoproteina de 55 a 58 kd, presente na superficie da célula
hospedeira. Ela é detectada em grande quantidade nos linfocitos auxiliares/indutores

e participam no reconhecimento de antigenos associados a moléculas classe 2 do
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complexo principal de histocompatibilidade (MHC) nas células apresentadoras de
antigenos CD4 e co-receptores do tipo CXCR4 (linfocitos T) e CCR5 (macréfagos e
monacitos) (WU et al.,1996).

A fusédo entre as membranas viral e celular € mediada através da Gp 41
(LIFSON et al.,1986). O virus, entdo, insere o seu material genético (RNA), no
citoplasma da célula hospedeira juntamente com as enzimas transcriptase reversa e
ribonuclease H, que transformara as fitas simples em duplas fitas de DNA, e as
integrard ao genoma da célula hospedeira através da enzima integrase. Apds a
integracdo, o material genético € denominado provirus. ApOs esse processo, 0 Virus
utilizara as vias sintéticas da célula hospedeira para traduzir e sintetizar suas préprias

proteinas. Todo o processo de replicacdo viral ocorre em um periodo de seis horas.

Penetracao
do Virus

l Transcriptase Reversa

Transcrngao Reaversa

Proteinas Primarias

Figura 6: Modelo esquematico do ciclo de replicacdo do HIV evidenciando as
fases de: penetracdo do virus na célula hospedeira, transcricdo reversa, integracao,

protease e o surgimento de um novo virus. Fonte: Desconhecida.
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O HIV pode, ainda, infectar outras linhagens de células humanas tais como,
linfécitos T supressores, linfocitos B, macréfagos, mondcitos, células de Langerhans
da pele, células da glia cerebral, células dos linfonodos, da medula 6ssea, do timo e
células cromafinicas do colon, duodeno e reto (L H DOS S OLIVEIRA.,1994). O
galactosil ceramideo (Gl C) (HAROUSE et al.,1991) e os receptores do complemento
e da fracdo Fc das imunoglobulinas se constituem em receptores alternativos para a
infeccdo pelo virus (TAKEDA et al.,1988).

O sincicio, como é chamado o produto de fuséo, nédo € funcional, causando
grande destruicdo dos linfécitos CD4. Por acao indireta, o virus promove a formacéo
de sincicios pela ligacdo de células infectadas que expressam a Gpl20 em sua
membrana, com células néo infectadas, que expressam moléculas CD4 (L H DOS S

OLIVEIRA.,1994).

2.2.4 Epidemiologia do HIV

O ministério da saude registrou no Brasil, 7.747 homens e 5.467 mulheres
totalizando 13.214 novos casos de AIDS no ano de 2006 com predominio etario entre
30 a 34 anos, somando 433.067 casos desde 1980 (MINISTERIO DA SAUDE.,2006).

Os dados epidemioldgicos da AIDS apontam a regido Sudeste com a maior
incidéncia e prevaléncia de casos no Brasil. A Bahia ocupa a sétima colocacdo em
namero de casos de AIDS no Brasil, despontando como maior pélo de concentracao
do norte/nordeste (MINISTERIO DA SAUDE.,2006).

Foram registrados no Brasil 183.074 6bitos por AIDS de 1995 a 2005, sendo a
Bahia o segundo estado do norte/nordeste nesta categoria. Entretanto, no ano de

2005 a Bahia registrou um decréscimo na taxa de incidéncia por 100.000 habitantes,
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em relacdo ao ano anterior, sendo o vigésimo primeiro do Brasil e estando abaixo da

média nacional (MINISTERIO DA SAUDE.,2006).

2.3 CO-INFECCAO VHC E HIV

O HIV modifica a histéria natural da infeccéo pelo VHC levando a um aumento
da carga viral plasmatica e hepatica do VHC, acelerando o curso da progressao de
hepatite cronica para cirrose, aumentando o0 aparecimento do carcinoma
hepatocelular numa faixa etaria menor e dentro de um periodo mais curto de infeccao
em comparagdo com pacientes mono-infectados pelo VHC. (BENHAMOU et al.,2001;
BONACINI et al.,2000; GARCIA-SAMANIEGO et al.,2001; GRAHAM et al.,2001,
MURILLAS et al.,2005; SORIANO et al.,1999a; SORIANO et al.,1999b; SOTO et
al.,1997; SULKOWSKI et al.,2000).

A terapia anti-retroviral de alta poténcia (“Highly Active Anti-retroviral Therapy”
— HAART) adotada para o tratamento de pacientes com HIV contribuiu para o
aumento e melhora da sobrevida nesta populacdo, estabelecendo condicdes
favoraveis para a progresséao lenta do VHC e consequente insuficiéncia hepatica. Este
fato ndo era observado antes do advento da terapia HAART, sendo o paciente levado
a Obito por doencas oportunistas antes mesmo do comprometimento hepético. Porém,
este fato isoladamente ndo se constitui na Unica justificativa para o aumento da
mortalidade causada pelo HCV. A andlise de multiplos fatores como a interacao virus-
hospedeiro e virus-virus, imunossupressao do paciente e dano hepatico induzido por
drogas podem estar correlacionados para o agravamento na progressao da doenca

(BICA et al.,2001; MONGA et al.,2001; TEDALDI et al.,2003).
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O virus da hepatite C possui uma alta prevaléncia (36,2%) na populacdo de
individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana adquirida na cidade de
Santos, estado de Sao Paulo, regido sudeste do Brasil (SEGURADO et al.,2004).
Entretanto portadores do virus HIV residentes na regido norte, no estado da
Amazobnia, apresentaram somente 5% de reatividade contra anticorpos do VHC
(BRAGA et al.,2006). Os dados da regido centro-oeste apontam 3,2% de reatividade
contra anticorpos do virus HIV e 2,5% para HCV, com 42% de positividade para HCV

nos pacientes HIV positivos (PEREIRA et al.,2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia dos subtipos virais da hepatite C em pacientes co-
infectados pelo HIV-1 e sua associacdo com as diversas vias de transmissao na

cidade de Salvador, Bahia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a prevaléncia dos subtipos do VHC na populacéo estudada.

e Avaliar associacdo da infeccdo pelos diversos subtipos do VHC com as
caracteristicas demograficas e fatores de risco, em pacientes infectados pelo
HIV-1 em Salvador, Bahia.
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4 JUSTIFICATIVAS

A co-infeccdo VHC/HIV aumenta o risco de progressado da doenca hepatica. O
tratamento é dispendioso, demorado e apresenta respostas variaveis de acordo com
o subtipo do VHC. Pacientes co-infectados pelo tipo 1 apresentam respostas
virolégicas inferiores (<50%) comparados com o tipo 3 (>80%). O conhecimento da
prevaléncia dos subtipos do VHC e das vias de transmissdo em nosso meio pode

permitir o planejamento da melhor estratégia para tratamento desta patogenia.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRAGEM

Foram analisadas no Laboratorio de Pesquisa em Infectologia — Unidade de
Virologia (LAPI-VIR) do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos
(Com-HUPES) em Salvador, Bahia, amostras de 75 pacientes infectados pelo HIV
previamente diagnosticado para hepatite “C” no periodo de marco de 2005 a outubro
de 2007 e determinados o status sorologicos para co-infeccdo pelo VHC. Desta
forma, foi aplicado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice 1)
e a ficha epidemiologica (Apéndice 2).

ApOs o preenchimento das certidbes, as amostras foram coletadas pelo
sistema a vacuo, em frascos de 5 mL, estéreis contendo 0,5 mL do anticoagulante
acido Etilenodiaminatetracético Tripotassio (K3 EDTA), centrifugadas a 2.000

rotacdes por minuto (RPM) durante 10 minutos e extraido o plasma.

5.2 EXAMES LABORATORIAIS

No plasma dos voluntarios a presenca de anticorpos reagentes aos virus HIV e
VHC (n=75) foi determinada pelos métodos de ensaio imunoenzimatico (EIA) e
confirmado pelo “Western Blot” na infeccao pelo HIV.

As amostras positivas para ambas as infeccbes foram submetidas a
quantificacdo da carga viral plasmética do virus HIV (NASBA - Biomerieux),

contagem das células CD4/CD8 (FACSCalibur — Becton Dickinson) e para
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determinacao dos genotipos do virus da hepatite C foi utilizado o kit TRUGENE 5'NC
(Visible Genetics Toronto — Canada - SIEMENS Diagnostics).

5.2.2 Ensaio imunoenzimatico (EIA) para VHC

O teste sorologico para pesquisa de anticorpos contra os antigenos do virus C
da hepatite (anti-VHC) foi realizado pelo método imunoenzimatico indireto (ETI-Ab-
HCVK-3, Diasorin), comercialmente disponivel. As placas utilizadas foram
previamente sensibilizadas com polipeptideos das regides estruturais (c22 e c23
recombinantes) e ndo estruturais do VHC (NS4 e NS5 peptideos). Apos adicdo do
soro ou plasma, a placa foi incubada por 60 minutos e lavada 5 vezes com tampao
salino de fosfato (PBS) e Tween® 20 para a incubacdo com a solucéo de conjugado
contendo peroxidase com IgG humano cultivado em cabras. Em seguida, efetuou-se
um novo processo de lavagem seguido da pipetagem da mistura da tetra-metil-
benzidina (TMB) com tampé&o citrato e peroxido de hidrogénio (solucdo reveladora —
substrato) e incubagé&o a temperatura ambiente por 30 minutos. Ao final da incubacgéo,
as amostras positivas demonstraram uma cor azul sendo alterada para amarela com
a adicdo do &cido sulftrico 1N e a absorbancia mensurada contra o filtro de 450nm
com 620nm de referéncia. O ponto de corte foi determinado calculando-se a média

dos controles negativos somado com o fator de diluigéo fornecido pelo fabricante.

5.2.3 Ensaio imunoenzimatico (EIA) para HIV

O ensaio para deteccao dos anticorpos contra o HIV 1 e 2 (Vironostika HIV Uni-

Form Il — Biomerieux), comercialmente disponivel, baseia-se no principio “sandwich”

em uma Unica etapa. Foram utilizados microplacas revestidas com uma mistura das
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proteinas do virus HIV (p24 HIV-1, gp160 HIV-1, ANT70 HIV-1 e aa592-603 HIV-2) e
uma esfera em forma de perola com conjugado liofilizado e marcado com peroxidase.

A primeira fase inicia-se com a adicdo de 100uL do diluente da amostra
seguido de 50uL da amostra de soro ou plasma do paciente a ser testado e incubado
por 60 minutos a 37°C. Apds sucessivas lavagens adicionou-se 100uL da solucéo
reveladora (TMB) seguido de um periodo de incubacdo de 30 minutos em
temperatura ambiente. A Ultima fase ocorre com a adicdo do &cido sulfurico a uma
concentracdo de 1N para bloquear a reacdo seguida da leitura colorimétrica utilizando

filtros com comprimento de onda em 450 nm e 620 nm como referéncia.

5.2.4 Exame confirmatdrio para HIV (“Western Blot”)

O exame de “Western Blot” é utilizado como principal padrdo na confirmagao
de amostras repetidamente positivas no teste EIA. O kit utilizado para execucao das
amostras contidas neste estudo foi 0 GENELABS Technologies. A primeira etapa
iniciou-se com a adicdo de 2 mL da solucdo de lavagem a fita de reagdo para
hidratagdo durante 5 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo orbital de 100
RPM. Apoés o término desta fase, adicionou-se 20uL de soro ou plasma da amostra a
ser testada iniciando por 60 minutos um processo de incubacdo em temperatura
ambiente sob agitacdo orbital de 100 RPM. Em seguida apds trés processos de
lavagens adicionou-se o conjugado sendo submetido ao mesmo periodo de
incubacéo citado na fase anterior. Apos nova etapa de lavagens adicionou-se 2 mL do
substrato durante um periodo de incubacao de 15 minutos em temperatura ambiente

com 100 RPM. AplOs aspiracdo do substrato e da agua destilada utilizada para
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interromper a reacdo efetuou-se a analise dos resultados seguindo os critérios

determinados pelo fabricante.

5.2.5 Exame da Quantificacdo da Carga Viral para HIV

O método utilizado para quantificacdo da carga viral para HIV baseia-se no
principio NASBA (Biomerieux). Esta metodologia € semelhante ao ciclo replicativo do
HIV “in vivo” sendo capaz de detectar valores entre 80 e 10.000.000 de cépias por
mililitro de plasma na amostra testada. O exame se desenvolve em trés etapas:
liberacdo e isolamento do RNA viral; amplificacdo do RNA viral e a detec¢cdo atravées

do método de hibridizacao.

5.2.5.1 Liberac&o e Isolamento dos Acidos Ribonucléicos (RNA)

A liberacdo do RNA do virus VHC foi realizado através da utilizacdo de 1 mL de
plasma do paciente com 9 mL do tamp&o contendo tiocianato de guanidina 5mol/L,
triton x-100 e alta concentracdo salina (Nuclisens® Lisys Buffer, Biomerieux), com a
finalidade de solubilizar as proteinas e os lipidios levando a inativagdo dos agentes
infecciosos presentes na amostra. Nesta fase sdo adicionados trés calibradores de
RNA sintéticos com concentracdes conhecidos que irdo atuar como controles
internos, além de permitir a criagdo de uma curva padréo para calculo do resultado da
amostra desejada.

O inicio da fase do isolamento viral ocorre através da imobilizacdo dos acidos
nucléicos liberados, em particulas de silica. A purificacdo automatizada (Extractor —

Biomerieux) dos RNA’s imobilizados em fase solida inicia-se com sucessivas
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lavagens com etanol e acetona para eliminacdo completa dos materiais solubilizados
presentes na amostra. A etapa de eluicdo ocorreu com a adicdo de uma solucdo
tampao de baixa concentracdo salina permitindo a liberacdo dos RNA’s aderidos as
particulas de silica. Ao final da extracdo obtém-se um material genético altamente

purificado e livre de fatores inibitorios.

5.2.5.2 Amplificac&o Isotérmica dos Acidos Ribonucléicos (RNA)

A amplificacdo de acidos nucléicos utilizado para a quantificacdo de RNA do
HIV em plasma baseia-se em uma reacao isotérmica que ocorre a 41°C e pode gerar
um fator de 10° cépias de RNA em 90 minutos. A regido do HIV amplificada
corresponde ao gene “gag” e consiste na atividade simultdnea das enzimas
transcriptase reversa, RNase H e a T7 — RNA polimerase. O inicio desta fase ocorre
apos a preparacao dos iniciadores, do conjunto de enzimas e descongelamento do
material extraido. Adiciona-se 10uL da amostra de RNA viral extraida e purificada a
5uL dos iniciadores incubando-os por 5 minutos a 65°C. Apoés esta etapa transferem-
se os tubos contendo os iniciadores e 0os RNASs virais extraidos para 41°C deixando-
os estabilizar a temperatura por 5 minutos. Em seguida, adiciona-se 5uL do conjunto
de enzimas e permite que a amostra permaneca por 90 minutos na mesma
temperatura. Apds concluido esta fase pode-se congelar o produto a -20°C ou dar

inicio a fase de deteccéo.

5.2.5.3 Deteccdo Quimioluminescente dos Acidos Ribonucléicos (RNA)
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O processo de deteccao inicia-se com o preparo de quatro tubos contendo
20uL do padrédo de sondas especificas e genéricas que permitira uma reacao de
hibridizagdo dos trés calibradores adicionados na fase inicial e o RNA da amostra
analisada. A estas sondas adiciona-se 5uL do material amplificado deixando-os
incubados a uma temperatura de 41°C por 30 minutos sendo necessaria uma
agitacdo a cada 10 minutos. ApOs ajuste da concentracdo desejada as amostras sao
levadas ao equipamento que ira efetuar a contagem da amostra e dos calibradores
através da imobilizacdo do complexo biotina-estreptoavidina lidado a esferas
magneéticas presente nas sondas. Através de uma descarga elétrica o atomo de
ruténio na presenca de um composto chamado de tripropilamina presente no
complexo ird sofrer uma reacéo de eletroquimioluminescéncia e a quantidade de luz
emitida por esta reacdo sera mensurada sendo proporcional a quantidade de amostra
amplificada. O sinal proveniente da reacao é digitalizado sendo calculada uma curva
padrao a partir dos trés calibradores utilizados permitindo o calculo da concentracéo
do RNA viral presente na amostra analisada e seu respectivo resultado em copias de

virus por mililitro de plasma.

5.2.6 Exame da Contagem de Células CD4 e CD8

O equipamento utilizado para a realizacdo da contagem das células CD4 e
CD8 foi o FACSCalibur (BD — Biosciences) que possui um laser de argbnio com
comprimento de onda de 488 nm e 3 detectores de fluorescéncia na seguinte ordem:

FL-1 capta a luz verde (A = 530 nm), o FL-2 que capta a luz laranja (A =570 nm) e 0

FL-3 que capta a luz vermelha (A = 670 nm).
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Na preparacdo das amostras foi adicionado 20uL do anticorpo monoclonal BD
TATEST™ ao tubo BD TruCOUNT™ seguido de 50uL de sangue periférico contendo
anticoagulante K3 EDTA e apds agitacao iniciou-se o processo de incubacdo em
temperatura ambiente por 15 minutos ao abrigo da luminosidade. Apos concluséo
dessa etapa, foram adicionados 450uL do tampéo de lise das hemacias (“BD FACS
Lysing Solution”) na diluicdo 1:10 que apés agitado e incubado por 15 minutos em
temperatura ambiente ao abrigo da luminosidade estava apto para ser processado. As
amostras foram analisadas pelo programa BD Multiset™ apds calibracdo e
compensacao do aparelho com as particulas BD CaliBRITE™ atraves do software BD
FACSComp™ sendo os resultados calculados e liberados em valores absolutos

(células/mm?).

5.2.7 Exame de Genotipagem do VHC

5.2.7.1 Reacédo de Transcricdo Reversa (RT-PCR) e Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) do VHC

O RNA foi extraido e purificado pela mesma metodologia utilizada na
quantificacdo da carga viral plasmatica do HIV e foram submetidos as reacdes de
transcricdo reversa (RT-PCR) e amplificacdo (PCR) (kit EZ r Tth RNA PCR — Applied
Biosystems) em apenas uma Unica etapa, utilizando os iniciadores de sequéncia
(invirogen™) da regido ndo codificante 5" no dominio estrutural do genoma viral do
VHC desenhados conforme descrito no quadro 1:

Quadro 1: Descricdo da sequéncia dos iniciadores da regiao

5'NC do virus C da hepatite (VHC) utilizado na reacéo
de retrotranscricdo (RT-PCR) e amplificacédo (PCR).
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Iniciador Sequéncia

KY78 CAC TCG CAA GCA CCC TAT CAG GCAGT

KY80 GCA GAA AGC GTC TAG CCATGG CG

Na reacdo da RT-PCR e PCR foram utilizados 0,85mM de manganés, 150nM
de cada iniciador de sequéncia (KY78 e KY80), 200uM dos pares de bases, 5U da
enzima thermus Termophilus (Tth), 16ulL do tampao da enzima e 4gua livre de DNAse
e RNAse (Gibco) para ajuste da concentracao final. Esta reacao foi disposta em tubos
de PCR contendo 18uL da mistura e 5ulL do RNA extraido e purificado dos
respectivos pacientes. A reacdo de RT-PCR e PCR foi realizada no termociclador
(GenAmp® PCR Systems 9700 Applied Biosystems) com variacdo de 1°C/segundo

conforme o programa descrito no quadro 2:

Quadro 2: Programacao da temperatura e tempo utilizada na
retrotranscricdo (RT-PCR) e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para amplificagcdo da regido 5'NC do
virus C da hepatite (VHC).

Temperatura Numero
Fase Etapa Tempo _
(°C) de Ciclos
Anelamento e Extensdo 53 45 min
RT 01
94 02 min
Desnaturacgéo 94 30 seg
PCR Anelamento 54 30 seg 10
Extensao 72 1 min
Desnaturacgéo 94 30 seg
PCR Anelamento 60 30 seg 25
Extensao 72 1 min
Extensao Final 72 7 min 01
Resfriamento 04 oo (infinito) 01
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Os produtos da PCR foram corados com tampdo “Blue Juice” 10x
(Invitrogen™), submetidos a uma corrida eletroforética em gel de agarose a 2%
(GIBCO- BRL) com 10 mg/mL de brometo de etidio (Sigma Chemical Company), a
130V por 60 minutos em tampéao TBE (0,089M Tris, 0,089M &cido borico e 0,002M
EDTA pH 8) e fotografado em um transiluminador de luz ultra-violeta (UV). Foi
utiizado como padrdo de peso molecular 50 ou 100 pares de base (pb)
(Invitrogem™). Fragmentos de DNA considerados positivos referem-se a uma banda

com peso molecular de 250 pb.

5.2.7.2 Reacéao de Sequenciamento do VHC

Os subtipos do VHC foram determinados através do kit TRUGENE 5'NC
(Visible Genetics Toronto — Canada - Bayer Health Care Diagnostics), comercialmente

P™ produz um fragmento com

disponivel, que apos a reacao de sequenciamento CLI
244 pares de base (pb) na regido ndo codificante 5 do dominio estrutural,
previamente amplificado e analisado no programa GeneObjects 3.2 (visible genetics).

A reacdo de sequenciamento CLIP (CLIP™ — Trugene HCV 5'NC genotyping
Kit) utiliza dois diferentes tipos de iniciadores de sequéncia (Cy5 e Cy5.5) para
expandir o fragmento previamente amplificado em duas dire¢Ges. A preparagédo da
mistura principal para uso em 12 amostras incluindo os controles positivos e negativos
seguiu o protocolo descrito pelo fabricante com adicdo de 165,75uL de agua prépria
para uso em biologia molecular inclusa no kit, 32,50uL do tampé&o CLIP e sulfoxido
dimetil (DMSO), 26uL da mistura dos iniciadores de sequéncia e por ultimo 16,25uL

da enzima. Essa mistura foi mantida em baixa temperatura e distribuida nos

respectivos tubos de PCR (21uL), adicionado 4uL do produto da PCR.
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Simultaneamente, efetuou-se a distribuicdo das misturas contendo aminoacidos
terminais marcados da seguinte forma: foi pipetado 3uL em uma placa contendo 96
pocos compativeis com PCR (Applied Biosystems) o aminoacido marcado terminal
com adenina (A) no poco Al, o aminoacido marcado terminal com citosina (C) no
poco B1, o amino&cido marcado terminal com guanina (G) no poco C1, o aminoacido
marcado terminal com timina (T) no poco D1 e assim sucessivamente até completar a
placa, incluindo os controles negativos e positivos. Em seguida, foi pipetado 4uL da
mistura do CLIP contendo o produto da amplificacdo nos respectivos po¢os contendo
cada aminoacido marcado e acondicionado no termocilcador (Applied Biosystems

9700) com a programacao descrita no quadro 3.

Quadro 3: Programacao da temperatura e tempo utilizada na
reacdo CLIP para sequenciamento da regido 5'NC do
virus C da hepatite (VHC).

Temperatura Numero de
Etapa Tempo .
(°C) Ciclos

Agquecimento 95 01 min 01
Desnaturacao 95 30 seg
Anelamento 45 30 seg 30

Extensao 70 1 min
Resfriamento 04 oo (infinito) 01

Apbs o término da reacdo CLIP adiciona-se a solucdo de parada seguido da
etapa de desnaturacao no termociclador (Applied biosystems 9700) durante 3 minutos
a 85°C.

O produto da reacéo CLIP foi aplicado em uma placa de vidro (microcel 300
cassettes — VGI) contendo gel de poliacrilamida (sureFill™ 6% Sequence Gel — VGI)

polimerizado (Gel Toater'™ — VGI) e seqiienciado (Long-Read Tower Sequencer —
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VGI). Os resultados obtidos com o sequenciamento foram analisados no programa
GeneObjects 3.2 e gerado um resumo dos subtipos homélogos com o respectivo

genotipo.

5.3 ANALISE ESTATISTICA

O banco de dados foi construido no programa Excel 2003 (Microsoft® Office) e
analisado estatisticamente no SPSS versédo 13.0, sendo utilizado o teste de Mann-

Whitney U para avaliar diferencas entre variaveis continuas.
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6 RESULTADOS

6.1 Deteccao do RNA do VHC no Sangue Periférico

No periodo de marco de 2005 a outubro de 2007, a analise de 75 amostras no
EIA apresentaram reatividade para o virus C da hepatite e para o virus HIV,
enquadrando-se nos requisitos deste estudo. Todas as amostras tiveram material
genético viral isolado e aquelas que apresentaram um fragmento com
aproximadamente 250 pb ap6s serem submetidas a RT-PCR e PCR foram
classificados como positivas para a presenca do RNA do virus C de hepatite (Figura

7).

4676 4805 5857 6613 6967 CP CN
) +) ) (+) (+)

Figura 7: Perfil eletroforético do produto de amplificacao da regido 5"NC gene do virus
C da Hepatite (VHC) nas amostras de sangue periférico em pacientes com
HIV co-infectados com o VHC, na cidade de Salvador, Bahia, Brasil, no
periodo de margco de 2005 a outubro de 2007. Identificacdo do gel da
esquerda para direita: marcador do peso molecular de 50 pares de base
(pb) (Applied Biosystems); amostras (4676, 4805, 5857, 6613 e 6967) com
0s respectivos resultados [(+) positivo e (-) negativo]; em seguida o controle
positivo (CP) e o controle negativo (CN).
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Foi detectado fragmento de RNA do VHC em 54 (72,0%) amostras e em 21
(28,0%) amostras néo foi observado nenhum vestigio de material genético para o

virus C da hepatite (tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia de pacientes com HIV co-infectados com o
virus C da hepatite (VHC) segundo a presenca de RNA
do VHC no sangue periférico na cidade de Salvador,
Bahia, Brasil no periodo de margo de 2005 a outubro de

2007.
RNA do VHC no Sangue Periférico Frequéncia (%)
Positivo 54 (72,0)
Negativo 21 (28,0)
Total 75 (100,0)

Na amostra estudada a média da idade foi de 44,0 £ 2,9 anos e a maior
quantidade de casos ocorreu no intervalo entre 30 a 63 anos (38 pacientes - 55,1%,
p=0,55). O numero de pacientes do sexo masculino foi maior em relagdo ao sexo
feminino (58,7x41,3%, p=0,87). O valor percentual dos pacientes com relato de
hemotransfuséo foi mais frequente (4 pacientes, 33,3%, p=0,07) nos entrevistados
gue nado possuiam RNA para o VHC detectavel no sangue periférico. A atividade
heterossexual representou maioria (44 pacientes, 80%, p=0,94) em ambos 0S grupos
analisados. A utilizacdo de drogas ilicitas injetaveis foi relatada por 24 (43,6%)
pacientes, contudo, a maioria (31/55 — 56,4%) dos pacientes atestou n&o utilizar este

comportamento (p=0,55) (tabela 2).
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Tabela 2: Caracteristicas demograficas e fatores de risco em pacientes com HIV
co-infectados com o virus C da hepatite (VHC) segundo a presenca
de RNA do VHC no sangue periférico, Salvador, Bahia, Brasil —

marc¢o de 2005 a outubro de 2007.

RNA do VHC no Sangue

Caracteristicas Demograficas Periférico Total Valor
e Fatores de Risco Positivo Negativo dep
Idade/anos
18 a 30 4 (8,3)* - 4 (5,8)
31a40 11 (22,9) 5(23,8) 16 (23,2)
41a50 26 (54,2) 12 (57,1) 38 (55,1)
>50 7 (14,6) 4 (19,0) 11 (15,9)
Total 48 (100,0) 21 (100,0) 69 (100,0) 0,55
Sexo
Masculino 32 (59,3) 12 (57,1) 44 (58,7)
Feminino 22 (40,7) 9(42,9) 31 (41,3)
Total 54 (100,0) 21 (100,0) 75 (100,0) 0,87
Hemotransfuséo
Sim 4 (10,8) 4(33,3) 8(16,3)
N&o 33(89,2) 8 (66,7) 41 (83,7)
Total 37 (100,0) 12 (100,0) 49 (100,0) 0,07
Atividade Sexual
Heterosexual 31 (79,5) 13 (81,3) 44 (80,0)
Homossexual 3(7,7) 1(6,3) 4 (7,3)
Bissexual 5(12,8) 2(12,5) 7 (12,7)
Total 39 (100,0) 16 (100,0) 55 (100,0) 0,94
Uso de Drogas llicitas
Injetaveis
Sim 16 (41,0) 8 (50,0) 24 (43,6)
Né&o 23 (59,0) 8 (50,0) 31 (56,4)
Total 39 (100,0) 16 (100,0) 55 (100,0) 0,55

* NUmero de Pacientes (%)
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Dos 68 pacientes que obtiveram registrados a contagem das células CD4 notou-se
uma média mais elevada (492,0 + 260,9 células/mm?®) no grupo positivo para o0 RNA
do VHC (48 pacientes - 70,6%), contudo este achado ndo obteve uma correlacéo

estatistica significante (p=0,42), conforme demonstrado na tabela 3.

Tabela 3: Analise das médias, medianas e desvios padrdes da contagem de
células CD4 de pacientes com HIV co-infectados com o virus C
da hepatite (VHC) segundo a presenca de RNA do VHC no
sangue periférico na cidade de Salvador, Bahia, Brasil no periodo
de marco de 2005 a outubro de 2007.

Contagem de Células CD4

RNA do VHC no Casos (células/mm®)
Sangue Periférico (Total = 68) N ) N _
Média Desvio Padrédo Mediana
Positivo 48 (70,6)* 492,0 260,9 461,0
Negativo 20 (29,4) 431,4 290,8 404,0
* Numero de Pacientes (%) p=0,42

Como forma de avaliar a resposta imunoldgica citotoxica dos pacientes envolvidos
no estudo foi registrada a contagem das células CD8. Os entrevistados que possuiam
RNA do VHC detectaveis no sangue periférico obtiveram uma maior contagem das
células CD8 na comparacdo entre as médias (924,9 + 551,9 células/mm?), contudo
esta diferenca ndo representou significado estatistico (p=0,52) na analise dos dados

(tabela 4).
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Tabela 4: Analise das médias, medianas e desvios padrdes da contagem de
células CD8 de pacientes com HIV co-infectados com o virus C
da hepatite (VHC) segundo a presenca de RNA do VHC no
sangue periférico na cidade de Salvador, Bahia, Brasil no periodo
de marco de 2005 a outubro de 2007.

Contagem de Células CD8

RNA do VHC no Casos (células/mm?®)
Sangue Periférico (Total = 68) iy ] . ]
Média Desvio Padrao Mediana
Positivo 48 (70,6)* 924,9 551,9 732,0
Negativo 20 (29,4) 824,3 481,2 705,5
* Numero de Pacientes (%) p=0,52

Dos 68 pacientes com a carga viral plasmatica para HIV registrada, 42 (61,8%)
obtiveram o valor abaixo do limite de deteccdo e foram excluidos da analise
estatistica. Destes, 31 (45,6%) pacientes apresentaram RNA do VHC e 11 (16,2%)
pacientes nao apresentavam RNA do VHC no sangue periférico. Entre os
entrevistados com carga viral para HIV acima do limite de deteccdo a maior média
(3,8 + 1,04 log) foi anotada nos pacientes com auséncia de RNA para o VHC no
sangue periférico ndo sendo encontrada diferenca estatistica deste parametro, na
comparacao com o grupo que apresentou RNA do VHC no sangue periférico (p=0,24)

(tabela 5).
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Tabela 5: Analise das médias, medianas e desvio padrdo de pacientes com
HIV co-infectados com o virus C da hepatite (VHC) segundo a
guantificacdo da carga viral plasméatica para o HIV e a presenca de
RNA do VHC no sangue periférico na cidade de Salvador, Bahia,
Brasil no periodo de marco de 2005 a outubro de 2007.

Quantificagdo da Carga Viral Plasmética para

RNA do VHC no Casos 0 HIV (Log)
Sangue Periférico (Total = 26) N ] . ]
Média Desvio Padrao Mediana
Positivo 17 (65,4)* 3,3** 0,98** 2,9%*
Negativo 9 (34,6) 3,8 1,04 3,8
*Numero de Pacientes (%) p=0,24

**Eoram excluidos da analise estatistica os valores abaixo do limite de detecg¢édo do teste.

6.2 Anélise dos tipos do VHC no Sangue Periférico

Das 54 amostras (72,0%) que apresentaram RNA do VHC detectado no
sangue periférico obteve-se o sequenciamento de 46 (61,3%), evidenciando o tipo 1
(60,9%) como o mais prevalente, seguido do tipo 3 (34,8%), conforme demonstrado

na tabela 6.

Tabela 6: Frequéncia de pacientes com HIV co-infectados
com o virus C da hepatite (VHC) segundo o
tipo do VHC na cidade de Salvador, Bahia,
Brasil no periodo de margo de 2005 a outubro

de 2007.
Tipo do Virus C da Hepatite Freqiiéncia (%)
1 28 (60,9)
2 1(2.2)
3 16 (34,8)
4 1(2,2)

Total 46 (100,0)
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Na anélise entre os tipos 1 e 3 do virus C da Hepatite em pacientes co-
infectados pelo virus HIV em relacdo as caracteristicas demogréaficas e fatores de
risco da populacdo estudada evidenciam-se caracteristicas semelhantes tais como:
uma maior incidéncia em pacientes com idade entre 41 a 50 anos (22 pacientes,
53,7%, p=0,30), sexo masculino (28 pacientes, 60,9%, p=0,45), predominio da
relacdo heterossexual (26 pacientes, 74,3%, p=0,87), ndo utilizacdo de drogas ilicitas
injetaveis (20 pacientes, 55,6%, p=1,00) e nao utilizacdo de hemoderivados (30

pacientes, 88,2%, p=0,74) (tabela 7).
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Tabela 7: Caracteristicas demograficas e fatores de risco em pacientes com HIV
co-infectados com o virus C da hepatite (VHC) segundo o tipo do
VHC na cidade de Salvador, Bahia, Brasil no periodo de margco de
2005 a outubro de 2007.

Caracteristicas Tipo do Virus C da Hepatite
demogréaficas e Total Valo*r*de
fatores de risco 1 2 3 4 P
Idade/anos
18 a 30 2 (8,3)* - 1(6,7) - 3(7,3)
31a40 5(20,8) 1 (100) 2 (13,3) - 8 (19,5)
41 a50 14 (58,3) - 8(53,3) 1(100,0) 23 (56,1)
>50 3(12,5) - 4(26,7) - 7(17,1)
Total 24 (100,0) 1(100,0) 15(100,0) 1(100,0) 41 (100,0) 0,30
Sexo
Masculino 19 (67,9) 1(100,0) 9 (56,3) 1 (100,0) 30 (65,2)
Feminino 9 (32,1) - 7 (43,8) - 16 (34,8)
Total 28 (100,0) 1(100,0) 16(100,0) 1(100,0) 46 (100,0) 0,45
Hemotransfuséo
Sim 2 (10,5) 1 (100,0) 1(7,1) - 4(11,8)
N&o 17 (89,5) - 13 (92,9) - 30 (88,2)
Total 19 (100,0) 1 (100,0) 14 (100,0) - 34 (100,0) 0,74
Atividade Sexual
Heterossexual 17 (85,0) 1(100,0) 9 (64,3) - 27 (77,1)
Homossexual 1(5,0) - 2 (14,3) - 3(8,6)
Bissexual 2 (10,0) - 3(21,4) - 5(14,3)
Total 20(100,0) 1 (100,0) 14 (100,0) - 35 (100,0) 0,87
Uso de Drogas
llicitas Injetaveis
Sim 9(42,9) - 6 (42,9) - 15 (41,7)
N&o 12 (57,1) 1(100,0) 8(57,1) - 21 (58,3)
Total 21 (100,0) 1(100,0) 14 (100,0) - 36 (100,0) 1,00

* Numero de Pacientes (%)
** Analise estatistica realizada somente com os tipos 1 e 3 do virus C hepatite devido ao baixo nimero
de individuos nos tipos 2 e 4.
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6.3 Anélise dos subtipos do VHC no Sangue Periférico

Das 46 (61,3%) amostras com RNA do VHC detectaveis no sangue periférico e
sequenciadas, 45 (60,0%) obtiveram diferenciacdo entre os genotipos dessa forma,
pode-se determinar o subtipo 1b (15 pacientes, 33,3%) como 0 mais prevalente,
seguido dos subtipos 1a (13 pacientes, 28,9%) e 3a (12 pacientes, 26,7%), conforme

os dados demonstrados na tabela 7.

Tabela 8: Frequéncia de pacientes com HIV co-infectados
com o virus C da hepatite (VHC) segundo o
subtipo do VHC na cidade de Salvador, Bahia,
Brasil no periodo de mar¢o de 2005 a outubro de

2007.
Subtipo do Virus C da Hepatite Freqgiiéncia (%)

la 13 (28,9)
1b 15 (33,3)
2b 122
3a 12 (26,7)
3d 3(6.7)
4a 1(2,2)

Total 45 (100,0)

Para a analise estatistica foram utilizados os subtipos 1a, 1b, 3a e 3d do virus C
da hepatite devido ao baixo nUmero de pacientes nos subtipos 2a e 4a, desta forma
as caracteristicas demogréficas e fatores de risco demonstram que a maioria dos
entrevistados possui idade entre 41 a 50 anos (23 pacientes, 56,1%), destacando-se
0 subtipo 1B (8 pacientes, 61,5%) como o mais prevalente dentre os subtipos nesta
faixa etaria. Entretanto, o subtipo 1a apresentou o maior percentual (9 pacientes -

69,2%) do sexo masculino. Conforme demonstrado na tabela 9, a utilizagéo de drogas
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ilicitas injetaveis predomina em pacientes portadores do subtipo 1la (75%) em relacdo
aos pacientes portadores do subtipo 1b (23,2%) evidenciando uma tendéncia do
subtipo la por esta via de transmissdo (p=0,052). A maioria dos entrevistados (04
pacientes - 12,1%) negou hemotransfusdes e relataram relacfes heterossexuais (26
pacientes — 76,5%), sendo observado nos subtipos 1a (7 pacientes — 100%) e 1b (10

pacientes — 76,9%) a maior concentracdo dos pacientes.



Tabela 9: Caracteristicas demograficas e fatores de risco em pacientes com HIV co-infectados com o virus C da
hepatite (VHC) segundo o subtipo do VHC na cidade de Salvador, Bahia, Brasil no periodo de marco de
2005 a outubro de 2007.

Caracteristicas demogréaficas e Subtipo do Virus C da Hepatite Total Valor de
fatores de risco la 1b 2b 3a 3d 4da p**

Idade/anos

18 a 30 2 (18,2)* - - 1(8,3) - - 3(7,3)

3la40 2(18,2) 3(23,1) 1 (100,0) 1(8,3) 1(33,3) - 8 (19,5)

41 a 50 6 (54,5) 8 (61,5) - 7 (58,3) 1(33,3) 1 (100,0) 23 (56,1)

> 50 1(9,1) 2 (15,4) - 3(25,0) 1(33,3) - 7(17,1)

Total 11 (100,0) 13 (100,0) 1 (100,0) 12 (100,0) 3(100,0) 1 (100,0) 41 (100,0) 0,60
Sexo

Masculino 9 (69,2) 10 (66,7) 1 (100,0) 7 (58,3) 1(33,3) 1 (100,0) 29 (64,4)

Feminino 4 (30,8) 5(33,3) - 5(41,7) 2 (66,7) - 16 (35,6)

Total 13 (100,0) 15(100,0) 1(100,0) 12 (100,0) 3(100,0) 1(100,0) 45 (100,0) 0,68
Hemotransfuséao

Sim 1(14,3) 1(8,3) 1 (100,0) 1(10,0) - - 4(12,1)

N&ao 6 (85,7) 11 (91,7) - 9(90,0) 3(100,0) - 29 (87,9)

Total 7 ((200,0) 12 (100,0) 1 (100,0) 10 (100,0) 3 (100,0) - 33 (100,0) 0,92
Atividade Sexual

Heterosexual 7 (100,0) 10 (76,9) 1 (100,0) 6 (60,0) 2 (66,7) - 26 (76,5)

Homossexual - 1(7,7) - 1(10,0) 1(33,3) - 3(8,8)

Bissexual - 2 (15,4) - 3 (30,0) - - 5(14,7)

Total 7 (100,0) 13 (100,0) 1 (100,0) 10 (100,0) 3 (100,0) - 34 (100,0) 0,42
Uso de Drogas llicitas
Injetaveis

Sim 6 (75,0) 3(23,1) - 5(50,0) - - 14 (40,0)

N&ao 2 (25,0) 10 (76,9) 1 (100,0) 5(50,0) 3(100,0) - 21 (60,0)

Total 8 (100,0) 13 (100,0) 1 (100,0) 10 (100,0) 3 (100,0) - 35 (100,0) 0,052

* NUmero de Pacientes (%)
*Andlise estatistica foi realizada com os subtipos 1A,1B, 3A e 3D do virus C hepatite devido ao baixo nimero de pacientes nos subtipos 2B e 4A.



7 DISCUSSAO

A anadlise da reacéo da polimerase em cadeia (PCR) demonstrou neste estudo
que 54 (72%) pacientes foram positivos nas sorologias para ambas as patogenias e
apresentaram material genético no sangue periférico para determinacdo do genotipo
para o VHC. Este valor esta acima do encontrado por Silva e Cols. em um estudo
realizado na cidade de Salvador na Bahia, regido nordeste do Brasil em 2000 que foi
detectado 83 (65,4%) de 127 pacientes com apenas o anti-VHC positivo e material
genético do VHC circulante no sangue periférico (SILVA et al.,2000). Os dados de
outro estudo no estado do Mato Grosso, regido central do Brasil, apontam um indice
maior (86,8%) que o registrado no presente estudo em pacientes portadores do HIV
e co-infectados pelo VHC com material genético do VHC presente no sangue
periférico (MUSSI et al.,2007; ZIGNEGO et al.,1999). Dado ratificado na Espanha,
em 2005 com um indice de 88,82%, acima do encontrado neste estudo, envolvendo
767 pacientes acometidos pelas duas infeccbes (RUBIO et al.,2005). Entretanto,
outros grupos de pesquisadores na Itdlia, analisando 49 pacientes duplamente
infectados pelo HIV e VHC obtiveram 69% da presenca do RNA para o VHC sendo,
abaixo do presente estudo. As alteracdes nos valores observados podem estar
relacionadas ao comportamento, alimentagcdo, costumes bem como, o poder da
depuracédo do VHC da circulacao periférica (ALTER et al.,2000; RUBIO et al.,2005).
A regido do RNA do VHC utilizada para a realizacao da técnica de retrotranscricédo e
amplificac@o utilizada foi a 5°’NC desta forma, descarta-se a divergéncia entre a
correlacdo dos resultados apresentados nos estudos supra citados bem como, as

metodologias (ALTER et al.,2000; HAUSHOFER et al.,2003; RUBIO et al.,2005).
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Amostras falso-positivas pode ser outro fator associado as divergéncias nos
resultados obtidos.

A média da contagem de células linfociticas T CD4 foi de aproximadamente
492,0 (+260,9) células/mm?® de sangue nos pacientes contendo RNA do VHC no
sangue periférico e 431,4 (+290,8) células/mm? nos pacientes sem a presenca do
virus. Na comparacdo entre as meédias ndo foram observadas variacdes
significativas estatisticamente (p=0,42). Contudo, entre os 68 pacientes com
resultado positivo para 0 RNA do VHC, a maioria (40 pacientes, 58,8%) possuiam
CD4 acima de 200 células/mm? de sangue (p=0,74) (dados n&o mostrados). Em um
estudo realizado por Braga e cols., em 2006, na divisdo de gastroenterologia e
hepatologia da Universidade Federal da Bahia, apontaram 78,5% dos pacientes que
possuiam os virus HIV e VHC obtiveram a contagem do CD4 maiores que 200
células/mm® (BRAGA et al.,2006). Em outro estudo realizado com pacientes
portadores do HIV e VHC em Dublin, Irlanda, 85% dos participantes com resposta
virologica sustentada em tratamento ou na intencdo do tratamento, mantiveram o
CD4 acima de 250 células/mm?® (SHEA et al.,2008). Entretanto Garcia-Samaniego e
cols., em 2001, estudando uma coorte de usuéarios de drogas ilicitas injetaveis
registraram 81% de pacientes com o CD4 abaixo do limite de 200 células/mm? de
sangue porém, auséncia de condi¢des definidoras do quadro de AIDS (GARCIA-
SAMANIEGO et al.,2001). Estes estudos demonstram que a infec¢éo pelo virus C de
hepatite ndo contribui para o comprometimento imunolégico em pacientes
portadores do virus HIV apesar da possibilidade da replicagdo do virus VHC nas
células T linfociticas exclusivamente em pacientes portadores do virus HIV podendo
acarretar uma competicdo e consequente diminuicdo acentuada das células T CD4

(LASKUS et al.,2000).
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As células com receptores de membrana CD8 apresentaram nos pacientes
positivos para a presenca do VHC no sangue periférico uma meédia de 924,9
(+551,9) células/mm?® e 824,3 (+481,2) células/mm® nos pacientes que n&o
apresentavam RNA do VHC. A andlise estatistica nao revelou significancia entre os
grupos estudados (p=0,52).

No presente estudo a média da carga viral para o virus HIV foi de 3,3 log
(x0,98) nos pacientes que apresentaram RNA do VHC no sangue periférico e 3,8 log
(x1,04) nos pacientes com auséncia para 0 RNA do VHC. Estes valores nao
obtiveram correlacdo estatistica (p=0,24), sendo excluidas as cargas virais com
resultado abaixo do limite de deteccao do teste. Em um estudo realizado na China,
com pacientes co-infectados VHC/HIV foram determinadas as respectivas médias
das cargas virais para HIV como sendo, 4,61 e 4,45 log nos grupos analisados (PAN
et al.,2007). Outro estudo realizado em 2005, na Espanha, avaliando a
epidemiologia da hepatite crénica pelo VHC determinou o valor médio da carga viral
para HIV em 4,59 log nos pacientes estudados (RUBIO et al.,2005).

O tipo 1 foi encontrado em 28 (60,9%) pacientes com o material genético
detectavel no sangue periférico, seguido do tipo 3 (16 pacientes, 34,8%) e dos tipos
2 (1 paciente, 2,2%) e 4 (1 paciente, 2,2%) em cada grupo. Os dados do presente
estudo estdo em consonancia com um estudo realizado por Braga e cols. em 2006
com pacientes mono-infectados pelo VHC e co-infectados VHC/HIV na cidade de
Salvador, onde foi encontrado uma prevaléncia de 70,8% dos pacientes positivos
para o tipo 1 e 29,2% para os tipos 2 ou 3 (BRAGA et al.,2006). Estudos com
pacientes mono-infectados pelo VHC, na mesma localidade, descreveram o tipo 1
como mais prevalente seguido pelo tipo 3 (CODES et al.,2003; SILVA et al.,2000).

Yoo e cols., em 2005, realizando um estudo multicéntrico com hemofilicos co-
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infectados pelo VHC/HIV, nos Estados Unidos, também observaram uma maior
prevaléncia do tipo 1 (84%) seguido do tipo 3 (14%), tipo 4 (4,4%) e tipo 2 (3,9%)
(YOO et al.,2005). Na costa oeste dos Estados unidos, Seal e cols. identificaram o
tipo 1 como o mais predominante em paciente co-infectados VHC/HIV, seguido do
tipo 3 (SEAL et al.,2007). O estudo de Ramos e cols. realizado na Espanha, em
2007, com uma grande quantidade de participantes (1343 pacientes) sendo 797
(65%) pacientes positivos para ambas as patogenias, determinou o tipo 1 como mais
prevalente (58,5%), seguido do tipo 3 (25%) e do tipo 4 (13,3%) (RAMOS et
al.,2007). Entretanto, Morsica e cols., em 2007, analisando 34 pacientes co-
infectados VHC/HIV na regido central da Italia, obteve, com diferenca de apenas um
paciente, o tipo 3 como mais predominante (15 — 44,1%), em seguida o tipo 1 (14 —
41,2%), e por fim os tipos 4 (4 pacientes, 11,8%) e o tipo 2 (1 paciente, 5,9%)
(MORSICA et al.,2007). Em um estudo Europeu multicéntrico com pacientes co-
infectados VHC/HIV, que envolveu dentre outros paises a Italia, o tipo 1 (48%) foi o
mais prevalente seguido do tipo 3 (34%) (VAN et al.,2004). Desta forma, os
resultados encontrados nos pacientes co-infectados pelo VHC e HIV no presente
estudo na cidade do Salvador, estdo de acordo com a distribuicdo descrita por
pesquisas em todo o mundo. A diferenca encontrada nos valores do estudo de
Morsica e cols. pode ser atribuida ao reduzido nimero de participantes, nao
demonstrando a real situagéo dos tipos do VHC circulantes na populagdo com HIV
da Italia.

Na andlise entre os tipos mais prevalentes (tipos 1 e 3), observou-se que o
sexo masculino (19 pacientes — 43,2%; p=0,44), o numero de pessoas que relataram

manter relacdes heterossexuais (17 pacientes — 51,5%; p=0,12), ndo ter recebido
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hemoderivados (17 pacientes — 51,5%, p=0,738) e ndo utilizaram drogas ilicitas
injetaveis (12 pacientes — 34,2%; p=1,000) foram mais predominante no tipo 1.

Os resultados do presente estudo revelaram o subtipo 1b como o mais
prevalente (15 pacientes, 33,3%), seguido pelo subtipo 1a (13 pacientes, 28,9%) e
do subtipo 3a (12 pacientes, 26,7%). Em um estudo realizado no ano de 2000, na
cidade de Salvador, Bahia, com individuos mono-infectados pelo virus C da hepatite
registrou uma distribuicdo semelhante com o subtipo 1b (32 pacientes, 38,6%) sendo
0 mais prevalente, seguido do subtipo la (20 pacientes, 24,1%) e 3a (18 pacientes,
21,7%) (SILVA et al.,2000). Entretanto, um estudo realizado com 127 pacientes
mono-infectados pelo VHC, na mesma localidade, no ano de 2003, o subtipo 1b
(35,4%) se manteve como 0 mais prevalente, seguido do genotipo 3 (33,9%) e do
subtipo 1a (30,7%) (CODES et al.,2003). Na analise entre os pacientes co-infectados
pelo virus C da hepatite e o HIV, na regido central do Brasil, o subtipo la (61,6%)
obteve a maior porcentagem seguido do 3a (21,7%), 1b (15%) e 2 (1,7%) (MUSSI et
al.,2007). Na Espanha um estudo envolvendo 767 pacientes co-infectados pelo
VHC/HIV evidenciou-se o subtipo l1a (167 pacientes, 34,42%) como mais prevalente
seguido dos subtipos 3 (124 pacientes, 25,56%) e 1lb (78 pacientes, 16,08%)
(RUBIO et al.,2005). Outro estudo publicado dois anos depois, analisando 1343
individuos co-infectados VHC/HIV no mesmo pais, evidenciou um perfil diferente ao
citado anteriormente com o subtipo 1b (32,4%) com uma maior freqiéncia seguida

dos subtipos 1a (30,2%) e 3a (20,8%) (RAMOS et al.,2007).
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8 CONCLUSOES

A freqiiéncia dos gendtipos do virus C da hepatite em pacientes co-infectados
pelo HIV, neste estudo, € semelhante ao observado na literatura.

Ha uma tendéncia para maior prevaléncia do subtipo la do VHC entre os
pacientes usuarios de drogas ilicitas injetaveis na populacéo estudada.

Neste estudo, a distribuicdo dos gendtipos do VHC nos pacientes co-
infectados pelo HIV é semelhante a descrita na literatura em pacientes mono-

infectados pelo VHC.
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APENDICE 1

Universidade Federal da Bahia

Hospital Universitario Prof. Edgard Santos

Laboratorio de Pesquisa em Infectologia
-x.,_, % Rua Jodo das Botas, s/n - Canela 40110-160 Salvador - Bahia - Brasil
m Tel.: (71) 3339-6210 FAX: (71) 3247-2756

Tl

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Participacdo em Protocolo de
Pesquisa

A. Proposito e Reviséo Geral

Os pesquisadores Carlos Brites e André Ramos do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos estdo desenvolvendo uma pesquisa para caracterizar o
Virus da Hepatite C (HCV) em pacientes portadores do Virus da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) na cidade de Salvador, Bahia. A hepatite C nos
paises desenvolvidos alcanca uma prevaléncia de 1 a 2% de infectados na
populacdo total. No Brasil, este indice aponta um percentual de positividade de
1,2%, com taxa de incidéncia de 9,6 por 100.000 habitantes, atingindo cerca de 3
milhdes de portadores em estagio cronico da doencga. Este estudo pode fornecer
informacgdes importantes sobre caracteristicas genotipicas da infec¢cdo pelo HCV e
sua relagédo com o HIV, auxiliando no tratamento dos pacientes.

A. Procedimentos

Caso concorde em participar desta pesquisa terei uma amostra 10mL,
aproximadamente 4 colheres de sopa, do meu sangue colhida através de puncéo
venosa, utilizando material estéril, para a realizacdo do exame que ir4 caracterizar o
subtipo do HCV.

B. Riscos e Desconfortos

Nenhuma intervencdo ameacadora da integridade dos pacientes sera feita.
Somente a retirada do sangue, cujo risco inclui desconforto temporario da picada de
agulha e queimor, raramente hematoma e infeccdo. As medidas habituais para
coleta de sangue serdo tomadas para que iSSo ndo aconteca.

C. Beneficios

Este estudo n&o prevé beneficios diretos para vocé. No entanto, espero que as
informagdes provenientes deste, ajudem no tratamento de futuros pacientes.
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D. Custos

N&o haverd nenhum custo relacionado a participacdo no estudo. Desta forma,
nao pagarei por nenhum procedimento usado nessa triagem. Da mesma forma, nao
pagarei pelos exames que serao feitos ja que parte dos mesmos sao proporcionados
pela prépria instituicdo responsavel.

E. Reembolso
N&o receberei nenhum reembolso por participar nesse protocolo de pesquisa.
F. Questdes

Recebi informacdes suficientes para participar deste estudo, explicada por
, € quaisquer de minhas
perguntas me foram respondidas. Caso tenha alguma dulvida a respeito desta

pesquisa devo entrar em contato com André Ramos ou Dr. Carlos Brites no numero
(71) 339-6210.

G. Consentimento
Eu ndo tenho nenhuma obrigacdo de contribuir para este estudo, podendo

desistir a qualquer momento sem qualquer prejuizo futuro. MINHA PARTICIPACAO
E VOLUNTARIA. Eu recebi uma cépia deste consentimento.

Caso concorde em participar deste protocolo de pesquisa, devo assinar abaixo:

Data Paciente

Data Pessoa que obteve o consentimento

Data Testemunha
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APENDICE 2

Universidade Federal da Bahia

Hospital Universitario Prof. Edgard Santos

Laboratorio de Pesquisa em Infectologia
™ Rua Jodo das Botas, s/n - Canela 40110-160 Salvador - Bahia - Brasil
W Tel.: (71) 3339-6210 FAX: (71) 3247-2756

“Projeto de Genotipagem para HCV”

Identificacéo

Nome
Apelido
Data de Nascimento / /
ldade |__|_|

Sexo (M) (F)

Endereco

OhWNE

Ponto de Referéncia
Telefones
Telefone de vizinho/amigo

©ooN

Ficha Epidemiolégica
Nos ultimos 6 meses vocé:
1. Recebeu transfusédo de sangue ou derivados? (S) (N) (NS)
2. Qual a sua atividade sexual?
( )homens ( )mulheres ( )homens e mulheres ( ) ndo tem
3. Quantos parceiros vocé teve nos ultimos 6 meses?
()X ()2a3 ()3 a5 ()5a10 ( )maisde 10
Desses algum era garoto ou garota de programa? (S) (N) (NS)
J& usou droga na veia? (S) (N) (NS)
Ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel? (S) (N) (NS)
Qual?
7. Vocé ja se feriu com algum instrumento que pudesse estar contaminado com
sangue ou secrecao? (S) (N) (NS)
Quando?
8. Jateve relacdo sexual com portador do virus HIV? (S) (N) (NS)
Quando?
9. Jateve relacdo sexual com usuarios de drogas IV? (S) (N) (NS)
Quando?
10.Usa camisinha nas rela¢gfes sexuais? (sempre) (as vezes) (nunca)
11.Fez uso frequente de bebida alcoolica? (S) (N)
Quando? Quanto?

o a bk




Avaliacao Laboratorial

1.

2.

Resultado do Anti-HCV? (Pos) (Neg)
Resultado do Anti-HBC? (Pos) (Neg)
Resultado do Anti-HTLV? (Pos) (Neg)

Faz tratamento para HCV?  (S) (N)
Qual?

Ultima dosagem de ALT (Alanina Amino-Transferase)?
Data: Valor:

Ultima carga viral para HCV?
Data: Valor:

Resultado do Anti-HIV?  (Pos) (Neq)

Faz tratamento para HIV?  (S) (N)
Qual?

Ultima carga viral para HIV?
Data: Valor:

10. Ultima contagem de células CD4?

Data: Valor:

Observag6es Complementares:
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