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RESUMO

A prevaléncia e os fatores de risco para a positividade do anti-HEV (IgG) em
pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) variam de acordo com a area
geografica estudada podendo levar a um quadro agudo, cirrose, hepatite
fulminante e 6bito, sendo a cronificacdo relatada apenas em imunossuprimidos
e imunocomprometidos. O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia e
descrever os fatores de risco séciodemogréficos, socioeconémicos,
comportamentais, clinicos e laboratoriais associados a positividade do anti-
HEV (IgG) em PVHA. Trata-se de um estudo analitico transversal no qual
participaram PVHA acompanhadas no Ambulatério de Doengas Infecciosas e
Parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco,
no periodo de abril de 2016 a agosto de 2017. ApGs a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, foi realizada uma entrevista com o0s
participantes para obtencdo de dados séciodemograficos, socioecondmicos e
comportamentais. As amostras foram encaminhadas ao Setor de Virologia do
Laboratério de Imunopatologia Keizo-Asami (LIKA), onde foram processadas e
armazenadas até a realizacdo da sorologia. Para a detec¢éo do anti-HEV(IgG)
foram utilizados kits comerciais (RECOMWELL HEV IgG MIKROGEN ©),
seguindo as recomendacgdes do fabricante. A prevaléncia do anti-HEV (1gG) em
PVHA foi de 4,1% (15/366) e os fatores de risco associados na univariada
foram; tempo de estudo e a pratica do sexo oral-anal, porém apés analise
multivariada por regressao logistica com valores ajustados de p, apenas as
variavel pratica do sexo-oral anal permaneceu associada a positividade para o
anti-HEV (1gG). O resultado da prevaléncia corrobora com classificacdo do
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), sobre niveis de
endemicidade para a hepatite E, que considera paises com prevaléncias
menores de 25% como endémicos. Na regido Nordeste, este € o primeiro
estudo epidemioldgico, este € o primeiro estudo epidemiolégico a mostrar
associacdo da pratica do sexo oral anal a positividade para o anti-HEV (IgG),
em PVHA.

Palavras-chaves: hepatite E. Coinfeccdo HIV/HEV. Fatores de risco.

Prevaléncia.



ABSTRACT

The prevalence and risk factors for anti-HEV (IgG) positivity in people living with
HIV/aids vary according to the geographic area studied, which can lead to an
acute condition, cirrhosis, fulminant hepatitis and death. chronicity reported only
in immunosuppressed and immunocompromised patients. The objective of this
study was to estimate the prevalence and to describe socio-economic,
behavioral, clinical, and laboratory risk factors associated with anti-HEV (IgG)
positivity in PLHA. This is a cross-sectional analytical study in which PLWHAs
were followed at the Ambulatory of Infectious and Parasitic Diseases of the
Hospital das Clinicas of the Federal University of Pernambuco from April 2016
to August 2017. After the signing of the free and informed consent form an
interview was conducted with the participants to obtain sociodemographic,
socioeconomic and behavioral data. Samples were sent to the Virology
Department of the Keizo-Asami Immunopathology Laboratory (LIKA), where
they were processed and stored until the serology was performed. For the
detection of anti-HEV (IgG) commercial kits (RECOMWELL HEV IgG
MIKROGEN ®) were used, following the manufacturer's recommendations. The
prevalence of anti-HEV (IgG) in PLHA was 4.1% (15/366) and the associated
risk factors in the univariate were; time of study and the practice of oral-anal
sex, but after a multivariate analysis by logistic regression with adjusted values
of p, only the anal sex-oral practice variable remained associated with anti-HEV
(IgG) positivity. The prevalence results corroborate with the Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) classification on levels of endemicity for hepatitis
E, which considers countries with prevalences below 25% as endemic. In the
Northeastern region, this is the first epidemiological study, this is the first
epidemiological study to show association of anal oral sex practice with anti-
HEV (I1gG) positivity in PLHA.

Keywords: hepatitis E. HIV/HEV coinfection. Risk factors. Prevalence.
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1 INTRODUCAO

A infeccéo pelo virus da hepatite E (HEV) pode levar ao desenvolvimento de
faléncia hepatica em individuos imunocomprometidos. No entanto, a presenca de
anticorpos especificos do HEV (IgG), no soro pessoas vivendo HIV/aids (PVHA) tem
sido descrita com taxas que variam com a &rea geografica (DEBES et al., 2016),
sendo de 1,5% a 4% no Sudoeste da Franca (RENOU et al.,, 2010) a 45,3% em
Gana (FIELD et al., 2013). No Brasil, apenas um estudo em PVHA realizado na
cidade de S&o Paulo, relatou uma prevaléncia de 10,7% do anti-HEV (IgG)
(FERREIRA et al., 2017).

Estudos sobre a infeccdao do HEV em PVHA mostram que pode haver um
quadro agudo, cirrose, hepatite fulminante e 6bito (PERON et al., 2011; CRUM-
CIANFLONE et al., 2012; JARDI et al. 2012). O uso inadequado da TARV pode estar
associado ao aumento da carga viral do HIV, baixa contagem de linféticos TCD4 e
dificuldade para eliminagdo do HEV, ocasionando a cronificagdo (SUNEETHA et al.,
2012; POUTI et al., 2012).

Fatores de risco para a positividade do anti-HEV (IgG) em PVHA, ainda séo
pouco conhecidos. Nos paises desenvolvidos foram descritos como fatores para a
positividade do anti-HEV (IgG) o consumo da carne de porcos infectados, e nos
paises em desenvolvimento, segundo Debes et al (2016) a relacéo sexual oral-anal
seria uma possivel via da infeccéo. A idade pode ser um fator comum associado a
infeccédo pelo HEV em PVHA, embora nenhum limite de idade em particular pareca
definir um risco aumentado para a positividade do anti-HEV (IgG) nessa populacéo
(NG et al., 2000; MONTALVO et al., 2010; RAPICETA et al., 2013; MARTINEZ
WASSAF et al., 2013; SHERMAN et al., 2014; POLITOU et al., 2015; DEBES et al.,
2016). A baixa contagem de TCD4 em PVHA pode constituir também um fator
associado a positividade do anti-HEV(IgG) (Kuniholm et al., 2015; DEBES et al,
2016).

Portanto, considerando que a hepatite E em PVHA, pode cronificar e levar a
diversos agravos e manifestacdes extrahepaticas, objetivamos realizar a presente
pesquisa com pessoas atendidas no Ambulatério de Doencas Infecciosas e

Parasitarias do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
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(UFPE) para estimar a prevaléncia e descrever os fatores de risco relacionados a
positividade do anti-HEV (IgG) nessa populagéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais do HEV

O HEV pertence a familia Hepeviridae, ao género Orthohepevirus , espécie
Orthohepevirus A com variantes do HEV de mamiferos e aviarias (ICVT, 2016,
GUEERRA, et al., 2017). Possui material genético do tipo RNA, ndo é envelopado e
as particulas medem entre 27nm e 34nm de didametro, apresentando particulas de
simetria icosaédrica na microscopia eletrébnica (Figura 1) (GUU et al.,, 2009;
GUERRA et al. 2017).

Figura 1 — Microfotografia eletrénica do virus da hepatite E (HEV).

Fonte: Parana et al, 2002.

O genoma do HEV (Figura 2) contém regides curtas nao-codificantes e trés
guadros de leitura aberta descontinua e parcialmente sobrepostos (ORF — Open
Reading Frames). A ORF1 codifica uma poliproteina enziméatica viral ndo estrutural
de 1693 aminoacidos que contém meltiltransferase, protease, RNA helicase e RNA-
dependente RNA polimerase. A ORF2 que codifica 660 aminoacidos e esta
relacionada a formagéo do cépsidio viral e auxiliam no processo de composicdo de
novas particulas (MENG, 2010; HOOFNAGLE et al., 2012; KAMAR et al., 2012); e a
ORF3 codifica uma pequena fosfoproteina de 114 aminoacidos associada ao
citoesqueleto, onde esta regido de abertura estd ligada a morfogénese e
patogenicidade (MENG, 2010; PARVEZ et al, 2011; KAMAR et al., 2012,
OSTEMAN et al., 2012; WOO et al., 2014).
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Figura 2 - Genoma do virus da hepatite E.
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Fonte: Adaptado de LEE et al., 2015.

O HEV possui oito gendtipos que variam de 1 a 8. Em humanos, 0s surtos
sdo geralmente causados pelos genoétipos 1 e 2. Os genétipos 3 e 4 sao
considerados causas de infec¢cdes endémicas com potencial zoondtico, ja que sdo
isolados ndo s6 em humanos, mas também em mamiferos de diferentes espécies,
além disso, os genotipos 5 e 6 foram isolados apenas em javalis no Japdo e os
gendtipos 7 e 8, foram isolados apenas em camelos e Dromedérios na regido de
Dubai (VAN DER POEL et al., 2001; JEMERSIC et al., 2010; DALTON et al., 2011;
STEYERet al., 2011; KAMAR et al., 2012; DALTON et al., 2014; LAGLER et al.,
2014; PASSOS-CASTILHO et al., 2016; GUERRA et al., 2017).

2.2 Epidemiologia do virus da hepatite E (HEV)

Em Nova Deli (india) ocorreu a primeira grande epidemia da hepatite E
entre 1955 e 1956, devido a um incidente com contaminagdo da agua potavel por
esgoto, afetando 35 mil pessoas, suspeitando-se como causador da situagéo o virus
da hepatite A. Os pesquisadores da época através da analise soroldgica dos
individuos contaminados descartaram a hipotese desse virus ser o causador da
epidemia e consideraram 0 surgimento de um novo agente infeccioso(PURCELL,
1993). Até o ano de 1988, este tipo de hepatite era chamado de hepatite ndo A e
ndo B de transmissdo entérica, mas neste ano com o0 auxilio da microscopia
eletrbnica, o virus foi identificado e chamado de hepatite E (HEV) (ORTEGA et al.,
2004). A doenca foi classificada inicialmente como endémica ou epidémica na Africa,
Asia e México (PURCELL & EMERSON, 2001). Além do primeiro surto em Nova
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Deli, em 2014 foram relatados outros surtos na China, india, Somalia e Uganda,
incluindo também o Nepal, com 10 mil casos (SHRESTHA et al., 2014), apos fortes
chuvas e inundacgdes, que permitiram a contaminagdo de excrementos humanos em
fontes de agua consumidas pela populacdo, além de outros fatores como falta de
saneamento basico e infraestrutura (AGGARWAL et al.,, 2013, SHRESTHA et al.,
2014).

Ao longo dos anos, diferentes espécies animais foram descritas como
possiveis reservatorios do HEV, sendo considerado atualmente como Unico dentre
0s virus causadores de hepatite, com transmissdo zoonética além de entérica,
podendo haver com menos frequéncia, transmissao via parenteral e vertical.
Segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), dos 20 milhdes de
casos mundiais registrados de hepatite E, 56.000 estdo relacionados ao 06bito por
complicagbes da doenca (KHUROO et al, 2004; PATRA et al, 2007; MENG, 2013;
PAULA et al., 2015).

A principal via de transmisséo da hepatite E é fecal oral (Figura 3), através da
ingestdo de agua e alimentos contaminados. Os individuos que eliminam
entericamente, o virus durante a fase aguda da doenca apresentando sintomas ou
ndo, sdo 0s que mais contribuem para a manutencdo do virus no ambiente. No
entanto, a quantidade de virus excretada pode chegar a 10° particulas virais por
miligrama de fezes (TEO, 2007).

Figura 3 - Rotas de transmissado do virus da hepatite E (HEV) entre hospedeiros
humano e reservatérios animais.

Orofecal ’,,,,_,_?;-._‘ )

Sanguinea Orofecal \mu‘x‘?

Vertical

Fonte: Adaptado de Santos et al. 2013

A transmissao vertical ndo € comum, no entanto, um estudo analisou oito

criancas nascidas de méaes com hepatite E, destas cinco tiveram positividade para o
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HEV (KHUROQO et al., 1995). A transmissao por contato direto tem menor frequencia
e sua prevaléncia, mesmo em &rea endémica varia entre 7,8% e 45% (JACOBSEN
et al., 2010; KUMAR et al., 2013; SANTOS et al., 2013).

A transmisséo via parental é baixa tendo em vista o curto periodo de
viremia, mas foi apontada como possivel fator de risco associado a um surto
nosocomial no Paquistéo (SIDDIQUI et al., 2005; PATRA et al., 2007). H& ocorréncia
de transmissdo em doadores de sangue com infeccdo subclinica, em areas
endémicas (KHUROO et al., 2004).

Os seres humanos podem ser infectados com todos os oito tipos de
gendtipos sendo comum nos paises em desenvolvimento como, Africa, Asia, Oriente
Médio (Figura 4) (KAMAR et al.,, 2012; GUERRA et al., 2017). Nos paises
desenvolvidos, notificou-se a presenca dos genotipos 1 e 2 em pessoas que haviam
viajado para &reas de alta endemicidade, onde a contaminacdo pode ocorrer pela
injestdo de agukla cotaminada (LEE et al., 2015).

Figura 4 - Distribuicdo geogréafica dos principais genotipos do virus da hepatite E
(HEV).

(S8
Fonte: Paula et al., (2015).
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A infeccdo pelo HEV ocasionada pelos gendtipos 3 e 4 (zoondétiocos) €
autoctone em diversos paises industrializados, sendo os surtos relacionados ao
consumo de carne mal cozida contaminada na Europa, América do Norte, Japao e
Nova Zelandia (MANSUY et al., 2004;WICHMANN et al., 2008; DALTON et al., 2007;
TSANG et al., 2000). Esses gendtipos sdo encontrados em espécies de animais
como 0 porco, javali, e marisco, também relatados em humanos (KACI et al., 2008;
GOENS et al.,, 2004; SAID etal., 2009). Especificamente, HEV gendtipo 3 é de
transmissao zoonadtica nos paises desenvolvidos a partir de relatérios de criadores
de porcos, de individuos que entraram em contato préximo com reservatério animal
e gue consumiram carne ou produtos brutos desses animais. Além disso, 0 a
infeccdo com o genodtipo 4 pode ser detectado em ambos (humanos e suinos) no
Leste da Asia e da Europa (ZHANG et al., 2008; HAKZE-VAN et al., 2011). Nos
imunossuprimidos (transplantados) e imunocomprometidos (PVHA) o gendétipo 3 é
responsavel por causar infeccdo crbnica, especialmente aqueles que realizam
transplante de 6rgdos e individuos que convivem com HIV/aids (CRUM-CIAFLONE
et al., 2012; GREWAL et al., 2014; DEBES et al., 2016). Recentemente os genétipos
5 e 6 foram isolados apenas em javalis no Japdo e o gendtipo 7 e 8, foi isolado
apenas em camelos e dromedarios na regido de Dubai (PASSOS-CASTILHO et al.,
2016; GUERRA et al., 2017).

A soroprevaléncia do anti-HEV (IgG) nos paises em desenvolvimento pode
atingir 70%, sendo associada ao contato frequente com reservatdrios de animais,
residir em areas endémicas, ser do sexo masculino, consumir figado ou carne de
animais infectados (STOSZEK et al., 2006; MENG et al., 2002; WITHERS et al.,
2002).

Na América do sul, o primeiro caso de infec¢cdo por hepatite E foi registrado
na Venezuela. A diversidade de metodologias utilizadas para critérios de
amostragem ¢ refletida nas diferentes prevaléncias observadas nos estudos, sendo
em populagbes rurais de 1% a 10%. O HEV foi detectado em outros paises da
América do Sul como Uruguai, Brasil, Argentina e Chile. A Argentina teve casos
importados com deteccdo do gendtipo 1, mas nos outros paises os casos foram
autoctones associando-os a infeccdo pelo gendtipo 3 (MONTALVO et al, 2008;
LOPES DOS SANTOS et al, 2013).

No Brasil, os trés primeiros casos de hepatite E foram descritos em

Salvador/BA. No Mato Grosso, no ano de 1995, foram descritos casos em mineiros
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que residiam em acampamentos, onde o local possuia condigcbes de saneamento
bésico precarias e na Amazbénia foram descritos os primeiros casos agudos de
hepatite E em 1997 (PANG et al., 1995; PARANA et al., 1995; SOUTO et al., 1997).

No Rio de Janeiro, um estudo retrospectivo em diferentes populacdes ou
grupos de risco mostrou as seguintes soroprevaléncias: 2,1% em pacientes com
hepatite aguda ndo B ndo C; 4,3% em doadores de sangue; 6,2% em individuos em
hemodialise crbénica; 1% em mulheres gravidas e 11,8% em usuarios de drogas
injetaveis (TRINTA et al., 2001).

Em Sa&o Paulo, um estudo relatou a soroprevaléncia do HEV de 9,8%, em
doadores de sangue e sendo relacionada ao consumo de carne de porco
contaminada (PASSOS-CASTILHO et al., 2017). Em Goiania/GO, a prevaléncia do
anti-HEV (IgG) foi de 5,3%, onde o baixo nivel educacional incialmente foi
relacionado a infec¢do pelo HEV, mas apés a andlise multivariada, esta associagédo
foi desconsiderada (FREITAS et al., 2016). Além disso, no Sul do pais, na regido do
Vale do Itajai em Porto Alegre, foi encontrada uma prevaléncia de 10% em doadores
de sangue, sendo como possivel causa de transmissao do virus o consumo de
carne de porco (PASSOS-CASTILHO et al., 2016b)

2.3 Epidemiologia da coinfec¢cdo HIV/HEV

A infeccéo pelo HEV é uma infeccdo emergente nos paises desenvolvidos e
pode causar infeccdo crbnica e cirrose em individuos imunocomprometidos,
incluindo PVHA. A coinfeccdo HIV/HEV ainda € pouco conhecida, mas ha alguns
trabalhos que demonstram a presenga do anti-HEV (IgG) em PVHA (KEANE et al.,
2012). Na Franca e no Reino Unido, no ano de 2009, foi documentada a cronicidade
da hepatite E em dois individuos infectados pelo HIV com cirrose estabelecida,
sendo este quadro pouco frequente (COLSON et al., 2009; DALTON et al., 2009).

Estudos realizados sobre a coinfeccdo HIV/HEV tém demonstrado a
presenca da IgM e IgG anti-HEV as quais variam com a area geografica estudada
(DEBES et al, 2016). Ao considerar a presenca de 1gG, as taxas variam de 1 a 45%,
a depender da sensibilidade e especificidade dos testes de diagnostico (PINEDA et
al., 2014; MERCHANTE et al.,, 2015; RIVERO-JUAREZ et al., 2015; BRADLEY
STEWART et al., 2015). Em relacdo a deteccdo do anti-HEV(IgM), alguns estudos
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relatam resultados positivos que indicam infec¢cbes recentes ou agudas(DEBES et
al, 2016).

A tabela 1 descreve as prevaléncias do anti-HEV (IgG) em PVHA conforme
a area geografica. Em paises desenvolvidos como Franca (RENOU et al.,, 2010)
varia de 1,5% a 11,2% e em pais em desenvolvimento, como Gana foi encontrada
uma prevaléncia de 45,3% (FIELD et al., 2013).

Tabela 1. Estudos de prevaléncia do anti-HEV (IgG) em PVHA de acordo com a area

geografica
Area geogréfica Soroprevaléncia(lgG) Estudos
Alemanha 5% Pisckeet al., (2010)
Brasil 10,7% Ferreira et al., (2018)
Camardes 14,2% Field et al., (2013)
Croécia 16,9% Dakovic Rode et al., (2014)
Dinamarca 13 a 30% Dalton et al. (2008)
Espanha 10,4% Mateos-Lindemann et al., (2014)
Estados Unidos 4% Crum-Cianflone et al., (2012)
Gana 45,3% Field et al., (2013)
Grécia 7,3% Politou et al., (2015)
Inglaterra 13% Mansuy et al., (2011)
Norte da Franca 1,5% a 4% Renou et al.,(2010)
Sudoeste da Franga 3% a 11,2% Kaba et al., (2011)
Suica 2,6% Kenfak-Foguena et al., (2011)

2.4 Fatores de risco relacionados a positividade do anti-HEV (IgG) em PVHA

Estudos realizados consideraram alguns fatores de risco relacionados a
infeccédo pelo HEV em PVHA, como o de Joulaei et al. (2015) os quais relataram o
risco de aquisicdo da infeccdo pelo HEV, através da relacdo sexual oral-anal entre
individuos HIV positivos.

Kuniholm et al. (2016) relatam em seu estudo que o contato direto com

porcos, javalis e veados ou o consumo da carne desses animais, e a realizacéo
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transfusdo de sangue séo fatores de risco para a positividade do anti-HEV em
PVHA.

Pesquisas tém mostrado que o aumento da idade pode ser um fator comum
associado a positividade do anti-HEV, embora nédo tenha sido especificado nenhum
limite de idade que defina um risco aumentado para a aquisi¢do da infecgéo pelo
HEV nessa populagdo (NG et al.,, 2000; MONTALVO VILLALBA et al.,, 2010;
RAPICETA et al., 2013; MARTINEZ WASSAF et al., 2013; SHERMAN et al., 2014;
POLITOU et al., 2015; DEBES et al., 2016).

A baixa contagem de TCD4 em PVHA é um fator associado a positividade
do anti-HEV, pois a cronicidade tem sido associada a contagem de TCD4< 200
células/mm?® (DEBES et al., 2016).

No Brasil, 0 Unico estudo realizado na cidade de Sado Paulo em PHVA néo
encontrou nenhuma associacdo com os fatores de risco analisados como sexo,
idade, terapia antirretroviral, carga viral do HIV e contagem de TCD4 (FERREIRA et
al., 2018). Assim, percebe-se que nao ha fatores de risco bem definidos associados
a infeccdo pelo HEV, havendo a necessidade de mais estudos em diferentes regides

que possam identifica-los.

2.5 Ciclo de replicagdo do HEV

No processo de replicagcdo viral (figura 5), o virus se adere a superficie da
célula-alvo através das HSPGs (proteoglicanas de sulfato de heparano), HSC70
(proteina do choque térmico conjugada 70) ou outro receptor celular de ligagéo, e
em seguida, penetra na célula por um receptor ainda desconhecido. A proteina do
choque térmico 90 (HSP90) e o transportador celular (GRP78) podem estar
envolvidos no transporte da particula viral para dentro da célula (ZHOU &
EMERSON, 2006; KALIA et al., 2009; ZHENG et al., 2010; YU et al., 2011).
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Figura 5 - Ciclo replicativo do HEV na célula do hospedeiro.

Fonte: Adaptado de Paula et al.; 2015

Apés a penetracdo na célula, o capsideo é rompido e o RNA é liberado no
citoplasma, mas este mecanismo ainda € desconhecido. Parte do material genético
€ entdo traduzido para producdo da poliproteina ndo estrutural codificada pela
ORF1, que é a regido gendmica envolvida no processo de replicagdo viral. A regido
ORF2 é responsavel pela formacdo do capsideo viral e montagem de novas
particulas (SURJIT et al., 2004). A proteina da ORF3 facilitara o transporte das
novas particulas virais, que sao posteriormente liberados a partir das células
infectadas (EMERSON et al., 2010; NAGASHIMA et al., 2011).

2.6 Patogénese e manifestagdes clinicas do HEV

A infeccdo pelo HEV pode desenvolver desde quadros assintomaticos até
hepatite fulminante (AGGARWAL, 2011). Através da ingestdo de agua e alimentos
contaminados, o virus penetra no hospedeiro pela via oral-fecal chegando até o sitio

primario de replicacdo, o trato gastrointestinal. Nao esta bem claro como o virus
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atinge o figado, mas acredita-se que o0 mesmo chegue até o 6rgdo através da veia
porta. Chegando aos hepatdcitos, o virus replica-se no citoplasma e € liberado na
bile e no sangue por mecanismo ainda desconhecido. O periodo de incubacéo varia
de 15 a 60 dias com média de 40 dias. ApOs a infeccdo, o0 pico de elevacao das
enzimas hepéaticas como bilirrubina, alanina aminotransferase e aspartase
aminotransferase ocorre entre 7 e 8 semanas na fase aguda da doenca,
normalizando em um periodo de 3 a 4 meses (PAULA et al., 2015; SANTOS et al.,
2015).

A deteccédo dos anticorpos IgM anti-HEV pode ser realizada durante o periodo
da fase aguda da doenga. Os anticorpos IgG anti-HEV sé&o identificados de 30 a 40
dias até a 14 anos, mas em cerca de 50% dos individuos podem ter a detecc¢éo por
até 30 anos (KHUROO, 2011).

Os sintomas séo observados apos o periodo de incubacdo do HEV que dura
de 2 a 8 semanas em cerca de 20% dos casos, podendo incluir uma fase
prodrébmica com dor abdominal, febre, nauseas, anorexia, hepatomegalia, vomito e
fraqueza, com posteriores sinais classicos como coluria, ictericia e acolia fecal. A
icteticia ocorre em cerca de 40% dos casos em paises em desenvolvimento e 75%
em paises desenvolvidos. O periodo de sintomas e ictericia pode durar de dias a
semanas. Embora a hepatite E seja uma doenca aguda, ha descricdo de casos
cronicos em transplantados, infectados pelo HIV, pessoas com leucemia e linfoma
(PAULA et al., 2015).

A infeccdo pode ser subclinica quando o individuo € exposto a pequenos
inoculos do virus, permanecendo assim nao identificado. No entanto, esse tipo de
infeccdo pode induzir imunidade parcial, com viremia e eliminagdo do virus nas
fezes (PUJOL et al.,, 1994; KHUDYAKOV,KAMILI et al., 2011; BENDALL et al.,
2010).

Relatos de casos de cronicidade da hepatite E sdo quase exclusivamente
envolvendo infeccdes com o gendtipo 3, embora um caso relacionado tenha sido
relatado em uma crianga como causado pelo genoétipo 4 (WHO, 2010; GENG et al.,
2014). Manifestacdes extra-hepaticas podem ocorrer na fase crénica da doenca,
onde complicagdes neuroldgicas sdo os mais comuns. Em um estudo de 126
pacientes com hepatite E aguda e cronica, 5,5% apresentaram manifestacbes

neuroldgicas sendo descritas sinais piramidais bilateriais, ataxia, miopatia proximal,
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encefalite, disfuncdo cognitiva, polineuropatia desmielinizante periférica, neuropatia
sensorial da dor periférica, Sindrome de Guillain-Barré e meningoencefalite
(MURALI et. al., 2015; GUERRA et al., 2017).

Em quatro pacientes com hepatie E crénica, o RNA do HEV foi detectado no
liguido cefalorraquidiano, onde na clonagem do material genético encontrado no
liquido, eles notaram a compartimentacdo de uma "quasi-espécie"”, sugerindo que a
lesédo neurologica nesses casos possam estar associados a variantes neurotropicas
emergentes. Além de manifestacdes neuroldgicas, também foram relatadas outras
manifestacbes extra-hepaticas como manifestacbes renais: glomerulonefrite
membranoproliferativa e crioglobulinemia; reumatoldgicas: mialgia e artralgia;
pancreaticas: pancreatite aguda; e hematoldgicas: trombocitopenia e anemia
aplastica (KAMAR et al., 2011, KAMAR et al.; 2014; FUJIWARA et al., 2014;
MURALI et al., 2015; GUERRA et al., 2017).

2.7 Diagnosticos para hepatite E

N&o existe um padrdo ouro para o diagndéstico da hepatite E, ele é baseado
na deteccdo de anticorpos especificos (IgM e IgG). Os ensaios imunoenzimaticos
(EIA) inicialmente foram padronizados para diagnéstico de infeccdo aguda (IgM) em
regibes endémicas, responsaveis por grande parte dos casos de hepatite aguda
esporadica, tanto em criancas quanto em adultos. Nessas areas, a pesquisa da IgM
em pacientes com quadro de hepatite faz parte da linha de frente no diagndstico. No
entanto, questiona-se a utilizacao destes testes em estudos de soroprevaléncia fora
das areas endémicas, pois o anti-HEV tem sido detectado em todos os paises,
mesmo o0s desenvolvidos com étimas condi¢des sanitarias e também em locais onde
nao existe evidéncia de infec¢cdo aguda pelo HEV (DALTON et al., 2008; SANTOS et
al., 2013).

Os casos de infec¢ao fora das areas endémicas devem ser considerados se 0
individuo apresentar historico de viagem recente para areas endémicas, nhao
havendo essa possibilidade, a investigacdo deve ser feita somente apds a exclusédo
de outras causas mais comuns associadas com a hepatite e a colestase
(ECHEVARRIA et al., 2011). Algumas hipoteses sédo consideradas para interpretar a
soropositividade para anti-HEV em areas ndo endémicas como a infec¢ao subclinica

e/ou anictérica, a reatividade cruzada com outros agentes, um resultado falso
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positivo do teste ou uma combinacéo de todos estes fatores. Investiga-se também a
relacéo desta soropositividade com exposicdo ao virus em suinos (HEV SUINO) que
esta intimamente relacionado com o virus que circula em populacdes humanas.
Estudos em doadores de sangue de regifes ndo-endémicas para infeccao pelo HEV
mostraram prevaléncia de anti-HEV de 1 a 20%, a qual é alta se comparada com a
baixa quantidade de casos associados ao HEV nestas regides (SANTOS et al.,
2013; MAST et al., 1997).

A amplificacdo do genoma do HEV (RNA) pode ser utilizada como diagnostico
para identificar casos agudos. Com a utilizagdo da reacdo em cadeia da polimerase
precedida por transcricdo reversa (RT-PCR) e quantitativa (QPCR) € possivel
detectar o RNA viral em amostras de soro, plasma ou amostras fecais (PAULA et al,
2015).

2.8 Tratamento e prevencao para hepatite E

A terapia antiviral para hepatite E cronica (CHE) consiste em monoterapia
com IFN-a ou ribavirina ou uma combinacdo destes medicamentos. O periodo do
tratamento recomendado € geralmente 2 a 3 meses (KAMAR et al., 2010; MALLET
et al., 2010; KAMAR et al., 2010; SUNEETHA et al., 2012; DE NIET et al., 2012;
SUNEETHA et al., 2012).A utilizacao da ribavirina, o analogo de nucleosidio, por um
curto periodo mostrou bons resultados para recuperacdo completa do individuo,
evitando a necessidade da realizacdo de transplante (PERON et al, 2011).

Em pacientes com HIV e infeccdo crénica pelo HEV, a utilizag&o regular do
tratamento com antirretrovirais aumenta o numero T CD4, contribuindo r para o
tratamento da hepatite E cronica (PUOTI et al., 2012).

Como estratégia de profilaxia para hepatite E, foram produzidas duas vacinas
baseadas no gendtipo 1 do HEV: a primeira desenvolvida pela GlaxoSmithKline
(Brentford, UK) e o Instituto de Pesquisas do Exeército Walter Reed (Washington, DC,
USA), que foi testada no Nepal demonstrando boa eficacia e seguranca apds a
administracdo de 3 doses, mas sua producéo foi suspensa por falta de verbas e
interesse comercial (SHRESTHA et al, 2007). A segunda foi produzida na China em
2012 e tem se mostrado eficaz. Pérem, existe questionamentos a respeito da

imunidade, pois estudos realizados demonstraram que nem os anticorpos induzidos
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pelas vacinas nem os adquiridos por infeccdo passada, fornecem imunidade
duradoura. Ainda néo é claro se a vacina também protege contra o genotipo tipo 3
mais presente na Europa, onde a vacina ainda nao esta disponivel ou se a mesma
também protege pacientes imunossuprimidos (ZHU et al., 2010; ZHANG et al.,
2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estimar a soroprevaléncia e descrever os fatores de risco associados a
positividade do anti-HEV (IgG) em pessoas vivendo com HIV/aids(PVHA),
acompanhadas no ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital
das Clinicas da UFPE, no periodo de abril de 2016 a agosto de 2017.

3.2 Objetivos especificos
Em PVHA

e Estimar a prevaléncia do anti-HEV (1gG) ;

e Caracterizar a populacéo estudada;

e Verificar associagdo entre a positividade do anti-HEV (IgG) com as variaveis
sécio demogréficas, socioecondmicas, comportamentais, laboratoriais e
clinicos;

e Descrever os fatores de risco associados a positividade do anti-HEV (I1gG) ;
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4 METODOLOGIA
4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo analitico transversal para estimar a soroprevaléncia e
descrever os fatores de risco associados a positividade do anti-HEV (IgG) em

pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA).

4.2 Populacéao e local de estudo

A populagdo foi constituida por PVHA acompanhadas no Ambulatério de
Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE), no periodo de abril de 2016 a agosto de 2017.

4.3 Definicdo do espag¢o amostral

O calculo da amostra baseou-se na soroprevaléncia do HEV em PVHA de
2,6% descrita no estudo de Kenfak-Foguena et al., (2011) realizado na Suica,
utilizando o programa epi-info versdo 7, assumindo erro alfa de 5% (0,05) para um

intervalo de confianca de 95%, obtendo-se um nimero amostral de 279.

4.4 Critérios deinclusao

Pacientes em acompanhamento ambulatorial no HC-UFPE que é um servico
de referéncia, com diagnostico sorologico da infec¢cdo pelo HIV, estabelecido de

acordo com a portaria n° 151 de 14 de outubro de 2009.
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Pessoas que residem h& menos de cinco anos no estado de Pernambuco

devido a essa informacédo poder afetar epidemiologicamente nossa pesquisa, e que

estivessem internados pela dificuldade em coletar e obtencdo de informacdes

importantes para nossa pesquisa.

4.6 Definicdo e categorizacdo das variaveis

4.6.1 Variavel dependente

Soropositividade para o HEV: definida pela presenca do anti-HEV (IgG) através do

ELISA, sendo categorizada como variavel qualitativa nominal (1. Reagente / 2. Nao

reagente).

4.6.2 Variaveis Independentes

VARIAVEIS SOCIODEMOGRAFICAS

VARIAVEL DEFINIQAO CONCEITUAL CATEGORIZAC}AO
Sexo Sexo  biolégico.  Variavel nominal 1. Masculino
dicotbmica (masculino/ feminino). 2. Feminino
Média de Idade Média da idade informada pela populagéo
estudada. Variavel continua quantitativa. -
Idade Intervalo de tempo entre a data do 1. 18-50
nascimento e a data de realizagdo da 2. >50
coleta sanguinea. Varavel qualitativa
ordinal.
Etnia Caracteristicas declaradas pelas 1. Branca
pessoas. Variavel qualitativa nominal. 2. Preta
3. Parda
4. Amarela
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5. Indigena

Anos de estudo Periodo estabelecido em funcdo do maior 1. 0
nivel de ensino formal que o individuo 2. 1-8
declarou ter concluido, sendo referida 3. 9-12
durante aplicacdo do questionério. 4, >13
Variavel qualitativa ordinal.

Estado civil Existéncia e condicOes da existéncia do 1. Solteiro
individuo perante a lei civil, sendo referida 2. Casado
durante aplicacdo do questionario. 3. Divorciado
Variavel qualitativa nominal. 4. Unido estavel

5. Viavo

Agua encanada Possui 4gua encanada em sua 1. Sim
residéncia. Variavel qualitativa nominal. 2. Néo

Outras fontes de | Busca por outras fontes de agua alguma 1. Pocos

agua vez na vida. Variavel qualitativa nominal. 2. Rios

3. Apenas agua
encanada
VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS
VARIAVEL DEFINIQAO CONCEITUAL CATEGORIZAQAO

Sexo oral-anal

Praticou sexo oral-anal alguma vez. Variavel

qualitativa nominal.

1. Sim
2. Nao

Frequéncia da
pratica do sexo oral

1. 0 (Sem frequéncia)

2. Ocasionalmente

anal 3. Na maioria das
vezes
4. Sempre

Sexo com pessoas | Relagdo sexual com parceiro do mesmo 5. Sim

do mesmo sexo sexo. Variavel qualitativa nominal. 6. Nao

Transfusao de | Realizou transfusdo sanguinea alguma vez 1. Sim

Sangue na vida. Variavel qualitativa nominal. 2. Néao

Orientag&o sexual Caracteriza a atracdo que um individuo 1. Homossexual

sente por outro. Variavel qualitativa nominal. 2. Bissexual
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3. Heterossexual
Uso de drogas | Alguma vez usou drogas injetaveis. Variavel 1. Sim
injetaveis gualitativa nominal. 2. Néao
Consumo de carne | Alguma vez jA comeu ou come carne de 1. Sim
porco porco durante a vida, Variavel qualitativa 2. Nao
nominal.
Contato direto com | Tem ou teve contato direto com porcos. Sim
porcos. Variavel qualitativa nominal. 2. Néo
Viagem para fora do | Alguma vez na vida ja viajou para fora do Sim
pais pais. Variavel qualitativa nominal. 2. Néao
VARIAVEIS CLINICAS E LABORATORIAIS
VARIAVEL DEFINICAO CONCEITUAL CATEGORIZAGCAO
Primeira contagem Contagem dos linfécitos T CD4+ realizada no 1. 2200
de TCD4 inicio do acompanhamento referida no prontuario 2. <200
do paciente. nominal expressa em células/mma3.
Variavel qualitativa
Ultima contagem de | Ultima contagem dos linfécitos T CD4+ do 1. 2200
TCD4 paciente realizada no periodo maximo de trés 2. <200
meses anteriores a data da Ultima coleta da
amostra sanguinea, sendo referida no prontuario
do paciente. Variavel qualitativa nominal expressa
em células/mm3.
Primeira carga viral | Primeira quantificacdo do HIV-RNArealizada no 1. >150.000
do HIV inicio do acompanhamento referida no prontuario 2. <150.000

do paciente. Variavel qualitativa nominal expressa

cépias/mL.

Ultima Carga viral do
HIV

Ultima quantificacdo do HIV-RNA no soro do
paciente realizada no periodo maximo de trés
meses anteriores a data da ultima coleta da
amostra sanguinea, sendo referida no prontuario

do paciente. Variavel numérica continua expressa

1. Detectavel

2. Indetectavel
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em coOpias/mL.

Tempo de Mediana do tempo de infeccéo pelo HIV expressa -

diagnostico do HIV | em meses. Variavel quantitativa ordinal.

Uso da TARV Utilizagdo regular do tratamento com o0s 1. Sim

antirretrovirais. Variavel qualitativa nominal. 2. Nao

Tempo de TARV Mediana do tempo de TARV expressa em meses. -

Variavel numérica continua.

4.7 Meétodos de coleta e processamento dos dados

A selecdo dos pacientes foi realizada por demanda espontdnea e cada
paciente que aceitou participar da pesquisa assinou um termo de consentimento
livre esclarecido (TCLE) para maiores de 18 anos, juntamente com duas
testemunhas, em duas vias de igual teor (sendo uma para o paciente e outra para o
pesquisador) (apéndice A).Os dados de cada paciente foram coletados através de
uma entrevista por meio de um formulario (apéndice B) especialmente elaborado
para a pesquisa, a fim de obter dados sociodemograficos, socioeconémicos,
comportamentais,clinicos e laboratoriais, e relaciona-los a positividade do anti-HEV
(IgG). O prontuério de cada paciente foi consultado para obter dados referentes aos

fatores clinicos e laboratoriais.

4.8 Coletae armazenamento das amostras

Foram coletados por puncdo venosa 5mL de sangue periférico por seringa a
vacuoem dois tubos com anticoagulante (K3-EDTA). Ap6s a coleta, as amostras
sanguineas foram encaminhadas ao Setor da Virologia do Laboratério de
Imunopatologia Keizo-Asami (LIKA) localizado na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) para processamento, as amostras foram aliquotadas em
microtubos devidamente identificados e acondicionados a -20°C até a realizagdo dos
testes soroldgicos.
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4.9 Teste soroldgico parao HEV

A deteccdo do anti-HEV (lgG) foi realizadapor método ELISA utilizando kits
comerciais (RECOMWELL HEV IgG MIKROGEN ®), seguindo as instrucdes do
fabricante e os resultados expressos em reagentes e néo reagentes. O teste utiliza
proteinas virais recombinantes da ORF2 do HEV (gendétipos 1 e 3) que sao fixadas
no fundo da placa de microtitulacdo. Quanto a sensibilidade e especificidade

diagnéstica, o teste apresenta 98,9% e 97,8%, respectivamente.

4.10 Deteccao molecular do HEV

O RNA viral foi extraido de 200uL de soro usando o Relia Prep™ Kit de
Purificacdo de Acido Nucleico (Promega) seguindo as instrugdes do fabricante. Para
o diagnéstico molecular de HEV, utilizamos um conjunto de primers previamente
desenhados (Meng et al 1997, Huang et al 2002). Assim, os primers 3156, 3157,
3158 e 3159 amplificam 730 pb (12 volta) e 347 pb (22 volta) respectivamente, da
regido ORF2. RT-PCR foi realizado utilizando o sistema de One-Step Super Script™
[l com Platinum™ Tag DNA Polymerase (Invitrogen) de acordo com as instrucdes

do fabricante.

4.11 Anédlise dos dados

Para a associacdo da positividade do anti-HEV (IgG) e fatores de risco foi
realizada pelo calculo do odds ratio (OR), com intervalo de confianga (95% IC) e p-
values. A medida de significancia foi determinada pelo CHI square (X°) e Fisher
exact test. Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%. Os
programas utilizados foram Epi Info version 7.0 e Graph Pad Prism (version 6.0).

As variaveis que apresentaram associacdo com o desfecho ap0s a analise
univariada, com valor de p < 0,25, foram selecionadas para compor o0 modelo da
analise multivariada, nos quais os modelos logisticos foram ajustados. Apés a

analise, permaneceram associadas as variaveis que apresentaram valor de p < 0,05.
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4.12 Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFPE, sob o
namero de protocolo 2.019.487e CAE 65623017.0.0000.5208 (anexo B).

5 RESULTADOS

5.1 Artigo

PREVALENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A POSITIVIDADE PARA O
ANTI-HEV (IgG) EM PESSOAS VIVENDO COM HIV/aids

5.2 INTRODUGCAO

A prevaléncia do anti-HEV (IgG) em pessoas vivendo comHIV/aids (PVHA)
tem sido pouco relatada, variando de acordo com a area geogréafica, chegando de
1,4% no sudeste da Franca (RENOU et al., 2010) até 45,3% na Africa (FIELD et al
2013). No Brasil, foi realizado apenas um estudo em PVHA, na cidade de Séo Paulo,
com prevaléncia de 10,7% do anti-HEV (IgG), onde mesmo obtendo-se prevaléncia
de 1,4% do anti-HEV (IgM), né&o foi identificado o RNA viral (FERREIRA et al., 2017).

A infeccdo pelo HEV em PVHA pode levar a um quadro agudo e progredir
para cirrose, hepatite fulminante e 6bito (PERON et al., 2011; CRUM-CIANFLONE et
al., 2012; JARDI et al. 2012; DEBES et al., 2016). No entanto, o uso inadequado da
TARV pode levar ao aumento da carga viral do HIV, a baixa contagem de TCDA4,
dificuldade para eliminagdo do HEV levando a cronificcdo (SUNEETHA et al., 2012;
POUTI et al., 2012; FIELD et al. 2013).

Em relagéo aos fatores de risco associados a positividade do anti-HEV (IgG)
em PVHA, nos paises desenvolvidos foram descritos como fatores de risco para o
HEV, consumo da carne de porcos e/ou galinhas infectados (Vitral et al.2005), e nos
paises em desenvolvimento a relagdo sexual anal (oral-anal) seria uma possivel via
da infeccdo em PVHA (JOULAEI et al. 2015; DEBES et al. 2016). Nestas pessoas
nenhum limite de idade parece definir risco aumentado para a aquisicdo da infeccao
(NG et al.,, 2000; MONTALVO VILLALBA et al.,, 2010; RAPICETA et al., 2013;
MARTINEZ WASSAF et al., 2013; SHERMAN et al., 2014; POLITOU et al., 2015;
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DEBES et al.,, 2016).A baixa contagem de TCD4 também é fator associado a
infeccdo pelo HEV em PVHA (KUNIHOLM et al., 2015; DEBES et al, 2016). E em
pessoas sem o0 HIV outros fatores foram associados, como a ingestdo de agua
contaminada em mineiros da bacia amaz6nica(SANTOS et al., 2013) e em pacientes
comesquistossomose com precarias condicbes socioecondmicas(PASSOS-
CASTILHO et al., 2016).

Considerando que a infeccdo pelo HEV em PVHA pode cronificar e levar ao
desenvolvimento de agravos hepaticos e extra hepaticos, o presente estudo foi
desenvolvido com o objetivo de estimar a soroprevaléncia e descrever os fatores de

riscoassociados a infeccao pelo HEV em PVHA.

5.3 MATERIAIS E METODOS

5.3.1 Desenho, populacdo de estudo e coleta da amostra

Trata-se de um estudo analitico transversal com 366 individuos
acompanhados no Ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (DIP-HC-UFPE), que foram
convidados a participar da pesquisa por meio de demanda espontanea.Apos
assinatura do trermo de consentimento livre e esclarecido, os individuos foram
submetidos a entrevista para a coleta dos dados so6ciodemograficos,
socioecondmicos, comportamentais, laboratoriais e clinicos, em seguida foram
coletados por puncdo venosa 5mL de sangue periférico por vacuo em dois tubos
com anticoagulante (K3-EDTA). Apdés a coleta, as amostras sanguineas foram
encaminhadas ao Setor da Virologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo-Asami
(LIKA) localizado na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) para
processamento, as amostras foram aliquotadas em microtubos devidamente

identificados e acondicionados a -20°C até a realizacdo dos testes sorologicos.

5.3.2 Teste sorolégico para o HEV

A deteccdo do anti-HEV(IgG) foi realizada por método ELISA utilizando kits
comerciais (RECOMWELL HEV IgG MIKROGEN®), seguindo as instrucdes do
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fabricante e os resultados expressos em reagentes e n&o reagentes. O teste utiliza
proteinas recombinantes virais da ORF2 que sao fixadas no fundo da placa para

identificacdo de anticorpos presentes no soro do paciente.

5.3.3 Deteccdo molecular do HEV

O RNA viral foi extraido de 200uL de soro usando o Relia Prep™ Kit de
Purificacdo de Acido Nucleico (Promega) seguindo as instrugdes do fabricante. Para
o diagnostico molecular de HEV, utilizamos um conjunto de primers previamente
desenhados (Meng et al 1997, Huang et al 2002). Assim, os primers 3156, 3157,
3158 e 3159 amplificam 730 pb (12 volta) e 347 pb (22 volta) respectivamente, da
regido ORF2. RT-PCR foi realizado utilizando o sistema de One-Step Super Script™
[l com Platinum™ Tag DNA Polymerase (Invitrogen) de acordo com as instrucdes

do fabricante.

5.3.4 Anadlise estatistica

Associacdes entre a soropositividade para o HEV (IgG) e potenciais fatores de
risco foram avaliados calculando-se o odds ratio (OR), (95% IC) e p-values. A
soropositividade para o HEV (IgG) foi considerada como variavel dependente. A
medida de significancia foi determinada pelo CHI square (X?) e Fisher exact test. Os
testes foram realizados com nivel de significancia de 5%. Os programas utilizados
foram Epi Info verséao 7.0 e Graph Pad Prism (version 5.0).

As variaveis que apresentaram associacdo com o desfecho apds a analise
univariada, com valor de p < 0,25, foram selecionadas para compor o0 modelo da
analise multivariada, nos quais os modelos logisticos foram ajustados. Apés o
modelo final da andlise multivariada, permaneceram associadas as variaveis que

apresentaram valor de p < 0,05.

5.4 Resultados

Foram avaliados 366 individuos vivendo com HIV/aids com prevaléncia da
positividade do anti-HEV (IgG) de 4,1%. N&o foi identificado HEV RNA na detecc¢éo

molecular. A tabela 2 mostra a analise univariada das variaveis sdciodemograficas e
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socioecondmicas entre individuos infectados pelo HIV com positividade para o anti-
HEV (IgG) e sem positividade.

;

Tabela 2. Andlise univariada de fatores sociodemograficos e socioeconémicos nos
individuos infectados pelo HIV com anti-HEV (IgG) positivos e negativos,
acompanhados no DIP do HC/UFPE, no periodo de 2016 a 2017.

Variaveis HIV/IAnti-HEV (IgG)  HIV/Anti-HEV (IgG) OR** (IC 95%)*** Valor
positivo negativo de p*
n(%) n(%)
Sexo”
Masculino 12/15(80%) 229/351 (65,24) 0.4693 (0, 1299 a 1,696) 0.2806
Feminino 3/15 (20%) 122/351 (34,76) - -
Idade”
18 -49 8/15 (53,34) 253/351 2.259 (0.7976 a 6.398) 0.1441
>50 7/15 (46,66) 98/351 - -
Etnia™
Branca 2/15 (13,33) 76/351 (21.30) - -
Preta 2/15 (13,33) 68/351 (19,1) - -
Parda 11/15 (73,34) 207/351 (19.1) - 0.5381
Estado Civil™
Solteiro 6/15 (40) 198/351 (55,74) - 0.6848
Casado 5/15 (33,34) 91/351 (26,23) - -
Divorciado 1/15 (6,66) 20/351 (5,74) - -
Anos de
estudo™
0 1/15 (6,67) 28/351 (7,92) - -
la 8 7/15 (46,66) 115/351 (33,34) - 0.0110
9ail3 6/15 (40,00) 53/351 (16,12) - -
>13 1/15 (6,67) 155/351 (42,62) - -
Agua
encanada”
Sim 14/15 (93,34) 345/351 (98,09) 4.107 (0.4625 to 36.48) 0.2558
Nao 1/15 (6,66) 6/351 (1,91) - ’
Busca por
outras fontes
de agua™
Pogos 8/15 (53,34) 190/351 (54,10) - -
Rios 1/15 (6,66) 44/351 (12,30) - 0.7427
Apenas agua
encanada 6/15 (40,00) 117/351 (33,60) - -

* Valor de p referente ao teste qui quadrado ou teste exato de fisher;**OddsRation; ***IC — Intervalo

de confianca;**** Valores referentes a média de idade com desvio padrdo entre parénteses; * Teste

estatistico utilizado Fisher'sexacttest; “Teste estatistico utilizado Chi-square; ** Teste ANOVA

Na tabela 3, encontra-se a analise univariada das variaveis comportamentais

dos individuos infectados pelo HIV com positividade para o anti-HEV (IgG) e sem

positividade.
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* — Valor de p referente ao teste estatistico qui quadrado ou exato de fisher; ** — OR:
OddsRation; *** — IC — Intervalo de confianca; * Teste estatistico utilizado Fisher's exact test; “Teste

estatistico utilizado Chi-square;

Tabela 3. Andlise univariada de fatores comportamentais nos individuos infectados pelo
HIV com anti-HEV (IgG) positivos e negativos, acompanhados no DIP do HC/UFPE, no
periodo de 2016 a 2017.

Variaveis HIV/Anti-HEV HIV/Anti-HEV OR** (IC 95%) *** Valor de p*
(IgG) positivo (IgG) negativo
n(%) n(%)
Consumo de
carne de
Porco”

Sim 14/15 (93,34) 337/351 (95,90) 1.719 (0.2109 a 14.02) 0.4729
N&o 1/15 (6,66) 14/351 (4,10) - -

Contato direto
com porcos”

Sim 9/15 (60) 205/351 (58,40) 0.9361 (0.3260 to 2.688) 1.0000
Nao 6/15 (40) 146/3551 (41,60) - -
Préatica sexo
oral-anal®
Sim 9/15 (60) 83/351 (23,64) 0.9224 (0.8604 a 0.9889) 0.0036
Nao 6/15 (40) 268/351 (76,36) - -
Orientacgao
sexual™
Homossexual 1/15 (6,67) 88/351 (25,07) - -
Bissexual 1/15(6,67) 35/351(9,97) - -
Heterossexual 13/15(86,66) 228/351 (64,96) - 0.2026
Sexo com
pessoas do
mesmo sexo”
Sim 3/15 (26,66) 136/351 (38,74) 2.319 (0.6354 a 8.467) 0.2647
Nao 11/15 (73,34) 215/351 (61,26) - -
Drogas
injetaveis”
Sim 1 (6,66) 6/351 (1,71) 0.8919 (0.6586 a 1.208) 0.2558
N&o 14 (93,34) 345/351 (98,26) - -
Transfusédo de
sangue”
Sim 2/15 (13,34) 89/351 (25,35) - -
N&o 13/15 (86,66) 262/351 (74,65) 1.027 (0.9858 to 1.069) 0.3749
Viagem para fora
do Brasil”
Sim 2/15 (13,34) 36/351 (10,25) - -
Nao 13/15 (86,66) 315/351 (89,75) 0.9865 (0.9123 to 1.067) 0.6612

Na tabela 4, sdo mostradas as medianas das variaveis laboratoriais e clinicas
analisadas em individuos infectados pelo HIV com positividade para o anti-HEV

(IgG) e sem positividade.
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Tabela 4. Analise univariada de fatores laboratoriais e clinicos nos individuos
infectados pelo HIV com anti-HEV (IgG) positivos e negativos, acompanhados no DIP
do HC/UFPE, no periodo de 2016 a 2017.

Variaveis HIV/Anti-HEV (1gG) HIV/Anti-HEV OR (IC 95%) Valor de p
positivo (IgG)
n (%) negativo
n(%)
Primeira contagem
TCD4
(células/mm?®*
=200 11 (73,34) 210 (53,83) 0,54 (0.17 a1.73) 0.1640
<200 4 (26,66) 141 (40,17) - -
Ultima contagem
TCD4
(células/mm?)*
=200 14 (93,34) 303 (82,35) 0,45 (0.05 - 3.50) 0.8235
<200 1 (6,66) 48 (17,65 - -
Primeira carga
viral do HIV
(copias/ml)*
= 150.000 2 (13,34) 296 (84,33) 1.22(1.094-1.379)  0.1501
< 150.000 13 (86,66) 55 (15,67) - -
Ultima Carga viral
do HIV
(copias/ml)*

Detectavel 4 (26,66) 101 (28,78) 1,11 (0.34 - 3.57) 0.9641
Indetectavel 11 (73,34) 250 (71,22) - ’
Mediana do

Tempo de 78 (12 — 240) 72 (1 —300) - 0.8404

diagnhostico do
HIV (meses)™

Mediana do
tempo de uso da 78 (1 — 240) 60 (1 —30) - 0.8672
TARV (meses)™
Uso da TARV
Sim 14 337 1,71 (0,21 - 14,02) 0,4729
Nao 1 14 - -

* Valor de p; * — OR: OddsRation; *** IC - Intervalo de confianca; * Teste estatistico utilizado

Fisher's exact test; “Teste estatistico utilizado Chi-square; ** teste estatistico Kruskal-Wallis.

As variaveis que apresentaram associacdo com o desfecho apds a analise
univariada, com valor de p < 0,25, foram selecionadas para compor a analise
multivariada, nos quais os modelos logisticos foram ajustados. Apos a analise
multivariada a variavel pratica sexo oral-anal permaneceu associada com a

soropositividade do anti-HEV (IgG) nos individuos com anti-HEV (tabela 5)

Tabela 5. Analise multivariada das variaveis nos individuos infectados pelo HIV com

anti-HEV (IgG) positivos e negativos.
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Variaveis HIV/Anti-HEV (IgG) HIV/Anti-HEV OD** (IC 95%) *** Valor
positivo (IgG) negativo de p*
n(%) n(%)
Prética do sexo
oral-anal”
Sim 9/15 (60) 89/351 (25,35) 6,64 (2,12 — 20,80) 0,0012
Nao 6/15 (40) 268/351 (74,65) - -
Idade
18-50 8/15 (53,34) 253/351 (72,08) 0,46 (0,15 - 1,40) 0,1750
>50 7/15 (46,66) 98/351 (27,92) - -
Anos de
Estudo”
0 1/15(6,67) 28/351 (7,92) - -
1-8 7/15(46,66) 115/351 (33,34) 1,52 (0,84 — 2,74) 0,1608
9-13 6/15 (40) 53/351 (16,12) - -
>13 1/15 (6,67) 155/351 (42,62) - -
Primeira Car%a
viral do HIV
> 150.000 2/15 (13,34) 296/351 (84,33) 1,75 (0,49 - 6,19) 0,3801
< 150.000 13/15 (86,66) 55/351 (15,67) - -
Primeira
Contagem
TCD4*
> 200 11/15 (73,34) 210/351 (59,83) 0,99 (0,99 — 1,0006) 0,2088
<200 4/15 (26,66) 141/351 (40,17) - -
Orientacgéao
Sexual™
Homossexual 1/15 (6,67) 88/351 (25,07) - -
Bissexual 1/15 (6,67) 35/351 (9,97) - -
Heterossexual 13/15 (86,66) 228/351 (64,96) 0,41 (0,14 - 1,19) 0,1024
Uso de Drogas
Injetaveis”
Sim 1/15 (6,67) 6/351 (1,71) 2,96 (0,24 - 36,02) 0,3932
Nao 14/15 (93,33) 345/351 (98,29) - -
Agua Encanada”
Sim 14/15 (93,33) 345/351 (98,29) 0,22 (0,02 — 2,37) 0,2124
N&o 1/15 (6,67) 6/351 (1,71) - -

*valor de p ajustado apds a andlise multivariada por regressao logistica. **Intervalo de confianca
reajustado apos analise multivariada por regresséao logistica. *Teste estatistico utilizado Fisher's exact
test; “Teste estatistico utilizado Chi-square.

5.5 DISCUSSAO

Em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) a prevaléncia do anti-HEV (IgG)
varia de acordo com area geografica, sendo a cronificagcdo da hepatite E também
relatada nessa populacdo (CRUM-CIAFLONE et al., 2012; PISCHKI et al. 2014).
Este é o primeiro estudo realizado na regido Nordeste, que estimou a prevaléncia de
4,1% do anti-HEV (IgG ) em PVHA. Segundo dados do CDC (2017) paises que
apresentam prevaléncias menores de 25% sdo classificados como endémicos.
Paises como Estados Unidos (CRUM-CIANFLONEET et al., 2012) e Franca
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(RENOU et al.2010; KABA et al. 2011), que consomem muita carne de porco ou
derivado, apresentam endemicidade para o HEV semelhante a encontrada nesta
pesquisa. No entanto, no Brasil apesar do baixo consumo de carne de porco,
mesmo sendo um grande produtor de suinos (MARCAL et al., 2016), a prevaléncia
foi similar a dos paises citados. O Unico estudo brasileiro realizado em S&o Paulo,
mostrou prevaléncia de 10,7% do anti-HEV (IgG) em PVHA e 1,4% do anti-HEV
(IgM), sugerindo a ocorréncia de infeccdo recente e a circulacdo do virus nessa
populacao na regido sudeste do pais(FERREIRA et al., 2018).

O RNA HEV néo foi identificado em nossa analise molecular, corroborando
com o estudo de Ferreira et al., (2018) que n&o encontrou o RNA viral, mesmo com
positividade para o anti-HEV (IgM e IgG). Em nossa pesquisa nao foi realizada
analise de anticorpo IgM.

Os fatores de risco associados a positividade do anti-HEV (IgG) em PVHA,
ainda sdo pouco descritos. Na pesquisa, a idade, ndo foi associada a positividade
para o HEV, podendo ser explicada pelo fato da populacdo ser constituida em sua
maioria por pessoas com idade inferior a 50 anos, corroborando com estudos que
sugerem menor risco de infeccdo em pessoas mais novas devido as melhorias das
condicdes sanitarias e socioeconémicas (HOOFNAGLE et al., 2012; RAPICETA et
al.,, 2012; POLITOU et al.; 2015; NG et al.,, 2000; RIVERO-JUAREZ et al., 2014;
PINEDA et al., 2014). Entretanto, o aumento da idade parece predispor a infeccéo
pelo HEV, segundo Joualaei et al. (2015) que mostraram associacéo da positividade
do anti-HEV (IgG) em PVHA, em individuos com mais de 50 anos de idade, e com
Rivero-Juarez et al., (2014) que encontraram média de idade dos individuos de 50,7.

Na analise univariada, a positividade para o anti- HEV se mostrou associada
com individuos que tinham de um a oito anos de estudo e pratica do sexo oral-anal
corroborando com Pineda et al. (2014);. Os demais fatores de risco soécio-
demograficos analisados ndo se mostram associados a positividade do anti-HEV
pelo HEV, corroborando com dados da literatura sobre o tema (KEANE et al., 2012;
RACICETA et al, 2012; PINEDA et al, 2014;). Em relagdo aos fatores
socioeconémicos, ndo foi encontrada associacdo de nenhum desses com a
soropositividade para o HEV. No entanto, baixa condicdo sanitaria e econémica foi
relatada como fator de risco para HEV em individuos com esquistossomose em
Pernambuco, por Passos-Castilho et al (2017), sugerindo que mesmo populacéo

diferente, esse fator pode favorecer a aquisi¢cao do virus.
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Na analise multivariada, a pratica do sexo oral-anal mostrou ter uma chance de
6,64 vezes maior da aquisicdo do HEV em individuos infectados pelo HIV, sugerindo
que esta pratica pode ser uma via de transmissdo do virus, corroborando com
estudos de Renou et al., (2010) e Joualey et al.,(2015), que demonstraram ser este
tipo de préatica sexual um possivel fator de risco para a positividade do anti-HEV
(IgG), assim como para outras infecgdes entéricas, citando como exemplo a giardia
(RENOU et al., 2010).

As variaveis comportamentais como o0 uso de drogas injetaveis e orientacao
sexual ndo foram associadas com a positividade para o anti-HEV (IgG) em nossa
pesquisa, corroborando com estudos que demonstraram que esses fatores de risco
nao predispdéem a positividade do anti-HEV (IgG) em PVHA (NG et al., 2000;
POLITOU et al., 2015; DEBES et al., 2016). No entanto, ndo pode ser descartada a
possibilidade da transmissao pela via parenteral, uma vez que foi relatado no
Paquistdo o uso de seringa compartilhada (SIDDIQUI et al., 2005) e no Rio de
Janeiro Trinta et al., (2001) relataram prevaléncia do anti-HEV em usuérios de
drogas injetaveis.

Em relacdo a contagem de linfécitos TCD4, em nosso estudo nao foi
encontrada associagcdo com a positividade para o anti-HEV (1gG), mas
contrariamente, estudos mostram que este fator facilita a disseminagdo do HEV,
dificultando a sua eliminacéo e levando a cronificacdo da hepatite E (c; POUTI et al.,
2012).

Dessa maneira, estudos de prevaléncia sdo necessarios no Brasil para obter-
se mais informacdes sobre a circulacédo do virus em outras regides do pais, uma vez
que a infeccédo pelo HEV em PVHA pode cronificar e ocasionar diversos agravos

como cirrose, hepatite fulminante e 6bito.
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6 CONCLUSOES

A prevaléncia do anti-HEV(IgG) em PVHA, segundo o CDC, coloca Pernambuco
como sendo uma area endémica para o HEV;

Os fatores de risco sociodemogréaficos, sécioecondmicos, laboratoriais e clinicos
nao se mostraram associados a positividade do anti-HEV (IgG) em PVHA;

A prética do sexo ora-anal foi o Unico fator de risco comportamental associado a
positividade do anti-HEV (IgG) em PVHA
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando este ser o primeiro estudo que demonstrou a prevaléncia e 0s
fatores de risco da positividade para o anti-HEV (IgG) em PVHA no Nordeste,
estudos de prevaléncias serdo necessarios para verificar a distribuicdo desse virus
no pais, uma vez que o Brasil é considerado area de risco para esse virus.

Ter encontrado uma associagéo dos fatores de risco com a positividade para
o anti-HEV (IgG) em PVHA, ressalta-se a importancia do acompanhamento desses
pacientes, uma vez que a infeccdo pode levar a agravos como, hepatite fulminante,
cirrose e Obito. Além disso, ndo ha disponibilidade do diagndstico como rotina em

servicos de saude e uma a vacina.
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APENDICE A
24 UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
2y CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
=

TERMO DE CONSSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
MAIORES DE 18 ANOS

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar, como voluntario (a), da pesquisa:
SOROPREVALENCIA E FATORES DE RISCOS DA POSITIVIDADE DO ANTI-HEV
EM PESSOAS VIVENDO COM HIV/aids (PVHA) EM SERVICO DE REFERENCIA
DE PERNAMBUCO NO PERIODO DE 2016 A 2017 EM RECIFE/PE, que esta sob a
responsabilidade do pesquisador Luan Araujo Bezerra, com endereco: Avenida
Professor Moraes Rego, s/n — Bloco “A” Terreo do Hospital das Clinicas da UFPE,
Cidade Universitaria 50670-420/Telefone: (81) 2126-8586. E-mail:
luan_araujol@hotmail.com; para contato do pesquisador responsavel (inclusive
ligacbes a cobrar) e esta sob a orientacdo da Profa. Dra. Maria Rosangela Cunha
Duarte Coelho. Telefone para contato: 21268586, email: rcoelholika@gmail.com.

ApOs ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar a
fazer parte do estudo, assine as folhas e assine ao final deste documento, que esta
em duas vias. Uma delas € sua e a outra do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem
direito de retirar o conhecimento a qualguer tempo, sem qualquer penalidade.

O objetivo desta pesquisa é estimar a soroprevaléncia (tipo de estudo que
avalia a doenca/infeccao/imunidade no presente e passado, possibilitando predizer o
futuro risco de infeccdo em determinada populacdo) e os fatores de risco pela
infeccdo pelo virus da hepatite E (HEV) em pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA),
para isso, serdo convidados 0s participantes por conveniéncia (demanda
espontanea), onde os que aceitarem participar da pesquisa, serdo encaminhados a
uma sala reservada para realizacdo de uma entrevista de modo individual. Podera
surgir o risco de constrangimento durante a entrevista, mas este risco sera
minimizado através de um adequado aconselhamento e conversa amigavel,
lembrando sempre que a participacdo € voluntaria e toda a informacdo dada sera
confidencial. ApOs a entrevista, sera realizada a coleta de duas amostras de 05 mL
de sangue de uma veia. Serdo utilizados materiais novos, estéreis, e descartaveis
na coleta de sangue, o que diminuira o risco de contaminagao. Podera surgir 0 risco
do surgimento de hematomas ou o local onde for puncionada a veia ficar arroxeado,
mas os profissionais de coleta sdo experientes e tomaréo os devidos cuidados para
diminuir o risco de que o local fique arroxeado e/ou dolorido.

Em relagdo aos beneficios, a infecgdo pelo HEV sera informada ao médico
gue o acompanha, a fim de auxilid-lo a decidir sobre a conduta clinica neste caso.
Sua participacdo serd muito importante e ajudara a criar mais informacao sobre as
infecgdes virais no contexto das pessoas vivendo com HIV/aids.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em evento ou publicacbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntérios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo
sobre a participacdo. Os dados coletos nesta pesquisa, através do questionario
aplicado pelo pesquisador, ficardo armazenados em computador pessoal, sob a
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responsabilidade da pesquisadora e do orientando, no endereco, acima informado,
pelo periodo minimo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participagdo serdao assumidas pelos
pesquisadores (ressarcimento de despesas). Fica também garantida indenizacdo em
casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa,
conforme decisao judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudos, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
UFPE no endereco: Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 — Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel. : (81) 2126.88588 — E-mail:
cepccs@ufpe.br.

(Assinatura do Pesquisador)
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF ,
abaixo assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a
oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo SOROPREVALENCIA E FATORES
DE RISCO PELA INFECC;AO DO VIRUS DA HEPATITE E (HEV) EM PESSOAS
VIVENDO COM HlV/aids (PVHA) EM SERVICO DE REFERENCIA DE
PERNAMBUCO NO PERIODO DE 2016 A 2017 EM RECIFE/PE, como voluntario
(a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0S possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade
(ou interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento).

Recife, de de 201 .

Assinatura do participante (ou responsavel legal):
Presenciamos a solicitacao de
consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do voluntario em
participar.

Assinatura da testemunha 1:
Assinatura da testemunha 2:




APENDICE B- Formulario da Pesquisa

DADOS INDIVIDUAIS

Data da entrevista Registro do paciente

/ /

1. Identificacdo do paciente na pesquisa 2. Data de nascimento

/ /

3. Nome do paciente na pesquisa 4. Sexo bioldgico
1. Masculino
2. Feminino

Endereco 5. Estado civil atual
1. Solteiro

2. Casado

3. Vilvo

4. Divorciado
5. Unido estavel

DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS

6. Qual a sua raga?
01. Branca 02. Preta 03. Amarela04. Parda05. Indigena

7. Em que vocé trabalha ou trabalhou nos 8. Qual o seu rendimento em Reais
altimos 6 meses? no més passado?
1- Tem 0- N&o Tem

9. Qual é o seu grau de formacéo
escolar? 05. Pré-vestibular
06. Superior — Graduagao

01. Analfabeto, fundamental 1 incompleto ou [07. Mestrado

priméario incompleto 08. Doutorado
02. Alfabetizacdo de adultos, Primario 09. P6s-doutorado
completo, Fundamental 1 Completo ou 10. Néo concluiu nenhum curso

Fundamental 2 Incompleto

03. Ginasial completo, Colegial incompleto
Fundamental 2 Completo ou Médio
Incompleto

04. Colegial completo, Superior incompleto,
Médio Completo ou Colegial Completo
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DADOS COMPORTAMENTAIS

10. Vocé ja teve outro (a) parceiro (a) sexual
além do seu parceiro atual?

1. Sim
2. Néo

11. Quantos parceiros (as) sexuais vocé
teve nos ultimos 12 meses?

12. J& teve relacBes sexuais com parceiro (a)
sabidamente portador de Hepatite E?

1. Sim
2. Nao

13. Vocé ja fez sexo com parceiros do
Mesmo sexo?
1. Sim
2. Nao

14. Quantos parceiros (as) sexuais do mesmo
sexo voceé teve nos ultimos 12 meses?

15. Ja fez sexo ora-anal alguma vez na
vida?

1.Sim
2. Nao

16. Qual a frequéncia da pratica do sexo
oral-anal em suas relac6es sexuai
1.0

2. Ocasionalmente (< metade das relac6es)
3. Cerca de metade das vezes

4. Na maioria das vezes (> metade das vezes)
5. Sempre

17 . (Pergunta para o sexo Masculino)
\VVocé ja fez sexo oral-anal com homem
alguma vez na vida?

18. Qual a frequéncia da pratica do sexo
oral-anal em suas rela¢fes sexuais com
homens?
1.0

2. Ocasionalmente (< metade das relacdes)
3. Cerca de metade das vezes

4. Na maioria das vezes (> metade das vezes)
5. Sempre

19. (Pergunta para o sexo feminino)
\VVocé ja fez sexo oral-anal com mulher
alguma vez na vida?
1. Sim

2. Nao

20. Qual a frequéncia da pratica do sexo
oral-anal em suas relacGes sexuais com
mulheres?

1.0

2. Ocasionalmente (< metade das relac6es)
3. Cerca de metade das vezes

4. Na maioria das vezes (> metade das vezes)
5. Sempre

21. Qual a sua orientacéo sexual?

1. Homossexual.
2. Bissexual
3. Heterossexual.

22. Vocé fez transfusdo de sangue alguma
vez na vida?
1. Sim
2. Néao

23. Vocé ja usou ou experimentou drogas
injetaveis?
1. Sim
2. Nao

24. Ja tomou injecdo com seringa de vidro ou
compartilhou seringa ou agulha?
1. Sim
2. Nao

25. Vocé ja comeu carne de porco
alguma vez na vida?
1. Sim
2. Nao
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26. VVocé tem ou teve contato com porcos ou
pocilgas, currais ou matadouros de porcos?
1. Sim
2. Néo

27.\Vocé ja viajou para fora do Brasil
antes?
1. Sim
2.Néao

28. Possui agua encanada em casa?
1. Sim
2. Nao

EXAMES LABORATORIAIS/ DADOS BIOLOGICOS

29. Data do diagnostico de HIV?

NN

30. Vocé faz o uso da
TARV?

1. Sim

2. Nao — Seguir para

31. Data inicio da TARV?

VAV

32. Contagem do primeiro CD4?

Data:

33. Contagem do ultimo CDA4?

Data:

NN/ NEEN

34. Quantificacdo da primeira CV.

L T[]

Data:
/1]

[ [N

35. Quantificacdo da CV- HIV atual.

Data:

NN/ NEEN




APENDICE C
Artigo cientifico

Acta Tropica

Instrucdes para autores disponiveis em:
https://www.elsevier.com/journals/acta-tropica/0001-706 X?generatepdf=true
Editores: J. Beier, K. Berzins, N.W. Brattig, F. Guhl

ISSN: 0001-706X

Fator de Impacto: 2.218

VOLUME 179 MARCH 2018 15SN Q001-706X

pe) ey
e

~Easlle
ELSEVIER

ACTA
TROPICA

-~ Avallable online at www . sciencadirect.com

ScienceDirect

68



69
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Abstract

The prevalence and risk factors for anti-HEV (IgG) positivity in people living with HIV /
AIDS vary according to the geographic area studied and can lead to an acute
condition, cirrhosis, fulminant hepatitis and death. chronicity reported only in
immunosuppressed and immunocompromised patients. The objective of this study
was to estimate the prevalence and to describe socio-economic, behavioral, clinical,
and laboratory risk factors associated with anti-HEV (IgG) positivity in PLHA. This is a
cross-sectional analytical study in which PLWHAs were followed at the Ambulatory of
Infectious and Parasitic Diseases of the Hospital das Clinicas of the Federal
University of Pernambuco from April 2016 to August 2017. After the signing of the
free and informed consent form an interview was conducted with the participants to
obtain sociodemographic, socioeconomic and behavioral data. Samples were sent to
the Virology Department of the Keizo-Asami Immunopathology Laboratory (LIKA),
where they were processed and stored until the serology was performed. For the
detection of anti-HEV (IgG) commercial kits (RECOMWELL HEV IgG MIKROGEN ®)
were used, following the manufacturer's recommendations. The prevalence of anti-
HEV (IgG) in PLHA was 4.1% (15/366) and the risk factors associated in the
univariate analysis were: study time, oral-anal sex practice, but after multivariate
analysis by regression the anal sex-oral variable remained associated with positivity
for anti-HEV (IgG). The prevalence result corroborates with the Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) classification, on levels of endemicity for hepatitis E,
which considers countries with prevalences lower than 25% as endemic. This is the

first epidemiological study conducted in the Northeast region of PLHA, which pointed
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to the practice of anal oral sex as a risk factor associated with anti-HEV (IgG)

positivity.

Keywords: hepatitis E; HIV/ HEV, coinfection; risk factors; prevalence .

Introduction

The prevalence of anti-HEV (IgG) in people living with HIV/aids (PLHA) has
been poorly reported, varying according to geographical area, reaching 1.4% in
southeastern France (RENOU et al., 2010). 45.3% in Africa (FIELD et al 2013). In
Brazil, only one study was carried out in PLHA, in the city of Sdo Paulo, with a
prevalence of 10.7% of anti-HEV (IgG), where even obtaining a prevalence of 1.4%
anti-HEV (IgM) No viral RNA was identified (FERREIRA et al., 2017).

HEV infection in PLHA can lead to an acute condition and progress to
cirrhosis, fulminant hepatitis and death (Peron et al.,, 2011; Crum-Chinian et al.,
2012). However, inadequate use of HAART may lead to increased HIV viral load, low
TCD4 count, difficulty in eliminating HEV leading to chronicity (SUNEETHA et al.,
2012; POUTI et al., 2012, FIELD et al. 2013).

Regarding the risk factors associated with anti-HEV (IgG) positivity in PLHA, in
developed countries the consumption of infected pigs was described as risk factors
for HEV (VITRAL et al. 2005); and anal intercourse oral-anal would be a possible
route of infection in PLHA (JOULAEI et al., 2015, DEBES et al., 2016). In these
people, no age limit appears to set an increased risk for the acquisition of infection
(NG et al., 2000). , Which is the most common cause of TCD4 infection in the long-
term treatment of HBV infection. In the case of people without HIV, other factors were
associated, such as the ingestion of contaminated water in miners of the Amazon
Basin (SANTOS et al.,, 2013), and in patients with ischemic disease and poor
socioeconomic conditions (PASSOS-CASTILHO et al., 2016).

Considering that HEV infection in PLHA can be chronic and lead to the
development of hepatic and extrahepatic diseases, the present study was developed
with the purpose of estimating seroprevalence and describing the risk factors
associated with HEV infection in PLHA.
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Materials and Methods
Design, study population and sample collection

This is a cross-sectional analytical study with 366 individuals followed at the
Infectious and Parasitic Diseases Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas of the
Federal University of Pernambuco (DIP-HC-UFPE), who were invited to participate in
the study through spontaneous demand. the subjects were submitted to the interview
for the collection of socioeconomic, behavioral, laboratory, and clinical
socioeconomic data, followed by 5mL venous puncture of peripheral blood by
vacuum in two tubes with anticoagulant (K3 -EDTA). After collection, the blood
samples were sent to the Virology Department of the Keizo-Asami Immunopathology
Laboratory (LIKA) located at the Federal University of Pernambuco (UFPE) for
processing, the samples were aliquoted into microtubes duly identified and

conditioned at -20 ° C until the serological tests were carried out.

Serological testing for HEV

Anti-HEV (IgG) detection was performed by the ELISA method using
commercial kits (RECOMWELL HEV IgG MIKROGEN®), following manufacturer's
instructions and results expressed in reagents and non-reagents. The test uses
recombinant ORF2 viral proteins that are attached to the bottom of the plaque to
identify antibodies present in the patient's serum.

Molecular detection of HEV

Viral RNA was extracted from 200uL of serum using the ReliaPrep™ Viral
Total Nucleic Acid Purification Kit (Promega) following manufacturer’s instructions.
For the molecular diagnostic of HEV, we used a set of primers previously designed
(Meng et al., 1997; Huang et al., 2002). Accordingly, primers 3156, 3157, 3158 and
3159 amplify 730bp (1st round:) and 347 bp (2nd round) respectively, of the ORF2
region. RT-PCR wasperformed using SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System
with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen) as per manufacturer’s instructions.
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Statistical analysis

Associations between HEV (IgG) seropositivity and potential risk factors were
assessed by calculating the odds ratio (OR), (95% CI) and p-values. Seropositivity for
HEV (IgG) was considered as a dependent variable. The measure of significance
was determined by CHI square (X2) and Fisher exact test. The tests were performed
with significance level of 5%. The programs used were Epi Info version 7.0 and
Graph Pad Prism (version 5.0).

The variables that showed association with the outcome after the univariate
analysis, with p value <0.25, were selected to compose the multivariate analysis
model, in which the logistic models were adjusted. After the final model of the
multivariate analysis, they remained associated with the variables that presented p

value <0.05.
Results

We evaluated 366 individuals living with HIV/aids with a prevalence of anti-
HEV (IgG) positivity of 4.1%. No HEV RNA was identified in the molecular analysis.
Table 2 shows the univariate analysis of sociodemographic and socioeconomic
variables among HIV-infected individuals with anti-HEV (IgG) positivity and no

positivity.

Table 1. Univariate analysis of sociodemographic and socioeconomic factors in HIV infected
individuals with positive and negative anti-HEV (IgG), followed in the DIP of the HC / UFPE,
from 2016 to 2017.

Variables HIV/Anti-HEV (IgG)  HIV/Anti-HEV (IgG) OR** (IC 95%)*** P
positive negative value*
n(%) n(%)
Sex”
Male 12/15(80%) 229/351 (65,24) 0.4693 (0, 1299 a 1,696) 0.2806
Female 3/15 (20%) 122/351 (34,76) - -
Age”
18 -49 8/15 (53,34) 253/351 2.259 (0.7976 a 6.398) 0.1441
>50 7/15 (46,66) 98/351 - -
Ethnicity ™
White 2/15 (13,33) 76/351 (21.30) - -
Black 2/15 (13,33) 68/351 (19,1) - -
Brown 11/15 (73,34) 207/351 (19.1) - 0.5381

Marital Status™
Single 6/15 (40) 198/351 (55,74) - 0.6848
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Married 5/15 (33,34) 91/351 (26,23) - -
Divorced 1/15 (6,66) 20/351 (5,74) - -
Years of study **
0 1/15 (6,67) 28/351 (7,92) - ;
1a8 7/15 (46,66) 115/351 (33,34) - 0.0110
9a13 6/15 (40,00) 53/351 (16,12) - ]
>13 1/15 (6,67) 155/351 (42,62) - -
Piped water *
Sim 14/15 (93,34) 345/351 (98,09)  4.107 (0.4625t0 36.48)  0.2558
Nao 1/15 (6,66) 6/351 (1,91) - i
Search for other
water sources ™
Wells 8/15 (53,34) 190/351 (54,10) - -
Rivers 1/15 (6,66) 44/351 (12,30) - 0.7427
Running water
only 6/15 (40,00) 117/351 (33,60) - :

* P value for the chi-square test or fisher's exact test; ** Odds Ration; *** Cl - Confidence interval; **** Values
referring to mean age with standard deviation between parentheses; # Statistical test used Fisher'sexacttest;
# Statistical test used Chi-square’ ** ANOVA Test.

Table 2 shows the univariate analysis of the behavioral variables of HIV-infected

individuals with anti-HEV (IgG) positivity and without positivity.

Table 2. Univariate analysis of behavioral factors in HIV-infected individuals with
positive and negative anti-HEV (IgG), followed in the DIP of HC / UFPE, from

2016 to 2017.

Variables HIV/Anti-HEV HIV/Anti-HEV OR** (IC 95%) *** P
(IgG) positive (IgG) negative value*
n(%) n (%)
Meat
consumption of
Pig *
Yes 14/15 (93,34) 337/351 (95,90) 1.719 (0.2109 a 14.02) 0.4729
No 1/15 (6,66) 14/351 (4,10) - -
Direct contact
with pigs *
Yes 9/15 (60) 205/351 (58,40) 0.9361 (0.3260 t0 2.688)  1.0000
No 6/15 (40) 146/3551 (41,60) - -
Oral-anal sex
practice #
Yes 9/15 (60) 83/351 (23,64) 0.9224 (0.8604 a 0.9889) 0.0036
No 6/15 (40) 268/351 (76,36) - -
Sexual
orientation ¥
Homosexual 1/15 (6,67) 88/351 (25,07) - -
Bisexual 1/15(6,67) 35/351(9,97) - -
Heterosexual 13/15(86,66) 228/351 (64,96) - 0.2026
Sex with Same
Sex *
Yes 3/15 (26,66) 136/351 (38,74) 2.319 (0.6354 a 8.467) 0.2647
No 11/15 (73,34) 215/351 (61,26) - -
Injectable Drugs
Use®
Yes 1 (6,66) 6/351 (1,71) 0.8919 (0.6586 a 1.208)  0.2558
No 14 (93,34) 345/351 (98,26) - -

Blood
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transfusion *

Yes 2/15 (13,34) 89/351 (25,35) - -
No 13/15 (86,66) 262/351 (74,65) 1.027 (0.9858 to 1.069) 0.3749
Travel outside
Brazil *
Yes 2/15 (13,34) 36/351 (10,25) - -
No 13/15 (86,66) 315/351 (89,75) 0.9865 (0.9123t0 1.067) 0.6612

* - P value for chi-square or fisher exact test; ** - OR: Odds Ration; *** - CI - Confidence interval; #
Statistical test used Fisher's exact test; ## Statistical test used Chi-square.

Table 3 shows the medians of laboratory and clinical variables analyzed in HIV-

infected individuals with anti-HEV (IgG) positivity and without positivity.

Table 3. Univariate analysis of laboratory and clinical factors in HIV infected individuals with
positive and negative anti-HEV (IgG), followed in the DIP of the HC / UFPE, from 2016 to
2017.

Variables HIV/Anti-HEV (IgG) HIV/Anti-HEV (IgG) OR™ (IC 95%) " P value’
positive negative
n(%) n(%)

First count TCD4
(cells/mm?)”

> 200 11 (73,34) 210 (53,83) 0,54 (0.17a1.73)  0.1640
< 200 4 (26,66) 141 (40,17) - -
Last count
TCD4 (cells/mm?)
> 200 14 (93,34) 303 (82,35) 0,45 (0.05 - 3.50) 0.8235
< 200 1 (6,66) 48 (17,65 - -
First viral load of
HIV
(copies/ml)*
> 150.000 2 (13,34) 296 (84,33) 1.22 (1.094 - 1.379)  0.1501
< 150.000 13 (86,66) 55 (15,67) - -

Last HIV viral load
(copias/ml)#

Detectable 4 (26,66) 101 (28,78) 1,11 (0.34 - 3.57) 0.9641
Undetectable 11 (73,34) 250 (71,22) - )
Median Time of
HIV diagnosis 78 (12 — 240) 72 (1 - 300) - 0.8404

(months)™*

Median time to 78 (1 — 240) 60 (1 - 30) - 0.8672
use ART

(months)###

Use of ART

Yes 14 337 1,71 (0,21 - 14,02)  0,4729
No 1 14 - -

* Value of p; ** - OR: OddsRation; *** CI - Confidence interval; * Statistical test used Fisher'sexacttest;

Statistical test used Chi-square; ™ Kruskal-Wallis statistical test.

The variables that showed association with the outcome after the univariate
analysis, with p value <0.25, were selected to compose the multivariate analysis, in which

the logistic models were adjusted. After the multivariate analysis, the oral-anal sex practice



variable was associated with anti-HEV (IgG) seropositivity in individuals with anti-HEV

(Table 4)

Table 4. Multivariate analysis of the variables in HIV-infected individuals with positive and

negative anti-HEV (IgG).
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Variables HIV/Anti-HEV (IgG) HIV/ Anti-HEV OD** (IC 95%) *** P
positive (IgG) negative value*
n(%) n(%)
Oral-anal sex
practice”
Yes 9/15 (60) 89/351 (25,35) 6,64 (2,12 — 20,80) 0,0012
No 6/15 (40) 268/351 (74,65) - -
Age
18 - 50 8/15 (53,34) 253/351 (72,08) 0,46 (0,15 — 1,40) 0,1750
>50 7/15 (46,66) 98/351 (27,92) - -
Years of study *
0 1/15(6,67) 28/351 (7,92) - -
1-8 7/15(46,66) 115/351 (33,34) 1,52 (0,84 — 2,74) 0,1608
9-13 6/15 (40) 53/351 (16,12) - -
>13 1/15 (6,67) 155/351 (42,62) - -
First HIV viral load *
> 150.000 2/15 (13,34) 296/351 (84,33) 1,75 (0,49 - 6,19) 0,3801
<150.000 13/15 (86,66) 55/351 (15,67) - -
First Count TCD4"
> 200 11/15 (73,34) 210/351 (59,83) 0,99 (0,99 — 1,0006) 0,2088
<200 4/15 (26,66) 141/351 (40,17) - -
Sexual
Orientation™
Homosexual 1/15 (6,67) 88/351 (25,07) - -
Bisexual 1/15 (6,67) 35/351 (9,97) - -
Heterosexual 13/15 (86,66) 228/351 (64,96) 0,41 (0,14 — 1,19) 0,1024
Injectable Drug
Use”
Yes 1/15 (6,67) 6/351 (1,71) 2,96 (0,24 — 36,02) 0,3932
No 14/15 (93,33) 345/351 (98,29) - -
Piped water”
Sim 14/15 (93,33) 345/351 (98,29) 0,22 (0,02 — 2,37) 0,2124
N&o 1/15 (6,67) 6/351 (1,71) - -

* adjusted p-value after multivariate logistic regression analysis. ** Confidence interval readjusted after
multivariate analysis by logistic regression. * Statistical test used Fisher'sexacttest; ** Statistical test used Chi-
square.

Discussion

In people living with HIV/aids (PLHA), the prevalence of anti-HEV (IgG) varies
according to geographic area, and chronicity of hepatitis E is also reported in this
population (CRUM-CIAFLONE et al., 2012; PISCHKI et al. 2014). This is the first study
carried out in the Northeast region, which estimated the prevalence of anti-HEV (IgG) in
PLHA. According to data from the CDC (2017), countries with prevalences lower than
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25% are classified as endemic. In the present study, the results of the present study
were similar to those of the United States (CRUM-CYANFLONEET et al., 2012) and
France (RENOU et al., 2010; KABA et al. However, in spite of the low consumption of
pork, even though it is a large pork producer (MARCAL et al., 2016), the prevalence
was similar to that of the countries mentioned. The only Brazilian study carried out in
Séo Paulo showed a prevalence of 10.7% of anti-HEV (IgG) in PLHA and 1.4% of anti-
HEV (IgM), suggesting the occurrence of recent infection and virus population in the
southeast region of the country (FERREIRA et al., 2018).

The HEV RNA was not identified in our molecular analysis, corroborating with the
study by Ferreira et al. (2018) that did not find viral RNA, even with anti-HEV positivity
(IgM and IgG). In our study no IgM antibody analysis was performed.

The risk factors associated with anti-HEV (IgG) positivity in PLHA are still poorly
described. In the research, at age, it was not associated with HEV positivity, and can be
explained by the fact that the population is mostly made up of people under 50 years of
age, corroborating with studies suggesting a lower risk of infection in younger people
due to and to the improvement of health and socioeconomic conditions (HOOFNAGLE
et al., 2012; RAPICETA et al., 2012, POLITOU et al., 2015, NIV et al. 2014). However,
increasing age seems to predispose to HEV infection, according to Joualaei et al.
(2015) that showed an association of anti-HEV (IgG) positivity in PLHA in individuals
over 50 years of age, and with Rivero-Juarez et al. (2014) who found the mean age of
the individuals of 50, 7.

In the univariate analysis, the positivity for the anti-HEV was shown to be
associated with individuals who had one to eight years of study and the practice of oral-
anal sex, corroborating with Pineda et al., (2014). The other socio-demographic risk
factors analyzed were not shown to be associated with HEV anti-HEV positivity,
corroborating with literature data (KEANE et al., 2012; PINEDA et al. 2014;). Regarding
the socioeconomic factors, no association of any of these with the HEV seropositivity
was found. However, low sanitary and economic condition was reported as a risk factor
for HEV in individuals with schistosomiasis in Pernambuco, by Passos-Castilho et al.
(2017), suggesting that even a different population, this factor may favor the acquisition
of the virus.

In the multivariate analysis, the practice of oral-anal sex has shown a 6.64-fold
higher chance of HEV acquisition in HIV-infected individuals, suggests that this practice

may be a route of virus transmission, corroborating studies by Renou et al., (2010) and
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Joualey et al., (2015), who demonstrated that this type of sexual practice is a risk factor
for anti-HEV (IgG) positivity, as well as for other enteric infections, citing giardia as an
example (RENOU et al. al., 2010).

Behavioral variables such as injecting drug use and sexual orientation were not
associated with anti-HEV (IgG) positivity in our study, corroborating with studies that
demonstrated that these risk factors do not predispose to anti-HEV positivity (IgG ) in
PVHA (NG et al., 2000, POLITOU et al., 2015, DEBES et al., 2016). However, the
possibility of parenteral transmission can not be ruled out, since the use of a shared
syringe has been reported in Pakistan (SIDDIQUI et al., 2005) and in Rio de Janeiro
Trinta et al. (2001) reported prevalence of anti-HEV in injecting drug users.

Regarding TCD4 lymphocyte count, in our study, no association with anti-HEV
(IgG) positivity was found, but conversely, studies show that this factor facilitates the
dissemination of HEV, making it difficult to eliminate it and leading to chronification of
hepatitis E (SUNEETHA et al., 2012; POUTI et al., 2012).

Thus, prevalence studies are needed in Brazil to obtain more information about
virus circulation in other regions of the country, since HEV infection in PLHIV can

chronify and cause various diseases such as cirrhosis, fulminant hepatitis and death.

Conclusions

Prevalence and behavioral risk factors, such as chicken meat consumption
and the practice of ora-anal sex, were first reported in the Northeast region of PLHA,
and these are associated with anti-HEV (IgG) deposition in this population.

The other socio-demographic, socioeconomic, laboratorial and clinical risk

factors were not shown to be associated with HEV anti-HEV (IgG) positivity.
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5 - Associar a infecgdo pelo HEV em PYHA com os fatores comportamentais (consumo de came de porco,
consumo de carme de galinha, contato direto com porcos, contato direto com galinhas, viagem para fora do
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6 - Associar a infeccio pelo HEV em PYHA com os fatores bioldgicos (contagem de linfécitos TCD4 e a
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7 - Associar a infecgdo palo HEV em PVHA com as varidveis clinicas (uso @ tempo da TARV).
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HIViaids.
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confidencialidade; 5 - TCLE adequado; 6 - Latles dos pesquisadores anexados, 7 - Projeto em ambos 0s
formatos adequados.
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dados. Informamos que a APROVACAQ DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apos o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
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site do CEP/CCS/UFPE. Apds apreciacdo desse relatorio, o CEP emitird novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informameos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucdo, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolu¢do CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Av. da Engenharia &/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Salde

Bairro: Cidade Universiliria CEP: £0.740-800
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126.8588 E-mail: cepccs@uipe.br
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Tipo Documento Arguivo Postagem Autar Situacio

Informacies Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 07/04/2017 Aceito

|do Projeto ROJETO B68460.pdl 11:28:53

Outros CARTADERESPOSTAASPENDENCIAS| O7/04/2017 [LUAN ARAUJO Aceito

doc 11:25:22 |BEZERRA

TCLE ! Termos de | TCLE.doc 07/04/2017 |LUAN ARAUJO Aceito

Assentimento / 11:19:28 |BEZERRA

Justificativa de

Ausdncia

Projeta Detalhado / |PROJETODETALHADOLUANARAUJID | 07/04/2017 [LUAN ARAUJO Acito

Brachura BEZERRA. doc 11:19:07 |BEZERRA

Inyestigador

Outros DeclaracaoVinculo.pdf 13/03/2017 |LUAN ARAUJO Aceito
11:09:02 |BEZERRA

Outros curriculojuliana. pdf 10/03/2017 |LUAN ARAUJO Aceito
12:42:15 |BEZFERRA

Outros curriculoDayvson. pdf 10/03/2017 | LUAN ARAUJO Aceito
12:41:21  |BEFERRA

Outros curriculoMarcella_pdf 10/03/2017 |LUAN ARAUJO Aceito
12:40:44 |BEZERRA

Outros CurriculoMelayne.pdf 10/03/2017 | LUAN ARAUJO Aceito
12:40:13  |BEFERRA

Outros curriculoThaisa.pdf 10/03/2017 |LUAN ARAUJO Aceito
12:38:06 |BEZERRA

Outros curriculoViviane.pdf 1V03/2017 |LUAN ARAUJO Aceito
12:35:46 |BEFERRA

Outros curriculoYan.pdf 10/03/2017 | LUAN ARAUJO Aceito
12:34:58 |BEZERRA

Outros AutorizacaoDolUsoDeDados. pef 0032017 |LUAN ARAUJO Aceito
15:23:02 |BEFERRA

Outros TERMODECONFIDENCIALIDADE pdf | 09/03/2017 [LUAN ARAUJO Aceito
15:20:32 |BEZERRA

Outros CurriculoDoOrientanda.pdf 08/03/2017 |LUAN ARAUJO Aceito
15:19:20 |BEZERRA

Outros CurriculoOrientador.pdf 08032017 |LUAN ARAUJO Aceito
15:16:00 |BEZFERRA

Outros CartaDeAnuenciaDIP pdf 08/03/2017 |LUAN ARAUJO Aceito
15:15:24 |BEZERRA

Outros CartaDeAnuenciaSAME pdf 08032017 |LUAN ARAUJO Aceito
15:14:22 |BEFERRA

Falha de Rosio FolhaAssinada pdf 09/03/2017 |LUAN ARAUJO Aceito
14:05:26 |BEZERRA

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Enderego:  Av. da Engenharia &n® - 1% andar, sala 4, Prédio do Centro de Cifneias da Sadde

Bairra: Cidade Uniesith
UF: PE

Telefone: (g1)2126-8588

A CEP: B0 T40-200

Municipio: RECIFE

E-mail: cepecs@ube br

Pigira 04 du 05
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Mao

RECIFE, 18 de Abril de 2017

e

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)

Endersgo:  Av. da Engeriaria aih - 19 andar, saka 4, Prédia do Centro de Ciéncias da Sadde
Bairro: Cidade Universitiria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: {&1)2126-8558 E-mail: cepces@ubie. be
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