FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO GONCALO MONIZ

FIOCRUZ

Curso de Pés-Graduacdo em Biotecnologia em Sauade e Medicina

Investigativa

DISSERTAGCAO DE MESTRADO

AVALIACAO DAS MUTACOES DE RESISTENCIA AO TRATAMENTO
COM OS NOVOS ANTIVIRAIS DE ACAO DIRETA (DAA) EM
PACIENTES COM HEPATITE C CRONICA

L1Z SILVA ROCHA

Salvador — Bahia
2019



IGM

LI1Z SILVA ROCHA

Avaliacio das mutagdes de resisténcia ao tratamento com os novos antivirais de agéo direta
(DAA) em pacientes com Hepatite C crdnica

2019




FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO GONCALO MONIZ

Curso de Pés-Graduacao em Biotecnologia em Sauade e Medicina

Investigativa

AVALIACAO DAS MUTACOES DE RESISTENCIA AO TRATAMENTO
COM OS NOVOS ANTIVIRAIS DE ACAO DIRETA (DAA) EM
PACIENTES COM HEPATITE C CRONICA

L1Z SILVA ROCHA

Orientador: Dr. Luciano Kalabric Silva

Dissertacdo apresentada ao Curso de
Pés- Graduagdo em Biotecnologia em
Saude e Medicina Investigativa para a
obtencéo do grau de Mestre.

Salvador — Bahia
2019



Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do
Instituto Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

Rocha, Liz Silva

R672a Avaliacdo das mutag8es de resisténcia ao tratamento com
0S novos antivirais de agéo direta (DAA) em pacientes com
Hepatite C crdnica / Liz Silva Rocha. Salvador. 2019.

102 f. :il. ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado de Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundacao
Oswaldo Cruz, 2019.

Orientador: Prof. Dr. Luciano Kalabric Silva, Laborat6rio
de Patologia e Biologia Molecular.

1. Virus da hepatite C. 2. Mutacdes de Resisténcia.
3.Antivirais. |. Titulo.

CDU 616.36-002




" AVALIACAO DAS MUTAgJ()ES DE RESISTENCIA DO VIRUS DA HEPATITE C (VHC) AOS NOVOS
ANTIVIRAIS DE ACAO DIRETA (DAA) EM PACIENTES COM HEPATITE C CRONICA.”

LIZ SILVA ROCHA
FOLHA DE APROVACAO

Salvador, 08 de agosto de 2019.

COMISSAO EXAMINADORA

b b AT

Dr. André Castro Lyra ' /Dr Hermes Pedreira da Silva Filho
Professor Permanente \/ Professor Tutor EAD
UFBA UFRB

l ) » 41 /)
Aw eI k\covn(f"}\ CI,Mli UW\/
i Dr. Antonio Ricardo Khouri Cunha

Pesquisador
IGM/FIOCRUZ




FONTES DE FINANCIAMENTO

Fundacdo de Amparo a Pesquisas do estado da Bahia (FAPESB), atraves do edital
EDITAL FAPESB/PPSUS N. 003/2017, Pedido N. 5070/2017, e bolsa de mestrado.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacédo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

PIAP IGM/FIOCRUZ BA N° 001/2017.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho,

A Deus. Aos meus familiares que me apoiaram, aconselharam e investiram esforgos
para a concretizacdo de todas etapas que foram necessarias no desenvolvimento
dessa pesquisa.

A todos os colaboradores desse trabalho que ajudaram com seus servigos e

competéncias pelo objetivo comum dessa pesquisa.



AGRADECIMENTOS

Ao meu professor de graduacédo Dr. Lucio Barbosa, responsavel por incentivar
a fazer o mestrado e apresentar-me ao meu orientador Dr. Luciano Kalabric Silva.

Ao meu orientador propriamente pela oportunidade de realizacdo desta
pesquisa e por compartilhar seus conhecimentos, habilidades e empenho para o
desenvolvimento deste trabalho.

Ao aluno de Iniciag&o Cientifica Lucas Lima, pois contribuiu muito na realizacao
desse trabalho.

A equipe de colaboradores da Fiocruz/BA Dr. Mitermayer G. Reis, chefe do
LPBM, a Biblioteca, e Silvana S. da Paz, responsavel pela Plataforma de

Sequenciamento, pelo apoio e disponibilidade.

A equipe do HUPES, Dr. Raymundo Parana, Dra. Maria Isabel Schinoni, Dr.
André Lyra, Dra. Simone Muniz, Dra. Sidelcina Rugieri, Maria S&o Pedro e ao SAME
qgue disponibilizaram tempo e esforcos para o recrutamento, coleta das amostras e
revisdo dos prontuarios médicos dos participantes da pesquisa.

A equipe da HEMOBA, representada pela Dra. Nelma Santana que colaborou
com o recrutamento dos participantes hemofilicos. Ao colega Robson de Jesus que
disponibilizou seus dados e amostras para a complementacdo do estudo dos

hemofilicos.

Aos colaboradores do Instituto de Medicina Tropical (IMT-USP), Dr. Joao
Renato Pinho e Dra. Fernanda Malta pela parceria e contribuicdo nos experimentos

moleculares.

A todos aqueles que direta ou indiretamente cooperaram para a realizacao
desse trabalho.



“Ter a consciéncia de que se € ignorante,
€ um grande passo em direcdo a
sabedoria.”

Aristoteles



ROCHA, Liz Silva. Avaliacdo das mutacdes de resisténcia ao tratamento com 0S Novos
antivirais de acédo direta (DAA) em pacientes com Hepatite C crénica. 2019. 102 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa) —
Instituto Gongalo Moniz, Fundac¢ao Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

RESUMO

INTRODUCAO Os antivirais de acdo direta (DAA) foram incorporadas para o
tratamento da hepatite C cronica pelo Protocolo de Diretrizes Terapéuticas do
Ministério da Saude (PCDT-HepC) desde 2015. Devido a natureza quasiespécies do
virus da hepatite C (VHC), tempo de infeccéo, gendtipo, mutacdes de resisténcia aos
antivirais podem emergir levando a falha no tratamento. OBJETIVO O presente
estudo pretendeu rastrear e monitorar substituicbes associadas a resisténcia (RASS)
aos DAAs em pacientes com hepatite C cronica. METODO O estudo possui desenho
descritivo de corte-transversal. Ao todo, 204 participantes foram recrutados,
hemofilicos da Fundacdo HEMOBA (n = 23) e pacientes do Ambulatério de
Hepatologia do Complexo HUPES (n = 181). RESULTADOS Apdés testes moleculares
e analise das sequéncias, identificou-se prevaléncia total de RAS de 51% (94/184,
95% IC 44% - 59%): RAS NS3 45% (62/137, 95% IC 37% - 54%), RAS NS5A 27%
(30/113, 95% IC 19% - 36%), RAS NS5B 2% (2/124, 95% IC 0% - 6%). Quando a
predicdo da RAS incluiu apenas as drogas licenciadas e os genoétipos do VHC
circulantes no Brasil, 17 pacientes apresentaram variantes associadas a resisténcia
(RAVs) para regides NS3 e NS5A. Nenhum paciente apresentou RAV para a regiao
NS5B. CONCLUSOES A identificac&io precoce e rastreio das mutacdes de resisténcia
podem auxiliar na conduta clinica prevenindo a emergéncia de resisténcia e falha

terapéutica.

Palavras Chave: Virus da hepatite C, DAA, Mutacfes de Resisténcia, RAS, RAV.



ROCHA, Liz Silva. Evaluation of treatment resistance mutations with new direct-acting
antivirals (DAAs) in patients with chronic hepatitis C. 2019. 102 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo
Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

ABSTRACT

INTRODUCTION Direct-acting antivirals (DAAs) have been incorporated into the
treatment of chronic hepatitis C by the Ministry of Health Therapeutic Guidelines
Protocol (PCDT-HepC) since 2015. Due to the quasi-species of the hepatitis C virus
(HCV), infection time, genotype, antiviral resistance mutations may emerge leading to
treatment failure. OBJECTIVE The present study aimed to track and monitor
resistance-associated substitutions (RASs) to DAAS in patients with chronic hepatitis
C. The study has descriptive cross-sectional design. METHODS A total of 204
participants were recruited, hemophiliacs from HEMOBA Foundation (n = 23) and
patients from the Hepatology Clinic of HUPES Complex (n = 181). RESULTS After
molecular testing and sequence analysis, a total prevalence of RAS of 51% (94/184,
95% CI 44% - 59%) was identified: RAS NS3 45% (62/137, 95% CI 37% - 54%), RAS
NS5A 27% (30/113, 95% CI 19 - 36%), RAS NS5B 2% (2/124, 95% CI 0% - 6%). When
the RAS prediction included only licensed drugs and HCV genotypes circulating in
Brazil, 17 patients had resistance-associated variants (RAVs) for NS3 and NS5A
regions. No patient presented RAV for the NS5B region. CONCLUSION Early
identification and screening of resistance mutations may aid in clinical management

preventing the emergence of resistance and therapeutic failure.

Keywords: Hepatitis C virus, DAA, Mutations of Resistance, RAV, RAS.
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1 INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo virus da hepatite C (VHC) € considerada um sério problema de
saude publica mundial, com um alto impacto pessoal, social e econémico. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a prevaléncia global é de 3%, variando
conforme a regido geografica e em grupos populacionais sob risco. A infec¢édo pelo
VHC apresenta alta taxa de cronificacdo, entre 50% a 80%, que predispde ao
desenvolvimento de formas graves de doenca de figado, tais como cirrose e cancer
hepatocelular (CHC). Atualmente, a hepatite C crbénica é a principal causa de doenca
hepatica atendida em ambulatérios especializados e de transplante de figado.

A principal via de transmissdo do VHC é a parenteral percutédnea, tais como
transfusdo de sangue, seus componentes e derivados, e uso de drogas endovenosas
ilicitas, muito embora situacées ndo percutaneas, como a transmissao vertical sexual
e perinatal podem ocorrer (THALER et al., 1991).

O VHC como outros virus de genoma RNA é caracterizado por ter alto grau de
heterogeneidade genética. A natureza quasispécie do VHC confere uma vantagem
para sobrevivéncia do virus, uma vez que a presenca simultdnea de mudltiplas
variantes gendbmicas e a alta taxa de replicacdo permitem rapida selecdo dos
mutantes melhor adaptados as novas condi¢cdes no hospedeiro (MARTELL et al.,
1992); (LAWAL et al., 1997); (FARCI et al., 2000).

Nos ultimos anos houve importantes mudancas nos métodos terapéuticos da
hepatite C cronica. Inicialmente, o tratamento convencional foi baseado na
monoterapia com IFN, sendo substituido gradativamente pela terapia combinacao IFN
e RBV. Esses esquemas terapéuticos possibilitaram uma taxa de resposta virologica
sustentada (RVS) de aproximadamente 40% a 50%, em pacientes infectados com
gendtipo 1, e de 60% a 80%, em pacientes infectados pelo genotipos 2 e 3 (BRASIL,
2015). A limitada ag¢do imunomoduladora do IFN na RVS, o longo periodo de
tratamento e os efeitos colaterais ocasionados, além dos avancos em biologia
molecular do virus, impulsionaram a pesquisa de novos antivirais de acao direta (DAA)
sobre proteinas especificas que participam do ciclo de replicacdo do VHC.

No Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite C (PCDT-HepC),
aprovado pelo Ministério da Saude, a partir do ano de 2015, estabelece as situacdes
clinicas, indicacao de tratamento e recomendacdes terapéuticas dos DAAs (BRASIL,

2015). Os principias DAAs disponiveis no mercado brasileiro atualmente tém como
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alvo as proteinas nao-estruturais do VHC: protease NS3, complexo de replicacao
NS5A, polimerase viral NS5B. Para facilitar a nomenclatura das drogas, foi
padronizado os sufixos “
KANWAL, 2012); (PAN et al., 2012a).

O surgimento de isolados virais resistentes pode comprometer a eficacia e

..previr’, “..asvir’ e “..buvir’, respectivamente (BUTT;

sucesso terapéutico com os novos DAAs. A natureza de quasiespécies do VHC, a alta
taxa de replicacdo viral e o prolongado periodo de infeccdo fazem com que, no
individuo infectado, novas variantes sejam geradas constantemente. Apesar das
mutacdes serem estocasticas, sob selecdo do tratamento antiviral, as variantes mais
aptas sofrem um processo de selecao natural com o fenétipo de resisténcia.

Sao poucos os estudos no Brasil e na América Latina que tem avaliado e
identificado mutacdes de resisténcia para esta classe de medicamentos. Os ensaios
clinicos avaliam a RVS, porém nao possuem dados sobre a falha priméria, além das
variantes que promovem a resisténcia antiviral. Dentro desse contexto, o presente
projeto pretendeu rastrear e monitorar as mutacdes de resisténcia aos DAA em
pacientes com hepatite C cronica em dois centros de referéncia em Salvador-BA: o
Ambulatério Magalhdes Neto do Complexo Hospitalar Professor Edgard Santos
(HUPES-UFBA) e a Fundagcdo Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA). A
identificacdo de mutacbes em pacientes nao experimentados pode auxiliar na escolha

mais eficaz da conduta terapéutica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HEPATITEC

Hepatite é a inflamacé&o do figado e pode ser causada por infeccao viral, pelo
uso de medicamentos, alcool e outras drogas. Ademais, doencas autoimunes,
metabdlicas e genéticas também podem causar hepatite. Atualmente, pelo menos,
cinco agentes virais diferentes causam hepatites: A, B, C, D e E. S&o virus distintos e
ndo demonstram qualquer homologia quanto a familia e o ciclo evolutivo. Todos
podem induzir hepatite aguda, mas somente o B, C, D e E, estes dois ultimos em
condi¢bes muito especiais, podem induzir a uma infeccéo cronica (HAAGSMA et al.,
2008)(TURON-LAGOT et al.,, 2019). Na fase aguda, as hepatites virais sdo muito
similares, ndo podendo ser confiavelmente distinguidas apenas por caracteristicas
clinicas ou pela histologia.

A hepatite C é uma doenca lenta, porém progressiva, causada pelo virus da
hepatite C (VHC). A hepatite C geralmente cursa de forma assintomética, o que
dificulta o diagndstico e tratamento precoce. Quando os sintomas estdo presentes,
geralmente sdo inespecificos: anorexia, astenia, mal-estar e dor abdominal ou em
alguns casos com o aparecimento de ictericia e/ou escurecimento da urina. O
diagndstico diferencial é possivel apenas com a realizacéo de testes para detec¢ao
de anticorpos ou com deteccdo do genoma viral (VHC-RNA). Casos de hepatite
fulminante e insuficiéncia hepatica sao raros. Apés infec¢cdo aguda € possivel que
ocorra a eliminacao viral espontanea (PRADAT; TREPO, 2000)(WAHEED et al., 2009)
(FIGLEROWICZ et al., 2010).

A hepatite C crbnica é confirmada por testes laboratoriais com a presenca do
anticorpo anti-VHC reagente, além de deteccdo do VHC-RNA por mais seis meses
(BRASIL, 2019). As transaminases sdo enzimas presentes em células espalhadas
pelo organismo humano, mas estdo em grandes quantidades nos hepatdcitos (células
do figado), sendo responsaveis pela metabolizacdo de algumas proteinas. As duas
principais sao a aspartato amino transferase (AST/TGO) e a alanina amino transferase
(ALT/TGP). Exames laboratoriais medem a concentragcdo dessas transaminases
circulantes no sangue e quando elevadas podem estar associadas a lesdes hepaticas.

Alguns grupos populacionais foram exaustivamente estudados por

apresentarem fatores de risco para infeccdo pelo VHC. Destacam-se usuarios de



16

drogas e recebedores de sangue, seus componentes e derivados, anterior a 1993. Em
Salvador, a prevaléncia de infecgédo pelo VHC variou entre 1,5% na populagdo em
geral e em doadores e 42% entre hemofilicos (SANTANA, 1995; SILVA, L. K. et al.,
2005). Na ultima década, a prevaléncia tem reduzido significativamente mesmo na
auséncia de vacina. A prevaléncia do VHC em gestantes foi estimada em 0,3%,
pacientes com anemia falciforme 4% e hemofilicos 21% (JESUS, 2016; PACHECO,
2010; PASSINI, 2012).

2.2 VIAS DE TRANSMISSAO DO VHC

A principal via de transmissdo do VHC € a parenteral percutanea, tais como
transfusdo de sangue, seus componentes e derivados, e uso de drogas endovenosas
ilicitas, muito embora situacfes ndo percutaneas, como a transmissao vertical sexual
e perinatal podem ocorrer (THALER et al., 1991). Alguns grupos sob risco séo,
portanto, bem conhecidos: transfundidos por sangue, seus componentes e derivados
(SILVA, L. K. et al., 2005; VAN DER POEL, 1994), transplantados (WREGHITT et al.,
1994), hemodialisados (SILVA, L. K. et al., 2006), usuarios de drogas ilicitas (UDI)
(MAJID et al., 1995; SILVA, M. B. S. et al., 2010), e trabalhadores do Setor de Saude
(IZOPET et al., 1999; SULOTTO et al., 2002). Tatuagens, piercing, uso de drogas
inaladas, como a cocaina (por ulceracdo de mucosa e compartilhamento de canudo
para aspiracdo), e compartilhamento de seringas na utilizacdo de drogas, além de
complexos vitaminicos e anabolizantes por atletas também sao fatores de risco para
a infeccéo pelo VHC (NISHIOKA et al., 2002).

Por outro lado, estudos também relatam que pode haver transmissdo domiciliar,
através do compartilhamento de utensilios perfuro-cortantes e de higiene (tesouras de
unha, lamina de depilar, escovas de dentes, etc.) sendo seus resultados ainda
controversos (KEISERMAN et al., 2003).

As evidéncias acumuladas indicam que o VHC pode ser transmitido por contato
sexual, mas em menor eficiéncia que outros virus sexualmente transmissiveis, tais
como o VHB e o HIV. Muitos investigadores demonstraram que existe uma baixa
prevaléncia do anti-VHC em parceiros sexuais de individuos infectados pelo VHC com
relacdo monogamica estavel (TENGAN et al., 2001; TERRAULT, 2002). O VHC-RNA

foi detectado no sémen de um tergo dos pacientes infectados pelo VHC, o que reforca
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a possibilidade de que o VHC possa ser infectante por esta via de transmissao
(LERUEZ-VILLE et al., 2000).

2.3 O VIRUS DA HEPATITE C (VHC)

O virus da hepatite C (VHC) esté classificado no género Hepacivirus, um género
separado na familia Flaviviridae, onde se encontram os géneros Flavivirus (virus da
Dengue, virus da Zika, virus da Encefalite Japonesa, virus do Oeste do Nilo, virus da
Febre Amarela entre outros), arbovirus tipicos, e Pestivirus (virus da Diarréia Viral
Bovina e virus da Peste Suina), além de outros de classificacdo incerta (virus
hepatotropicos GBV-A e GBV-B, encontrados no sagui, GBV-D no chimpanzé, e o
GBV-C/VHG). O VHC possui um genoma RNA (VHC-RNA) de fita simples com

polaridade positiva e tamanho de aproximadamente 10 quilobases (Kb).

O VHC-RNA ¢ flanqueado por duas regides ndo traduzidas (UTR do inglés,
untranslated region) altamente conservadas que apresentam importante funcdo na
regulacdo da ativacao e replicagao viral denominadas 5’UTR e 3'UTR. Apresenta
apenas uma fase de leitura aberta (ORF, do inglés open reading frame) capaz de
codificar para uma poliproteina precursora com cerca de 3.000 aminoéacidos (CHOO
et al., 1989); (CHOO et al., 1991). Sob acdo conjunta de proteinases do hospedeiro e
codificadas pelo préprio virus, a poliproteina € clivada em, pelo menos, 10 proteinas
virais maduras, as quais estdo arrumadas como segue (da terminacdo amino para
carboxi): NH2-C-E1-P7-E2-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH (CHOO et al.,
1991) (Figura 1). Essas proteinas apresentam funcdes distintas: estruturais (C, E1 e
E2) e ndo-estruturais (p7, NS2 a NS5) (CLARKE, 1997).

S'UTR 3'UTR

—— c | x| E2/p7 | Ns2 || Ns3 | Nsaa/B || Nssa/B |

Figura 1. Esquema da organizacdo genémica do VHC.
Fonte: Adaptado (CLARKE, 1997).

A proteina C corresponde a proteina do core, enquanto as proteinas E1 e E2
constituem as glicoproteinas do envelope viral. As proteinas ndo-estruturais NS3,

NS5A e NS5B, por exemplo, tém funcdo enzimatica, protease viral e RNA polimerase,
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respectivamente (KATO, 2001). Alguns dos genes do VHC foram associados a sua
natureza quasiespécie e escape do sistema imunol6gico do hospedeiro, cronificagdo

da doenca e resposta terapéutica (FARCI et al., 2000).
2.4 CICLO DE REPLICA(}AO DO VHC

O VHC foi descoberto na era molecular e os estudados subsequentes
basearam-se na analise genotipica do VHC-RNA, em parte porque a investigacdo do
seu ciclo de replicacéo e patogénese serem complicados pela falta de um sistema de
isolamento eficiente. Entretanto, avancos recentes utilizando um sistema de
replicacdo com particulas infeciosas do VHC recombinantes permitiu conhecer melhor
a replicacdo do VHC-RNA e a descoberta de drogas (BRASS; MORADPOUR; BLUM,
2006).

A Figura 2 ilustra as etapas do ciclo de replicacdo do VHC e indica os alvos dos
novos antivirais de acao direta (DAA) que serdo descritos posteriormente. Em linhas
gerais, a replicacdo do VHC pode ser dividida nas seguintes etapas:

e Adsorcdo — Ligacdo virus a um receptor presente na membrana plasmatica da
célula;

e Entrada/Penetracédo — entrada do virion na célula;

e Desnudamento/descapsidacao — liberagcdo do RNA no citoplasma;

e Traducéo — sintese da poliprotéina viral;

e Transcricdo — replicacdo por sintese do RNA;

¢ Montagem/maturacédo — ligacao do capsideo ao RNA viral;

e Liberacdo — brotamento de novas particulas virais na superficie da célula
hospedeira.

A adsorcdo muitas vezes esta associada ao conceito de susceptibilidade
porque a célula hospedeira que possui o receptor especifico para entrada do virus tem
maior chance de ser infectada. O VHC circula pela corrente sanguinea através da
ligacdo com lipoproteinas e é endocitado como um “cavalo de Tréia” quando em
contato com a membrana basolateral dos hepatdcitos. Durante a entrada e
descapsidacdo do VHC na célula, as glicoproteinas do envelope viral (E1 e E2)
participam dos processos de ligacdo, endocitose e fusdo em pH &acido nos
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endossomos. Algumas proteinas celulares foram envolvidas na entrada do VHC:
glicosaminoglicanas (GaG) e o receptor de lipoproteina de baixa-densidade (LDL-R),
seguido pelas proteinas CD81, receptor scavenger classe B tipo | (SR-BI), claudina 1
(CLDNL1) e ocludina (OCLN) (WONG-STAAL; SYDER; MCKELVY, 2010)

Virion

do VHC
T Ligagao ao

receptor e
Endocitose

., SN

Transporte
e Liberacao

Montagem
do virion
@ k Lamen RE

(+) RNA
. Membranosa

\\ @-{pllcagao

Lamen RE do RNA

Tradugao e
Processamento da
poliproteina
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| B N——0 4 1.,
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Figura 2. Alvos terapéuticos do ciclo de replicagdo do VHC.

RE - reticulo endoplasmatico; LD — do inglés, luminal domain.

Nota: O alvo das novas drogas de acao diretas (DAAs) estdo numerados de 1 a 3.
Fonte: Adaptado (SCHMIDT; KAYALI, 2014).

Inibidor da
polimerase
NS5B

ApoOs a penetracdo, o pH acido do endossomo tardio induz rearranjo da
glicoproteina E2 para revelar um peptideo de fusédo que dispara a fusdo da membrana
do virus e do hospedeiro resultando na liberacdo do VHC-RNA no citoplasma da célula
infectada. Por tratar-se de um genoma RNA positivo este age imediatamente como
um RNAm e é diretamente traduzido mediante ligagédo do sitio de insercéo ribossomal
(IRES) localizado na 5UTR do VHC-RNA com ribossomos aderidos ao reticulo
endoplasmatico (RE). A tradugdo do genoma do VHC leva a sintese de uma
poliprotéina precursora que é co- e pos-traducionalmente clivada por proteases da

célula hospedeira e do virus para produzir as proteinas estruturais (C-E1-P7-E2) e
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ndo-estruturais (NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B) maduras no dominio luminal
(LD) ou citoplasma da célula (BRASS; MORADPOUR; BLUM, 2006). O primeiro alvo
dos DAAs é a protease NS3. O uso de um inibidor da NS3 é especifico para o VHC e

pode impedir a formacéo de novas subunidades proteicas virais.

O processo de replicagdo do RNA viral € dependente da acdo conjunta das
proteinas NS4B e NS5A que induzem alteracbes de membrana especificas,
designadas redes membranosas, que servem como um suporte para a formacéo do
complexo de replicacdo viral (EGGER et al., 2002). O segundo alvo dos DAAs é a
NS5A. A NS5A é uma metaloproteina de zinco fosforilada de funcdo desconhecida. A
NS5A atraiu inicialmente interesse por apresentar uma regido com mutacdes que
foram associadas com RVS ao IFN, denominada ISDR (do inglés, interferon sensitivity
determining region) (PASCU et al., 2004). Estes achados ainda sao controversos.
Entretanto, a fosforilzagdo da NS5A tem impacto na eficiéncia da replicagdo do VHC
e estas observacfes apoiam que a inibicdo da NS5A pode agir como um antiviral
(APPEL; PIETSCHMANN; BARTENSCHLAGER, 2005). A proteina nao-estrutural
chave na replicagdo de novos genomas do VHC é a NS5B, que € uma RNA
polimerase-RNA dependente (RdRP). Através da acdo da NS5B o RNA positivo é
transcrito para formar a fita RNA negativa (reversa), que serve como molde para a
sintese de novas fitas de RNA positivas. O terceiro alvo dos DAAs é a NS5B. Os
inibidores da NS5B podem ser de diferentes classes conforme a composicdo quimica
e sitio de acdo, como analogos de nucleosideos. Estes compostos representam
drogas bem conhecidas desenhados inicialmente para o tratamento de outros virus,

assim como pata o VHC.

A Ultima etapa do ciclo é a montagem e liberac@o dos virions. Apds a sintese
das proteinas estruturais e do RNA positivo, novas particulas virais sdo formadas no
RE. Esses novos virions sdo maturadas durante o processo de exocitose e adquirem
menor densidade e sdo transportadas juntamente a lipoproteinas. Devido a
localizac&o citoplasmatica da proteina C, a montagem envolve a associacdo do RNA
viral com as proteinas do capsideo. O VHC emerge através do brotamento para a luz
do RE apropriando-se de membranas celulares ricas nas proteinas E1 e E2. A
proteina p7 pode desempenhar um papel importante nesta etapa pela manutencao do
pH da vesicula de secrecéo ou exocitica (LINDENBACH, 2013).
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2.5 DIVERSIDADE GENOMICA VIRAL E SUA APLICABILIDADE

Pela auséncia de sistemas de cultivo e modelos experimentais acessiveis que
permitissem estudar aspectos fenotipicos do VHC, recorreu-se amplamente ao estudo
das variacbes genbmicas. Através da analise filogenética das sequéncias dos
diversos espécimes isolados em todo mundo, foi estabelecido um sistema de
classificacdo dos gendtipos (1 a 7) e subtipos (a, b, ¢ ...) (SIMMONDS et al., 2005). A
genotipagem do VHC tornou-se crucial para a definicAo do esquema terapéutico
utilizando a terapia com interferon convencional (IFN) e seus derivados com ou sem
Ribavirina (RBV), bem como, para o estudo da epidemiologia da doenca
(ROBERTSON et al., 1998); (MURPHY et al., 2015). H4 também evidéncias que os
genadtipos do VHC estdo relacionados com uma maior ou menor sensibilidade aos
DAA, tendo em vista que cada subtipo apresenta singularidades que possibilitam ao
surgimento de mutacg@es primarias de resisténcia aos DAAs (PERES-DA-SILVA et al.,
2010).

O VHC como outros virus de genoma RNA é caracterizado por um alto grau de
heterogeneidade genética. Isto é decorrente de erros provocados pela RNA
polimerase durante a replicacao viral (CLARKE, 1997). Além disso, muitos virus RNA
possuem a capacidade de tolerar a substituicdo de mais de 50% dos seus
nucleotideos sem perda de viabilidade. Estas caracteristicas determinam a existéncia
no sangue do hospedeiro de grupos heterogéneos proximamente relacionados
denominados quasiespécies (MARTELL et al., 1992). A natureza quasispécie do VHC
confere uma vantagem para sobrevivéncia do virus, uma vez que a presenga
simultanea de mdultiplas variantes genémicas e a alta taxa de replicacdo permitem
rapida selecdo dos mutantes melhor adaptados as novas condicdes no hospedeiro
(FARCI et al., 2000; LAWAL et al., 1997; MARTELL et al., 1992).



22

2.6 TRATAMENTO ANTIVIRAL

O Ministério da Saude é responsavel pela distribuicdo, informacdes e
recomendacdes acerca das drogas para tratamento do VHC com a finalidade de obter
resposta virolégica sustentada (RVS), que se caracteriza pela auséncia de VHC-RNA
na 122 ou 242 semana apo6s o término da terapia medicamentosa; evitar a progressao
da infeccdo e suas consequéncias, tais como a cirrose, o cancer hepatico e o6bito;
Melhorar e aumentar a qualidade e expectativa de vida do paciente; diminuir a
incidéncia de novos casos e reduzir a transmisséo da infeccéo pelo VHC.

Nos ultimos anos houve importantes mudancas nos métodos terapéuticos da
hepatite C cronica. Inicialmente, o tratamento convencional foi baseado na
monoterapia com IFN, sendo substituido gradativamente pela terapia com Interferon
peguilhado (Peg-IFN) combinado a RBV. Nesta primeira fase, os esquemas
terapéuticos possibilitaram a obtencdo de RVS em cerca de 65% dos pacientes
infectados pelo gendtipo 2 e 3, mas apenas 40% a 50%, nos pacientes infectados pelo
gendtipo 1 (INAMULLAH et al., 2011). Os individuos infectados pelos genétipos 1 e 4
apresentaram menor RVS quando comparados aos individuos infectados pelo
genatipos 2, 3, 5 e 6. Portanto, variacbes gendémicas do VHC tém associacdo com o
esquema adotado e a resposta antiviral levando a esquemas terapéuticos genotipo-
especificos (ASSELAH, Tarik et al., 2010; FRIED et al., 2002; HU et al., 2010). A
limitada acdo imunomoduladora do IFN na RVS, o longo periodo de tratamento e 0s
efeitos colaterais ocasionados, além dos avancos em biologia molecular do virus,
impulsionaram a pesquisa de novas drogas de acéo direta (DAAs) sobre proteinas
nao-estruturais envolvidas no ciclo de replicagao do VHC.

Os medicamentos e demais tecnologias recomendadas no Protocolo Clinico de
Diretriz Terapéutica (PCDT), sdo baseadas em evidéncias cientificas levando em
consideracdo eficicia, seguranca ao paciente e o0 custo- efetividade. Estdo
relacionadas as diferentes fases evolutivas da doenca, além disso oferecem também
recomendacfes em casos especificos em quando houver perda de eficécia,
contraindicacdo, surgimento de intolerancia ou reacéo adversa relevante, provocadas
pelo medicamento, produto ou procedimento de primeira escolha.

No PCDT-HepC aprovado pelo Ministério da Saude, a partir do ano de 2015,
estabelece as situacdes clinicas, indicacdo de tratamento e recomendacgfes

terapéuticas dos DAAs (BRASIL, 2015). Os principias DAAs disponiveis no mercado
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brasileiro atualmente tém como alvo as proteinas ndo-estruturais do VHC: protease
NS3, complexo de replicacdo NS5A, polimerase viral NS5B. Para facilitar a

(il 13

nomenclatura das drogas, foi padronizado os sufixos “...previr”, “...asvir” e “...buvir”,
respectivamente. A primeira classe de drogas introduzida na terapia da hepatite C
foram os inibidores da protease, Boceprevir (BOC) e Telaprevir (TVR). Um desses
inibidores foi incorporado no esquema de terapia tripla com o Peg-IFN e RBV. A
inibicdo da protease NS3 do VHC interfere no ciclo de replicacéo viral, pois impede a
clivagem da poliproteina viral nos precursores estruturais e nao-estruturais (BUTT,;
KANWAL, 2012; PAN et al., 2012b; WILBY BSP ACPR et al., 2012).

Na avaliacdo da eficacia do BOC, a RVS foi atingida por 38% dos pacientes
infectados pelo gendtipo 1 do VHC, virgens de tratamento, tratados com Peg-
IFN+RBV comparado com 66% tratados com a terapia tripla. Em pacientes
recidivantes a taxa de RVS foi de 29% com Peg-IFN+RBV, e 75% com terapia tripla.
Em pacientes parcialmente respondedores, a taxa de RVS foi de 7% para tratamento
com Peg-IFN+RBV, e 52% no esquema triplo (BUTT; KANWAL, 2012; PAN et al.,
2012b; WILBY BSP ACPR et al., 2012).

A eficacia da terapia tripla com TVR produziu RVS mais altas, alcangando 79%,
guando comparadas com a terapia convencional 46% em virgens de tratamento. Em
recidivantes, a RVS no esquema terapéutico duplo foi de 24%, enquanto que na
terapia tripla alcancou-se 88%. Nos pacientes parcialmente respondedores, a RVS no
esquema duplo foi de 15%, e na tripla 59%. Em respondedores nulos a RVS foi de 5%
na terapia convencional, e 33% na tripla (BUTT; KANWAL, 2012; WILBY BSP ACPR
et al., 2012). Entretanto, a utilizacdo das drogas BOC e TVR foi associado com altas
taxas de mutacdes de resisténcia (PERES-DA-SILVA, 2014).

Posteriormente, novos DAAs foram sendo licenciadas e incorporadas no
PCDT-HepC, tais como: Simeprevir (SMV), inibidor da protease NS3 de segunda
geracado; Daclatasvir (DCV), inibidor do complexo de replicacdo NS5A; e Sofosbuvir
(SOF), um anéalogo de nucleotideo que inibe a polimerase viral NS5B. Mais
recentemente, novos farmacos estdo disponiveis individualmente Glecaprevir,
Grazoprevir, Pibrentasvir, Velpatasvir, Ledipasvir e Elbasvir ou em conjunto, como por
exemplo o ViekiraPak, que combina drogas com 0s mesmos mecanismos de acao
citados acima em uma unica formulacdo, o que elimina os chamados coquetéis de

medicamentos. A RVS a partir da terapia com esses DAASs pode ocorrer em mais de
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90% dos pacientes tratados (ASSELAH, T, 2014); (SUMMERS; BEAVERS;
KLIBANQV, 2014).

Segundo o PCDT-HepC atualizado em 2019, o tratamento do VHC esta
indicado na constatacdo de infeccdo, seja na forma aguda ou crbnica,
independentemente do estadiamento da fibrose hepatica. Entretanto, se faz
necesséria a informacéo se o paciente apresenta cirrose ou fibrose avancada, pois a
confirmacédo desse diagnoéstico podera interferir na conduta clinica do paciente e

escolha do esquema terapéutico.

2.7 MUTACOES DE RESISTENCIA

O surgimento de isolados virais resistentes pode comprometer a eficacia e
sucesso terapéutico com os novos DAAs. A natureza de quasiespécies do VHC, a alta
taxa de replicacdo viral e o prolongado periodo de infeccdo fazem com que, no
individuo infectado, novas variantes sejam geradas constantemente. Apesar das
mutacOes serem estocasticas, sob selecédo do tratamento antiviral, as variantes mais
aptas sofrem um processo de selecdo natural com o fenétipo de resisténcia.

Dessa forma, a dinamica da populacdo viral sofre alteracdo e variantes
resistentes (RAVs, do inglés resistance-associated variants) podem se tornar a
populacdo predominante no individuo infectado. Esta dindmica de alteracdo viral
apresenta particular importancia quando se considera o paciente virgem de tratamento
aos DAAs, ja que estas RAVs podem produzir falha genotipica priméria ao tratamento
(SUSSER et al., 2012). As mutacdes de resisténcia podem emergir espontaneamente.
como mutacdes primarias que conferem mudanca fenotipica do VHC possibilitando
uma rapida selecédo dos individuos em tratamento com DAAs (BARTELS et al., 2008).

Raramente, o0s pacientes apresentam RAVs (GOTTE; FELD, 2016).
Normalmente, o sequenciamento do VHC-RNA permite identificar a variante selvagem
e uma substituicdo associada a resisténcia (RAS, do inglés resistance-associated
substitutions). Essas RASs foram associadas a resisténcia em diversos estudos.
Entretanto o perfil de resisténcia das RASs pode variar consideravelmente em relagcéao

ao genotipo do VHC de uma droga para outra (Quadros 1, 2 e 3).



Quadro 1. Substituicdes na NS3 associadas a resisténcia (NS3 RAS) ao Boceprevir, Telaprevir, Simeprevir, Glecaprevir e Grazoprevir.

Variante*

DAA

BOC
(GT 1)

36A/G/L/IM

431/1SIV

SIV

54A/CIGIS

TVR
(GT 1)

SMV
(GT 1,

ABT-493
(GT 1..6)

GZR
(GT1

L

A

55A

56H/F

AlS

A/LIM

M

A(b)/IL/M

80R/H/K

122R

155G/I/K/IM/Q/SIT

156F/N/G/SITIV

168A/E/G/H/IINIQITIVI
Y

170A/T/F

174FIS

K (@)/L(b)/
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T Posicdo do aminoacido e substituicdo de resisténcia (Genbank# M62321). GT — genotipo; * GT 4. DAA: Boceprevir (BOC),
Telaprevir (TVR), Simeprevir (SMV), Glecaprevir (ABT-493), Grazoprevir (GZR). Vermelho — resisténcia; Amarelo — susceptibilidade

reduzida.

Fonte: http://hcv.geno2pheno.org/index.php
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Quadro 2. Substituicbes na NS5A associadas a resisténcia (NS5A RAS) ao Daclatasvir, Ombitasvir, Velpatasvir, Ledipasvir, Pibrentasvir e
Elbasvir por gendtipo.

DAA

Variante# DCV ABT-267* Velpatasvir GS-5885 Pibrentasvir | MK-8742

la 1b 3 la 1b la 1b | 3 la 1b 3 la 3 la b | 3
28AIGIKITIV A | v | Vv G/K
28M/V+31F
30D/E/G/ E/R K | T H G/K K Y
- - B i~ "N B
30H/R+31M
30H/R+93H ‘
31F/IIMIV VIF \Y M
31M+28M ] 1
32L/del del del L | del [ ]
92K/T | T | L
93C/H/IN/ S H
R/ISIW I

*Posicdo do aminoacido e substituicdo de resisténcia (Genbank# M62321). DAA: Daclatasvir (DCV), Ombitasvir* (ABT-267),
Ledipasvir (GS-5885), Elbasvir (MK-8742). * Viekirapak componente. Vermelho — resisténcia; Amarelo — susceptibilidade reduzida.
Fonte: http://hcv.geno2pheno.org/index.php
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Quadro 3. SubstituicGes na NS5B associadas a resisténcia (NS5B RAS) ao Sofosbuvir e
Dasabuvir por gendtipo

DAA

Variante¥ SOF ABT-333*
la la 1b
T

—|w

282RIT R
316Y
368T
411S
414 1/T
448C/H
553T/V
554S
556G/N/R
*Posicdo do aminoacido e substituicdo de resisténcia (Genbank# M62321). DAA:
Sofosbuvir (SOF), Dasabuvir (ABT-333). *Viekirapak componente. Vermelho —
resisténcia; Amarelo — susceptibilidade reduzida.

Fonte: http://hcv.geno2pheno.org/index.php
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Alguns fatores podem influenciar no desenvolvimento de RASSs: barreira genética
e o fitness viral. Define-se barreira genética como o0 numero e tipo de mutacdes
para o desenvolvimento da resisténcia completa a um antiviral. Por sua vez, a
fithess viral corresponde a capacidade replicativa do virus. Quanto maior a
fitness viral maior a capacidade da RAS em suplantar as variantes selvagens
(SARRAZIN et al., 2007). Em comparacdo com as variantes selvagens, as RASs
geralmente perdem fithess viral requerendo a ocorréncia de mutacdes
secundéarias/compensatdrias. As muta¢cdes secundarias/compensatoérias
potencializam as primarias, mas por si s6 ndo estdo associadas com diminuigdo
da sensibilidade aos DAAs. (CUBERO et al., 2008; RONG et al., 2010). Todavia,
nem sempre isto é necessario. Estudos descrevendo a NS3 RAS R155K
revelaram que esta RAS é frequente em pacientes virgens de terapia com
inibidores da protease e que possuem fithess comparavel a variante selvagem
(COLSON et al., 2008).
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar mutacdes de resisténcia ao tratamento com 0s novos antivirais de

acao direta (DAAs) em pacientes com hepatite C crénica.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar aspectos clinico laboratoriais de pacientes com hepatite C
cronica experimentados e virgens de tratamento aos DAAs, em ambas
unidades de saude;

e Determinar a prevaléncia das mutagdes de resisténcia aos DAASs;

e Avaliar se ha associacéo da frequéncia dessas mutacdes de resisténcia
com historico de tratamento, classe farmacolégica do DAA, genotipo,

carga viral e coinfecgdes.
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4 RESULTADOS
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Artigo completo intitulado “Baseline hepatitis C virus resistance-associated
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Abstract

Direct-acting antivirals (DAAs) have been incorporated into the treatment of
chronic hepatitis C by the Ministry of Health Therapeutic Guidelines Protocol
(PCDT-HepC) since 2015. Due to the quasispecies of the hepatitis C virus
(HCV), infection time and genotype, antiviral resistance mutations may emerge
leading to treatment failure. The present study aimed to track and monitor
resistance-associated substitutions (RASs) to DAAs in patients with chronic
hepatitis C. The study has descriptive cross-sectional design. A total of 204
participants were recruited, hemophiliacs from HEMOBA Foundation (n = 23)
and patients from the Hepatology Clinic of HUPES Complex (n = 181). After
molecular testing and sequence analysis, a total prevalence of RAS of 51%
(94/184, 95% CI 44% - 59%) was identified: RAS NS3 45% (62/137, 95% ClI
37% - 54%), RAS NS5HA 27% (30/113, 95% CI 19 - 36%), RAS NS5B 2%
(2/124, 95% CI 0% - 6%). When the RAS prediction included only licensed
drugs and HCV genotypes circulating in Brazil, 17 patients had resistance-
associated variants (RAVs) for NS3 and NS5A regions. No patient presented
RAV for the NS5B region. Early identification and screening of resistance
mutations may aid in clinical management preventing the emergence of

resistance and therapeutic failure.

Keywords: Hepatitis C virus, DAA, Resistance mutations, RAS, RAV.

Introduction

Hepatitis C virus (HCV) infection is considered a serious public health
problem worldwide, with a high personal, social and economic impact.
According to the World Health Organization (WHO), the overall prevalence is
3%, varying according to geographical region and population groups at risk.
HCYV infection has a high chronification rate, ranging from 50% to 80%, which
predisposes to the development of severe forms of liver disease, such as
cirrhosis and hepatocellular cancer (HCC). Currently, chronic hepatitis C is the
leading cause of liver disease treated in specialized outpatient clinics and liver

transplantation (oral communication). The main route of transmission of HCV is
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percutaneous, such as transfusion of blood, its components and derivatives,
use of intravenous drugs, although non-percutaneous situations, such as
vertical sexual and perinatal transmission may occur [1].

HCV as other RNA genome viruses is characterized by having high
mutation rate which leads to genetic heterogeneity and the formation of
quasispecies within its host [2]. High HCV quasispecies diversity and viral
replication rate confer an advantage for the virus survival. The high
quasispecies diversity along with the high viral replication rate confer an
advantage for virus survival, either by facilitating the escape from the host
Immune system or by resisting to antiviral treatment [3, 4] .

In recent years there have been important changes in the therapeutics of
chronic hepatitis C. Conventional treatment was based on interferon (IFN) in
monotherapy and gradually was replaced by pegylated version of IFN (Peg-IFN)
and ribavirin (RBV) combination therapy. In this first phase, the therapeutic
regimens made it possible to obtain sustained virological response (SVR) in
approximately 65% of patients infected with genotype 2 and 3, but only 40% to
50%, in patients infected with genotype 1 [5]. The limited immunomodulatory
action of IFN in SVR, the long treatment period and the side effects caused, as
well as the advances in molecular biology of the virus, have promoted the
research of new direct-acting drugs (DAAS) on non-structural proteins involved
in the virus.

Despite the high rate of SVR and excellent tolerability for DAAs, real
world experience shows that failure to achieve SVR was mainly observed
among patients with at least one negative predictor of response: cirrhosis
and/or genotypes la or 3 [6]. Also, the emergence of resistant-associated
substitutions (RASs) may compromise efficacy and therapeutic success with
new DAAs. Although mutations are stochastic events and may occur naturally,
under the selection pressure of antiviral treatment, there is always the possibility
that resistance-associated variants (RAVS) may produce the resistance
phenotype.

There are few studies in Brazil and Latin America that have evaluated and
identified RAVs for the currently licensed drugs. Clinical trials evaluate SVR, but
do not have data on primary failure, in addition to variants that promote antiviral

resistance. In this context, the present study aimed to track and monitor the
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resistance mutations to DAAs in patients with chronic hepatitis C, determining
the prevalence of resistance mutations, characterizing clinical aspects of
chronic hepatitis C patients experienced and treatment naive to DAA, in both
health units. In addition to evaluating possible associations of the frequency of
these resistance mutations with treatment history, pharmacological class of
DAA, genotype, viral load and coinfections. The identification of mutations in
untested patients may aid in the more effective choice of therapeutic approach.

Methods

Study design and location

This descriptive study was conducted at the Goncgalo Moniz Research
Center (IGM-FIOCRUZ-BA), located in Salvador, Bahia-Brazil, in collaboration
with the Hepatology Service of the Magalhdes Neto Outpatient Clinic, Prof.
Edgar Santos University Hospital Complex, Federal University of Bahia
(HUPES-UFBA), and the Hematology and Hemotherapy Foundation of Bahia
(HEMOBA). Both HUPES and HEMOBA are reference units for chronic
hepatitis C diagnosis and treatment. In addition, HEMOBA provides
hemotherapy for sickle cell anemia and hemophiliac patients, as well as
guarantees the quality of blood products in the state of Bahia.

Sample size calculation

Assuming a frequency of resistance-associated substitutions (RAS) of
3%-5% together with the approximately 900 patients seen for chronic hepatitis
C treatment at both HUPES and HEMOBA reference units, the minimum
sample size for the study was calculated at 166 participants. Accordingly, the
number of patients recruited (204) was sufficiently powerful to estimate

prevalence of RAS.
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Patients, medical history and sample collection

After approval by the appropriate institutional review boards, 181 patients
with chronic hepatitis C, consisting of both naive and treated individuals, were
recruited from HUPES, in addition to 23 hemophiliac patients from HEMOBA.
All recruited participants signed a written term of informed consent. All patients
with positive HCV-RNA were included, while those demonstrating mental
confusion and psychiatric disorders were excluded. Participants were surveyed
and interviewed using a coded sociodemographic questionnaire, and all
consented to the review of their medical records to collect clinical-laboratory
data, medical history and treatment outcome results. All obtained information
was recorded using REDCap data management software (Vanderbilt
University).

Blood samples were collected for HCV-RNA detection, amplification and
sequencing. HCV-RNA sequences were analyzed to identify RAS and predict
phenotypic resistance to last-generation DAAs.

Molecular Testing

All tests described below were conducted at the Institute of Tropical
Medicine (IMT/USP), a reference laboratory for RAS identification:
- Viral RNA Extraction

HCV-RNA was extracted from 140 uL of serum using the QlAamp® Viral
RNA Kit (Qiagen, Hilden, Germany) in accordance with the manufacturer's
instructions.
- cDNA Synthesis and amplification of the HCV NS3, NS5A and NS5B regions
by PCR

After extraction, viral RNA was amplified by reverse transcription-
polymerase chain reaction in a single tube (SuperScript™ Ill One-Step RT-PCR
System with Platinum™ Taq High Fidelity DNA Polymerase, Invitrogen, Thermo
Fisher Brand, Carlsbad, USA) using different degenerate primers and strategies
(Table 1). The entire NS3 protease domain and the NS5B region of the HCV
genome were amplified by a second (“nested”) PCR using Platinum Taq
(Invitrogen, Thermo Fisher Brand, Carlsbad, USA) prior to the sequencing
reaction [7, 8]. An optimized One-Step RT-PCR method was used to amplify
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each genotype (1la, 1b and 3) to NS3 region, while the amplification of NS5A
and NS5B regions were pan-genotypic [9].

PCR products were subjected to electrophoresis and visualized on 2%
agarose gel with the addition of 10uL SYBR Safe DNA gel stain (InvitrogenTM,
Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Amplified bands were identified
in the samples and compared using the Low DNA Mass Ladder (Invitrogen TM,
Thermo Fisher Brand, Carlsbad, CA, USA).

- DNA Sequencing

Amplified samples were purified with the ExoSAP-IT enzyme (USB,
Cleveland Ohio) by following the manufacturer's guidelines. Subsequently,
Sanger DNA sequencing of both strands were performed using the
dideoxynucleotide chain terminators (ddNTPs) with fluorescent dyes contained
in the ABI Prism BigDye ™ Terminator kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Brand, Foster City, CA, USA). After the sequencing reaction, all samples were
purified with Ethanol / EDTA for the removal of any ddNTP residues not
incorporated into DNA before capillary electrophoresis.

- Sequence analysis

The obtained sequences (sense and antisense) were initially analyzed

using Electropherogram quality analysis software freely available at

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. This tool allows for the evaluation

of sequence quality and also permits the assembly of a consensus sequence.
Only those sequences presenting > 100 bases with quality value > 20 were
included in the analysis of viral genetic diversity.

The consensus sequences pertaining to each sample were first aligned and
then translated into amino acid sequences using MEGA X (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 10.1) software. Reference sequences
were used to trace RAS in the HCV NS3 protease (NS3 RAS) at amino acid
positions 36, 41, 43, 54, 55, 56, 80, 117, 122, 155, 156, 168, 170, 174, in the
HCV NS5A replication complex (NS5A RAS) at amino acid positions 28, 30, 31,
32, 58, 92 and 93; and in the HCV NS5B polymerase (NS5B RAS) at amino
acid positions 282 and 316. For validaTtion purposes, all consensus sequences
were re-submitted to the Geno2pheno [hcv] 0.92 (https://hcv.geno2pheno.org/)
[10] web-based tool for the prediction of phenotypic resistance to last-

generation DAAs. The distribution of RAS according to subgenomic region was


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
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analyzed with respect to the HCV genotypes circulating in Brazil associated with

licensed drugs.

Statistical analysis

All data was recorded using REDCap data management software
(Vanderbilt University) and analyzed by Epilnfo 7.0.8.3 software (CDC, Atlanta,
GE, USA). Baseline characteristics of the participants and RAS prevalence
were expressed as percentages or by the average * standard deviation
(minimum — maximum). Odds ratios (OR) accompanied by 95% confidence
intervals were used to measure associations. To compare proportions, the chi-
squared test (corrected by Yates) or Fisher's exact test were used where
appropriate. Logistic regression was used for multivariate analysis. A

significance level of 5% (p <0.05) was adopted for all statistical tests.

Results
Patient demographics

A total of 204 patients with chronic hepatitis C agreed to participate in the
study, 181 of whom were followed at the HUPES-UFBA hepatology clinic, while
23 hemophiliacs were followed at HEMOBA. Some demographic characteristics
were markedly different between the groups: among the HEMOBA
hemophiliacs, most were male (96%) with a mean age of 44.0 £ 12.4 (range:
19-68 years), predominantly resided in the state’s interior (61%) and all were
classified as B-C under the economic classification system (Critério de
Classificacdo Econémica Brasil [CCEB], 2019). Among the patients who were
followed at HUPES-UFBA, most were male (51%) with a mean age of 55.7 %
11.1 (range: 31-84 years), predominantly resided in Salvador (66%) and
presented a greater diversity of CCEB economic classification (B-C-D-E).
Overall, the majority of patients self-identified skin color as brown or black
according to the Brazilian Institute of Geography and Statistics (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica [IBGE]) classification and most had

completed primary schooling (Table 2).
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Both groups of patients exhibited high rates of HBV co-infection: 5% in
the hemophiliac group and 2% in the HUPES-UFBA group. The patients
followed at HUPES-UFBA also presented co-infection with HIV (3%) and HTLV
(18%). In general, ALT and AST liver transaminases were below reference
values, yet hepatic enzymes were higher in the hemophiliacs than in the
HUPES patients. Biopsy data was infrequently recorded among the HUPES
patients, and absent in the clinical records of hemophiliacs. Accordingly, the
assessment of necroinflammatory activity was restricted to 57 HUPES patients,
all presenting Metavir scores between AO0-A2. Hepatic fibrosis was evaluated by
biopsy and/or elastography in 122 patients, with Metavir scores ranging from
FO-F2 (84%) and F3-F4 (16%). Mean viral load was 5.7 £ 1.1 (0.8 - 8.6) IU / mL,
with no significant differences seen between the groups (Table 3).

Only 19% of patients had a history of treatment, and most (78%, 29/37)
were treated with IFN and/or RBV based therapy. In a small group of HUPES
patients, clinical records indicated the recent introduction of new DAA drugs
over the last three years (Supplemental Fig. 1). Beginning in 2014, DAA drugs
came to be administrated as first-choice treatment or rescue therapy, either as
triple therapy in combination with IFN+RBV, or as double therapy involving RBV
alone. A few patients were treated with IFN-free therapy involving first-
generation HCV protease inhibitors (PI), such as Boceprevir and Telaprevir
(BOC or TLV) or polymerase complex inhibitors Daclatasvir and Sofobusvir
(DCV and SOF, Supplemental Fig. 1).

Of the 204 included patients, 90% (184/204) of the samples were
successfully amplified and sequenced. RAS was identified in 51% (94/184, 95%
Cl 44% -59 %) of the sequences in at least one of the NS3, NS5A or NS5B
regions. Due to reduced viral load, sample availability and quality, especially
variability in subgenomic regions, gene amplification was unequal. NS3 RAS
prevalence was estimated to be 45% (62/137, 95% CI 37% - 54%), NS5A RAS
was 27% (30/113, 95% CI 19% - 36%) and RAS NS5B was 2% (2/124, 95% CI
0% - 6%) (Table 3).

Previously described NS3 RAS were detected either as single or multiple
mutations. The total number of NS3 RAS was 95 with variable frequency

(range: 1-4 per patient), as 34 patients presented a profile with a single RAS
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and 24 patients had double RAS. Three patients had triple RAS, while just one
patient presented quadruple RAS. The total number of NS5A RAS was 31,
ranging from 1 to 2 per patient, with 29 patients presenting a single RAS and
one patient with double RAS. The total number of NS5B RAS was two, with
each patient presenting a single RAS (316N). In addition, 8% (14/184) of the
participants presented substitutions conferring resistance to more than one
class of DAA drug (data not shown). NS3 RAS were observed at amino acid
positions 36, 41, 54, 55, 56, 80, 117, 122, 155, 170 and 174; NS5A RAS were
found at positions 30, 31, 58, 92 and 93; NS5B RAS was at 316. Virtually all
RAS were preferentially distributed according to one of the HCV genotypes: 1a,
1b or 3. RAS were not analyzed for HCV genotype 2 samples (Fig. 1 A and B).
Relevant resistance-associated variants (RAV) were identified in 10 (9
from HUPES and 1 from HEMOBA) participants in the NS3 region, seven (all
from HUPES) in the NS5A region and three in both regions. No RAVs in NS5B
were identified. Pertinent characteristics of cases presenting RAVs in NS3 and
NS5A are listed in Table 4.1 and Table 4.2, respectively. Nine distinct patterns
of NS3 RAVs were found: R155K, T54S, Q80K, Q80L+V1701+S174F,
T54S+V170l, V36L+Q41H, V55A, T54S+V55I1+Q80L and T54S. The most
frequent (20%, 2/10) NS3 RAV profile was V36L+Q41H. Five participants had
multiple profiles with double and triple RAS. All of these patients were
treatment-naive and just one presented a marker for HBV coinfection. Some of
the RAV profiles exhibited resistance to a single drug (e.g. V55A for BOC),
while others showed resistance to multiple drugs (e.g. R155K) (Table 4.1).
Three distinct NS5A RAVs were found: Y93H, A30K and A30M+Y93H. The
most frequent NS5A RAV was Y93H, at 80% (8/10). Two patients with a history
of treatment also exhibited markers for HBV and HTLV coinfection (Table 4.2).
An association analysis was carried out to investigate risk factors
associated with the occurrence of RAS (hemophilia, age as a proxy of time of
infection, viral load, genotype, history of treatment, coinfection). Unfortunately,
not all regions of every sample were successfully sequenced, which
substantially reduced the power of this analysis. Nonetheless, genotype 1 was
found to be significantly associated with RAS in general (p<0.05), and genotype
1b was notably associated with NS3 RAS (p<0.01) both under univariate and

multivariate logistic analysis (Fig. 1 A and B).
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Discussion

Hemophiliacs with chronic hepatitis C present peculiar sociodemographic
characteristics due to the underlying bleeding disorder. In hemophilia, as the
pattern of sex-recessive inheritance affects the X chromosome, the disease is
more common in men than women. Since women have two X chromosomes,
this sex is only affected in homozygosity; men, who are hemizygous and have
only one X chromosome, will manifest this condition provided they carry the
affected X chromosome. The chance of a woman having two affected X
chromosomes is remote, which is why women are almost exclusively carriers
[11, 12]. In this study, 96% (22/23) of the male hemophiliacs presented HCV
infection, versus just 4% in females (1/23), with age ranging from 19 to 68
years: mean age of 44 years. Compared with the HEMOBA group, the HUPES-
UFBA outpatients presented the same frequency of males and females, aged
between 31 and 84 years, with a mean age of 55 years. The lower mean age of
the hemophiliac group is probably due to the occurrence of infection at an early
age, as well as the reduced life expectancy in patients with this disease.
According to the World Federation of Hemophilia (WFH), it is estimated that this
disorder decreases life expectancy by ten years [12].

The majority of participants in both groups self-reported skin color as
brown or black and belong to CCEB economic classes B and C, which is
consistent with the admixed population of the state of Bahia and the profile of
patients who habitually use SUS health services [13]. A similar patient profile
was reported by in a study performed at HEMOBA in a group of sickle cell
anemia patients [14]. With regard to location of residence, the data reflect that
hemophiliacs generally reside in the interior of the state, highlighting
deficiencies in specialized care in regions distant from urban centers, resulting
in hemophiliac patients traveling to the state capital to receive specific
treatment, e.g. blood and hemoderivatives.

The frequency of coinfection by agents with a similar route of
transmission as HCV was high. Although the objective of this study was not to
determine the prevalence of these agents, we found a surprisingly high rate of
HBV coinfection in both hemophiliacs (5%) and HUPES patients (2%), despite

the availability of vaccination and treatment. The synergism of these viruses can
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result in liver disease that progresses more rapidly and is associated with a
worse outcome [15]. Thus, prioritizing the treatment of viral hepatitis for these
groups of patient is essential. However, coinfection with HIV (3%) and HTLV
(18%) were found to be exclusive to HUPES patients. Prior to 1992,
hemophiliacs were considered to face a high risk of infection by HIV and other
blood-borne agents. However, following the AIDS crisis in the 1980s and 1990s,
safety efforts intensified with regard to blood and hemoderivatives. Due to the
small number of hepatitis C cases among the hemophiliacs, it was not possible
to estimate co-infection with HIV and HTLV herein, although a recent study
reported this ranged from 0.6% to 1.3% in 2013 [16]. On the other hand, the
high prevalence of HTLV in the North and Northeast regions of Brazil has
caused the state of Bahia to be featured in research focused on this infection.
Indeed, Salvador, the state capital, is considered an epicenter of HTLV infection
[17].

Among the HUPES patients, 33 had received treatment: 25 (76%)
received conventional IFN-based treatment, while the four hemophiliacs who
were found to be treated all received this same therapy (Supplemental Fig. 1).
A review of medical records allowed for the establishment of a follow-up and
treatment timeframe. In 2014, some patients began to receive DAAs (e.g. triple
therapy IFN + RBV + BOC). In 2016, the Brazilian Ministry of Health issued new
recommendations (PCDT-HepC) on the use of DAAs for HCV treatment [18]
and, from 2016 on, treatment regimens essentially involved IFN-free therapies
including a second wave of Pl and other classes of DAAs, such as NS5A and
NS5B inhibitors [19]. In response to the expectation of high rates of SVR,
patients who presented therapeutic failure, as well as those with more severe
disease, were prioritized in regimes involving newer DAAs. Unfortunately, highly
detailed information on the patients who received treatment was not present in
their medical records.

The importance of RAS has been debated, since these can occur
naturally in both treatment-naive and experienced patients [20]. Regrettably, the
RAS screening is not provided by SUS and few governmental laboratories are
qualified for this purpose. This service has often been provided through
research collaborations between public health services units and research

centers in Brazil. Herein, a high prevalence of RAS (51%) was found, with



43

prevalence varying according to the subgenomic region investigated: NS3 RAS
was 45%, NS5A RAS was 27% and NS5B RAS was 2%. RAS were detected
alone, or in combinations ranging from two to four mutations in a single patient.
RAS were also found to be associated with more than one class of drugs in one
patient. Some substitutions could potentially disrupt the three-dimensional
structure of the HCV non-structural proteins NS3, NS5A and NS5B targeted by
DAAs, thereby causing treatment failure [20].

The resistance profile of each RAS can be predicted in accordance with
the circulating genotypes and drugs licensed in Brazil. DAA failure is a relatively
rare event that can occur in patients infected with any HCV genotype, as well as
in a variety of clinical situations, being often associated with the presence of
RAVs. In theory, failure occurs when RAVs replace the wild virus due to
selective drug pressure, enabling a virologic rebound. The most predominant
NS3 RAVs were 54S (4%), 55A (6%) and 80K (7%), all of which were more
frequent in genotype la. The frequency of RAS 54S was higher compared to
that described in another study in HIV-coinfected HCV patients (T54S 2.4%,
V55A 8%) [21]. RAS 54S and 55A confer a resistance mutation to Simeprevir
(SMV), as well as the 80K variant. Another study found the latter in cirrhotic
patients infected with HCV genotype 1la who were treated with SMV + SOF for
12 weeks. In these patients, a lower SVR (74%) was detected in comparison to
another group that did not present the Q80K substitution (92%SVR) [22].

NS3 RAVs were also identified in codons 36 (2%), 155 (1%) and 174
(3%), which were also more frequently found in genotype la. In a study
conducted in the metropolitan region of Sdo Paulo, RAV 36L was found in
patients with HCV genotypes l1a and 1b, with a higher frequency (2.6%) in the
group with genotype l1la [23]. On the other hand, Peres da Silva et al. identified
a higher prevalence of variant 36L (5.6%) exclusively in patients with genotype
1b from Rio de Janeiro. Variant 36L is associated with BOC resistance. In the
Sao Paulo study, RAV 155K was also found at a low frequency and only
identified in patients with genotype 1a (0.5%), which is similar to our study (1%)
[24]. This variant is notable due to its association with resistance to multiple
drugs: BOC, TVL and SMV. For the first time in Brazil, RAV 174F (3%) was
described herein. The distribution of this variant, which was associated with

BOC resistance, seems to be restricted, as it has only been identified in studies
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conducted in Germany and Romania [25], [26]. Monotherapy involving BOC or
TLV resulted in a progressive selection of RAVs, which consequently led to the
emergence of resistance in HCV patients. Thus, the need for the incorporation
of second Generation DAAs was identified [27].

In the NS5 region, 3 profiles of NS5A RAVs were found, 93H variant
being the most frequent (26%), with distribution among all genotypes 1a, 1b and
3. This RAV is worthy of mention, since it confers resistance mutation to all
drugs whose target is the NS5A polymerase complex, with the exception of
Pibrentasvir. In the study carried out at the Hospital das Clinicas in S&o Paulo
with HCV monoinfected patients and coinfected with HCV + HIV, this variant
was also present in all genotypes [28]. In a study with genotype 3 samples from
North America, Australia, and Europe, a mean global prevalence of 8.6% of
variant 93H was found, with a varied distribution among the different countries
studied [29]. The second most prevalent variant was 30K (6%) that confers
resistance to multiple drugs, Daclatasvir (DCV), Ledipasvir (GS-5885) and
Elbasvir (EBR), especially in patients infected with genotypes la and 3. In our
study, this RAV was found exclusively in genotype 3 samples, with a similar
frequency (6.3%) as described by HERNANDEZ et al. (2013). Finally, RAV 31l
was identified in a patient genotype 1b. No RAV was found for the NS5B region.

In this study, we did not find an association between the occurrence of
RAS with characteristics of the patients such as hemophilia, age (= 45 years),
high viral load (= 500,000 copies / mL), history of treatment and use of DAAs
and co-infections. In part, this may be related to the number of samples
amplified so far, the low frequency of some RAS and also the lack of some data
in medical records. From the total of 204 samples, amplification of the NS3,
NS5a and NS5B regions was successful in 137, 114 and 124 samples,
respectively (Supplemental Fig. 2). Some samples are still being repeated or
amplified by other methods for data recovery. However, it was clearly observed
association between NS3 RAS with genotype type 1, especially 1b. It is well
known that genetic variability of HCV has an impact on the genetic barrier to
resistance to DAAs [30]. Kieffer et al. (2007) described the occurrence of
variants V36M and R155K / T in patients with genotype la related to the low
genetic barrier; these substitutions require only 1 mutation in the respective

codons when compared to genotype 1b that depends on 2 mutations [31].



45

There are few studies in Brazil and Latin America that have evaluated
and identified resistance mutations for these classes of drugs. In addition, new
DAAs have been licensed in Brazil in an accelerated manner to ensure the
therapeutic success of hepatitis C. Data on the primary failure, identification of
variants that promote antiviral resistance, and the therapeutic consequences of
these variants still need to be further explored. Within this context, the present
study aimed to track and monitor the resistance mutations to DAAs in patients
with chronic hepatitis C treated at two reference centers in Salvador-BA: the
Magalhdes Neto outpatient clinic at the Hospital Edgar Santos Complex
(HUPES-UFBA) and the Hematology and Hemotherapy Foundation of Bahia
(HEMOBA). The results evidenced the presence of RAS in both experienced
and untreated patients in the three target regions of the AAS: NS3, NS5A and
NS5B. RAS was more frequent in the NS3 region when compared to the NS5
region, and also well above that expected when compared to other studies
(Dinu et al. 2018; Moreira et al. 2018). The reason for the high prevalence of
NS3 RAS is still uncertain, however the occurrence of these mutations was
associated with genotype 1b. This may have implications on the genetic barrier
for resistance and impact on the therapeutic response. Sequencing of a larger
number of isolates would be desirable. Screening for resistance mutations at
least among patients with primary failure and relapse can guide treatment in

ways that maximize public resources in a developing country such as Brazil.
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Table 1. Primers and condition used for PCR assays performed during this study.
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Locus Target Purpose Primer Sequence (5'—>3’) Genome Size Annealing Reference
genotype position*t (pb) temp (C°)
NS3 la One Step RT-PCR  PlaFl CTTYTCCCRRATGGAGACCAA 3266-3286 828 56 [7]
PlaR1 ACCTTATAGCCCTGRGCYGC 4093-4074 [7]
Nested PCR PlaF2 CTCATCACGTGGGGGGCRGA 3288-3307 751 60 [7]
PlaR2 TTGGTGCTCTTRCCGCTGCC 4057-4038 [7]
1b One Step RT-PCR  P1bF1 GCCCGTCRTCTTCTCTGACATGG 3257-3279 834 56 [7]
P1bR1 TTGTACCCTTGGGCTGCATA 4090-4071 [7]
Nested PCR P1bF2 TCATCACCTGGGGGGCAGAC 3289..3308 766 60 [7]
P1bR2 GTGCTCTTGCCGCTGCCAGT 4054..4035 [7]
3a One Step RT-PCR  P3aFl1 TAATATTTAGTCCCATGGAA 3262-3281 828 56 [7]
P3aR1 TATATCCTTGTGCTACATAA 4089-4070 [7]
Nested PCR P3aF2 TCATCACCTGGGGTGCGRAT 3289-3308 766 60 [7]
P3aR2 GTGCTCTTACCGCTGCCGGT 4054-4035 [7]
NS5A 1-3 One Step RT-PCR ~ NS5A-2F GGIGARGGIGCIGTICARTGGATGAA 6066-6091 817 488 [9]
1-3 NS5A-R TRTGRGAIGGRTCIGTIARCATIGA 6882-6858 [9]
1-3 NS5A-3R TRTGRGAIGGRTCICTIARCATIGA 6882-6858 [9]
NS5B 1-3 One Step RT-PCR  Prl TGGGGATCCCGTATGATACCCGCTGCTTTGA 8245-8275 401 63 [8]
1-3 Pr2 GGCGGAATTCCTGGTCATAGCCTCCGTGAA  8645-8616 [8]
1-3 Nested PCR Pr3 TATGAYACCCGCTGYTTTGACTC 8256-8278 381 55 [8]
1- Pr5 GCTAGTCATAGCCTCCGT 8636-8619 [8]

tGenome positions for each primer used to target Hepatitis C virus (HCV) subgenomic regions (GenBank accession number M62321). §Annealing

temperatures were incrementally increased by 0.3°C every cycle.
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Table 2. Demographic and socioeconomic characteristics of patients with chronic hepatitis C followed at HEMOBA or HUPES-UFBA, 2016-18.

Characteristics

HEMOBA

HUPES-UFBA

TOTAL

n*, (%) or Avg. £ SD (Min. - Max.)

m*, (%) or Avg. £ SD (Min. - Max.)

n+m*, (%) or Avg. £ SD (Min. - Max.)

Total

Sex
Male
Female
Years of age
Skin color (IBGE) T
White
Brown
Black
Yellow/Amerindian
City of residence
Salvador
Other cities
Education
llliterate / Primary school incomplete
Primary school complete / Middle school incomplete
Middle school complete / High school incomplete
High school complete / University incomplete
Undergraduate university degree
Economic class (CCEB) #
A
B
C
D-E

23

22 96%
1 4%
44.0 £ 12.4 (19 — 68)

2 9%
10 45%
9 41%
1 5%
9 39%
14 61%
2 9%
9 39%
6 26%
6 26%
0 0%
0 0%
9 39%
14 61%
0 0%

181

93 51%
88 49%
55.7 +11.1 (31 - 84)

23 13%
94 52%
60 33%
4 2%
119 66%
62 34%
34 20%
43 24%
21 12%
63 32%
20 11%
1 0%
28 15%
93 52%
58 32%

204

115
89

25
104
69

128
76

36
52
27
69
20

1
37
107
58

56%
44%
54.4 +11.8 (19 - 84)

12%

51%

34%
2%

63%
37%

18%
25%
13%
34%
10%

0%
18%
53%
29%

* Total varies according to the availability of data. T IBGE classification (Brazilian Institute of Geography and Statistics). ¥ CCEB economic classification system (2019).



Table 3. Clinical and laboratorial characteristics of patients with chronic hepatitis C followed at HEMOBA or HUPES-UFBA, 2016-18.

- HEMOBA HUPES Total
Characteristics
n*, % or Avg. £ SD (Min. - Max.) m*, % or Avg. £ SD (Min. - Max.) n+m*, % or Avg. £ SD (Min. - Max.)
Total 23 181 204
Serology pos.
AgHBs 22 1 5% 106 2 2% 128 3 2%
anti-HIV 22 0 0% 90 3 304 112 3 3%
anti-HTLV I/l 22 0 0% 72 13 18% 94 13 14%
ALT >RV =41 Ul/dL 18 8 44% 168 64 38% 186 72 39%
AST >RV =37 Ul/dL 19 9 A7% 169 58 34% 188 67 36%
Necroinflamatory activity**
A0-A2 - - 57 100% 57 0 100%
A3-A4 - - 0 0% 0 0 0%
Hepatic fibrosis**
FO-F2 - - 103 84% 103 0 84%
F3-F4 - ; 19 16% 19 0 16%
HCV genotype 1la 11 55% 61 43% 72 0 44%
1b 6 30% 51 36% 57 35%
2 1 5% 2 1% 3 0 2%
3 2 10% 26 18% 28 0 17%
Mix 0 0% 2 1% 2 0 1%
Viral load (log IU/ml) 23 54+14(1.1-66) 124 57+1.1(0.8-86) 147 0 5.7+1.1(0.8-8.6)
History of treatment 17 4 24% 181 33 18% 198 37 19%
RAS*** NS3 8 4 50% 129 58 45% 137 62 45%
NS5A 6 1 17% 107 29 27% 113 30 27%
NS5B 10 O 0% 114 2 204 124 2 204

SD - standard deviation; RV - reference value; RAV - resistance-associated variant. * Total varies according to the availability of data. SD - standard deviation. RV - reference
value. ** Biopsy or elastography. *** RAS — resistance-associated substitution for HCV genotype and drugs licensed in Brazil.
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* Relevant resistance-associated variants (RAV) in patients with HCV infection associated with drugs
licensed in Brazil. * p <0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001.
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Table 4.1. Characteristics of patients with relevant NS3 RAVSs.

Resistance profile

Patient Viralload ~ Genotype Co- History of ABT-
Age Sex (log IU/ml) infection treatment RAV NS3 BOC TVR SMV 493 GZR Veruprevir*
1 45 M nd la N N R155K R R R - RS -
2 46 M 5.46 la nd nd T54S R R R - - -
3 45 M 5.93 la N N Q80K - - R - - -
4* 71 M nd 1b N N Q80L+V1701+S174F R RS - - - -
5* 53 M 5.74 1b Anti-HBS N T54S+V170I R RS - - - -
6 54 M 6.04 la N N V36L+Q41H R RS R RS - -
7 52 F 6.29 la N N V36L+Q41H R RS R RS - -
8 57 F 5.93 la N N V55A R RS - - - -
9* 55 M nd la N N T54S+V551+Q80L R RS - - - -
HE.1 47 M nd la N N T54S R R R RS - -

HE - HEMOBA; nd - not determined; Y - Yes / N - No; BOC - Boceprevir; TVR - Telaprevir; SMV - Simeprevir; ABT-493 - Glecaprevir; GZR - Grazoprevir. R - Resitant; RS -
reduced-susceptibility; S - susceptible; "-" - unknown.



53

Table 4.2. Characteristics of patients with relevant NS5A RAVSs.

Resistance profile

Patient Viralload ~ Genotype Co- History of Gs-
Age Sex  (log IU/ml) infection treatment RAV NS5A DCV Ombitasvir* Velpatasvir 5885 EBR Pibrentasvir
4* 71 M nd 1b N N Y93H R R R R R RS
5* 53 M 5.74 1b N N Y93H R R R R R RS
9* 55 M nd la N N Y93H R R R R R RS
10 48 F 5.11 1b N N Y93H R R R R R RS
11 67 M 5.36 3a Anti-Hbc Peg+IFN+RBV A30K R - RS R R RS
12 56 M 6.68 3a N N A30M+Y93H R R - - - -
13 61 M 5.23 la Anti-HTLV  IFN+RBV+BOC Y93H R R R R R RS
14 41 M nd 1b N nd Y93H R R R R R RS
15 63 F 5.84 1b N N Y93H R R R R R RS
16 69 M 5.51 3a N N A30K R - RS R R RS

nd - not determined; DCV - Daclatasvir; * VIEKIRA PAK component; GS-5885 - Ledipasvir; EBR - Elabasvir. R - Resitant; RS - reduced-susceptibility; S - susceptible; "-" - unknown.
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Supplement Fig. 1. Time of prior treatment of experienced patients and therapeutic outcome, HUPES, 2018.
"X" = Admission; "-" = Follow up; "T1" = Treatment; "T2" = Rescue therapy; DNO = data not obtained; "." = Abandoned; "N" = No, failed; "R" = Relapse; "S" = Yes; Sustained

virological response (SVR).
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Supplement Fig. 2. Venn diagram showing the number of samples analyzed for resistance
mutations by subgenomic region: NS3, NS5A and NS5B.
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5 DISCUSSAO

As hepatites virais sédo doencas de notificagdo compulséria no Brasil desde o
ano de 1996. Varios estudos epidemioldgicos além dos dados registrados no Sistema
de Informacé&o de Agravos de Notificacdo (SINAN) demonstraram que a hepatite C foi
considerada uma “epidemia silenciosa” com aumento de casos a partir da
disponibilizagdo dos métodos diagnosticos (STRAUSS, 2001). O tratamento da
hepatite C foi introduzido no Sistema Unico de Satde (SUS) no inicio dos anos 2000.
Ao longo dos 19 anos de combate da hepatite C no SUS, houve uma constante
atualizacdo dos esquemas de tratamento objetivando atingir maior eficacia, sempre
apoiados pelas melhores evidéncias cientificas. Em 2002, a primeira guia brasileira
denominado Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas para Hepatite C e

coinfeccdes (PCDT-HepC) foi disponibilizado pelo Ministério da Saude.

A revisdo constante do PCDT-HepC permitiu um cenario favoravel, pois novos
DAAs foram licenciadas no Brasil com a promessa de elevar a RVS a um nivel de cura
superior a 90% (BRASIL, 2019). Alinhado a melhorias no sistema de salde e a
implantacéo da Politica Nacional de Sangue e Hemoderivados, houve uma reducgéo
gradual da prevaléncia da infec¢éo pelo VHC em vérios grupos considerados de risco,
mesmo na auséncia de uma vacina. Apesar de nem todos os individuos infectados
pelo VHC terem acesso aos medicamentos, a diminui¢cao da prevaléncia reflete numa
protecdo individual através da cura da doenca, e também coletiva pela reducédo da
transmissdo do VHC (ANDRADE et al., 2001; FERREIRA; SILVEIRA, 2004;
MARTINS; NARCISO-SCHIAVON; SCHIAVON, 2011). A Assembleia Mundial da
Saude, no ano de 2016, propds a eliminacéo da infec¢ao pelo virus da hepatite C até
0 ano de 2030.

Alguns grupos populacionais foram amplamente estudados por apresentarem
fatores de risco para infeccdo pelo VHC. Destacam-se usuarios de drogas e
recebedores de sangue, seus componentes e derivados, anterior a 1993. Em
Salvador, a prevaléncia de infeccéao pelo VHC variou consideravelmente conforme o
grupo populacional: 1,5% na populagdo em geral e em doadores, 12,1% em pacientes
com anemia falciforme, 35,6% em UDI e 42% entre hemofilicos (PACHECO, 2010;
SANTANA, 1995; SILVA, L. K. et al., 2005; SILVA, 2010b). Na ultima década, a

prevaléncia tem reduzido significativamente. Em um estudo com gestantes, a
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prevaléncia ja foi de 0,3%, em falciforme 6,4% e hemofilicos 21% (JESUS, 2016;
PACHECO, 2010; PASSINI, 2012). Somente ndo temos conhecimento de dados

atualizados entre os UDI.

A Fundacao de Hematologia e Hemoterapia do Estado da Bahia (Hemoba),
criada pela Lei Estadual 5.183 em 1989, é uma unidade de saude que capta sangue
e processa seus componentes e derivados para o tratamento de pacientes que
necessitam de transfusdo, portadores doencas hematologicas benignas, tais como
Hemofilia e Doenca Falciforme, entre outras. A HEMOBA possui um ambulatorio para
atendimento de pacientes com doenca de base hematoldgica e que também séo
portadores da hepatite C crénica (HEMOBA, 2019)

Os hemofilicos com hepatite C cronica possuem caracteristicas
sociodemogréficas peculiares devido a doenca de base. A hemofilia tem um padrao
de heranca recessivo ligado ao sexo que afeta o cromossoma X. Ha maior
manifestacdo da doenca em homens do que em mulheres. ISso ocorre porque as
mulheres tém dois cromossomos X e a doenca sO se expressa em homozigose,
enguanto os homens tém apenas um cromossomo X, de modo que se manifesta em
todos os homens que carregam o cromossoma X afetado (hemizigose). A chance de
uma mulher ter duas cépias defeituosas do gene é muito remota, razdo pela qual as
mulheres sao quase exclusivamente portadoras (P1O; OLIVEIRA; REZENDE, 2009;
WFH, 2019). E em nossa casuistica, sexo masculino ocorreu em 96% (22/23) e
feminino 4% (1/23), com faixa etaria entre 19 a 68 anos, média 44 anos. No estudo
anterior com os portadores de coagulopatias congénitas foi identificado 42% de

soroprevaléncia de infeccao pelo VHC (JESUS, 2016).

O ambulatério Magalhdes Neto, do Complexo Hospitalar Universitario
Professor Edgard Santos (HUPES) é considerado um centro referéncia nacional para
o tratamento das hepatites virais, atuando ha mais de 20 anos no acompanhamento,
monitoramento e tratamento dos pacientes com hepatite C cronica. Trata-se de um
ambulatorio especializado para avaliacdo e prestacdo de assisténcia a saude da
populacdo na area de gastrenterologia e hepatologia, a formagdo de recursos
humanos com médicos, enfermeiros, nutricionistas e varios técnicos de nivel médio,

além de contribuicdo a pesquisa cientifica.
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Em comparacdo com o grupo dos pacientes HEMOBA, o0s pacientes em
atendimento ambulatorial HUPES apresentaram igual frequéncia de sexo masculino
e feminino, faixa etaria entre 31 e 84 anos, média 55 anos, predominantemente
residentes de Salvador. Os hemofilicos apresentaram uma faixa etaria menor. 1sso
pode ser explicado pela expectativa de vida reduzida nos pacientes acometidos com
essa doenca. Segundo a Federacao Mundial de Hemofilia, estima-se que diminua em

dez anos a expectativa de vida nos portadores dessa desordem (WFH, 2019).

A predominancia da cor da pele auto referida parda e negra e a distribuicao por
classe social em ambos grupos estdo em acordo com a alta miscigenacao racial dos
habitantes do estado da Bahia e a clientela que habitualmente frequenta o SUS. O
mesmo resultado foi encontrado em um estudo realizado na HEMOBA com o grupo
de pacientes falcémicos (PACHECO, 2010). Quanto a moradia, os dados
demonstraram que no geral os hemofilicos residem no interior do estado, refletindo a
deficiéncia no atendimento especializado em algumas regides, o que ocasiona no

deslocamento dessas pessoas para atendimento especializado na Capital.

A frequéncia de coinfec¢bes por agentes que compartiiham a mesma via de
transmissao do VHC foi elevada. Apesar do objetivo desse estudo néo ser determinar
a prevaléncia destes agentes, encontramos uma alta taxa de coinfeccédo pelo VHB
tanto em hemofilicos (5%) quanto pacientes do HUPES (2%), um agente para o qual
existe vacina e tratamento. O sinergismo destes virus pode produzir uma doenca
hepatica de progressado mais rapida e de pior desfecho (STRAUSS, 2001). Isso reitera
gue é essencial a priorizacdo do tratamento das hepatites virais para esses grupos de
pacientes. Todavia, a coinfec¢ao pelo HIV (3%) e HTLV (18%) foram exclusivas aos
pacientes do HUPES. Antes de 1992, os hemofilicos foram considerados de alto risco
para infeccao por HIV e outros agentes de transmissao sanguinea. Entretanto, com a
crise provocada pela AIDS nos anos 1980s e 1990s, o controle da qualidade do
sangue e hemoderivados foi intensificado. Devido ao nUmero pequeno de casos de
hepatite C entre os hemofilicos, ndo foi possivel estimar a coinfec¢céo por estes virus
gue varia entre 0,6% e 1,3% (JESUS, 2016). Por outro lado, a Bahia tem tido destaque
na pesquisa do HTLV devido a sua elevada prevaléncia nas regifes Norte e Nordeste.
Segundo pesquisas recentes, Salvador esta localizada no epicentro da infeccéo por
HTLV (PEREIRA et al., 2019)
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Em 2012, o Ministério da Saude incorporou, no &mbito do SUS, o uso das novas
drogas de antivirais de acéo direta (DAAS) para tratamento da hepatite C cronica:
Boceprevir e Telaprevir, os primeiros inibidores da protease NS3. A partir de 2015, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) registrou os demais: Sofosbuvir,
Simeprevir, Daclatasvir e Ombistavir/Veruprevir/Ritonavir +Dasabuvir (Viekira Pak®),
que constituiram o arsenal terapéutico até os dias atuais. Um mutirdo de tratamento
da hepatite C foi montado no ambulatorio no HUPES, a fim de tratar os pacientes
segundo as novas guias (comunicacao oral). A principio, os pacientes com o grau de
fibrose mais altos (F3-F4) foram convocados para comparecerem as consultas e
aderiram ao tratamento. Na segunda etapa, a partir das atualiza¢cées no PCDT-HepC
de 2018, os pacientes (FO-F1) foram solicitados a comparecer no ambulatério. Como
0 recrutamento dos pacientes para essa pesquisa teve inicio na segunda etapa do
mutirdo, houve um viés na selecdo dos participantes da pesquisa que pode justificar
algumas caracteristicas clinico-laboratoriais encontradas no estudo, tais como,
doenca leve, niveis séricos das transaminases hepaticas (ALT e AST) abaixo dos
valores de referéncia, baixa atividade necroinflamatéria e baixo grau de fibrose na
maioria dos participantes. Além disso, a maioria dos participantes foram pacientes
virgens de tratamento, e uma parcela menor representada por pacientes
experimentados nao-respondedores. Os pacientes experimentados com RVS nao
foram incluidos, pois a negativacdo do VCH-RNA néo permite analise das sequencias

virais.

Quatro hemofilicos foram experimentados, todos com terapia baseada no IFN.
Entre os pacientes do HUPES, 33 realizaram tratamento. Destes, 25 (76%) também
foram experimentados com terapia baseada no IFN. Através das revisdes de
prontuario foi possivel estabelecer a linha do tempo de acompanhamento e
tratamento. Pode-se evidenciar que a partir de 2014 alguns pacientes comecaram ser
tratados com DAAs (exemplo, terapia tripla IFN+RBV+BOC) (Figura suplementar 1,
Artigo). Em 2016 em diante, os esquemas de tratamento ja incluiam os novos DAAs
e quase todos os pacientes foram experimentados com terapias livres de IFN. Este
achado é corroborado com as recomendacdes do PCDT-HepC de 2016 sobre o uso
de DAAs para tratamento do VHC (BRASIL, 2016). Infelizmente, entre os

experimentados com DAAs estudados, todos apresentaram falha terapéutica, alguns



60

por abandono ao tratamento, ndo resposta ou recidiva. Informacdes detalhadas dos

casos ndo foram localizadas na revisédo de prontuério.

A importancia das mutacdes de resisténcia também conhecidas como
substituicdes associadas a resisténcia (RAS) tem sido debatida (SORBO et al., 2018),
visto que elas podem ocorrer naturalmente em pacientes virgens de tratamento e
experimentados. Entretanto, o rastreio das mutacfes de resisténcia ndo esta
disponivel no SUS e poucos laboratorios estdo capacitados para este fim. Este
servico, muitas vezes tem sido prestado através de colaboragcdes de pesquisa entre
as unidades de saude e centro de pesquisa no Brasil. Neste estudo, encontramos uma
alta prevaléncia de RAS (51%), sendo que a prevaléncia varia conforme a regiao sub-
gendmica pesquisada: NS3 RAS foi 45%, NS5A RAS foi 27% e NS5B RAS foi 2%. As
RAS das diferentes foram detectadas sozinhas ou combinadas de duas até quatro
mutagBes num mesmo paciente. Também foram encontrados RAS para mais de uma

classe de drogas em um mesmo paciente.

Conforme os gendtipos circulantes e as drogas licenciadas no Brasil, pode-se
predizer o perfil de resisténcia de cada RAS. Falha aos DAAs é um evento
relativamente raro que pode ocorrer em pacientes infectados por qualquer genaétipo
do VHC e em uma variedade de situagdes clinicas, e esta frequentemente associado
a presenca de variantes do virus associados com resisténcia (RAVs). Em teoria, a
falha ocorre quando as RAVs suplantam o virus selvagem sob a pressédo seletiva da
droga e reestabelecem a carga viral. As NS3 RAVs mais predominantemente
encontradas foram 54S (4%), 55A (6%) e 80K (7%), todas mais frequentes no genaétipo
la. A frequéncia da RAS 54S foi mais alta quando comparada com a descrita em outro
estudo em pacientes VHC coinfectados com HIV (T54S 2.4%, V55A 8%; (LISBOA
NETO et al., 2017). As RAS 54S e 55A estdo associadas a resisténcia ao Boceprevir
(BOC). A variante 80K confere mutacao de resisténcia relacionada ao Simeprevir
(SMV) em pacientes cirréticos infectados com o genétipo 1a do VHC e tratados com
SMV+SOF por 12 semanas tiveram uma RVS menor (74%) quando comparados com
0 grupo que nao apresentava a substituicdo do Q80K, RVS (92%) (KWO et al., 2016).

NS3 RAV também foram identificadas nos codons 36 (2%), 155 (1%) e 174
(3%), também mais frequentes no gendtipo 1a. Em um estudo na regido metropolitana
de Sédo Paulo, a RAV 36L foi encontrar em pacientes com gendtipo 1a e 1b, sendo

qgue a frequéncia dessa variante foi maior no grupo com genétipo 1a com 2,6%
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(MOREIRA et al., 2018). Por sua vez, Peres da Silva e colaboradores identificaram
uma maior prevaléncia da variante 36L (5,6%) exclusivamente em pacientes com
genatipo 1b. A variante 36L esta associada a resisténcia ao BOC. No estudo paulista,
a RAV 155K também apresentou baixa frequéncia e foi identificada apenas em
pacientes com genétipo 1a (0,5%), semelhante ao nosso estudo (1%) (MOREIRA et
al., 2018). Essa variante se destaca por estar relacionada com a resisténcia a multiplas
drogas BOC, TVL e SMV. A variante 174F (3%) foi descrita pela primeira vez no Brasil
neste estudo e sua distribuicdo parece ser restrita, uma vez que foi identificada apenas
em estudos publicados na Alemanha e Roménia (DINU et al., 2018). A variante 174F
foi associada a resisténcia ao BOC (SUSSER et al., 2012).

Ademais, com a identificacdo das mutacdes de resisténcia ao BOC e TLV pelos
pesquisadores. O tratamento monoterapico a partir do BOC ou TLV ocasionou em
uma progressiva selecdo de variantes de resisténcia, consequentemente houve
aumento da carga viral nesses pacientes. Dessa forma, identificou-se entdo a
necessidade da incorporacdo dos DAA de segunda Geracdo (PERES-DA-SILVA,
2014).

Na regido NS5, foram encontrados 3 perfis de NS5A RAVs sendo a variante
93H a mais frequente (26%), com distribuicdo entre todos os gendtipos 1a, 1b e 3.
Essa RAV merece destaque, ja que confere mutacdo de resisténcia a todas as drogas
cujo alvo é o complexo da polimerase NS5A, com excecdo do Pibrentasvir. Na
pesquisa feita no Hospital das Clinicas em S&o Paulo com pacientes monoinfectados
VHC e coinfectados com VHC+HIV, essa variante também esteve presente em todos
0s genétipos (MALTA et al.,, 2017). Em um estudo com amostras de genétipo 3
provenientes da América do Norte, Australia e Europa, encontrou-se uma prevaléncia
global média de 8.6% da variante 93H, com distribuicdo variada entre os diferentes
paises estudados (HERNANDEZ et al., 2013). A segunda variante mais predominante
foi a 30K (6%) que confere resisténcia a mudultiplas drogas, Daclatasvir (DCV),
Ledipasvir (GS-5885) e Elbasvir (EBR), sobretudo em pacientes infectados pelos
gendtipos la e 3. Em nosso estudo, essa RAV foi encontrada exclusivamente em
amostras genoétipo 3, com frequéncia similar (6.3%) a descrita por HERNANDEZ e
cols. (2013). Finalmente, a RAV 31l foi identificada em um paciente gendtipo 1b.
Nenhuma RAV foi encontrada para regiao NS5B.
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Neste estudo n&o encontramos associacdo da ocorréncia de RAS com
caracteristicas dos pacientes tais como: hemofilia, idade (= 45 anos), carga viral
elevada (= 500.000 cépias/mL), histérico de tratamento e uso de DAAs e co-infecgdes.
Em parte, isso pode estar relacionado com o niumero de amostras amplificadas até o
momento, a baixa frequéncia de algumas RAS e também a falta de alguns dados nos
prontuarios médicos. Do total de 204 amostras, a amplificacdo das regides NS3, NSha
e NS5B foi bem sucedida em 137, 113 e 123 amostra, respectivamente. Alguma
amostras ainda estdo sendo repetidas ou amplificadas por outros métodos para
recuperacdo dos dados. Todavia, foi observado claramente, associacdo de RAS,
especialmente NS3 RAS, com o gendtipo tipo 1b. E bem conhecido que a variabilidade
genética do VHC tem impacto na barreira genética para resisténcia aos DAAsS
(KLIEMANN et al., 2016). Kieffer e cols. (2007) descreveram sobre ocorréncia das
variantes V36M e R155K/T em pacientes com genétipo la relacionado com a baixa
barreira genética; essas substituices requerem apenas 1 mutacdo nos respectivos
cédons quando comparado com o gendétipo 1b que depende de 2 mutacgdes (KIEFFER
et al., 2007).

Sao poucos os estudos no Brasil e na América Latina que tem avaliado e
identificado as mutacdes de resisténcia para estas classes de drogas. Além disso,
novos DAAs tem sido licenciados no Brasil de forma acelerada com a finalidade de
garantir 0 sucesso terapéutico da hepatite C. Dados sobre a falha primaria,
identificacdo das variantes que promovem a resisténcia antiviral, e as consequéncias
terapéuticas dessas variantes ainda precisam ser mais exploradas. Dentro desse
contexto, o presente estudo pretendeu rastrear e monitorar as mutacdes de
resisténcia aos DAA em pacientes com hepatite C cronica atendidos em dois centros
de referéncia em Salvador-BA: o Ambulatério Magalhdes Neto do Complexo
Hospitalar Professor Edgard Santos (HUPES-UFBA) e a Fundacdo Hematologia e
Hemoterapia da Bahia (HEMOBA). Os resultados evidenciaram a presenca de RAS
tanto em pacientes experimentados quanto em virgens de tratamento nas trés regides
alvo dos DAAs: NS3, NS5A e NS5B. As RAS foram mais frequentes na regido NS3
guando comparada com a regido NS5, e também bem acima do esperado quando
comparado com outros estudos(DINU et al., 2018; MOREIRA et al., 2018). A razao
para a alta prevaléncia de RAS NS3/4 ainda é incerta, todavia a ocorréncia destes

mutacdes foi associada ao gendtipo 1b. Isso pode ter implicacdes sobre a barreira
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genética para resisténcia e impacto na resposta terapéutica. O sequenciamento de
um namero maior de isolados seria desejavel. O rastreio de muta¢cdes de resisténcia
pelo menos entre os pacientes com falha primaria e recidiva podem guiar o tratamento
de forma a maximizar os recursos publicos em um pais em desenvolvimento como o

Brasil.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

e A partir de entrevistas e revisdo de prontuario foi possivel obter as principais
caracteristicas socioecondmicas, demografica e clinico-laboratoriais dos
pacientes com hepatite C cronica atendido na HEMOBA e HUPES participantes
deste estudo. Entretanto, muitos dados foram faltantes nos prontuéarios
meédicos que podem ter comprometido a pesquisa sobre a clinica e a resposta
terapéutica;

¢ RAS foram identificadas tanto em pacientes experimentados quanto em virgens
de tratamento nas trés regides alvo dos DAAs: NS3, NS5A e NS5B. As RAS
foram mais frequentes na regido NS3 quando comparada com a regiao NS5;

e Até o momento s6 foi possivel associar RAS com a frequéncia do gendtipo do
virus. Isso pode ter implicacBes sobre a barreira genética para resisténcia e

impacto na resposta terapéutica.
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Apéndice | - Termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) para adulto

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Titulo do Projeto: Avaliagdo das mutagdes de resisténcia ao tratamento com os novos antivirais de
acdo direta (DAA) em pacientes com hepatite C crénica.

Coordenador: Dr Luciano Kalabric Silva

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo intitulado, “AVALIACAO DAS MUTACOES
DE RESISTENCIA AO TRATAMENTO COM OS NOVOS ANTIVIRAIS DE ACAO DIRETA (DAA) EM
PACIENTES COM HEPATITE C CRONICA”. O objetivo deste estudo é estabelecer a metodologia para
rastrear e monitorar as mutagées de resisténcia ao tratamento com os novos DAAs em pacientes
com hepatite C cronica, atendidos pelo HEMOBA e HUPES-UFBA.

Para participar vocé deve (1) assinar duas vias deste termo de consentimento (uma via ficara
com vocé e a outra com o pesquisador); (2) autorizar a revisdo do seu prontudrio para obtermos
informacdes sobre o histérico clinico e os resultados dos seus exames sorolégicos anuais sobre a
infeccdo pelo HIV, Hepatite B, Hepatite C, Sifilis, Doenca de Chagas e HTLVI/II; (3) responder a um
questionario com perguntas sociodemograficas; e (4) permitir a coleta de dois tubos de 10 mL de
sangue (equivalente a 4 colheres de cha) para pesquisa do VHC.

Esta é uma pesquisa de risco minimo. Entretanto, a coleta de sangue pode ocasionar
pequena mancha roxa, reacdo ou dor local. A fim de proteger os participantes do estudo, as coletas
serdo realizadas por profissionais bem treinados da unidade de saude. Com essa pesquisa
pretendemos (1) saber se vocé tém ou ndo variantes resistentes que possam ocasionar falha
terapéutica aos novos DAAs; (2) conhecer a existéncia de mutantes do VHC associados a resisténcia.
Os resultados tem como finalidade a pesquisa cientifica e ndo serao utilizados para fins de
diagndstico. Caso vocé queira, uma cépia podera ser solicitada por vocé a qualquer tempo.

E importante destacar que seu nome e identificagdo serdo mantidos em sigilo. Além disso,
vocé é livre para recusar em participar do estudo ou dele retirar seu consentimento a qualquer
momento sem qualquer transtorno ou interrupcao de seu atendimento médico. Vocé ndo sera
responsavel por nenhuma despesa, incluindo os exames laboratoriais realizados neste estudo. Vocé
nao receberd compensacgao financeira para participar do estudo. Caso vocé sofra algum tipo de dano
resultante de sua participacdo na pesquisa, nds lhe prestaremos assisténcia imediata. Vocé tem
direito a requerer indeniza¢do caso sofra qualquer tipo de dano decorrente de sua participa¢do na
pesquisa, nos termos da lei. Em caso de duvidas, vocé poderd esclarecé-las entrando em contato
com o pesquisador, Dr. Luciano Kalabric, através dos contatos descritos ao final deste termo. Caso
precise de outros esclarecimentos poderd também entrar em contato com o Comité de Etica do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CEP-CPqQGM), que aprovou o estudo. Os contatos do CEP
também estdo ao final deste termo.
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Eu, , li
e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo. Eu entendi que soulivre
para interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso
ndo afetard meu atendimento médico. Sei que meu nome ndo serd divulgado e que ndo terei
despesas. Eu recebi uma cépia do termo de esclarecimento. Pelo presente Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido:

() concordo em participar deste projeto de pesquisa, pois fui informado, de forma clara e detalhada,
livre de qualquer forma de constrangimento e coercdo, dos objetivos, da justificativa, dos riscos,
desconfortos e beneficios todos acima descritos;

() autorizo, também, que o material biolégico e os dados coletados através da entrevista e revisdo
de meus registros médicos (prontudrio) sejam armazenados para pesquisas futuras, e;

() autorizo o descarte das amostras apds a conclusdo da pesquisa.

Salvador-BA, / /

Impressdo digital do voluntario, pais ou
Nome do participante responsaveis legais (caso necessario)

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador

Assinatura de testemunhas:

Contatos:
Pesquisador: Comité de Ftica em Pesquisa (CEP-CPqGM):
Dr. Luciano Kalabric Silva Dra. Theolis Bessa (Coordenadora)
Tel.: 71-3176-2354 Tel.: 71-3176-2285
E-mail: kalabric@bahia.fiocruz.br E-mail: cep@bahia.fiocruz.br
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ-BA Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ-
R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal de Brotas BA

R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal de Brotas
Horario de funcionamento: Segunda a sexta das
13has 17h


mailto:kalabric@bahia.fiocruz.br
mailto:ceps@bahia.fiocruz.br
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Apéndice Il - Termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) para os responsaveis dos menores

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundag¢ao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Titulo do Projeto: Avaliacdo das mutagdes de resisténcia ao tratamento com os novos antivirais de
acdo direta (DAA) em pacientes com hepatite C cronica.

Coordenador: Dr Luciano Kalabric Silva

Seu(a) filho(a) esta sendo convidado(a) a participar do estudo intitulado, “AVALIACAO DAS
MUTACOES DE RESISTENCIA AO TRATAMENTO COM OS NOVOS ANTIVIRAIS DE ACAO DIRETA (DAA)
EM PACIENTES COM HEPATITE C CRONICA”. O objetivo deste estudo é estabelecer a metodologia
para rastrear e monitorar as mutagcGes de resisténcia ao tratamento com os novos DAAs em
pacientes com hepatite C cronica, atendidos pelo HEMOBA e HUPES-UFBA.

Para que o menor participe do estudo, o senhor(a) deve (1) assinar duas vias deste termo de
consentimento (uma via fica com vocé e a outra com o pesquisador; (2) autorizar a revisdo de
prontuario do menor para obtermos informagdes sobre o histdrico clinico e os resultados dos seus
exames sorolégicos anuais sobre a infeccdo pelo HIV, Hepatite B, Hepatite C, Sifilis, Doenca de
Chagas e HTLVI/Il; (3) responder junto ao menor um questionario com perguntas sociodemograficas;
e (4) permitir a coleta de dois tubos de 10 mL de sangue (equivalente a 4 colheres de cha) do menor
para pesquisa do VHC.

Esta é uma pesquisa de risco minimo. Entretanto, a coleta de sangue pode ocasionar
pequena mancha roxa, reagao ou dor local. A fim de proteger os participantes do estudo, as coletas
serdo realizadas por profissionais bem treinados da unidade de saude. Com essa pesquisa
pretendemos: (1) saber se ele(a) tém ou ndo variantes resistentes que possam ocasionar falha
terapéutica aos novos DAAs; (2) conhecer a existéncia de mutantes do VHC associados a resisténcia.
Os resultados tem como finalidade a pesquisa cientifica e ndo serdo utilizados para fins de
diagndstico. Caso vocé queira, uma cépia podera ser solicitada por vocé a qualquer tempo.

E importante destacar que o nome e identificacio do menor serdo mantidos em sigilo. Além
disso, vocé é livre para recusar a participagao do menor no estudo ou dele retirar seu consentimento
a qualquer momento sem qualquer transtorno ou interrupg¢ao do atendimento médico ao menor.
Vocés ndo serdo responsaveis por nenhuma despesa, incluindo os exames laboratoriais realizados
neste estudo. Vocés ndo receberdo compensagao financeira para participar do estudo. Caso vocé
sofra algum tipo de dano resultante de sua participagdo na pesquisa, nds lhe prestaremos assisténcia
imediata. Vocé tem direito a requerer indenizacdo caso sofra qualquer tipo de dano decorrente de
sua participacdo na pesquisa, nos termos da lei. Em caso de duvidas, vocé poderd esclarecé-las
entrando em contato com o pesquisador, Dr. Luciano Kalabric, através dos contatos descritos ao
final deste termo. Caso precise de outros esclarecimentos podera também entrar em contato com
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o Comité de Etica do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CEP-CPqGM), que aprovou o estudo. Os
contatos do CEP também estdo ao final deste termo.

Eu, , li

e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo. Eu entendi que soulivre
para interromper participacdo do menor a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que
isso ndo afetara o atendimento médico dele(a). Sei que o nome do menor ndo serd divulgado e que
nao terei despesas. Eu recebi uma cépia do termo de esclarecimento. Pelo presente Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido:

() concordo que o menor participe deste projeto de pesquisa, pois fui informado, de forma clara e
detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coer¢ao, dos objetivos, da justificativa, dos
riscos, desconfortos e beneficios todos acima descritos;

() autorizo, também, que o material biolégico e os dados coletados através da entrevista e revisdao
dos registros médicos (prontuario) do menor sejam armazenados para pesquisas futuras, e;

() autorizo o descarte das amostras do menor apds a conclusdo da pesquisa.

Salvador-BA, / /

Impressdo digital do voluntario, pais ou
Nome do menor: responsaveis legais (caso necessario)

Nome do pai ou responsavel legal:

Assinatura de um dos pais ou responsaveis legais:

Assinatura do pesquisador

Assinatura de testemunhas:

Contatos:
Pesquisador: Comité de Ftica em Pesquisa (CEP-CPqGM):
Dr. Luciano Kalabric Silva Dra. Theolis Bessa (Coordenadora)
Tel.: 71-3176-2354 Tel.: 71-3176-2285
E-mail: kalabric@bahia.fiocruz.br E-mail: cep@bahia.fiocruz.br
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ-BA Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ-
R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal de Brotas BA

R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal de Brotas
Horario de funcionamento: Segunda a sexta das
13has 17h


mailto:kalabric@bahia.fiocruz.br
mailto:ceps@bahia.fiocruz.br
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Apéndice lll - Termo de assentimento para menores de 18
anos de idade (TA)

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz

Titulo do Projeto: Avaliacdo das mutacdes de resisténcia ao tratamento com os novos antivirais de
acdo direta (DAA) em pacientes com hepatite C cronica.

Coordenador: Dr Luciano Kalabric Silva

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo intitulado, “AVALIACAO DAS MUTAGCOES
DE RESISTENCIA AO TRATAMENTO COM 0OS NOVOS ANTIVIRAIS DE ACAO DIRETA (DAA) EM
PACIENTES COM HEPATITE C CRONICA”. O objetivo deste estudo é identificar muta¢des no virus da
C da hepatite (VHC) que possam torna-lo resistente aos novos antivirais utilizado no seu tratamento.

Para participar deste estudo, o responsdvel por vocé deverd autorizar sua participacdo na
pesquisa e assinatura de um termo de consentimento. Neste termo, é informado que iremos revisar
seus dados médicos para obtermos informacdes sobre o histérico clinico e os resultados dos seus
exames soroldgicos anuais sobre a infeccdo pelo HIV, Hepatite B, Hepatite C, Sifilis, Doenca de Chagas
e HTLVI/Il; vocé necessitard responder a um questionario com perguntas sociodemograficas; e
também permitir a coleta de duas amostras de 10 mL de sangue (equivalente a 4 colheres de cha)
para pesquisa do VHC.

Vocé ou seu responsavel ndo terdo qualquer custo, nem receberdao qualquer vantagem
financeira. Vocé pode solicitar esclarecimentos sobre qualquer aspecto da pesquisa. Vocé esta livre
para participar ou dele recusar-se a qualquer tempo bastando solicitar a retirada de seu
assentimento. A sua participa¢do é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo do seu atendimento médico. O pesquisador ira tratar asuaidentidade com
padrées profissionais de sigilo. Vocé ndo serd identificado em nenhuma publicagdo. Em caso de
dividas, vocé podera esclarecé-las entrando em contato com o pesquisador, Dr. Luciano Kalabric,
através dos contatos descritos no final deste termo.

Esta é uma pesquisa de risco minimo. Entretanto, a coleta de sangue pode ocasionar
pequeno desconforto, mancha roxa, reagao ou dor local. A fim de proteger os participantes do
estudo, as coletas serdo realizadas por profissionais bem treinados da unidade de saude. Com essa
pesquisa pretendemos (1) saber se vocé tém ou ndo variantes resistentes que possam ocasionar
falha terapéutica aos novos DAAs; (2) conhecer a existéncia de mutantes do VHC associados a
resisténcia. Os resultados tem como finalidade a pesquisa cientifica e ndo serdo utilizados para fins
de diagndstico. Caso vocé queira, uma cépia poderad ser solicitada por vocé a qualquer tempo. Caso
precise de outros esclarecimentos podera também entrar em contato com o Comité de Etica do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CEP-CPqGM), que aprovou o estudo. Os contatos do CEP
também estdo ao final deste termo.

Eu, , portador(a) do
documento de Identidade , fui informado(a) dos objetivos do
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presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informacdes, e o0 meu responsavel podera modificar a decisdo de
participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsavel ja assinado, declaro que
concordo em participar desse estudo. Recebi uma cdpia deste termo assentimento e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

SALVADOR-BA, / /

Assinatura do(a) menor

Assinatura do pesquisador

Contatos:

Pesquisador: Comité de Etica em Pesquisa (CEP-CPqGM):

Dr. Luciano Kalabric Silva

Tel.: 71-3176-2354

E-mail: kalabric@bahia.fiocruz.br

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ-BA
R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal de Brotas

Dra. Theolis Bessa (Coordenadora)

Tel.: 71-3176-2285

E-mail: cep@bahia.fiocruz.br

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, FIOCRUZ-
BA

R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal de Brotas
Horario de funcionamento: Segunda a sexta das
13h as 17h
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Avaliacdo das mutacgdes de resisténcia ao tratamento com os novos antivirais de acado direta (DAA) em pacientes com hepatite C crénica (ID a definir)

Identificacao (RESHCV-id)

Page 1 of 1

REGISTRO:

NUmero de identificacdo

REGISTRO

Unidade de atendimento O HEMOBA
(O HUPES-UFBA

N. prontuario:

Data da entrevista

IDENTIFICACAO:

Nome completo

Iniciais

Endereco

((rua, nimero e complemento))

Bairro

((-1=NSI/NSA))
Cidade

Estado

CEP

(xxxxx-xxx (-1=NSI/NSA))

Telefone residencial

((XX) XXXX-XXXX)

Telefone celular

((xX) XXXX-XXXX)

Telefone trabalho

((XX) XXXX-XXXX)

N. Cartao do SUS

Observacao

03/30/2017 10:52am www.projectredcap.org
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Avaliacdo das mutacgdes de resisténcia ao tratamento com os novos antivirais de acado direta (DAA) em pacientes com hepatite C crénica (ID a definir)

Epidemiolgico (RESHCV-ep)

Page 1 of 5

REGISTRO:

NUmero de identificacdo

Respondeu questiondrio epidemiolégico? O 1-Sim
O 2-Nao
Data da entrevista
DADOS DEMOGRAFICOS:
Cor (O Branco
O Pardo
O Negro
O Amarelo/Indigena
O Ignorado

Data de Nascimento

[dade

Sexo

Naturalidade

Qual?

Cidade de residéncia?

Qual?

Estado civil

Ocupacao

Risco ocupacional

04/06/2017 2:50pm

(anos / 01,se menor que 12 meses (-1=NSI/NSA))

O feminino
(O masculino

(O Salvador-BA
(O Outra localidade

((-1=NSI/NSA))

O Salvador - Bahia
O Outro municipio

((-1=NSI/NSA))

O Solteiro

(O Casado/uniao estavel
O Separado

O Divorciado

O Vilvo

O NSI/A

((-1=NSI/NSA))
O Sim

O Nao
O NSI/A

www.projectredcap.org
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Page 2 of 5

CRITERIOS BRASIL DE CLASSIFICACAO SOCIAL:

Qual a escolaridade do chefe da familia:

O Analfabeto/ Fundamental / Il Incompleto

(O Fundamental | Completo/ Fundamental Il Incompleto
(O Fundamental Il Completo/ Médio Incompleto

(O Médio Completo/ Superior Incompleto

(O Superior Completo

VARIAVEIS NO DOMICILIO

Banheiro

Empregados domésticos

Automoveis

Microcomputador

Lava louca

Geladeira

Freezer

Lava Roupa

DVD

04/06/2017 2:50pm
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Micro-ondas oo

O1

O2ou+
Motocicleta oo

O1

O2ou+
Secadora roupa Oo

O1lou+
ACESSO SERVICOS PUBLICOS
Agua Encanada O Sim

O Nao
Rua Pavimentada O Sim

O Nao

CLASSIFICACAO DOS DOMICILIOS

Pontos

Classe social

(Fonte: http://www.abep.org/criterio-brasil)

(Fonte: http://www.abep.org/criterio-brasil)

DADOS EPIDEMIOLOGICOS:

Sabe informar sobre o diagnéstico da hepatite C?

Quando foi diagnosticado?

Motivo do diagndstico?

Se sabe, qual o genétipo do virus?

Histérico de hepatite C na familia

Quem:

04/06/2017 2:50pm

O Sim
O Nao
O NSI/A

O Ambulatério

QO Check Up/ Exame de rotina
O Aparecimento de sintomas
O Exame pré-natal

O NSI/A

www.projectredcap.org
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OUTRAS INFECCOES

Tem/Teve HTLV: QO Pos
O Neg
O NSI/A

Tem/Teve Virus delta da hepatite (VHD) O Pos

O Neg
O NSI/A

Tem/Teve Hepatite B (VHB): QO Pos

O Neg
O NSI/A

Tem/Teve HIV: QO Pos

O Neg
O NSI/A

Se HIV ou HBV, fez/faz uso de ARV para profilaxia: O Sim
O Nao
O NSI/A

Data do inicio do uso de ARV para profilaxia:

HISTORICO DE TRATAMENTO ANTIVIRAL:

Fez/Faz uso de antivirais para a Hepatite C: O Sim
O Nao
O NSI/A

Esquema 1: Que medicamentos utilizou? ] IFN
] PEG-IFN
] RBV
] BOC
] TVR
] SMv
[] SOF
] DCV

QOutras drogas:

Inicio:

Tempo de tratamento (meses):

Adesao ao Medicamento: O Sim
O Nao
O NSI/A

Se negativo, motivo:

Resposta Viroldgica Sustentada (RVS):

04/06/2017 2:50pm www.projectredcap.org ﬁEDCEIpA
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Esquema 2: Que medicamentos utilizou? ] IFN
[] PEG-IFN
] RBV
(] BOC
CJTVR
] SMV
] SOF
] bcv

QOutras drogas:

Inicio:

Tempo de tratamento (meses):

Adesdo ao Medicamento: O Sim
O Nao
O NSI/A

Se negativo, motivo:

Resposta Viroldgica Sustentada (RVS):

Esquema 3: Que medicamentos utilizou? [JIFN
[] PEG-IFN
] RBV
] BOC
O TVR
] SMvV
[] SOF
[1DcVv

Outras drogas:

Inicio:

Tempo de tratamento (meses):

Adesado ao Medicamento: O Sim
O Nao
O NSI/A

Se negativo, motivo:

Resposta Viroldgica Sustentada (RVS):

N°. de esquemas terapéuticos (total):

((-1=NSI/NSA))

04/06/2017 2:50pm www.projectredcap.org ﬁEDCEIpA
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Avaliacdo das mutacgdes de resisténcia ao tratamento com os novos antivirais de acado direta (DAA) em pacientes com hepatite C crénica (ID a definir)

Revisdo de prontuario (RESHCV-rp)

REGISTRO:

NUmero de identificacdo

Realizou revisdo de prontuario?

o
o3

OO
= 0

Data da revisao

Data de admissao

Tempo de acompanhamento

(anos da entrevista/revisdo dos protuarios)

SOROLOGIA (DADOS MAIS RECENTES)

AgHBs QO Positivo
O Negativo
O NSI/A

Anti-HBc O Pos
O Neg
O NSI/A

anti-HCV O Pos
O Neg
O NSI/A

HCV-RNA QO Pos
O Neg
O NSI/A

Gendtipo e subtipo HCV-RNA

((NT=A tipavel e NR=A realizado))

Carga Viral (Ul/mL)

Carga Viral (log)

BIOQUIMICA (DADOS MAIS RECENTES)

ALT (Ul/dL)

(Valor de referencia: 41 Ul/dL (-1=NSI/NSA))
Nivel de ALT O Normal

O Elevado

O NSI/A

(Valor de referencia: 41 Ul/dL)
AST (Ul/dL)

(Valor de referencia: 37 Ul/dL (-1=NSI/NSA))

04/06/2017 3:23pm www.projectredcap.org REDCEIpA
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Nivel de AST

O Normal

O Elevado

O NSI/A

(Valor de referencia: 37 Ul/dL)

Page 2 of 5

EXAMES HISTOPATOLOGICOS
Bidpsia hepatica

Data de realizacdo da bidpsia

Escala Metavir (fibrose hepatica)

Atividade Necroinflamatoria

Elastografia

Data de realizacao da elastografia

2]
© 3

00
=

e B B B
AP WNRERLO

=
wn

I/A

(I O ¢
GRLTEE

OF30uF4
O Demais estagios (FO-F2)
O NSI/A

FORMAS GRAVES

Cirrose O Sim
O Nao
O NSI/A

Classificacao de Child-Pugh OA
OB
Oc
O NSI/A

Esteatose O Sim
O Nao
O NSI/A

HISTORICO DE TRATAMENTO ANTIVIRAL:

Histdrico de tratamento O Sim
O Nao
O NSI/A

Situacao atual do tratamento O Em curso
O Prévio

04/06/2017 3:23pm
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Esquema 1

Dose do tratamento

Data de inicio Esquema 1

Término do tratamento?

Data encerramento/mudanca esquema 1
Duracdo do esquema 1

Se encerrou/mudou o Esquema 1, motivo?

Esquema 2

Dose do tratamento

Data de inicio Esquema 2

Término do tratamento?

Data encerramento/mudanca esquema 2

Se encerrou/mudou o Esquema 2, motivo?

04/06/2017 3:23pm

Page 3 of 5

[]IFN

[] PEG-IFN
(1 RBV
[]BOC
[JTVR
[]SMV

[ ] SOF
[]DCV

(Medicamento 1 (mg/dia))

O Yes
O No

[] Falha terapeutica primaria

(] Falha terapeutica secundaria

] Falha bioquimica

[] Falha genotipica

[] Intolerancia aos medicamentos

[] Indisponibilidade dos medicamentos
(] Resposta viroldgica sustentada

] NSI/A

[]IFN

[ ] PEG-IFN
[ ] RBV
[]BOC
[]TVR
[]SMV

[ ] SOF
[]DCV

(Medicamento 1 (mg/dia))

O Yes
O No

(] Falha terapeutica primaria

(] Falha terapeutica secundaria

] Falha bioquimica

(] Falha genotipica

[] Intolerancia aos medicamentos

[] Indisponibilidade dos medicamentos
(] Resposta viroldgica sustentada

] NSI/A

www.projectredcap.org QEDCEIP
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Esquema 3

Dose do tratamento

Data de inicio Esquema 3

Término do tratamento?

Data encerramento/mudanca esquema 3

Se encerrou/mudou o Esquema 3, motivo?

Esquema 4

Dose do tratamento

Data de inicio Esquema 4

Término do tratamento?

Data encerramento/mudanca esquema 4

Se encerrou/mudou o Esquema 4, motivo?

04/06/2017 3:23pm

Page 4 of 5

[]IFN

[] PEG-IFN
(1 RBV
[]BOC
[JTVR
[]SMV

[ ] SOF
[]DCV

(Medicamento 1 (mg/dia))

O Yes
O No

(] Falha terapeutica priméria

] Falha terapeutica secundaria

] Falha bioquimica

] Falha genotipica

[] Intolerancia aos medicamentos

[] Indisponibilidade dos medicamentos
[] Resposta viroldgica sustentada

] NSI/A

[]IFN

[] PEG-IFN
] RBV
[1BOC
[JTVR
[]SMV

[ ] SOF
[1DCV

(Medicamento 1 (mg/dia))

O Yes
O No

(] Falha terapeutica primaria

(] Falha terapeutica secundaria

] Falha bioquimica

(] Falha genotipica

[] Intolerancia aos medicamentos

[] Indisponibilidade dos medicamentos
[] Resposta viroldgica sustentada

] NSI/A

www.projectredcap.org *EDcap


http://projectredcap.org

Confidential

Esquema 5

Dose do tratamento

Data de inicio Esquema 5

Término do tratamento?

Data encerramento/mudanca esquema 5

Se encerrou/mudou o Esquema 5, motivo?

Esquema 6

Dose do tratamento

Data de inicio Esquema 6

Término do tratamento?

Data encerramento/mudanca esquema 6

Se encerrou/mudou o Esquema 6, motivo?

NUmero de esquemas terapéuticos (total)

Observacao:

04/06/2017 3:23pm

[]IFN

[] PEG-IFN
(1 RBV
[]BOC
[JTVR
[]SMV

[ ] SOF
[]DCV

(Medicamento 1 (mg/dia))

O Yes
O No

(] Falha terapeutica priméria

] Falha terapeutica secundaria

] Falha bioquimica

] Falha genotipica

[] Intolerancia aos medicamentos

[] Indisponibilidade dos medicamentos
[] Resposta viroldgica sustentada

] NSI/A

[]IFN

[] PEG-IFN
] RBV
[1BOC
[JTVR
[]SMV

[ ] SOF
[1DCV

(Medicamento 1 (mg/dia))

O Yes
O No

(] Falha terapeutica primaria

(] Falha terapeutica secundaria

] Falha bioquimica

(] Falha genotipica

[] Intolerancia aos medicamentos

[] Indisponibilidade dos medicamentos
[] Resposta viroldgica sustentada

] NSI/A

Page 5 of 5
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Modelo de Regulamento para Biorrepositérios

(Segundo Portaria MS 2.201/2011, biorrepositério € uma colegdo de material bioldgico humano, coletado e armazenado ao
longo da execugdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais
pré-definidas, sob responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais.)

Dados Gerais

Projeto:
AVALIACAO DAS MUTA(;(:)ES DE RESISTENCIA AO TRATAMENTO COM 0OS
NOVOS ANTIVIRAIS DE ACAO DIRETA (DAA) EM PACIENTES COM HEPATITE C
CRONICA

Vigéncia:

Dois anos a partir da data de aprovacédo no CEP
Instituicdo responséavel/depositéria:
FIOCRUZ-BA

Pesquisador gestor:

Luciano Kalabric Silva

Instituicdo proponente:
FIOCRUZ-BA
Instituicdo co-participante*

() Néo ( X ) Sim Qual(is)? Ambulatério Magalhdes Neto do Complexo
Hospitalar Professor Edgard Santos (HUPES-UFBA), Fundacdo Hematologia e
Hemoterapia da Bahia (HEMOBA) e Laboratério Central de Saude Publica
Prof® Goncalo Moniz (LACEN-BA).

Participacao estrangeira

(X)Nao ( ) Sim Qual(is)?

Do armazenamento de amostras biolégicas humanas

AMOSTRA No. 1

Tipo: Soro/Plasma

NuUmero previsto: 300

Forma de acondicionamento/ armazenamento:

A amostra de sangue coletada pelo servico serd centrifugara para serapacdo do
soro/plasma e aliquotada em dois tubos de criopreservacdo (1,5 mL). Estes serdo
congelados em freezer -20°C e transportados em gelo seco semanalmente a
FIOCRUZ-BA. Uma vez na FIOCRUZ-BA, as aliquotas serdo armazenadas em freezer
-70°C até o uso. Cada aliquota ndo sera descongelada mais de duas vezes.

Periodo do armazenamento: até o final do estudo.

Informacdes associadas as amostras

As amostras apresentam cadastro?
() Néo
(X) Sim - Anexar formulario padréo a este documento




Em caso afirmativo, ha dissociacdo completa dos dados do paciente?
()Sim (X)Néao

Tém acesso restrito?

( ) Nao

(X) Sim. Como ocorre? Apds a coleta e identificacdo da amostra, o material sera
encaminhado diretamente ao laboratorio. Os dados pessoais dos participantes, bem
como os resultados laboratoriais, serdo lancados em um sistema de banco de dados
protegido por senha e com acesso restrito. Os dados completos do participante
somente serdo acessiveis pelos membros da pesquisa.

Do Consentimento do paciente

Apresenta Termo de Consentimento assinado pelo paciente/sujeito da pesquisa para
armazenamento e utilizacado das amostras?
( ) Nao
(X) Sim
Existe autorizag&o para uso em pesquisas futuras? (X) Sim () Nao
Apresenta autorizacdo para descarte do material? (X) Sim () Nao

Sobre o descarte das amostras biolégicas humanas

Ao final do projeto, qual sera o destino das amostras bioldgicas humanas armazenadas?

( ) Previsao de transferéncia a outro biorrepositério

() Previsao de transferéncia para um biobanco

(X) Descarte das amostras, respeitando a legislacéo vigente

() Permanecer armazenado se em conformidade com as normas do CNS vigentes

Das responsabilidades (sequranca, sigilo, conservacao etc)

Do coordenador:

- Treinar a equipe de laboratério para manipular as amostras de forma segura;
- Gerenciar a utilizacdo das amostras;

- Garantir a sigilo dos dados.

Da Instituicao responséavel/depositéria:
Prover a infraestrutura ideal para armazenamento, conservagao e descarte das amostras.




Formulario de cadastro de amostras

Confidencial

“Avaliacdo das muta¢cdes de resisténcia ao tratamento com os novos antivirais de acao
direta (DAA) em pacientes com hepatite C crénica”.

REGISTRO:

NUmero de identificacdo

DADOS DA COLETA

Data da coleta

Local da coleta FIOCRUZ ( ) HUPES( ) LACEN ( ) HEMOBA ( )

Tipo de amostra soro/plasma Armazenar em freezer -70°C

Ndmero de aliquotas
(Minimo recomendavel: 2 (1 estoque + 1 de trabalho)

ALIQUOTA DE TRABALHO

Local de armazenamento

(Freezer_Prateleira_Fila_Caixa (FXPXFXCxx)

Volume estimado (uL)

Data do ultimo uso

(Manter atualizado)

Numero de descongelamentos

(Manter atualizado)

Volume residual (uL)

(Manter atualizado)




ALIQUOTA ESTOQUE

Local de armazenamento

Volume estimado (uL)

Data do ultimo uso

Numero de descongelamentos

Volume residual

(Freezer_Prateleira_Fila_Caixa (FXPXFXCXxXx)

(Manter atualizado)

(Manter atualizado)

(Manter atualizado)

(Manter atualizado)
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HEM‘BA

Fundagao de Hematologia e Hemoterapia da Bahia - HEMOBA

Salvador, 17 de Abril de 2017

CARTA DE ANUENCIA

A Fundagao de Hematologia e Hemoterapia da Bahia, representada pelo Diretor Geral Dr.
Marinho Marques da Silva Neto, esta ciente dos termos do trabalho e concorda com a
realizagdo da pesquisa intitulada: “Avaliagao das mutagées de resisténcia ao
tratamento com os novos antivirais de agao direta (DAA) em pacientes com hepatite
C cronica”, desenvolvido por Liz Silva Rocha, aluna de mestrado do Programa de Pés-
graduagdo em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa, e pelo professor
orientador e coordenador do projeto Dr. Luciano Kalabric, tecnologista em Saude, Centro
de Pesquisas Gong¢alo Moniz —-FIOCRUZ-BA.

N\

QUS

MARINHO MARQUES DA SILVA NETO

Diretor Geral

Fundagao de Hematologia e Hemoterapia da Bahia - HEMOBA
End.: Ladeira do Hospital Geral, s/n, Brotas, CEP: 40.286-240, E-mail: hemoba@hemoba.ba.gov.br
Tel - (71) 3116-5600 Fax' (71) 3116-5604 www. hemoba ba aov br
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L[)CEN Data: 18/11/2015
— CARTA RESPOSTA COdu0: OF Sunta-nos
SGQB Pagina 1 de 1

O Laboratorio Central de Saude Publica do Estado da Bahia — LACEN, unidade integrante do
Sistema Unico de Saude (SUS) e de referéncia estadual, vem por meio desta informar o
iInteresse em participar do Projeto intitulado “"Avaliagao das MutagOoes da Resisténcia ao
Tratamento com os Novos Antivirais de Acgao Direta (DAA) em Pacientes com Hepatite C
Crénica ", desenvolvido pela Fundacdo Osvaldo Cruz, coordenado por Dr Luciano Kalabric
Silva.

Na oportunidade, informamos que o LACEN/BA designara o técnico do setor de Biologia
Molecular, cujo nome devera constar nas publicacées e que somente poderdo iniciar as

atividades apé6s a aprovacido do Projeto junto ao Comité de Etica em Pesquisa.

Salvador, 30 de maio de 2017

L IR

Diretora LACEN/BA

Rua Waldemar Falcao, 123 — Horto Florestal
Salvador- Bahia — Brasil CEP: 40.295-010
Tel.: 3116-5063. Fax: 3356-0139 / |acen diretoria@saude.ba.gov.br
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Salvador, 20 de setembro de 2017.

| DECLARACAO DE ANUENCIA

Declaramos que o protocolo de pesquisa intitulado "Avaliagdo das mutagdes de resisténcia do HCV aos
novos antivirais dq agdo direta (DAA)", coordenado pelo (a) Prof.Dr. Luciano Kalabric Silva, da FIOCRUZ-
Fundagdo Oswaldo Cruz/Bahia , estd adequado as condigGes institucionais e que o Prof Dr. Raymundo
Parana Ferreira Fi‘ho é o pesquisador responsdvel pela execugdo do referido protocolo no Complexo
HUPES, apos aprovacdo do mesmo no CEP HUPES. A participagdo do referido profissional ndo deverd

trazer prejuizo as suas atividades funcionais no hospital.

Atenciosamente, |

3%4’»’%.5
Lilia Katia Andrade Nunes
-Gerenle Admimstrativa
l £ £BSERH/HUPES
/ Prof. Dr. Anténio Carlos Moreira Lemos
Superintendente do Complexo HUPES/UFBA






