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RESUMO

O virus da hepatite C (VHC) encontra-se amplamente distribuido por todo o mundo
infetando cerca de 150 milhGes de pessoas, das quais 350 mil morrem em consequéncia
da infecdo. A incidéncia em Portugal esta categorizada com um valor médio de cerca de
1,5%. O diagndstico da infecdo pelo VHC assenta na demonstracdo da presenca dos
anticorpos anti-VHC e de ARN-VHC. Contudo, raramente é efetuado numa fase
precoce uma vez que para além de ser subclinica na maior parte dos doentes a
seroconversdo pode demorar até 9 meses depois da exposi¢cdo ao virus. Para além da
pesquisa dos anticorpos especificos, do antigénio do core e da identificacdo e
caraterizacdo dos acidos nucleicos do VHC (carga viral, genétipo/subtipo), o estudo dos
doentes infetados no ambito do diagndstico, do prognéstico e da monitorizacdo da
evolucdo clinica e da resposta ao tratamento inclui a avaliacdo da funcéo hepatica, renal
e tiroideia, assim como da histologia do figado.

Pelo facto de ser extremamente agressiva e limitativa a terapéutica convencional de
interferdo peguilado associado a ribavirina foi complementada em 2011 por farmacos
antivirais mais eficazes, que inibem diretamente a protease NS3/NS4 do virus
(telaprevir e boceprevir). Os esquemas de terapéutica tripla administrados e a sua
complexidade ndo trouxeram beneficios significativos aos doentes, em particular no que
diz respeito aos efeitos adversos. Felizmente fomos assistindo durante os anos de 2013 e
2014 ao desenvolvimento de inimeras novas moléculas cujos alvos sdo as proteinas ndo
estruturais do virus, designadamente os complexos NS3/NS4 (simeprevir e faldaprevir)
e NS4/NS5A (daclatasvir), e a NS5 (sofosbuvir). Atualmente esta criada uma nova
realidade clinica e epidemioldgica, sustentada em grande parte pelo sucesso da intensa
investigacdo e desenvolvimento da industria farmacéutica que tem permitido aumentar o
namero de farmacos e as opcOes terapéuticas disponiveis; com isso, tem-se conseguido
melhorar significativamente quer a qualidade de vida dos doentes, quer a eficacia do
tratamento, com repercussfes muito importantes na saide puablica pela reducdo do
namero de contatos infetantes na populacdo (portadores). Em Portugal comecam a ser
dados os primeiros passos no sentido de serem introduzidos no Sistema Nacional de
Salde, nomeadamente o esquema triplo de IFN-PEG/RBYV associado ao boceprevir ou
telaprevir, e também sofosbuvir e simeprevir com resultados clinicos muito
satisfatorios, permitindo estas novas terapéuticas a cura dos doentes em percentagens

acima dos 90%.
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Palavras — chave: anticorpos anti — VHC, carga viral RNA VHC, diagnostico clinico,
monitorizagao
ABSTRACT

The hepatitis C virus (HCV) is widely distributed across the globe, infecting
approximately 150 million people, of which 350 thousand eventually die. Incidence in
Portugal averages about 1.5%. The diagnosis of HCV infection is based on the presence
of anti-HCV antibodies and HCV RNA. However, HCV infection is rarely diagnosed at
an early stage, since it manifests as a subclinical disease in most patients and
seroconversion may take up to 9 months to occur, following exposure to the virus.
Besides laboratory tests aimed at detecting specific antibodies and the HCV core
antigen, as well as assays aimed at identifying HCV nucleic acids (viral load,
genotype/subtype), other tests usually performed on infected patients in connection with
diagnosis, prognosis, clinical monitoring and response to treatment include hepatic,
renal and thyroid function tests, as well as histological analysis of liver tissue.

Owing to its extreme aggressiveness and considerable limitations, conventional
treatment with pegylated interferon and ribavirin was complemented in 2011 with more
effective antiviral agents, which directly inhibit the NS3/NS4 protease (telaprevir and
boceprevir). Nevertheless, these complex triple-therapy regimens failed to bring
significant benefits to patients, particular regarding adverse events. Fortunately,
countless new molecules that target non-structural HCV proteins, namely the NS3/NS4
(simeprevir and faldaprevir) and NS4/NS5A (daclatasvir) complexes, and NS5
(sofosbuvir), were developed over 2013-2014. This new clinical and epidemiological
approach is largely the result of intensive pharmaceutical research and development,
which has led to a considerable increase in the number of available drugs and treatment
options. This has brought about significant improvements, not only in the quality of life
of patients, but also in treatment effectiveness, a very relevant outcome in terms of
public health, as the number of HCV carriers has decreased considerably. In Portugal,
the first steps are being taken in order make these new treatment options available on
the National Health Service, namely the triple-therapy regimen, i.e., PEG-IFN/RBV and
boceprevir or telaprevir, as well as sofosbuvir and simeprevir. The clinical outcomes of
these new therapies have been very satisfactory, with over 90% of patients achieving
cure.

Keywords: anti-HCV antibodies, HCV RNA viral load, clinical diagnostic, monitoring
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1. INTRODUCAO
1.1. Caraterizacao e ciclo de replicacao do virus da hepatite C (VHC)

O VHC foi identificado em 1989 por Harvey J. Alter. E um virus de forma esférica (30-
34 nm) com involucro lipidico; contém um genoma de ARN de cadeia simples de
polaridade positiva, constituido por cerca de 9600 nucleétidos, uma Unica ORF nas
extremidades da qual (5’ € 3”) se encontram as regides de tradug¢ao designadas por NTR
(Non Translated Regions) que desempenham um papel importante nos processos de
traducdo da poliproteina do VHC e de replicacdo do ARN viral; pertence ao género
Hepacivirus da familia Flaviviridae. O VHC tem uma regido estrutural constituida pelas
proteinas da nucleocapside (C) e as glicoproteinas transmembranares do involucro - E1
(gp35) e E2 (gp170) que desempenham um papel importante no processo de ligacédo e
entrada nas células do hospedeiro, e outra ndo estrutural da qual fazem parte as
proteinas p7 (proteina de membrana localizada no reticulo endopldsmico), NS2
(protease), NS3 (serina protease), NS4A (cofator da atividade da NS3: NS3-NS4A),
NS4B (proteina da membrana do ER) e NS5 que por sua vez se divide em NS5A
(regula a replicacdo viral) e NS5B (ARN polimerase ARN dependente) que estdo
envolvidas na replicacdo do ARN e na morfogénese do virus. As proteinas NS2 a NS5B
da poliproteina do VHC sdo processadas por duas proteases, a NS2/NS3 (cisteina
protease) que faz a clivagem da juncdo entre a NS2 e a NS3. A NS3 faz a clivagem das
restantes proteinas funcionais (ver figura 1) (Chevaliez e Pawlotsky, 2006). A NS3, por
desempenhar um papel importante na infeciosidade do VHC, e o dominio N-terminal da
NS4B, por estar diretamente envolvido na replicacdo do VHC, tém sido alvos de
investigacdo, quer para o desenvolvimento de novos farmacos antivirais, quer
inclusivamente, no caso particular da NS4B, para o de vacinas. A NS5B ¢ uma ARN
polimerase ARN dependente constituindo, tal como as anteriores, um alvo para o
desenho de novas moléculas antivirais. De um modo semelhante a outras polimerases
ARN dependentes estd associada com a ocorréncia de um namero elevado de erros, da
ordem de 10° nucledtidos/geracdo que, pelo facto do VHC ndo ter um mecanismo de
“proof-reading”, ndo sdo corrigidos mantendo-se na estrutura dos genomas dos novos
virus (Rockstroh et al., 2012).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da organizacdo do genoma do VHC e das poliproteinas
processadas (estruturais e ndo estruturais)
A) Posices dos nucledtidos (corresponde a uma estirpe do subtipo 1a); B) Locais de clivagem da

poliproteina precursora das proteinas estruturais e ndo estruturais do VHC (adaptado de Hepatology, 2014)

As glicoproteinas E1 e E2 formam um complexo que é responsavel pela ancoragem das
proteinas do involucro a membrana citoplasméatica das células do hospedeiro
(hepatdcitos). Os fatores do hospedeiro que intervém como agentes facilitadores da
entrada do virus nos hepatdcitos incluem o recetor scavenger SR-BI (CLA-1), as
proteinas de juncédo claudina 1 (CLDN1) e ocludina, e as lectinas tipo CL-SIGN e DC-
SIGN (Mauss et al., 2014). A E2 pode igualmente inibir as fungdes das células natural
killer diretamente por interacdo com a tetraspanina CD81 que foi o primeiro fator de
entrada identificado na superficie das células hepaticas e o que esta melhor caraterizado
(Bertoletti, 2003). Na regido codificante da E2 foram identificadas duas regifes
hipervaridveis denominadas HVR1 e HVR2, cuja sequéncia de aminoacidos difere entre
si em 80% dos amino&cidos. A elevada variabilidade dos HVRs, principalmente do E2-
HVRL1 reflete a enorme agilidade do VHC em escapar a pressdo exercida pela acado
neutralizante dos anticorpos especificos produzidos pelo sistema imune do hospedeiro
(Rice, 2011). As particulas virais que se encontram na circulacdo sanguinea ligadas as
lipoproteinas (VLDL e LDL) usam os glicosaminoglicanos e os recetores das LDL, para
além dos que foram referidos anteriormente, como fatores de ligacdo inicial a superficie
dos hepat6citos do hospedeiro. Numa segunda fase ocorre a fusdo do invélucro viral
com a membrana celular, seguida pela sua entrada nas células e ligagdo aos endossomas
do citoplasma onde o genoma é libertado (Dubuisson et al., 2008). Segue-se a tradugéo

e processamento das proteinas virais, estruturais e ndo estruturais, assim como a
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replicacdo do ARN-VHC e a formacao e libertacdo dos novos virides. O processo de
traducdo e a replicacdo do genoma viral sdo alvos muito importantes dos farmacos

utilizados no tratamento dos doentes infetados pelo VHC (Rice, 2011).

1.2. Variabilidade e diversidade genética

O VHC carateriza-se por apresentar uma grande variabilidade e diversidade genética;
estas estdo diretamente relacionadas com as mutacOes espontaneas verificadas no
genoma viral em virtude quer da pressao resultante da resposta do sistema imunitario do
hospedeiro, quer das que ocorrem em consequéncia dos erros induzidos pela polimerase
ARN dependente, e sido amplificadas pela elevada taxa de replicacdo do virus (10%
virides por 24h); as diferencas entre as sequéncias do ARN das estirpes que vao sendo
formadas podem atingir valores da ordem dos 35%; estas variantes sdo designadas por
quasispecies (Penin et al., 2004; Dufour, 2011). Com base nas diferencas entre as suas
sequéncias de ARN foram identificados 7 gendtipos diferentes e mais de 90 subtipos; as
variacdes que definem cada um deles sdo de cerca de 30-33% no primeiro caso e de
10% no segundo (ver tabela 1) (Dufour, 2011).

Tabela 1 — Genétipos e subtipos do VHC

Genotipos Subtipos

1 a,b,cdefghijklm

2 a,b,cdefghijklmnonpnqr

3 a,b,cdefghijkl

4 a,b,cdefghklmnonpqrstu

5 a

6 a,b,cdefghijklmnonpnqrstu
7 (ancestral) a

2. EPIDEMIOLOGIA

O virus da hepatite C esta distribuido de forma bastante heterogénea a nivel mundial.

Esta variabilidade da prevaléncia inter-regional da infecdo deve-se ndo so as diferencas

Pagina 14 de 71




nos comportamentos de risco e das condi¢Ges sanitarias das populacfes, mas também
dos procedimentos de medida laboratoriais disponiveis para efetuar o seu diagnostico,
dos sistemas de vigilancia epidemioldgica implementados e das metodologias utilizadas
para a obtencdo dos dados estatisticos e a determinacdo dos resultados (exemplos: taxas
de incidéncia, prevaléncia, morbilidade e mortalidade). Estima-se que a nivel mundial
existam entre 130 e 170 milhdes de pessoas infetadas pelo VHC, o que corresponde a
cerca 3% da populagcdo mundial. Anualmente sdo registados 3 a 4 milhdes de novos
casos, e mais de 350000 pessoas morrem todos 0s anos em consequéncia da infecéo,
principalmente por complicacbes da cirrose, insuficiéncia hepatica e carcinoma
hepatocelular. As taxas de mortalidade s&o agravadas pelas comorbilidades que estdo
presentes em 30 a 40% dos doentes como, por exemplo, a doenga da adicdo, quer de
drogas administradas por via endovenosa, quer resultante do consumo excessivo de
alcool (> 50g/24h), esteatose hepatica, diabetes mellitus, doenca renal, neoplasias das
células linféides, doencas autoimunes, crioglobulinemia mista e imunodeficiéncias
(WHO, 2003; CDC, 1998; Boesecke, Wedenmeyer, Rockstroh, 2012; Gentile et al.,
2014). A prevaléncia da infecdo pelo VHC é classificada em 3 categorias: elevada
quando é superior a 3,5%, intermédia entre 1,5-3,5% e baixa quando €é inferior a 1,5%.
(Hanafiah et al., 2013). Na Europa o nimero de casos diagnosticados varia entre 0,4% e
3,5%, apresentando uma grande variacdo geogréafica com taxas mais elevadas nas
regides do Sul e do Leste em relacdo as restantes. A prevaléncia em Portugal enquadra-
se na categoria intermédia (Cornberg et al., 2011; Hanafiah et al., 2013). A escala
global o gendtipo 1 é o mais prevalente, sendo o subtipo 1b mais frequente na Europa e
0 la nos E.U.A., imediatamente seguido pelos genotipos 2 e 3, que também sdo 0s que
tém sido identificados em maior numero na Peninsula Ibérica e na Alemanha. O
gendtipo 4 é mais frequente no Egito, o gendtipo 5 na Africa do Sul e o gen6tipo 6 no
Sudoeste Asiatico (Kamili et al., 2012). O genotipo 7 foi identificado no Canada e na
Bélgica em doentes que tinham estado em regides da Africa Central (Antaki et al.,
2010). Os subtipos 1a, 1b e 3a sdo os que tém sido identificados com maior frequéncia
nos doentes adictos que usam a via parentérica (endovenosa); a prevaléncia
relativamente elevada do subtipo 3a e do genoétipo 4 esta relacionada com as infecdes
iatrogénicas adquiridas antes de 1990 (Hanafiah et al., 2013).

A principal via de transmissdao do VHC ¢ a parentérica (“contato sangue-sangue”),
sendo a reutilizacdo de seringas e agulhas, principalmente pelos individuos com doenca

da adicdo, o fator responsavel pela maior parte das infegdes. Tambem faz parte do grupo
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de causas associadas a uma elevada taxa de transmissdao do virus a iatrogénica
secundaria as transfusdes de sangue e dos seus derivados, ndo rastreados ou rastreados
de forma deficiente (exemplos: ensaios imunoquimicos e de biologia molecular), e a
reutilizacdo de dispositivos médicos invasivos contaminados (exemplos: endoscépios,
cateteres, agulhas, seringas e sistemas de soros), principalmente até 1990, assim como o
transplante de 6rgdos e a hemodidlise (infe¢cdo nosocomial). As situacGes referidas séo
responsaveis por mais de 70% das infecdes crénicas nos paises desenvolvidos. Embora
com uma frequéncia menor, estdo também referenciadas como causas de infecdo, a
transmissdo perinatal que ocorre em cerca de 5% dos recém-nascidos de maes
portadoras do VHC, as tatuagens, os piercings e as relagdes sexuais, sobretudo no
contexto de comportamentos de risco em que a incidéncia das doencas sexualmente
transmissiveis é elevada. Em relacdo a qualquer das causas referidas o risco de
transmisséo € diretamente proporcional a carga viral e a presenca de coinfecéo pelo VIH
ou de outras situacdes clinicas que cursam com imunodeficiéncia (ver tabela 2). Apesar
de tudo é importante referir que cerca de 10 a 40% dos doentes infetados pelo VHC nédo
apresentam nenhum fator de risco conhecido identificavel no &mbito da historia clinica
(WHO, 2003; Dufour, 2011; Hanafiah et al., 2013).
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Tabela 2 — Tendéncias epidemioldgicas - implicacdes e desafios para os sistemas de salde (adaptado de

Hanafiah et al., 2013)

Tendéncias
Epidemioldgicas

Implicacdes

Desafios Sanitarios

Aumento da morbilidade
e da mortalidade
relacionada com o VHC;
auséncia de diagndstico

da infeccdo.

Aumento da utilizacdo dos

cuidados de salde.

Rastreio de todos os adultos nascidos entre
1945 e 1965;
Acesso global a avaliagdo clinica e tratamento,

incluindo o transplante hepatico.

Aumento da incidéncia
da infecdo pelo VHC em
jovens com doenca da
adicdo e que usam a via

endovenosa.

Dificuldade em identificar os
doentes por a infecéo ser
assintomatica na maior parte
dos casos;

Coepidémico com o consumo
de opiéceos;

O aumento da prevaléncia nas
mulheres jovens eleva o
namero de casos de infecdo

perinatal.

Melhoria da vigilancia no ambito da satde
publica;

Acesso a terapéutica de substituicdo com
metadona, a troca de seringas e aos programas
de reabilitacdo da doenca da adicéo;

Acesso ao rastreio da infe¢do por VHC e VIH;
Prevencdo da infecdo pelo VIH;

Melhoria da identificacio da transmissdo

perinatal.

Aumento da incidéncia
da infecdo pelo VHC
nos homens VIH
positivos que tém
relagBes sexuais com

outros homens.

Coepidémico com doencas
sexualmente transmissiveis
(DST) e com comportamentos
adictos;

Fibrose hepatica acelerada
nos doentes com coinfecdo
VIH/VHC.

Rastreio regular de VHC, VIH e DST
(identificacdo e tratamento);

Acesso aos programas de reabilitacdo da
doenca da adicéo;

Diminuicéo dos comportamentos de risco;
Acesso aos esquemas terapéuticos adequados

com os farmacos mais recentes.

3. CARATERISTICAS CLINICOLABORATORIAIS DA INFECAO PELO VHC

A infecdo pelo VHC tem um periodo de incubagdo que pode variar entre 2 e 20 semanas

embora, na maior parte dos casos, seja de 6 a 10. Carateriza-se por ser subclinica na

maior parte dos doentes (cerca de 80% na infe¢do aguda e 60 a 80% na infecéo cronica)

e, nos restantes, a sintomatologia ter um inicio insidioso, cerca de 6 a 7 semanas depois

da exposicdo ao virus, e ser inespecifica podendo apresentar-se com fadiga, anorexia,

mialgias, artralgias, desconforto abdominal vago, nauseas, vomitos ou febre, que

precedem em cerca de 25% destes pacientes o aparecimento de itericia (WHO, 2003;
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Sarrazin, 2007; Boesecke e Rockstroh, 2011) Os dados mais importantes relacionados
com a histéria natural da doenga publicados na literatura sdo os que a seguir se
descrevem: (WHO,2003; Dufour, 2011; Bertoletti, 2003; Coppola et al., 2014):
- A infecdo aguda resolve-se espontaneamente sem sequelas em cerca de 10 a 30%
dos doentes mas nos restantes (70 a 90%) persiste por um periodo igual ou superior
a 6 meses (infecdo cronica); a percentagem de casos que evoluem para a
cronicidade € menor nas criancgas (50 a 60%) do que nos adultos.
- Os fatores que tém sido associados com taxas maiores de resolucdo espontanea da
infecdo aguda sdo os valores e as carateristicas funcionais dos linfocitos T (CD4" e
CD8") produzidos pelo hospedeiro em resposta ao VHC, e a presenca de titulos
elevados de anticorpos neutralizantes especificos para as proteinas estruturais do
virus, dos polimorfismos do gene 1L28B, e dos alelos especificos HLA-DRBL1 e
DBQ1.
- A infecdo cronica evolui ao fim de cerca de 20 a 30 anos, em 10 a 40% dos casos,
para cirrose, aumentando muito o risco de insuficiéncia hepatica (incidéncia anual
de 5%); 1 a 5% dos doentes com cirrose vém a desenvolver carcinoma
hepatocelular.
O prognéstico da infecdo pelo VHC e a resposta viroldgica a terapéutica (SRV) séo
condicionados por diversos fatores dos quais se destacam a carga viral, 0 gendtipo
responsavel pela infecdo (por exemplo o gen6tipo 1 e 0s genotipos 4, 5 e 6 sdo 0s que
tém pior prognostico; o gendtipo 1a é o que tem maior risco de desenvolver resisténcia
durante a terapéutica baseada em IP, quando comparado com o genétipo 1b porque o
HCV geno6tipo 1a requer uma alteracdo de um unico nucledtido versus 2 para HCV tipo
1b na posicdo 155 de forma a desenvolver resisténcia, e 0s genotipos 2 e 3 sdo 0s que
tém melhor prognostico). Incluem-se também como fatores de progndstico o consumo
de bebidas alcoodlicas (na doenca cronica mesmo que seja em quantidades moderadas), o
género, a idade, a etnia (nos pacientes afro-americanos o atingimento de SVR (Resposta
Virolégica Mantida), com terapéutica de PEG-IFN/RBV é mais baixa que nos
caucasianos), o funcionamento do sistema imunitario (celular e humoral), o0s
polimorfismos relacionados com o gene da interleucina 28B (1L28), o grau de fibrose
hepatica e as comorbilidades. Na tabela 3 estdo resumidos alguns fatores de prognostico
que permitem prever a resposta a terapéutica (SRV) (Dufour, 2011; Coppola et al.,
2014).
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Tabela 3 — Fatores de risco relacionados com a resposta a terapéutica (adaptado de Dufour, 2011;
Coppola et al., 2014)

FATORES FAVORAVEIS DESFAVORAVEIS
Género Feminino Masculino
Idade (anos) <40 > 40
Carga viral mediana | < 3,5 x 10° copias/mL > 3,5 x 10° cpias/mL
Genotipo 2e3 1,4,5e6
Polimorfismo do
nucledtido  simples . .

) Genotipo CC Genotipos CTe TT
(SNP)  relacionado
com o gene 1L28B
Grau de fibrose ) Presenca de  setos
. Ausente ou apenas fibrose portal

hepatica (pontes) ou grave

3.1. Diagnostico e estudo laboratorial dos doentes

De acordo com as guidelines da AASLD (American Association for the Study of Liver
Diseases) e da IDSA (Infectious Diseases Society of America) a presenca do VHC deve
ser rastreada periodicamente em todos os individuos que fazem parte de grupos ou de
populacdes identificados como tendo um risco elevado de adquirir a infe¢cdo em funcéo
de fatores epidemioldgicos como os que foram descritos anteriormente
Recommendations for Testing, Managing and Testing Hepatitis C [disponivel em
(http://www.hcvguidelines.org/node/63) consulta em 2015-06-06].

O diagndstico da infecdo pelo VHC depende da demonstracdo da presenca dos
anticorpos especificos anti-VHC, que aparecem na maior parte dos doentes 2 a 8
semanas depois do inicio da infecdo hepética (= 80%), embora em alguns casos a
seroconversdo so ocorra passados 6 (< 3%) ou 9 meses (raramente), e da virémia (ARN-
VHC) que pode ser identificada alguns dias depois da exposi¢do ao VHC (cerca de 1
semana), principalmente se forem utilizados métodos de biologia molecular qualitativos
com baixos limites de detecdo (exemplo: PCR em tempo real — cerca de 10 Ul/mL
ARN-VHC) (WHO, 2003). Na tabela 4 sdo referidos os ensaios laboratoriais utilizados
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para efetuar o diagndstico da infecdo pelo VHC e a interpretacdo dos resultados obtidos,

assim como as agoes recomendadas relacionadas com cada um deles.

Tabela 4 - Interpretacdo dos resultados dos ensaios para 0 VHC e recomendacdes

[(adaptado de www.cdc.com) consulta em 2015.02.03]

Resultados dos ensaios | Interpretacdo Recomendacdes
Os resultados podem ser reportados como nao
reativos (negativos) sem ser necessario encetar
outras agoes;
Se houver histéria compativel com exposicao
Anticorpos anti-VHC nédo Anticorpos ndo | recente (Gltimos 6 meses) ao VHC deve ser
reativos (negativos) detetados pesquisado o ARN-VHC (nos pacientes
imunocompetentes deve ser efetuada a pesquisa de
anticorpos periodicamente para identificar uma
possivel seroconversdo e nos imunocomprometidos
ado ARN-VHC)
B Resultados reativos da serologia sdo compativeis
Anticorpos anti-VHC reativos Infegao_ com infecdo ativa, infecAo passada resolvida ou
presuntiva  por
(positivos) VHC falso resultado reativo; deve ser efetuada a

pesquisa de ARN-VHC para confirmar a infecéo.

Anticorpos anti-VHC reativos
(positivos) + ARN-VHC
detetado

Infeclo ativa por
VHC

(confirmacéo)

Determinar a carga viral e o gen6tipo/subtipo para
referenciar o doente a um centro especializado para

receber os cuidados de salide mais adequados.

Anticorpos anti-VHC reativos
(positivos) + ARN-VHC nédo
detetado

Ndo ha infecdo

ativa por VHC

Na maior parte dos casos ndo sdo necessarias a¢oes
subsequentes;

Se ndo se tratar de um falso resultado positivo, em
determinadas efetuada

situagbes, deve ser

periodicamente a pesquisa de ARN-VHC

Contudo, o diagndstico definitivo da infecdo pelo VHC e a identificacdo dos doentes
numa fase precoce da doenca (infecdo aguda), visando monitorizar a evolucéo clinica e
poder instituir a terapéutica mais adequada em tempo oportuno de modo a diminuir o
numero de portadores, 0 risco de transmissdo e 0 aparecimento ou a progressao das
complicagdes, sdo prejudicados e, muitas vezes, impossibilitados por uma série de
fatores dos quais se destacam (WHO, 2003; AASLD, 2015):

- Cerca de 80% dos doentes com infecdo aguda séo assintomaticos.
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- Entre 10 a 40% dos doentes infetados pelo VHC néo apresentam nenhum fator de
risco conhecido identificavel.
- Os anticorpos especificos da classe IgM caraterizam-se por serem intermitentes,
sO estarem presentes em 50 a 93% dos doentes com infecdo aguda, persistindo
durante cerca de 8 semanas, e poderem ser identificados em 50 a 70% das infecGes
cronicas, principalmente nas fases de reativacdo da replicagdo viral (por exemplo
emergéncia de quasispecies) e nas exacerbagdes da doenca hepatica cronica; a sua
presenca e 0s seus titulos ndo tém qualquer relacdo com a carga viral, o
gendtipo/subtipo do VHC ou a atividade histologica da doenca (necrose
hepatocelular periportal e fibrose); a estas limitagdes no contexto do diagndstico
laboratorial acresce outra muito importante que também estd relacionada com o
facto do seu comportamento néo seguir o padrdo classico das outras infecdes virais
e que tem a ver com a irregularidade na ordem do seu aparecimento em relacdo aos
anticorpos da classe IgG (WHO, 2003; Bizollon, 2000; EASL, 2014):
- Os imunoensaios usados na pesquisa e na identificacdo dos anticorpos anti-VHC
dao frequentemente falsos resultados negativos nos doentes hemodialisados, e nos
que apresentam crioglobulinemia.
- Os imunoensaios usados na pesquisa do antigénio do core ddo frequentemente
falsos resultados negativos nos doentes imunocomprometidos.
- Os anticorpos maternos podem persistir no soro das crian¢as ndo infetadas até aos
18 meses de idade (deixam de ser detetaveis em 90% dos casos ao fim de 12 meses
e em 100% dos casos ao fim de 18 meses) (WHO, 2003; Dufour, 2011).
Para além da pesquisa dos anticorpos especificos, do antigénio do core e dos acidos
nucleicos do VHC, com eventual determinacdo da carga viral, da caraterizacdo do
gendtipo/subtipo e, também, da identificacdo de resisténcias aos farmacos
administrados, o estudo dos doentes infetados no &mbito do diagnostico, do prognostico
(estratificacdo do risco e monitorizacdo da evolucgéo clinica) e da terapéutica (identificar
os doentes elegiveis, prever a sua eficacia e monitorizar a resposta ao tratamento), inclui
a avaliacdo hematologica e da funcdo hepatica, renal e tiroideia, a serologia infeciosa e a
biologia molecular no contexto das coinfegdes, assim como a identificagcdo de genes e
de polimorfismos genéticos no hospedeiro: (CDC, 1998; Dufour, 2011).
a) Pesquisa dos anticorpos anti-VHC: os ensaios imunoquimicos de 3?2 geracao
permitem identificar a presencga de anticorpos especificos para diversos antigénios

virais, designadamente do core, NS3, NS4 e NS5; tém uma sensibilidade de cerca
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de 99%. Estes ensaios sdo de uma forma geral imunoenzimaticos, ou utilizam o
principio da eletroquimioluminescéncia ou quimioluminescéncia.

As causas mais frequentes de falsos resultados positivos estéo relacionadas com a
presenca de anticorpos enddgenos (anticorpos heterofilos e autoanticorpos,
sobretudo nos doentes com hepatite cronica autoimune) e com a baixa prevaléncia
da infecdo, enquanto os falsos negativos sao mais frequentes nos doentes durante o
periodo correspondente a fase de janela, nos que fazem hemodialise, nos
imunocomprometidos (por exemplo: coinfecdo pelo VIH e neoplasias
hematoldgicas) e nos que tém crioglobulinemia (sequestro dos anticorpos
especificos e dos antigénios virais no crioprecipitado). Os ensaios de immunoblot
utilizam antigénios recombinantes e péptidos sintéticos; embora sejam mais
especificos, a sua sensibilidade € inferior aos anteriores; tém o seu maior valor
semiologico na confirmacdo seroldgica da infecdo pelo VHC em doentes que
apresentam resultados positivos para os anticorpos especificos e negativos para o
ARN-VHC, e nos que fazem parte de populagdes cujas taxas de prevaléncia da
infecdo sdo baixas. Nenhum dos imunoensaios descritos permite diferenciar os
resultados positivos falsos dos que correspondem aos doentes que recuperaram
naturalmente de uma infecdo aguda, que tém uma resposta viroldgica sustentada
(mantida) ao tratamento, ou que tém uma infecdo cronica cujos valores do ARN-
VHC circulantes sdo inferiores aos limites de dete¢cdo (LoD) dos métodos de
biologia molecular (negativos).

b) Pesquisa e quantificacdo do antigénio do core: 0s ensaios imunoquimicos
disponiveis permitem identificar a sua presenca 1 a 2 dias depois da viremia pelos
ensaios de biologia molecular, cujo limite de detecdo é 1,5pg/ml (aproximadamente
10000-500001U/ml) de ARN-VHC; os falsos resultados negativos sdo frequentes
nos doentes imunocomprometidos. Num estudo efetuado por Vermehren, (2012),
foi demonstrado que a quantificacdo do antigénio do core do VHC pode ser uma
alternativa a determinagdo da carga viral na monitorizagdo da resposta ao
tratamento antiviral; foi evidenciado que o valor do antigénio inferior ao LoD
(resultados negativos) ao fim da 12 semana de tratamento, tem um elevado valor
preditivo positivo de uma resposta virologica rapida (RVR). Alguns autores tém
sugerido gque a pesquisa e quantificacdo do antigénio do core do VHC pode ser uma
boa alternativa a carga viral (ARN-VHC), para identificar a presen¢a de infecdo

ativa antes do inicio da terapéutica antiviral e para documentar a remissao
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virologica completa (mantida) as 12 e as 24 semanas depois do tratamento ter
terminado (Vermehren, 2012).

¢) Acidos nucleicos (VHC): os ensaios de biologia molecular s&o os métodos de
referéncia para confirmar a presenca de infecdo pelo VHC assim como da remissao
viral total espontanea ou induzida pela terapéutica; sdo utilizados também para
determinar o gendtipo/subtipo do VHC e a carga viral dos doentes, cujos resultados
sdo muito importantes para estratificar o risco, identificar os pacientes elegiveis
para tratamento, prever a sua eficacia e monitorizar a evolucdo clinica e a resposta
ao tratamento. Os ensaios qualitativos sdo usados para identificar a presenca de
ARN-VHC (diagnostico) e os quantitativos para monitorizar a resposta ao
tratamento e confirmar a resolucdo da infecdo espontanea ou induzida (SVR); a
periodicidade das determinacdes depende do esquema terapéutico instituido e da
sua eficcia; a monitorizacdo da resposta a terapéutica é efetuada habitualmente as
4, 8, 12, 24 e 48 semanas de tratamento e, depois de ter terminado, as 12, 24 e 48
semanas independentemente da vigilancia que deve ser mantida ao longo dos anos;
devem permitir identificar todos o0s gendétipos conhecidos com a mesma
sensibilidade e especificidade, e ter um limite de detecdo tdo baixo quanto possivel
(exemplo: <10 Ul/mL), como o que é conseguido, por exemplo, com as técnicas de
PCR em tempo real. Os métodos quantitativos sdo utilizados para determinar a
carga viral que deve ser efetuada com uma periodicidade bem definida em funcéo
do protocolo terapéutico, visando monitorizar e avaliar a sua eficacia (CDC, 1998;
Dufour, 2011). Os ensaios de biologia molecular também sdo muito importantes
para identificar e caraterizar as mutacdes de resisténcia (RAVS) presentes nas
estirpes do VHC que infetam os doentes que nao responderam a terapéutica ou que
tiveram respostas parciais (exemplos: V36M, 1170T, Q41R, F43S, S282T, T54S,
Q80K/R/L, R155K, A156T/V e D168N/A/G/VIE/HIT; Q80K com D168V e Q80K
com D168E) (Sarrazin, 2007).

O método mais comum para detetar estas variantes de resisténcia sdo a
sequenciacdo baseada no DNA da populacdo. O método permite obter a
composicdo das sequéncias “major” presentes, mas ¢ limitado na detecdo das
subpopulagdes mutantes virais “minor” que apresentam <20% a 25%. Com o
desenvolvimento do PCR especifico de alelos, a sequencia¢cdo do genoma simples e
as tecnologias de sequenciacdo profunda, a detecdo das variantes resistentes a

drogas tornaram-se mais sensiveis com os cutoff de cerca de 0,1 a 1%. Melhorias a
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sensibilidade do ensaio foram conseguidas por uniformizar a amplificacdo das
quasispecies virais e o ruido de fundo das mutacGes geradas durante a amplificacéo
e sequenciacdo do PCR. A sequenciacdo das amostras ndo é unicamente dependente
do numero de leituras obtido mas é também fortemente limitado pela quantidade do
modelo viral na amplificacdo em RT-PCR. As amostras plasmaticas com cargas
virais baixas permitem obter apenas resultados limitados para subpopulacgdes
mutantes. Outra limitacdo das tecnologias de sequenciacdo profunda esta
relacionada com erros gerados durante a amplificacéo e procedimento de PCR.

Este método foi o primeiro usado para detetar a emergéncia dos mutantes de NS3
num modelo de HCV infecioso com hepatdcitos quiméricos (de rato e humanos)
(Svarovskaia et al., 2012).

Outras metodologias igualmente usadas para a determinacdo de resisténcias sdo Taq
MAMA (TagMan Mismatch Amplification Mutation Assay) e pirosequenciacéo
ultra-profunda (Qiao et al., 2014). Num estudo de Fonseca-Coronado et al. (2011)
em que foi usado o método de PCR MAMA a sensibilidade analitica foi de 10 a 20
copias por reacdo e foram encontradas diversas mutacdes de VHC resistentes as
drogas: V36A, R155S e A156V, T54A, V55A e A156T (Fonseca-Coronado et al.,
2011).

Os ensaios baseados em PCR em tempo real especificos de alelo (AS-PCR)
também permitem detetar mutacdes (exemplo: NS5B e Y448H) quando presentes
em valores muito baixos, em 0,5% em populacdo e com HCV com gendtipo tipo la
ou 1b. E um método sensivel para testar um grande nimero de amostras, facil de
usar e de baixo custo, mas limitado a detecdo da mutacdo especifica amplificada
pelo primer especifico de alelo (Bae et al., 2011) .

Adicionalmente estdo a ser desenvolvidos estudos com o objetivo de validar
proteases de NS3 sintetizadas de derivados de PCR por Escherichia coli S30, as
quais serdo Uteis para monitorizar o desenvolvimento de resisténcias de IPs durante
a terapéutica antivirica (Qiao et al., 2014) .

d) Avaliacdo hematoldgica: a avaliagdo das repercussdes hematologicas
(exemplos: anemia, leucopenia, neutropenia absoluta e trombocitopenia)
decorrentes da infecdo pelo VHC, das complicacdes e manifestacGes intra e extra-
hepéticas, e do tratamento (exemplo: interferdo peguilado, ribavirina, sofosbuvir,
boceprevir e telaprevir), assim como a sua monitorizacdo, sdo efetuadas

principalmente pela determinacdo do hemograma e da contagem das plaquetas; no
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contexto da estratificagdo do risco, a trombocitopenia para aléem de ser uma

complicagdo é um marcador de progndstico importante nos doentes com cirrose

hepética (Dufour, 2011; Boesecke, 2012).

e) Avaliacdo da funcéo hepatica:
- Aminotransferases: a aspartato aminotransferase (ASAT) é uma enzima que
se encontra amplamente distribuida no citoplasma e nas mitocondrias das células
de diversos orgaos e tecidos, em particular do musculo cardiaco, do musculo
esquelético, dos hepatdcitos e dos rins 0 que a torna menos especifica do que a
alanina aminotransferase (ALAT) como marcador de lesdo hepatocelular uma
vez que para além de ser exclusivamente citoplasmética, encontra-se
predominantemente no figado e em muito menor quantidade no rim, musculo
esquelético e cardiaco. O aumento da sua atividade, independentemente do seu
carater flutuante, intermitente ou persistente, € um marcador de doenca hepatica
ativa, estd mais relacionado com a causa da lesdo hepatica do que com a sua
gravidade e os seus valores sdo mais elevados nos doentes com anticorpos IgM
anti-VHC do que naqueles que ndo apresentam esta classe de anticorpos
especificos. A relacdo ASAT/ALAT nos doentes com hepatite ¢é
carateristicamente inferior a 1,0, mas quando na infecdo cronica a fibrose
aumenta e vai evoluindo para cirrose (sensibilidade de 32 a 83% e especificidade
de 75 a 100%) ou ha doenca hepética alcoolica associada, mesmo que o
consumo de alcool seja moderado (> 10g/24h), os seus valores comecam a ser
progressivamente superiores a 1,0; neste Gltimo caso um indice superior a 2,0
associado a um aumento da atividade da gama-glutamiltransferase superior a
duas vezes o limite superior do intervalo de referéncia esta presente em mais de
90% dos doentes (Dufour, 2011; Bizollon, 2000; WHO, 2003).
- Gama-glutamiltransferase (GGT): é uma enzima ligada as membranas,
principalmente dos hepatocitos (canaliculos biliares), € um marcador sensivel de
lesdo hepatobiliar ou colestase tendo o seu maior valor semioldgico no estudo
dos doentes com estas patologias e na avaliacdo dos efeitos hepatotoxicos do
alcool (Dufour, 2011; WHO, 2003).
- Bilirrubina (total, direta e indireta): tém o seu maior valor semioldgico no
diagnostico diferencial das ictericias e no estudo das patologias hepatobiliares;
na hepatite viral um valor superior a 15 mg/dL estd relacionado com lesdo

hepética grave e associado a um risco elevado de desenvolvimento de
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encefalopatia (Dufour, 2011; WHO, 2003). Cerca de 12% dos doentes tratados
com simeprevir (primeiras semanas) ou com faldaprevir aparecem com ictericia
por serem farmacos que inibem a UDP-glucuriltransferase (elevacdo da
bilirrubina indireta) (Fried et al., 2013; Zeuzem et al., 2014).
- Albumina: embora seja um marcador biologico pouco sensivel para avaliar a
capacidade de sintese hepatica, em virtude da enorme reserva funcional do
figado e do seu elevado tempo de vida medio (19 a 21 dias), € um indicador de
cronicidade e um bom marcador quer da gravidade da insuficiéncia
hepatocelular (descompensacédo), quer do prognostico da cirrose; a diminuicao
da sua concentracéo é diretamente proporcional a progresséo da cirrose (Dufour,
2011; WHO, 2003).
- Tempo de protrombina (TP/INR): é mais sensivel do que a albumina para
avaliar as alteracGes da capacidade de sintese hepatica, porque os fatores da
coagulacdo da via extrinseca que sdo sintetizados nos hepatécitos, tém um tempo
de vida médio muito inferior; tem o seu maior valor semiolédgico na avaliagdo da
gravidade da insuficiéncia hepatocelular e da colestase, sendo um dos
marcadores de progndstico mais importantes, cujos valores superiores a 4
segundos em relacdo ao limite correspondente do intervalo de referéncia estéo
associados com taxas de mortalidade mais elevadas (Dufour, 2011;WHO, 2003).
f) Avaliacdo da funcdo renal: a avaliacdo das repercussbes na funcdo renal
decorrentes da infecdo pelo VHC, das manifestacGes extra-hepaticas (exemplo:
glomerulonefrite), e do tratamento, assim como a sua monitorizagéo, sdo efetuadas
principalmente pela determinacdo da creatinina sérica, da taxa de filtragdo
glomerular (GFR) e da concentracdo tanto das proteinas totais como da albumina na
urina, e pelo exame sumario de urina (exemplo: identificacdo de microhematuria).
Antes de ser iniciada a terapéutica com farmacos cuja excrecdo se faz
predominantemente por via renal (exemplos: ribavirina e sofosbuvir), deve
determinar-se a GFR dos doentes para ajustar as doses administradas em fungéo dos
seus valores (CDC, 1998; Fabrizi, Lunghi, Messa e Martin, 2008).
g) Avaliagdo da funcéo tiroideia: nos doentes tratados com interferdo peguilado
(PEG-IFN) recomenda-se que a determinagdo da hTSH e da T4 livre seja efetuada
com uma periodicidade semestral para identificar e monitorizar a disfuncgéo
tiroideia induzida por este farmaco (hipotiroidismo em 40-50% e hipertiroidismo

em 10-30% dos doentes), cujas manifestacdes podem aparecer até 17 meses depois
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do tratamento ter terminado; a incidéncia de disfuncdo tiroideia é maior nos doentes
com doencas autoimunes desta glandula enddcrina (exemplos: doenca de Graves ou
tiroidite de Hashimoto, sintométicas ou assintomaéticas), principalmente se o0s
anticorpos antiperoxidase tiroideia (anti-TPO) estiverem presentes (Dufour, 2011;
Dong, 2000).

h) Serologia infeciosa e biologia molecular no contexto das coinfecfes: a
determinacdo dos marcadores da infecdo pelo VHB (AgHBs, AgHBe, AcHBc
AcHBe e AcHBs) e, eventualmente, da pesquisa do ADN-VHB e, de acordo com
os critérios clinicos, da pesquisa de anticorpos anti-VHD, do ARN-VHD e da sua
genotipagem, assim como dos anticorpos anti-VIH e da pesquisa dos seus &cidos
nucleicos, tem por objetivo identificar os doentes com coinfe¢des pelo VHB,
isolada ou associada ao VHD, e pelo VIH, e monitorizar a evolucdo clinica e a
resposta ao tratamento (Dufour, 2011; Wedemeyer, 2014).

As atuais recomendacdes para a monitorizacdo da eficacia do tratamento (EASL,
2014) baseiam-se no ensaio de PCR em tempo-real com um baixo limite de detecéo
de <15IU/ml o qual deve ser usado para monitorizar os niveis de ARN-VHC
durante e apos a terapéutica (EASL, 2014).

E importante referir que em cerca de um terco dos doentes com coinfecdo
VHC/VHB os marcadores para 0 VHB podem ser negativos (exemplo: AgHBS)
embora 0 ADN-VHB seja detetavel (Boesecke, 2012).

i) Farmacogenética: identificacdo de polimorfismos genéticos e de genes nos
doentes que condicionam o progndstico da infecdo e permitem prever a resposta ao
tratamento (exemplos: polimorfismo do nucle6tido simples - SNP proximo do gene
da interleucina 28B — genotipo CC, CT e TT) (GWAS — Genome Wide Association
Studies; Matsuura, Watanabe e Yasuhito, 2014).

Embora ndo haja uma padronizacdo das determinacfes analiticas e sobretudo da

periodicidade com que devem ser efetuadas no ambito do estudo dos doentes com

infecdo pelo VHC, algumas sociedades cientificas como a European Association for the

Study of the Liver Consensus Conference on Hepatitis C e autores de diversos grupos de

trabalho tém feito vérias recomendacfes sobre este assunto, cujos exemplos se

transcrevem:

- Nos doentes ndo tratados a determinagdo das aminotransferases (ALAT) e do
hemograma devem ser efetuados com uma periodicidade semestral (Dufour,
2011).
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- Nos doentes com hepatite cronica os marcadores de funcdo hepética que
podem indicar progressdo para cirrose (exemplo: relagio ASAT/ALAT,
albumina, bilirrubina, tempo de protrombina/INR e contagem de plaquetas)
devem ser determinados com uma periodicidade trimestral ou semestral (Dufour,
2011).

- Nos doentes com cirrose por infecdo pelo VHC deve ser efetuado o
doseamento da alfa-fetoproteina (AFP) e ecografia hepatica com uma
periodicidade semestral, a fim de identificar numa fase precoce o aparecimento
de carcinoma hepatocelular (CHC), cuja incidéncia anual é inferior a 3%
(Dufour, 2011; Boesecke, 2012); concentracdes de AFP superiores a 400 pg/L
ou a sua elevacdo progressiva ao longo do tempo séo fortemente sugestivas de
CHC (Boesecke, 2012).

- Nos doentes tratados com interferdo e ribavirina a monitorizacdo das suas
acOes acessorias e secundarias deve ser efetuada semanalmente durante o
primeiro més de tratamento e, depois deste periodo, com uma periodicidade
regular em funcdo da sua histdria clinica, com o objetivo de identificar o
aparecimento de trombocitopenia e de disfuncédo tiroideia (interferdo), assim

como de anemia hemolitica (ribavirina) (Dufour, 2011).

3.2. Hepatite C aguda

A infegéo pelo VHC que se resolve espontaneamente sem sequelas durante os primeiros
6 meses depois da exposi¢cdo ao virus — ARN-VHC ndo detetivel e atividade das
aminotransferases (exemplo: ALAT) dentro dos intervalos de referéncia, embora os
anticorpos anti-VHC se mantenham positivos — define a hepatite C (HVC) aguda (ver
figura 2) (WHO, 2003).
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Figura 2 — Representacdo clinicolaboratorial da hepatite C aguda
[adaptado de (http://depts.washington.edu/hepstudy/hepC/clindx/acute/discussion.html) consulta em
2015-01-26]

O periodo entre a exposi¢do ao VHC e o inicio dos sintomas, que ocorrem em menos de
20% dos doentes é de cerca de 6 a 8 semanas (podendo variar entre 5 e 12). O aumento
da atividade das aminotransferases verifica-se geralmente 6 a 12 semanas depois da
exposicdo ao virus e os seus valores, embora na maior parte dos doentes tenham um
padrdo flutuante carateristico, tendem a ser 10 a 30 vezes superiores ao limite do
intervalo de referéncia. A seroconversao ocorre em cerca de 80% dos pacientes entre 2 a
8 semanas depois do inicio da lesdo hepética, sendo muito raros 0s casos em que 0S
anticorpos anti-VHC surgem apenas 9 meses depois do inicio da infecdo (WHO, 2003,
2014; Dufour, 2011; Boesecke, 2012; CDC,1998).
Na VHC aguda a dindmica (cinética) da carga viral observada na maior parte dos
doentes pode ser dividida em 3 fases [ver figura 3]:
- Fase de pré-rampa ou de eclipse: compreende o periodo de duragdo desconhecida
que decorre entre a exposi¢éo (inicio da infecdo) e 0 momento em que 0 ARN-VHC
passa a ser detetavel e o tempo de duplicacdo da carga viral é inferior a 10,8h; em
alguns doentes o baixo nivel de viremia desta fase inicial, por vezes com periodos em
que o ARN-VHC deixa de ser detetavel (intermitente), a semelhanca do que se
observa frequentemente na fase terminal da infecdo cronica, pode persistir durante
dois meses (CDC, 1998).
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- Fase de rampa: corresponde a um periodo cuja duracédo varia entre 8 a 10 dias e a
carga viral duplica, pelo menos, a cada 10,8 horas.

- Fase de plateau: corresponde aos ultimos dias da infecdo aguda (cerca de 45 a 68);
0 periodo de transicdo da fase de rampa para esta Ultima carateriza-se pelo elevado

nivel de viremia.

ALT Antibody
[l HCV RNA Elevition Ssrocr)iversion

Pre Ramp-up iRamp-up
8 < (Duration Unknown) ;

Plateau

Log HCV RNA (copies/ml)

77T — — T T 7 T T
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Number of Days Relative to the Time (Time 0)
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Figura 3 — Dinamica da replicacéo do virus da hepatite C na infegdo aguda:
[adaptado de (http://depts.washington.edu/hepstudy/hepC/clindx/acute/discussion.html) consulta em
2015-01-26]

3.3 Hepatite C croénica

A infecdo cronica pelo VHC constitui uma sindroma clinico-patolégica complexa que
se carateriza por a sua evolugéo e progressao ser influenciada por multiplos fatores, ter
diferentes progndsticos e respostas ao tratamento, e apresentar varios estadios de lesdes
necrotico-inflamatorias e esclerosantes (fibrose) ao nivel do figado (WHO, 2003). O seu
diagnostico assenta nos seguintes critérios (CDC, 1998; Dufour, 2011; WHO, 2003;
Boesecke, 2012; EASL, 2014):

- Infecdo persistente (replicacdo viral) por um periodo superior a 6 meses, que

acontece em 70 a 90% dos adultos e em 50 a 60% das criangas depois da exposicéo

ao virus, evidenciada por resultados histoldgicos (bidpsia), laboratoriais ou ambos:
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a) Histologia (método de referéncia): necrose hepatocelular periportal e
inflamag&o hepatica, acompanhadas frequentemente por varios graus de fibrose.
b) Laboratério: ARN-VHC detetavel, acompanhado ou ndo por ALAT elevada,
com padréo persistente ou intermitente, e presenca de anticorpos anti-VHC por
um periodo superior a 6 meses (15 a 20% dos doentes com anticorpos especificos
positivos ndo tém viremia detetdvel, em todos 0s pacientes com anticorpos
especificos positivos e valores da ALAT normais deve ser efetuada a pesquisa de
ARN-VHC para identificar os doentes com infecdo persistente, cuja viremia é
intermitente) (ver figura 4).
Na infecdo cronica a atividade das aminotransferases estd dentro dos intervalos de
referéncia em 15 a 20% dos doentes e elevada nos restantes, cujo padrdo em 60 a 70%
dos casos é intermitente, indicando doenca hepatica ativa; a correlacdo entre a atividade
das aminotransferases e a histologia hepética é baixa; a maior parte dos doentes com
valores normais da ALAT tém evidéncia histolégica de hepatite crénica (bidpsia), mas a
reacdo inflamatéria e a fibrose sdo geralmente ligeiras e o nimero de casos que
progridem para cirrose também sdo menores do que os que tém valores elevados; 0s
doentes com valores normais de ALAT néo sdo elegiveis para efetuarem tratamento. A
normalizacdo das aminotransferases apds a terapéutica com interferdo nem sempre esta
associada a melhoria das lesdes histoldgicas (CDC, 1998; Dufour, 2011; Boesecke,
2012).

Il HCV RNA
+/- Symptoms. W ALT
I Anti-HCV

T L T T 1 L L L LU L L L L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Weeks

Figura 4 — Representacdo clinicolaboratorial da hepatite C crénica
adaptado de (http://depts.washington.edu/hepstudy/hepC/clindx/acute/discussion.html) consulta em 2015-
01-26]
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Os doentes com infecdo cronica pelo VHC tém um risco elevado de vir a desenvolver
manifestacdes extra-hepaticas (MEH); de acordo com os diferentes autores 30 a 60%
destes individuos apresentam durante o curso da doenca uma MEH, podendo constituir
a unica manifestacdo (Boesecke, 2012; Boéhlig et al., 2014). Pela sua importancia
clinica, pelas repercussdes que tém no progndéstico e podem ter na selecdo do esquema
terapéutico mais adequado para cada caso, sdo dados alguns exemplos de MEH:
(Boesecke, 2012).

- Crioglobulinemia mista tipo Il ou, mais frequentemente, tipo Il (afeta entre 10 a

15% dos doentes infetados; cerca de 15% vém a desenvolver insuficiéncia renal

cronica e a fazer hemodiélise).

- Glomerulonefrite membranoproliferativa, mesangioproliferativa ou membranosa

que pode evoluir para insuficiéncia renal ou sindroma nefrética graves (fator de

prognostico negativo).

- Doenga autoimune da tiroideia.

- Resisténcia a insulina (avaliada pelo valor do HOMA-IR) e diabetes mellitus tipo I

sdo fatores desfavoraveis de resposta a terapéutica.

- Deficiéncia de vitamina D (responsavel pela progressdo e agravamento da fibrose

hepética).

- Purpura trombocitopénica imune.

- Anemia hemolitica autoimune (associada frequentemente a terapéutica dupla com

PEG-IFN e ribavirina).

- Neoplasias das células linfoides (principalmente dos linfocitos B).

3.3.1 Complicacdes

As complicagbes da hepatite C ocorrem quase exclusivamente nos doentes que
desenvolveram cirrose; a cirrose € muito dificil de diagnosticar clinicamente numa fase
precoce da sua evolucdo, permanecendo assintomatica, na maior parte dos casos, até
aparecerem manifestacdes clinicas e laboratoriais associadas com a descompensacgdo da
funcdo hepética (incidéncia de 5% por ano), designadamente hepatomegalia e/ou
esplenomegalia, ascite, hemorragia digestiva alta (varizes esofagicas), encefalopatia,
ictericia (hiperbilirrubinemia), hipoalbuminemia e trombocitopenia. O risco dos doentes
com cirrose desenvolverem carcinoma hepatocelular (CHC) € inferior a 3% por ano.

(Dufour, 2011; Boesecke, 2012). O consumo de alcool mesmo que seja em quantidades
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moderadas (> 10g/24h) agrava a progressdo da doenca (acelera a fibrose hepatica)
(CDC, 1998).

A estratificagcdo do risco e a avaliacdo do progndstico dos doentes com cirrose hepatica
é feita atualmente através do Score MELD (Model for End-Stage Liver Disease) que
veio substituir o modelo de Child-Pugh, que se baseava em parametros clinicos (ascite e
encefalopatia) e laboratoriais (bilirrubina, albumina e TP/INR) para prever a progressao
da doenca. O Score MELD ¢ usado principalmente para estimar a gravidade relativa da
cirrose e 0 tempo de sobrevida dos doentes; o score € calculado apenas em funcgéo de 3
parametros laboratoriais: [0,975 x log (creatinina sérica mg/dL)] + [0,378 x log
(bilirrubina total mg/dL)] + [1,12 x log (INR)] + 0,643. A forma mais eficaz de travar a
progressao da fibrose hepatica (cirrose) e o risco de descompensacdo hepatica € tratar

eficazmente e em tempo oportuno a infecdo pelo VHC (Van der Meer, 2012).

3.4 Coinfecdo VHC / VIH

As elevadas taxas de coinfecdo pelos dois virus é explicada pelo facto de partilharem a
mesma via de transmissao (contato “sangue-sangue”), apesar do risco relacionado com a
via sexual do VHC ser muito inferior ao do VIH (Boesecke, 2011). De acordo com
dados da OMS a coinfecdo VHC/VIH é relativamente frequente e os dados mais
recentes apontam para cerca de 1,2 milhdes de pacientes, o que representa cerca de 25%
de todos os doentes infetados pelo VIH (Kim, 2013). A prevaléncia da coinfecdo é
maior nos paises da Europa de Leste e do Médio Oriente (cerca de 70%) e menor nos da
Europa Central, no Reino Unido e na Australia (10 a 15%) (Rockstroh 2011, CDC
2011).

Em mais de 80% dos doentes coinfetados que apresentam anticorpos anti-VHC
positivos, 0 ARN-VHC é detetavel e a carga viral aumenta mais rapidamente durante a
fase aguda da infecdo e atinge valores mais elevados do que nos pacientes
monoinfetados pelo VHC; em muitos doentes coinfetados o padrédo da carga viral ARN-
VHC é intermitente. Os anticorpos anti-VHC mantém-se positivos até a instalacdo da
fase de imunodeficiéncia grave (linfécitos T CD4+ <200/mL) induzida pelo VIH; um
resultado de anti-VHC persistentemente negativo na fase final da doenga ndo exclui o
diagnostico de infecdo concomitante pelo VHC (Opravil, 2008).

Os doentes com coinfe¢cdo VHC/VIH tém pior prognostico do que os monoinfetados

pelo VHC; a progressdo para a fibrose ¢ mais rdpida por diminuicdo da resposta
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quantitativa dos linfocitos T CD4+ a infecdo pelo VHC; a incidéncia de cirrose é de 15
a 25% num periodo de 10 a 15 anos nos coinfetados em relacdo aos cerca de 2 a 6%
verificados nos doentes ndo infetados pelo VIH (Soto, 1997); do mesmo modo a
incidéncia de CHC ¢é maior e a esperanca de vida ao fim de 10 anos € muito menor
(Giordano, 2004).

3.5 Coinfec¢do VHC / VHB

O VHC e 0 VHB séo os agentes etiologicos mais frequentes de doenca hepatica cronica
em todo o0 mundo e partilham a mesma via de transmissdo (contato “sangue-sangue”).
De acordo com a regido geogréfica a prevaléncia da coinfecdo varia entre 9 e 30%); este
naumero pode estar subestimado em virtude de ser clinicamente muito dificil suspeitar da
presenca de uma infecdo oculta pelo VHB (AgHBs negativo e ADN-VHB detetavel no
soro ou nos hepatocitos) nos doentes com hepatite cronica pelo VHC. Em virtude dos
doentes coinfetados (ARN-VHC e ADN-VHB detetaveis) terem um risco muito elevado
de progressdo para cirrose, de descompensacao hepatica e de evolucdo para CHC séo
elegiveis para tratamento (Chu, 2008).
Os perfis virolégicos que podem ser encontrados nos doentes com coinfe¢do VHC/VHB
séo carateristicamente muito variados:
- A infecdo pelo VHC pode inibir a replicacdo do VHB que, nestes casos, apresentam
uma carga viral (ADN-VHB) mais baixa do que seria expetavel, uma diminuicao da
atividade da polimerase ADN-VHB e da expresséo quer do AgHBs, quer do AgHBc
nos hepatacitos.
- O VHC e o VHB podem inibir a replicacdo viral um do outro (supressdo
simultanea) e os doentes apresentarem cargas virais menores do que seria esperado,
nomeadamente ndo detetaveis, ou apresentarem periodos alternados de dominancia
entre eles com um padrdo flutuante; contudo, na coinfecdo cronica a dominancia do
VHB em rela¢do ao VHC é maior nos individuos de etnia asiatica em relacdo aos das
outras e vice-versa.
- Em qualquer dos casos para além da determinacdo da carga viral do VHC e do
VHB deve ser pesquisada a presenca do virus da hepatite delta (VHD) (Sagnelli,
2002).

A coinfe¢do VHC/VHB pode estar relacionada com varios cendrios clinicos:

Pagina 34 de 71



- Hepatite aguda por exposicao simultanea aos dois virus: é uma situagéo rara que se
carateriza pelo atraso no aparecimento do AgHBSs, cujas concentragdes sdo menores
do que as observadas nas infe¢Oes agudas isoladas pelo VHB e por valores menores
da atividade da ALAT, que apresenta um padrdo de elevacdo bifasico; esta situacéo
deve-se a supressao parcial ou total da replicacdo do VHB induzida pelo genoma do
VHC; em determinadas situacdes pode ser responsavel por o AgHBs deixar de ser
detetado; a dindmica (cinética) da depuracdo viral (recuperacdo espontanea) é
semelhante a que ocorre nos doentes monoinfetados por cada um destes virus
(Pimentel, 1999).

- Hepatite C ativa em doentes AgHBs inativos (ARN-VHC detetavel associado a
AgHBs detetavel e ADN-VHB ndo detetavel): quando o VHC € o principal
responsavel pela doenca hepatica, deve ser tratado de acordo com as regras que se
aplicam aos doentes monoinfetados; com a resolugdo da infecdo pelo VHC ha um
risco potencial elevado de reativacdo do VHB que, se for verificado (carga viral
ADN-VHB), deve ser tratado de modo adequado.

- Hepatite B ativa em doentes com infecdo pelo VHC inativa ou resolvida
anteriormente  (ADN-VHB detetavel associado a ARN-VHC ndo detetavel e
anticorpos anti-VHC detetaveis): este perfil é mais raro do que o anterior, e é
compativel com supressao do VHC pelo VHB.

- Superinfecdo pelo VHC: é frequente nas areas endémicas do VHB, nomeadamente
na Asia, América do Sul e Africa Subsaariana; pode verificar-se a supressdo da
replicacdo do VHB e o AgHBs deixar de ser detetado; o risco de evolucdo para
cirrose e 0 aparecimento de CHC é maior; a incidéncia de insuficiéncia hepética
fulminante é maior (23%) do que nos doentes ndo superinfetados (3%) (Sagnelli
2002).

- Superinfecéo pelo VHB: é uma situagcdo mais rara do que a anterior; pode verificar-
se supressdo do ARN-VHC; o risco de hepatite fulminante é maior.

- Infecdo VHB oculta em doentes infetados pelo VHC: tem sido identificada em
cerca de 50% dos doentes com infecdo cronica pelo VHC; esta associada com
valores da atividade da ALAT, lesBes necrotico-inflamatorias hepaticas e risco de

evolugéo para cirrose maiores.
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4. TERAPEUTICA

O principal objetivo do tratamento dos doentes com infe¢éo pelo VHC é diminuir todas
as causas de mortalidade, sobretudo as que estdo relacionadas com as MEH, o nimero
de portadores (contatos infetantes) e as complicacbes da doenca hepaética,
designadamente a descompensacao e o CHC, pela eliminagdo do virus (ARN-VHC néo
detetado por ensaios cujo LoD deve ser < 15 Ul/mL).

Durante o tratamento a cinética do declinio do ARN-VHC é um forte preditor da
resposta. MedicGes de ARN-VHC as 4, 12 e 24 semanas sdo importantes para 0
tratamento da resposta guiada de PEG-IFN/RBV mas também para a terapia tripla
incluindo BOC, TLV, SMV e FDV (Cornberg et al., 2014).

Considera-se que o objetivo foi alcancado quando se atinge uma resposta viroldgica
mantida (SRV) ao longo dos anos, pelo menos, a partir da 122 semana depois do
tratamento ter terminado. Estudos prospetivos mostram que mais de 99% dos pacientes
mantém SRV (marcador de cura da infecdo) ao fim de 5 anos de monitorizacao.

A monitorizacdo da eficcia do tratamento é baseada em repetidas medi¢des dos niveis
de ARN-VHC, conforme referido anteriormente, e para tal deve ser utilizado um ensaio,
sensivel, exato com um intervalo dindmico, alargado de quantificacdo. O mesmo ensaio,
idealmente do mesmo laboratdrio, deve ser usado em cada paciente para medir o ARN-
VHC em diversos pontos do tempo de forma a tornar consistentes os resultados. Os
varios pontos permitem monitorizar a eficacia do tratamento e eventualmente tomar
decisfes na duracédo da terapéutica. As medicOes deverdo ser realizadas quando e se 0s
resultados das mesmas tiverem influéncia no esquema de tratamento, isto é no acesso da
adesdo dos pacientes a terapia (determinacdo na 22 semana), se o resultado determinar
que o tratamento devera ser abandonado (regras de futilidade, devido ao limiar da carga
viral ser excedido ou detetado no soro), que o tratamento possa ser abreviado, (terapia
guiada pela resposta), ou o tratamento tiver sido bem-sucedido (acesso ao SVR no fim
do tratamento e pos-tratamento).

Os doentes com SRV tém ARN-VHC ndo detetaveis, valores da atividade da ALAT
(marcador biolégico de lesdo hepatocelular) dentro dos intervalos de referéncia,
anticorpos anti-VHC positivos e auséncia de sinais histologicos de hepatite ativa
[Recommendations for Testing, Managing and Testing Hepatitis C disponivel em

(http://www.hcvguidelines.org/node/63) consulta em 2015-06-06].
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Determinar a probabilidade de SRV antes de iniciar o tratamento da infecéo pelo VHC é
um passo muito importante para que possam ser tomadas as decisdes clinicas mais
adequadas para cada doente. Na abordagem dos doentes candidatos a terapéutica devem
ser considerados e analisados os fatores relacionados com os individuos, e virais que
condicionam a sua eficéacia e o progndéstico dos doentes:
- Fatores do hospedeiro: idade, género, etnia, indice de massa corporal, dados
epidemioldgicos da populacdo onde vive e das regiGes por onde passou, genes e
polimorfismos genéticos com impacto no prognostico da infecdo, grau de fibrose
(histologia hepatica) e esteatose, comportamentos de risco relacionados com a via de
transmissdo, manifestacBes extrahepéticas da infecdo pelo VHC e outras
comorbilidades que, embora ndo estejam diretamente relacionadas com o VHC,
podem agravar o seu prognostico (exemplo: doenca da adicdo).
- Fatores virais: carga viral, gendtipo/subtipo, presenca de mutacdes de resisténcia,
coinfecdo (exemplo: VHC/VHB e VHC/VIH) (Matsuura et al., 2014). Outros fatores
virais preditores da resposta a terapéutica baseada em interferdo incluem as
substituicdes de aminoacidos nas posi¢es 70 e 91 na regido do nucleo do VHC e na
regido de determinacdo de sensibilidade do IFN na regido NS5A nos pacientes
infetados com o gendtipo 1. A analise dos genes candidatos revelou uma associacao
entre os varios genes do hospedeiro e 0s espontaneos ou o tratamento induzido da
erradicacdo do VHC. Isto inclui o IFNAR1, 0 MAPKAPK3, o KIR2DL3 e o ligando
HLA-C1 e tipo HLA (Matsuura et al., 2014).
As evidéncias tém demonstrado que o tratamento é eficaz e diminui significativamente
as taxas de morbilidade e de mortalidade de todos os doentes com infe¢do cronica.
Deste modo deve ser instituido com carater urgente nagqueles que apresentam fibrose
avancada com septos ou cirrose hepatica compensada, estdo a aguardar transplante
hepatico, tém coinfe¢cbes (VHC/VHB e VHC/VIH) ou tém MEH graves
[Recommendations  for  Testing, Managing and Testing Hepatitis C
(http://www.hcvguidelines.org/node/63) consulta em 2015-06-06].
Contudo, existem situacfes clinicas em que o tratamento ndo esta indicado ou esta
contraindicado, designadamente nos doentes cuja esperanca de vida por comorbilidades
que ndo estejam diretamente relacionadas com a infecdo € inferior a 12 meses, que
apresentem descompensacdo hepéatica, nas mulheres gravidas e nos doentes com

patologias do foro psiquiatrico que nao estejam compensadas [Recommendations for
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Testing, Managing and Testing Hepatitis C disponivel em
(http://www.hcvguidelines.org/node/63) consulta em 2015-06-06; Velosa et al., 2012].
As taxas de SVR aumentaram de 5-20% com a monoterapia de IFN e posteriormente até
40-50% com a combinacdo de IFN-ribavirina. O desenvolvimento do interferdo
peguilado veio melhorar a sua farmacocinética e a sua administracdo, assim como as
taxas de SVR em particular para o gendtipo tipo 1. Estdo disponiveis no mercado dois
tipos de PEG-IFN: PEG-IFN a-2a e PEG-IFN a-2b, cuja eficacia terapéutica é
semelhante (taxas de SVR) (McHutchison, 1998; Ascione, 2010).

4.1 Farmacos Antivirais de Acao Direta

4.1.1 Inibidores da protease NS3/4A

Até 2011 o tratamento da infecdo era efetuado, numa primeira fase, apenas com o
interferdo (IFN) cujas taxas de SRV variavam de 5 a 20% e posteriormente com a
associacdo do IFN-o com a ribavirina (PEG-IFN/RBV) cujas taxas passaram para 40-
50%; nos ultimos anos desta fase terapéutica passou a ser utilizado o interferdo
peguilado o (PEG-IFN).

A partir de 2011 com a aprovacao do telaprevir (TLV) e do boceprevir (BOC) para o
tratamento da infecdo pelo gen6tipo 1 do VHC entrdmos numa nova era. Sdo farmacos
antivirais de acdo direta (AADSs) de primeira geracdo com atividade antiprotease (IPs),
que inibem a serina protease NS3/NS4A. Contudo, tanto um como outro, s6 devem ser
administrados num esquema de terapéutica tripla, associados ao PEG-IFN/RBV, uma
vez que em monoterapia induzem o aparecimento de resisténcias virais muito
rapidamente; por outro lado ndo devem ser administrados simultaneamente por terem o
mesmo mecanismo de acdo e por darem resisténcias cruzadas entre si. A acdo acessoria
mais frequente relacionada com a sua administracdo é a anemia (Kanda, Nakamoto,
Shuang e Yokosuka, 2014).

O BOC, o TLV e o simeprevir (SMP) sdo metabolizados no figado pelo citocromo
p450-3A4 e p450-3A5 (CYP3A4/5); os farmacos e outras substancias ativas que
induzam ou inibam a sua atividade alteram a farmacocinética e a farmacodindmica
destes AADs que podem ter repercussées importantes na terapéutica; os indutores da
sua atividade podem levar a uma diminuicdo significativa da concentra¢do do BOC, do

TLV e do SMP (exemplos: alcool, efavirenz, nefirapina, rifampicina, fenitoina,
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fenobarbital, carbamazepina e glucocorticoides), e os inibidores a um aumento da sua
concentracdo, podendo dar origem a sobredosagem (exemplos: amiodarona, macrélidos,
delavirdina, indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir e antifungicos azélicos) (RCM
Victrelis — Boceprevir, 2011; RCM Incivo — Telaprevir, 2011).

Os esquemas triplos tém-se mostrado muito eficazes (elevadas taxas de SVR) tanto nos
doentes infetados que nunca foram submetidos a tratamento, como naqueles que néo
responderam ou tiveram respostas parciais a terapéutica dupla com PEG-IFN/RBV
(EASL, 2013).

4.1.1.1 Boceprevir (BOC)

O Boceprevir € uma molécula de estrutura linear peptidomimética cuja ligacédo
reversivel (covalente) ao local ativo da protease NS3 (Ser139) inibe a serina protease
NS3/4A e consequentemente a replicacdo viral nas células infetadas pelo VHC. Esté
indicado no tratamento dos doentes infetados pelo gendtipo 1 que tenham doenca
hepéatica compensada (RCM Victrelis — Boceprevir, 2011).

O estudo SPRINT-2 (Serine Protease Inhibitor Therapy 2 - fase 1ll), envolvendo 1097
pacientes que nunca tinham sido submetidos a tratamento anterior e que estavam
infetados pelo gendtipo 1, demonstrou que a terapéutica tripla administrada durante 44
semanas PEG-IFNa2b/RBV + BOC adicionado a partir da 42 semana melhorou
significativamente a SVR dos doentes. A resposta (diminuicdo da carga viral a 42
semana; cutoff de 100 Ul/mL) a administracdo inicial de PEG-IFN/RBV é muito
importante para prever o sucesso terapéutico da associagdo posterior do BOC. Neste
estudo os doentes que tiveram eRVR (Extended Rapid Virologic Response - ARN-HCV
negativo [LLD (Lower Limit of Detection: <10-151U/ml) ndo LLQ (Lower Limit of
Quantification) entre a semana 8 e semana 24 de terapéutica com BOC; critério de RGT
(Response Guided Therapy) para o BOC], foram submetidos a uma terapéutica com
duracéo total de 28 semanas e cerca de 96% conseguiram alcancar SVR.

A eficacia do tratamento triplo com BOC ou com outros AADs é semelhante
independentemente do tipo de interferdo utilizado - PEG-IFNa-2b ou PEG-IFNa-2a e
de se tratar de doentes submetidos a terapéutica pela primeira vez terem recidivas ou
tenham tido respostas parciais; a duracdo do tratamento pode ir de 28 a 48 semanas em
funcdo do nivel de fibrose hepética e da carga viral monitorizada as 4, 8, 12 e 24

semanas de tratamento (Flamm, 2013; Vermehren et al., 2014).
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Na terapéutica tripla com boceprevir a adicdo deste IP ao tratamento induz uma
diminuicdo adicional dos valores de hemoglobina de cerca de 1g/dl até a 8 semana,
devendo os pacientes ser vigiados com a realizacdo de hemogramas antes e durante o
tratamento, (Barritt, 2012) podendo alguns destes doentes apresentar hemolise
intravascular grave com anemia sintomatica.

Se ocorrer anemia significativa com hemoglobina <10g/dl a dose de ribavirina deve ser

reduzida ou se inferior a 8,5g/dl deve ser parado o tratamento (EASL, 2014).

4.1.1.2 Telaprevir (TLV)

O Telaprevir € também uma molécula de estrutura linear peptidomimética que, a
semelhanca do anterior, inibe reversivelmente a serina protease NS3/4A e
consequentemente a replicacdo viral nas células infetadas pelo VHC. Esta indicado no
tratamento dos doentes infetados pelo gendtipo 1 que tenham doenca hepatica
compensada.

Dois grandes estudos (ADVANCE fase Il e ILUMINATE fase I1l) envolvendo 1628
pacientes infetados pelo genotipo 1, que nunca tinham sido submetidos a tratamento,
demonstraram que a terapéutica tripla com PEG/IFN/RBV/TLV aumentaram
significativamente a SVR em comparagdo com a dupla PEG-IFN/RBV. Outros estudos
comparativos (ADVANCE e ILUMINATE) demonstraram a maior eficacia da
terapéutica tripla com TLV, principalmente quando era administrado durante 12
semanas, em relacdo a dupla sem este farmaco; a duracdo total do tratamento (24 versus
48 semanas) é condicionada pelos valores da carga viral determinada a 4% e a 122
semana. Uma analise retrospetiva dos dados demonstrou que a carga viral (ARN-VHC)
a 4% semana de tratamento com PEG-IFN/RBV/TLYV, principalmente se os seus valores
forem >1000 UI/mL, é preditiva da ndo resposta ao TLV e a terapéutica deve ser
interrompida nessa altura.

Uma analise retrospetiva do estudo PROVE 2 revelou que os 12 doentes naive que
tinham o genotipo IL28BCC e ndo apresentavam cirrose alcancaram SVR apos 12
semanas de tratamento triplo com PEG-IFN/RBV/TLV. Em contrapartida no ensaio
prospetivo CONCISE no qual foram avaliados 239 doentes, uns submetidos a 12
semanas de tratamento com PEG-IFN/RBV/TLV e outros durante 24 semanas,
demonstrou que os primeiros com RVR tiveram taxas de SVR de 87% enquanto os

segundos apresentaram taxas de 97% (Nelson et al., 2013).
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A FDA e a EMA aprovaram RGT para 0s pacientes naive sem cirrose hepatica, mas a
duracdo do tratamento aceite para BOC RGT é diferente da definicdo do estudo Phase
11 (BOC 32 versus 24 semanas para pacientes sem eRVR [ARN-HCV negativo (LLD
ndo LLQ] entre a semana 4 e semana 12 da terapéutica com TLV; critério de RGT para
TLV. Adicionalmente, regras de futilidade na informacdo da prescricdo diferem das
aplicadas nos ensaios da Phase 111.

Deste modo ndo ha semana 12 de critério de paragem no estudo SPRINT-2, enquanto
que pacientes que supostamente descontinuariam o tratamento se tivessem ARN-VHC a
semana 12 no ensaio RESPOND-2. Nenhum dos 65 pacientes com ARN-VHC com
nivel >1001U/ml a semana 12 alcangou SVR no estudo SPRINT-2. No entanto 21
pacientes alcancaram SVR apesar de detetdvel ARN-VHC mas <1001U/ml & semana 12.
Baseado na analise retrospetiva num pequeno numero de pacientes, tal suporta as regras
de futilidade > 100IU/ml a semana 12. Ndo ha regra de paragem na semana 8 na
informacdo de prescricdo para BOC, quando se compara o critério de paragem
estabelecido para TLV (4 semanas de terapia tripla). No entanto, os dados da Phase Il
fornecem algum suporte para a regra de paragem a semana 8.

Os dois inibidores da protease NS3/4 BOC e TLV poderdo conduzir a anemia
hemolitica, a qual é ja uma consequéncia do tratamento com ribavirina, mas a adi¢do de
um IP parece fazer com que esta se torne mais frequente e por vezes mais agressiva
(Jacobson et al., 2012).

Em Portugal o medicamento ainda ndo estd disponivel, uma vez que o0 processo de

comparticipagao se encontra em curso.

4.1.1.3 Faldaprevir (FDV)

O Faldaprevir € um inibidor reversivel da serina protease NS3/4A e consequentemente a
replicacdo viral nas células infetadas pelo VHC. O FDV foi estudado em ensaios
clinicos (START verso - fase IlI) em doentes infetados pelo gendtipo 1 que nunca
tinham sido submetidos a tratamento, que fizeram tratamento mas que nédo responderam
ou tiveram respostas parciais, e em coinfetados VHC/VIH. No estudo START verso 0s
pacientes do grupo 1 fizeram 18 semanas de PEG-IFN/RBV e os do grupo 2 fizeram 24
semanas PEG-IFN/RBV em combinag&o com 120 mg de FDV por 12 e 24 semanas.

De uma forma geral, a terapia tripla com FDV resulta em 72-73% de SVR que foi 22-
23% mais alta versus a dupla PEG-IFN/RBV. 84% dos pacientes tratados com FDV
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alcancaram ETS [(Early Treatment Sucess - ARN-VHC < 25 Ul/mL na 42 semana e ndo
detetavel na 82; critério para 0 FDV)] e puderam ser tratados por um periodo pequeno de
24 semanas com 83% de SVR. Pacientes com subtipo la apresentaram taxas
ligeiramente superiores de progresso (10% versus 4%) e recidiva (10-16% versus 6-8%)

comparados com os pacientes infetados pelo subtipo 1b (Jensen et al., 2013).

4.1.1.4 Simeprevir (SMP)

O Simeprevir (SMP) foi aprovado pela FDA em Dezembro de 2013. E uma molécula
com estrutura macrociclica que inibe a serina protease NS3/4A e consequentemente a
replicacdo viral nas células infetadas pelo VHC (Kanda, 2014).

A sua eficacia in vitro conjugada com as propriedades farmacocinéticas, sugere boas
perspetivas para a terapéutica da infecdo por todos os gendtipos do VHC (Lin et al.,
2008), embora a sua a¢do ndo seja muito eficaz para o 3 (Moreno et al., 2012). Para
além de ser um farmaco com elevada especificidade para a NS3/NS4A das estirpes dos
subtipos 1a e 1b, tem efeitos sinérgicos quer com o interferdo-o, quer com o inibidor da
NS5B (ARN polimerase ARN dependente) e aditivos com a ribavirina (RBV).

Foram identificadas em estudos efetuados in vitro e in vivo diversas mutacdes de
resisténcia viral ao simeprevir, nomeadamente: V36M, Q41R, F43S, T54S, Q80K/R/L,
R155K, A156T/V e D168N/A/V/E/H/T; a mutacdo R155K isolada ou associada a
outras nas posi¢cdes 80 e/ou 168 ao nivel da NS3 sdo mais frequentes nas estirpes do
subtipo 1la e as D168E e D168V nas do subtipo 1b. Para evitar a emergéncia de estirpes
(variantes) virais resistentes, 0 SMP deve ser administrado em associagdo com outros
farmacos antivirais.

Foram observadas taxas mais elevadas de SVR nos doentes infetados com subtipo 1a
que foram tratados com simeprevir e eram portadores do polimorfismo Q80K em
relacdo aos que ndo eram.

Parece existir beneficio na terapéutica com SMP nos doentes que ndo responderam a
outras terapéuticas e nos que tém estadios avancados de fibrose ou cirrose. Olhando
para o genotipo 1L28B rs12979860, no estudo de Kanda 2014, as taxas de SVR com 150
mg foram de 88% para CC, 74% para CT, e 61% para o TT (versus 18%, 31% e 14%
respetivamente no grupo controlo).

Nos doentes que ja tinham sido submetidos a terapéutica anterior o tratamento durante

12, 24 ou 48 semanas com simeprevir (100mg QD ou 150 mg QD) em combinac&o com
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48 semanas de peginterferdo associado a ribavirina aumentaram significativamente as
taxas SVR. Nos doentes tratados com simeprevir com resposta virologica rapida (ARN-
VHC < 25 Ul/mL ou indetetavel na 4% semana), 89,6% alcancaram SVR12. Taxas
SVR12 de 94,7%, 92,3%, 85,4% e 83,9% foram alcancadas em doentes tratados com
simeprevir com gendtipo CC, linha de base de ARN-VHC <800000 UI/mL, subtipo 1b
e grau de fibrose METAVIR FO-F2 (de ausente até moderada), respetivamente. Num
estudo de Kanda, 2014 o simeprevir associado ao interferdo e a ribavirina levou a 57%
de SVR em pacientes com genotipo 1 que ndo responderam a terapéutica e estdo
coinfetados com VIH. A taxa total de SVR12 foi de aproximadamente 74%.

O Simeprevir mostrou-se eficaz no tratamento de doentes que tiveram uma recaida com
interferdo, incluindo os que apresentam um gendtipo minor IL28B e um score F4
METAVIR (Kanda, 2014). A eficacia do Simeprevir em combinagdo com 2 inibidores
da polimerase NS5B Tib-NI e Tib-NII mostrou ser mais eficaz na diminuicdo dos niveis
de replicacéo viral e na erradicacdo do VHC (Lenz et al., 2012).

O simeprevir para além de aumentar a exposicdo ao tenofovir, apresenta resisténcia
cruzada com este farmaco nas posicdes 155 e 156 dos aminoacidos; a maioria das
mutacdes de resisténcia ao telaprevir estdo reportadas para a posicdo 168; sdo
necessarios estudos adicionais para determinar se o simeprevir € eficaz contra as
variantes selecionadas positivamente com o tratamento antiretroviral (Matsuura et al.,
2014).

Num futuro proximo, a utilizacdo do simeprevir pode permitir a administracdo de
esquemas terapéuticos sem IFN melhorando significativamente a qualidade de vida dos
doentes (Kanda et al., 2014).

As Ultimas guidelines da EASL 2014 indicam que as regras de futilidade foram
definidas apenas para a combinag&o tripla de PEG-IFNa, ribavirina e simeprevir. Com
esta combinacédo o tratamento deve ser parado se o nivel de ARN-VHC ¢ > 251U/ml na
semana 4, 12 ou 24.

Os pacientes que recebem simeprevir podem sofrer de rash e fotosensibilidade, e
hiperbilirrubinemia indireta (EASL, 2014).

4.1.1.5 Asunaprevir

O Asunaprevir (BMS-650032) é um inibidor da protease NS3 que apresenta, in vitro,
uma boa eficécia terapéutica para 0s genotipos 1, 4, 5 e 6, e uma atividade antiviral
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menor para 0s gendtipos 2 e 3. No ambito terapéutico quando é associado a outros
farmacos antivirais tem um efeito sinérgico ou aditivo (exemplo: a sua combinag¢do com
o IFN e o daclatasvir, que é um inibidor da NS5A, estd associada a taxas de SVR
mantidas elevadas). Num estudo de Gentile et al., 2014, em que foram avaliados 0s
resultados do asunaprevir em esquemas terapéuticos livres de interferdo, os autores
concluiram que nos doentes infetados pelo gendtipo 1 e que ndo responderam a
terapéuticas administradas anteriormente, a sua associagdo ao daclatasvir foi eficaz para
a maioria dos doentes com subtipo 1b; a sua acdo no subtipo la ndo foi eficaz. O
asunaprevir apresenta também um efeito sinérgico/aditivo com a ribavirina e 0
interferdo-lambda recombinante (Gentile et al., 2014).

Num estudo in vitro foram identificadas as mutagdes R155k, D168G e 1170T como as
primeiras relacionadas com a NS3 do subtipo 1a induzidas pelo asunaprevir; entretanto
tém sido identificadas outras para a mesma regido, designadamente as mutac6es duplas
Q80K com D168V e Q80K (mais frequente) com D168E e as D168G/V/H/Y.

As estirpes resistentes de asunaprevir ndo exibem resisténcia cruzada com os inibidores
da NS5A (Gentile et al., 2014).

O asunaprevir, tal como o simeprevir, pode permitir a administracdo de esquemas
terapéuticos sem IFN melhorando significativamente a qualidade de vida dos doentes
(Gentile et al., 2014).

4.1.2 Outros inibidores da protease NS3/NS4A

Existem outros inibidores da protease NS3/4A que ainda ndo foram comercializados por
se encontrarem em varios estadios de desenvolvimento ou fases de ensaios,
nomeadamente o danoprevir (R7227), o narlaprevir, o vaniprevir e os ACH-1625,
IDX320, ABT-450, MK-5172, GS-9256 e GS-9451; vao alargar significativamente as
opcodes de tratamento para a infe¢do cronica pelo VHC num futuro proximo, aumentar a
eficacia, a seguranca e a toleréncia, assim como o espetro de acdo para outros genotipos
gue ndo apenas o 1 e possibilitar terapéuticas com dose Unica diaria (Ferenci, et al.
2013). Num estudo de Gentile et al., 2014, onde é avaliado o0 MK-5172 sdo ja descritos
resultados de taxas de erradicacdo do VHC quando combinado com interferdo peguilado
e ribavirina em cerca de 90% dos casos, e com melhores resultados que a terapéutica
tripla com boceprevir. A associacdo deste farmaco com outros em esquemas

terapéuticos livres de interferdo estd relacionada com taxas de erradicacdo muito
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elevadas (89-100%), demonstrando maior atividade contra as variantes associadas a
resisténcia do que os inibidores de protease de primeira geracao.
Os alvos dos farmacos antivirais de acdo direta no VHC sdo observaveis na figura 5.

4.1.3 Inibidores da polimerase NS5B

Os inibidores da NS5B (polimerase ARN dependente) podem ser divididos em dois
grandes grupos: os inibidores analogos dos nucleosidos e os inibidores ndo analogos dos
nucleodsidos. Os inibidores analogos dos nucledsidos (NIs) como o mericitabine, o
sofosbuvir e 0 ALS-220, mimetizam os substratos naturais da polimerase, vdo sendo
incorporados na cadeia de crescimento do ARN e bloqueiam o sitio ativo da NS5B
terminando a cadeia; como o centro ativo da NS5B é uma regido altamente conservada
do genoma do VHC, os Nls sdo eficazes (potencialmente) contra todos 0s genotipos;
substituicdes simples de aminoacidos no centro ativo da NS5B tanto podem levar a
perda de funcdo como a situagdes de extrema replicacdo. Pelas carateristicas referidas o
desenvolvimento de resisténcias para este tipo de farmacos (NIs) é muito mais dificil do

que em relacdo aos que foram descritos anteriormente (Cornberg et al., 2014).

4.1.3.1 Inibidores analogos dos nucle6sidos

4.1.3.1.1 Sofosbuvir (SOF)

O Sofosbuvir (SOF) é um analogo dos nucleédsidos que inibe a polimerase ARN-
dependente (NS5B); foi aprovado nos EUA, pela FDA, em Dezembro de 2013 e na
Unido Europeia, pela EMA, em Janeiro de 2014. Tem uma atividade antiviral
pangenotipica e uma elevada barreira genética a resisténcia. A terapéutica livre de
interferdo com sofosbuvir alcancou taxas elevadas de resposta sustentada tanto em
pacientes naive, como em doentes que foram submetidos a outros tipos de tratamento
para infegdes pelo gendtipo 1, 2 ou 3.

O sofosbuvir associado a ribavirina é também eficaz nos doentes coinfetados
VHC/VIH; quando a associagdo é administrada antes do transplante hepatico previne as
infecdes recorrentes pelo VHC na maioria dos doentes que tém niveis de ARN-VHC
inferiores ao limite de detecdo do método. O estudo NEUTRINO avaliou 0 uso de PEG-

IFN/RBV e SOF em 327 pacientes naive com infecdo pelos genotipos 1, 4, 5e 6. A
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terapéutica foi dada durante 12 semanas. O total de SVR para todos os doentes (292)
com infegdes pelo gendtipo 1 foi de 89%. Os doentes cirrGticos alcangaram taxas de
SVR de 80% (Lawitz et al, 2013).

O SOF foi também avaliado num esquema terapéutico sem interferdo, associado a RBV
em doentes monoinfetados e coinfetados com VIH no ensaio PHOTON. Foi selecionada
uma populagdo de pacientes com fatores de progndstico negativo em relacdo ao sucesso
terapéutico. Muitos doentes eram homens afro-americanos que estavam infetados pelo
subtipo la e tinham um genotipo IL28BCT/TT. Na primeira parte do estudo 10
pacientes com fibrose ligeira a moderada (FO-F2) de acordo com a escala METAVIR
foram tratados com RBV e SOF durante 24 semanas: 90% atingiram SVR. Na segunda
parte do estudo 50 pacientes foram igualmente distribuidos de forma aleatéria sendo
administradas diferentes doses de RBV associada a SOF durante 24 semanas. No grupo
de baixa dose de RBV 48% atingiram SVR enquanto no grupo de RBV baseado no peso
a taxa de SVR foi de 68% (Cornberg et al., 2014).

Os esquemas terapéuticos que utilizam o sofosbuvir e ndo tém interferdo séo bastante
promissores e encontram-se em desenvolvimento. Até ao momento, sé foram
identificadas resisténcias ao sofosbuvir nos esquemas de monoterapia (mutacdo S282T)
(Svaroyskaia et al., 2012).

O sofosbuvir é eliminado predominantemente pelos rins, estando a sua administragcdo
contraindicada nos doentes com valores da taxa de filtracdo glomerular inferior a 30
mL/min/1,73m?, pelo risco de toxicidade por exposicdo a concentragdes elevadas dos
seus metabolitos. Todos os farmacos e substancias ativas indutoras da glicoproteina P
(P-gp: diretamente envolvida nos processos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo de diferentes farmacos) sdo responsaveis pela diminuicdo significativa das
concentracdes séricas de sofosbuvir e podem levar a reducdo do efeito terapéutico
(exemplos: rifampicina, carbamazepina, fenitoina e erva de Sao Jodo - hipericdo) [RCM
Sovaldi - Sofosbuvir, 2013].

A combinagdo tripla de IFN-a peguilado, ribavirina e sofosbuvir parece ser a op¢ao
mais eficaz e mais simples nos doentes infetados pelo geno6tipo tipo 1, que ndo tenham
sido submetidos a tratamentos anteriores, embora encerre o risco de selecionar
resisténcias no caso de falha do tratamento. A associacdo do sofosbuvir com o
simeprevir, com ou sem ribavirina, para os doentes infetados pelo gendtipo tipo 1, que
ndo tenham sido submetidos a tratamentos anteriores, aparece como a mais atraente das

combinacdes em Abril de 2014. A combinagdo do sofosbuvir com a ribavirina é
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subotima nos doentes infetados pelo gendtipo 1 e devera ser reservada para casos em
que nenhuma outra opg¢&o esta disponivel ou nos que estejam infetados pelo gendtipo 2.
Para o genotipo 3, a combinacdo tripla IFN-a peguilado, ribavirina e sofosbuvir aparece
como sendo mais eficaz do que a combinacgdo do sofosbuvir com a ribavirina que néao é
eficaz nos doentes com cirrose que falharam previamente o esquema IFN e ribavirina.
Nas situacBes em que estas opcBes ndo estdo disponiveis a combinagdo de IFNo —
peguilado e ribavirina é considerada aceitavel (EASL, 2014).

Tal como o simeprevir e daclatasvir, 0 sofosbuvir também é bem tolerado, mas a fungéo
renal deve ser regularmente avaliada nos pacientes sujeitos a este farmaco (EASL,
2014).

4.1.3.2 Inibidores ndo analogos dos nucledsidos

Estdo identificados 4 locais de ligacdo alostéricos onde os inibidores ndo analogos dos
nucledsidos podem exercer a sua a¢do farmacoldgica de inibicdo da polimerase NS5B.
Atualmente numerosos farmacos deste grupo estdo em diferentes fases de avaliacdo
clinica (I e ), nomeadamente os inibidores “dedo polegar” 1 - BI207127, BMS-
791325, “dedo polegar” 2 - filibuvir e VX-222; “palma da mao” | - ANA 598 e ABT-
333 e o0s “palma da mé&o” Il - tegobuvir e IDX-375.

De um modo geral, os inibidores ndo analogos dos nucledsidos apresentam baixa
atividade antiviral e reduzida barreira genética a resisténcia quando sdo administrados
isoladamente (monoterapia). Devido a estas carateristicas estes farmacos s6 devem ser
administrados em associacdo com outros antivirais. Contrariamente aos analogos dos
nucledsidos ndo desenvolvem atividade antiviral idéntica contra todos os genotipos de
VHC (Gentile et al., 2014).

4.1.3.2.1 Filibuvir (FVL)

Os resultados do estudo de Rodriguez-Torres, 2014 demonstraram que a adi¢do de FLV
a PEG-IFN/RBV produziram taxas de resposta virologica superiores comparadas com
administracdo de PEG-IFN/RBYV apenas.

A RBYV desempenha um papel critico na diminuigdo do nimero de recidivas em doentes
tratados com PEG-IFN/RBV; no entanto uma analise cuidada dos dados da sua

farmacocinética sugerem que ndo héa interacGes negativas entre a RBV e o FLV. A
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rapida emergéncia de estirpes virais com suscetibilidade reduzida a FLV pode ser
responsavel pela baixa correlagdo entre as taxas de SVR e de RVR. Estudos anteriores
ja tinham evidenciado o aparecimento de mutac6es (single-step) induzidas pelo FLV; no
entanto desconhece-se a sua influéncia no aparecimento de mutacdes quando €
administrado em associacdo com PEG-IFN e RBV.

A taxa de recidiva (35,9-42,9%) observada num dos “bracos” de FLV deste estudo é
superior & observada com a terapéutica PEG/IFN-RBV ou com outros esquemas, nos
quais a primeira geracdo de agentes antivirais de acdo direta € combinada com PEG-
IFN/RBV. A alta taxa de recidiva observada na terapéutica com FLV pode estar
relacionada com a poténcia do agente, a barreira genética a resisténcia, 0 mecanismo de
acdo ou a combinacdo destas carateristicas.

Independentemente da dose administrada de FLV na associacdo com PEG-IFN/RBV
ndo se verificou uma diminuicdo significativa das taxas de SVR. E possivel que este e
outros agentes possam desempenhar um papel importante em futuros esquemas

terapéuticos, nomeadamente nos que nao incorporam IFN.

4.1.3.2.2 Tegobuvir

O Tegobuvir foi testado em combinagdo com o IP GS-9256 associado ao peginterferéo-
a e a ribavirina num esquema terapéutico quadruplo. Com esta combinagdo obtiveram-
se taxas de RVM4 de cerca de 98% em doentes naive infetados pelo genotipo 1 (Nelson
et al.,, 2012). No entanto a empresa farmacéutica anunciou a descontinuagcdo de
tegobuvir em Fevereiro de 2014 (Wyles et al., 2014).

4.1.3.2.3 Dasabuvir

O Dasabuvir é também um inibidor ndo analogo dos nucleésidos da NS5B. A sua
utilizacdo associada a outros AADs tem permitido obter taxas de SVR elevadas (cerca
de 95%) em doentes infetados pelo genotipo 1 com boa toleréncia e seguranca (Gentile
etal., 2014).

O chamado esquema de tratamento “3D”, que foi aprovado pela FDA em Dezembro de
2014, é uma combinacdo de quatro farmacos, designadamente de ABT-450, ritonavir,

ombitasvir e dasabuvir que pode ser administrado com ribavirina.
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Os estudos clinicos PEARL-IV, SAPPHIRE-I e SAPPHIRE-II, incluiram 1060
infetados com o gendtipo 1, pacientes nunca antes tratados ou resistentes a outros
tratamentos, com ou sem cirrose, que receberam tratamento “3D” combinado, ou ndo,
com ribavirina. Os doentes sem cirrose receberam tratamento de 12 semanas e 0S
pacientes com cirrose 24 semanas. Nos doentes sem cirrose a cura foi semelhante entre
0s pacientes nunca antes tratados ou naqueles que fracassaram um tratamento anterior
utilizando interferdo; a taxa de SVR foi de 95,7% nos que combinaram o “3D” com
ribavirina, e de 90,2% naqueles que receberam o “3D” sem ribavirina. No grupo de
pacientes com cirrose que receberam 24 semanas de tratamento combinado com
ribavirina a cura atingiu 90,6%.

Nos estudos SAPPHIRE-II ou PEARL-II foram incluidos 209 doentes infetados pelo
gendtipo 1 sem cirrose e que nao responderam a tratamentos anteriores (ARN-VHC
detetavel a 24? semana de tratamento com interferdo); foram tratados com o esquema
“3D” combinado ou ndo com ribavirina, tendo-se obtido uma taxa de cura total de
95,7%.

No estudo TURQUOISE-II foram incluidos 380 doentes com cirrose infetados pelo
gendtipo 1; foram tratados com o esquema “3D” combinado com ribavirina, durante 12
ou 24 semanas; a cura foi conseguida em 91,8% dos que receberam tratamento de 12
semanas e em 95,8% dos que foram tratados durante 24 semanas.

Um outro estudo, CORAL-I, incluiu doentes anteriormente sujeitos a transplante
hepético nos quais existiu recidiva e infetados com o gendtipo 1 que apds o transplante
ainda ndo tinham recebido qualquer tratamento antiviral. Foram tratados com o esquema
“3D” e 97% obtiveram a cura da infecdo ao fim de 12 semanas de tratamento. Nos
pacientes que tomavam ciclosporina e tacrolimus para evitar a rejeicdo do novo figado

foi necessario adaptar a dosagem devido as interagdes medicamentosas.

4.1.4 Inibidores da polimerase NS5A

4.1.4.1 Ledispavir

O Ledispavir € um novo farmaco sintético utilizado no tratamento da infe¢do por VHC.
E eficaz nos doentes infetados pelo genétipo 1, mas ndo estd comprovada para 0s
gendtipos 4, 5 e 6, nem nos doentes coinfetados, hemodializados, idosos ou que

apresentem cirrose descompensada (Gentile et al., 2014).
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No tratamento utilizando a sua associacdo com o sofosbuvir obtiveram-se respostas
viroldgicas sustentadas em doentes infetados pelo gendtipo 1 que ndo tinham tido SVR
com esquemas que incorporaram interferdo. Num estudo de Afdhal et al., 2014,
envolvendo 440 doentes, dos quais 20% apresentavam cirrose e 79% infecbes pelo
subtipo 1a, foram divididos aleatoriamente de forma a receberem o inibidor NS5A,
ledispavir e sofosbuvir (autorizado pela FDA em Outubro de 2014 com o nome de
HARVONI) numa dose diéria Unica durante 12 semanas, ledispavir-sofosbuvir durante
24 semanas ou ledispavir-sofosbuvir com ribavirina durante 24 semanas. O endpoint
primario apresentou uma resposta virologica sustentada as 12 semanas depois do

tratamento ter terminado (Thompson, Richard e Lee, 2014).

4.1.4.2 Daclatasvir

O Daclatasvir € o primeiro inibidor altamente seletivo do NS5A (complexo de
replicagdo) que tem um duplo mecanismo de agéo, inibindo duas etapas do ciclo de
replicacdo: sintese de ARN e formacéo e secrecdo da particula viral. Foi aprovado em
Setembro de 2014 e é eficaz contra os gendtipos 1, 2, 3 e 4 (Gentile et al., 2014). Tem
uma acdo sinérgica com outros AADs. Num estudo de Sulkowski et al., 2014, em que
este farmaco foi adicionado ao sofosbuvir para o tratamento quer de doentes que nunca
tinham sido submetidos a tratamento, quer dos que ja tinham sido mas ndo tiveram
SVR, foi identificada a presenca do polimorfismo NS5A-A30K gue esta associado a
resisténcia natural das estirpes ao daclatasvir. Neste estudo a maioria dos doentes tem
uma resposta virologica sustentada, com taxas de 98% nos infetados pelo genétipo 1,
independentemente do subtipo viral ou de ter havido ou ndo falha no primeiro
tratamento com inibidores da protease, e de 91% nos doentes infetados pelos genotipos
2 ou 3. Este estudo demonstra igualmente que a combinacdo de um inibidor da NS5A
com um inibidor da NS5B est4 associado a taxas de cura elevadas mesmo nos doentes
que apresentavam estirpes com mutacdes de resisténcia para os inibidores da protease
que emergiram depois do tratamento sem sucesso com telaprevir ou boceprevir. A
associacdo do daclatasvir com o sofosbuvir apresenta taxas de resposta viroldgica
sustentada elevadas nos doentes com as carateristicas enunciadas e que ndo tinham
respondido aos tratamentos — gendtipo 3, subtipo la, gendtipos IL28B ndo-CC e raca
negra. Evidéncias recentes sugerem que o genétipo 3 pode ser mais resistente ao

tratamento do que os outros gendtipos. Neste estudo 16 dos 18 doentes que estavam
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infetados pelo gen6tipo 3 apresentaram uma resposta virologica sustentada 12 semanas
depois de terminado o tratamento e verificou-se que muitos doentes apresentavam
genotipos 1L28B ndo-CC e a taxa de resposta era maior entre eles (Sulkowski et al.,
2014).

Com a combinacdo tripla de PEG-IFNa, ribavirina ¢ daclatasvir, os pacientes que nao
alcancam um nivel de ARN-VHC < 251U/mL na semana 4 e indetetavel a semana 10
devem receber os 3 fa&rmacos 24 semanas. Os pacientes que ndo alcancam um nivel de
ARN-VHC < 25lU/mL na semana 4 e indetetavel na semana 10 devem parar o
daclatasvir na semana 12 e continuar com PEG-IFNa e ribavirina isolados até a semana
24 (EASL, 2014).

Apesar de existirem poucos dados disponiveis a combinacdo do sofosbuvir com o
daclatasvir, associada ou ndo a ribavirina é a opcao livre de interferdo mais atrativa para
os doentes infetados pelo gendtipo 3 (EASL, 2014).

Occludine

HCV , A a-glucosidase inhibitors
@
Entry inhibitors ~ *94

LDL-R
SR-B1

NS5B inhibitors
Cyclophilin B inhibitors
NS3/4Ainhibitors

NS5A inhibitors

Figura 5 — Representacdo esquematica do ciclo de vida do VHC e dos alvos dos farmacos antivirais de

acao direta (adaptado de Hepatology, 2014)

4.2. Esquemas terapéuticos e sua monitorizacéo laboratorial

Em suma, atualmente sdo considerados os melhores esquemas terapéuticos atuais desde
que disponiveis todos os farmacos: para o gendtipo 1b a combinagdo de “3D” durante
12 semanas ou sofosbuvir com ledispavir durante 8 a 12 semanas; para 0 gen6tipo 1a, a
combinac¢do “3D” com ribavirina por um periodo de 12 semanas ou sosfosbuvir com
ledispavir com 8 a 12 semanas ou peginterferdo com ribavirina e sofosbuvir durante 12
semanas; para o genotipo 2 sofosbuvir com ribavirina 12 semanas e para o genotipo 3
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em doentes ndo cirroticos peginterferdo com ribavirina e sofosbuvir durante 12 semanas
ou sofosbuvir e ribavirina durante 24 semanas. As recomendacdes internacionais
aconselham ainda como as combinagdes terapéuticas mais eficazes sempre que
passiveis de comercializacdo e devidamente regulamentados para além destes
esquemas: para 0 gendtipo tipo 1 peginterferdo com ribavirina e sofosbuvir durante 12
semanas, ou peginterferdo com ribavirina e simeprevir durante 24 semanas,
peginterferdo com ribavirina e daclatasvir durante 24 semanas ou sofosbuvir com
ribavirina durante 24 semanas ou sofosbuvir com simeprevir durante 12 semanas ou
sofosbuvir com daclatasvir durante 12 semanas; para 0 genétipo 2 também
peginterferdo com ribavirina e sofosbuvir durante 12 semanas, e para 0 genoétipo 3

sofosbuvir com daclatasvir durante 12 semanas (ver figura 6 e 7).

3D 12s
SOF+LDV 8 a12s SOF+RBYV 125

3D+RBV 125 PEG+SOF+RBV 125
SOF+LDV 8 a 125 SOF+RBV 24s
PEG+SOF+RBYV 12s

(em ndo-cirréticos)

Figura 6 — Resumo das melhores combinagdes terapéuticas disponiveis atualmente (adaptado de VII

Workshop Internacional de Actualizagdo em Hepatologia, 2014).
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PEG+RBV+SOF 125 SOF+RBV 125 PEG+RBV+SOF 125

PEG+RBV+SMV 24s PEG+RBV+SOF 125 SOF+RBV 24s
PEG+RBV+DCV 24s SOF+DCV 125
SOF+RBV 245
SOF+SMV 125
SOF+DCV 125

Figura 7 — Recomendacdes Europeias para o tratamento da hepatite C em 2014

(adaptado de VII Workshop Internacional de Actualizacdo em Hepatologia, 2014)

Conforme referido anteriormente devera ser efetuada uma monitorizacdo da eficacia do
tratamento pelo que nos pacientes tratados com a combinagéo tripla de PEG-IFN-a,
ribavirina e sofosbuvir durante 12 semanas, 0 ARN-VHC deve ser medido na linha de
base e as semanas 4, 12 (final do tratamento), e 12 ou 24 semanas ap6s o final da
terapéutica; nos pacientes tratados com a combinacdo tripla do PEG-IFN-a, ribavirina e
simeprevir (12 semanas mais 12 ou 36 semanas de PEG-IFN-a e ribavirina apenas, o
ARN-VHC deve ser medido na linha de base, semana 4, 12 e 24 (final do tratamento no
tratamento naive, nos recidivantes precedentes), semana 48 (final do tratamento nos
precedentes parciais e respondedores nulos), e 12 ou 24 semanas apos o final da terapia;
nos pacientes tratados com um esquema livre de interferdo (sofosbuvir mais simeprevir
com ou sem ribavirina 12 semanas, sofosbuvir mais daclatasvir com ou sem ribavirina
12 ou 24 semanas, sofosbuvir com ribavirina 12 ou 24 semanas), 0 ARN-VHC deve ser
medido na linha de base, semana 2 (acesso a adesdo), semana 4, semana 12 ou 24 (final
do tratamento) e 12 ou 24 semanas apos o final da terapéutica (EASL, 2014).

No caso dos pacientes cirréticos que definitivamente alcancam uma SVR devem ser
retestados para 0 ARN-VHC as 48 semanas apds o tratamento. Se o0 ARN-VHC
permanece sem ser detetado, a infecdo pode ser considerada como erradicada e 0 ARN-
VHC ndo é necessario ser retestado (EASL, 2014).
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5. FATORES GENETICOS DE PROGNOSTICO

5.1 Polimorfismo do nucledtido simples proximo do gene 1L28B

Em 2009 varios estudos relacionados com a infecdo de VHC e associados ao genoma
(GWAS — Genome Wide Association Studies), incluindo o estudo de Matsuura, 2014,
demonstraram que o polimorfismo do nucleétido simples (SNP) préximo do gene da
interleucina 28B esta fortemente associado com a resposta da terapéutica PEG-
IFN/RBYV para a infecdo do gendétipo 1. Como resultado, a predi¢do do tratamento em
curso especialmente nos ndo respondedores a PEG-IFN/RBV, foi significativamente
melhorado por genotipagem para o IL28BSNP, levando a personalizacdo da medicina
para o CHC.

Fabris et al., em Matsuura, 2014 demonstraram que pacientes com gendétipo nao
favoravel de IL28B estavam em risco aumentado de fibrose hepatica severa.
Contrariamente um gen6tipo favorével de IL28B demonstrou ser associado a uma
elevada atividade inflamatoria e progressdo de fibrose em varios trabalhos. A
inflamacéo foi mais ativa e a progressao fibrética foi mais severa em pacientes com um
gendtipo favoravel 1L28B. Barreiro et al., analisaram o impacto do gendtipo de 1L28B
no risco de desenvolvimento de cirrose em pacientes coinfetados com HCV/HIV
recebendo terapia antiretroviral. Em pacientes com um genétipo favoravel 1L28B, a
cirrose é mais frequente e significa que a alanina aminotransferase estd mais elevada
que em pacientes com genotipos 1L28B desfavoraveis, sugerindo que 0s “portadores” de
IL28B favoraveis podem demonstrar uma progressdo mais rapida de fibrose hepatica
relacionada com VHC como resultado do aumento da inflamacao hepatica.

A informacdo do teste do polimorfismo IL28B de nucle6tido simples e as substitui¢coes
da proteina do nucleo podem levar a uma melhor predicdo da linha de base de SVR nas

terapéuticas de simeprevir com peginterferdo e ribavirina (Matssura, et al., 2014).

Dos trabalhos ja referidos desenvolvidos em 2009, quatro grupos revelaram uma forte
associacao entre o polimorfismo genético préximo do locus 1L28B no cromossoma 19 e
a erradicacdo do VHC por tratamento induzido.

O gendtipo CC em rs12979860 demonstrou uma taxa duas vezes superior de
atingimento de SVR nos Europeus e Hispanicos, e uma taxa trés vezes superior de SVR

nos afro-americanos relativamente ao genotipo ndo-CC. Suppiah et al., analisaram num
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outro estudo, Caucasianos, demonstrando que rs8099917 foi o polimorfismo mais
fortemente associado a SVR.

Num ensaio liderado por Rauch et al., onde foram investigados 465 Caucasianos
infetados com VHC gendtipos 1, 2, 3 ou 4, o forte valor preditivo do polimorfismo
IL28B foi observado nos pacientes com gendtipo 1 e 4, mas ndo nos doentes com
infecéo 2 e 3. Os estudos precoces documentaram que rs12979860 ou rs8099917 sdo 0s
polimorfismos mais significativamente associados com a resposta a terapéutica
(Matsuura et al., 2014).

Também na coinfecdo crénica VHB/VHC/VHB foi identificado o genoétipo 1L28BCC
como um preditor independente da erradicagédo de VHC (Coppola et al., 2014).

Tabela 5 — GWAS de associagdes entre o gendtipo favordvel IL28B e SVR na terapéutica de PEG-
IFN/RBV

Study Ref Population GWAS/replication Significant Odds P value HCV
size SNP ratio genotype
Ge etal. ! European American, 1137/none rs12979860 3.10 1.37x 107 1
African American, Hispanic
Suppiah et al. 8 Australian, European 293/555 rs8099917 1.98 7.06% 10 1
Tanaka et al. g Japanese 142/172 rs8099917 12.10 1.18x 1078 1
Rauch et al. a European 465/none rs8093917 5.19 3.11x10°% 1-4

Favorable IL28B genotype means rs8099917 TT or rs12979860 CC genotype.
GWAS, genome-wide association study; /L28B, interleukin-28B: PEG-IFN, pegylated interferon; RBV, ribavirin; Ref., reference number; SNP, single
nucleotide polymorphism; SVR, sustained virological response

5.2 Determinacéo do polimorfismo do gene 1L28B

O polimorfismo do promotor de IL28B na posi¢do -3176 C/T (rs12979860) tem sido
recentemente correlacionado com uma taxa de cura espontanea significativamente
elevada no virus da hepatite C, em particular pacientes com o genétipo CC que
apresentam uma SVR de 55-80% comparativamente com individuos com o genotipo CT
ou TT (Thomas et al., 2009).

O genotipo deste alvo num extrato de acido nucleico é determinado de forma simples
através da metodologia de PCR.

Um fragmento longo de 139 pb é amplificado com primers especificos e analisado
posteriormente numa curva de melting, usando um oligdmero SimpleProbe que é
especifico para o alelo C-3176. Os fragmentos de PCR resultantes sdo analisados com

uma sonda SimpleProbe e os genotipos sdo identificados fazendo correr uma curva de
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melting com pontos de melting especificos Tm. O alelo T tipo selvagem exibe uma Tm
de 51,4°C (capilar) ou 55°C (placa), enquanto que a variante do alelo protetora apresenta
um aumento significativo de 8°C na temperatura de melting. O protocolo inclui 4
passos: 1 - Desnaturacdo: desnaturacdo da amostra e desnaturacdo da enzima; 2 —
Cycling: desnaturacdo da amostra e ativacdo da enzima; 3 — Melting: Analise da curva

de melting para identificacdo do produto de PCR derivado do alvo e 4 — Arrefecimento.

Melting Peaks Melting Curves
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Figura 8 — Dados da amostra para a dete¢éo do sistema IL28B (a imagem da direita apresenta os picos de
melting no canal 530; a imagem da esquerda apresenta as curvas de melting) (adaptado de LightMix kit
IL28B)

Os picos verdes representam a variante homozigética (T/T), os pretos a variante

heterozigotica (C/T) e os vermelhos a variante homozigética (C/C).

5.3 Interferdo lambda (IFN-2)

Tem sido descrito que a expressdo de elevado nivel de ISGs intra-hepaticos afetam a
resposta a terapéutica de PEG-IFN/RBV e estudos recentes revelaram uma associagdo
entre 0 gendtipo IL28B e o0s niveis de expressdo dos ISGs intra-hepéticos (figura 9).
Adicionalmente o sistema imune inato: o recetor toll-like 3 e o gene I inducivel do &cido
retindico que sinalizam as vias de inducdo do IFN-B tém um papel essencial na defesa
antiviral do hospedeiro contra a infe¢do do VHC.

Asahina et al. em Matsuura et al., 2014 demonstraram que as expressdes dos genes

intrahepéaticos envolvendo a imunidade inata estdo fortemente associadas com o
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gendtipo IL28B e a resposta a PEG-IFN/RBV. No que diz respeito a expressdo da IL28B
em PBMCs (células mononucleadas do sangue periférico), Suppiah et al., e Matsuura et
al., demonstraram que era superior nos pacientes com gendtipo favoravel de IL28B.
Estes autores demonstraram que a inducdo de varios 1SGs nos PBMCs apds a
administracdo de PEG-IFN/RBV apresentava tendéncia para ser mais forte no grupo
SVR que no NVR.

O IFN-o afeta diretamente a fung¢do das DCs (células dendriticas) e aumenta
significativamente a producdo de IFN-A. Baseada nestes achados ¢é tentador especular
que o IFN-a exdgeno possa aumentar a produgdo de IFN-A por DCs e/ou hepatdcitos
infetados por VHC durante a terapéutica com IFN-a, e isto pode dar uma explicacdo
potencial porque as variantes genéticas de IL28B prevém o resultado da terapéutica de
IFN- o.

Recentemente, Prokunina — Olsson et al. (2013) desenvolveram uma sequéncia de ARN
em hepatdcitos humanos primarios ativados com ARN de dupla-cadeia que mimetizam
a infecdo de VHC. Estes autores descobriram que uma nova regido induzida
transitoriamente que continha uma variante dinucleotidica ss469415590 (TT ou AG)
estava fortemente associada com a resolucdo do VHC. O polimorfismo ss469415590
esta localizado a montante de IL28B e estd em elevado enlace de desequilibrio com
rs12979860. O alelo ss469415590 AG ¢ uma variante frameshift que cria um novo gene,
designado IFNL4 codificando a proteina tipo III IFN A4, a qual é bastante similar a IFN-
A3 (Prokunina - Olsson, et al., 2013).

Comparado com 1L28B SNP, o IFN-A SNP estd mais fortemente associado com a
resolucdo do VHC nos individuos ancestrais Africanos, ainda que forneca informacao
comparavel nos Europeus e Asiaticos. A cinética viral, especialmente a resposta na
semana 4, tem um elevado valor preditivo, e a relevancia de 1L28B como marcador
preditivo para o0 sucesso da terapia tripla com PEG-IFN/RBV/PI é menos significativo.
Os mecanismos pelos quais IFN-As sdo ativos contra a infecdo por VHC devem ser
elucidados através de analises funcionais de IFN-As no futuro (Matsuura et al., 2014).
Estas afirmacGes encontram-se esquematizadas na figura 9.

Testar a IL28B pode ser util para determinar a resposta a IFN e a probabilidade de
atingir RVR com PEG-IFN/RBV antes de iniciar a terapéutica tripla com PEG-
IFN/RBV mais um antiviral de acdo direta, especialmente em paises com orgcamentos de
salde limitados. Marcadores preditivos adicionais estdo também a ser avaliados, por

exemplo, niveis séricos baixos de interferdo y de proteina 10 inducivel (IP-10) associada

Pagina 57 de 71



com SVR e podem melhorar o valor preditivo para descriminacdo entre SVR e nédo

resposta (Prokunina - Olsson, et al., 2013).

IL28B SNP
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IFN-at IFN-

treatment QI
~ >
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cellular immune responses

= HCV infected-Liv

i environment,~|

Figura 9 — Papel potencial do polimorfismo de nucledtido simples (SNP) Interleucina-28B (IL28B) na

resposta a terapéutica com IFN-a (adaptado de Matsuura et al., 2014)

6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A elevada prevaléncia da infecdo por VHC a nivel mundial requer esforcos renovados
na prevencdo primaria incluindo o desenvolvimento da vacina, bem como novas
abordagens a prevencao secundaria e terciaria para reduzir as complicaces da doenca
hepética crénica e melhorar a qualidade de vida dos doentes ja portadores de doenca
hepaética.

A melhoria das taxas de SVR e a diminuigdo da incidéncia, quer do aparecimento de
resisténcias, quer de complicacOes relacionadas com a toxicidade dos farmacos, pode
passar pela definicdo das suas concentragcdes sanguineas terapéuticas 6timas e das que
estdo relacionadas com um risco de dano elevado para os doentes por sobredosagem,
para permitir o desenvolvimento de procedimentos de medida cujos resultados possam

ajudar a ajustar, em tempo Util, as doses e os seus intervalos de administragéo.
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Ainda que a evolucéo terapéutica tenha sido notavel nos ultimos anos o custo € e sera
inevitavelmente funcdo da eficcia, sobretudo em paises em que 0S recursos Sao
limitados, e é fundamental uma gest&o criteriosa das verbas publicas.

Em Portugal a estratégia nacional para controlo e erradicacdo da hepatite C tera de
passar obrigatoriamente por um conjunto de medidas que conjugam coordenacdo de
esforgos, financiamento extraordinario, prevencdo, acesso facilitado e aplicacdo de
terapéuticas mais eficazes e toleraveis/seguras. E as recomendacfes terdo por base as
normas europeias cuja lista de prioridades serdo a motivacdo do doente, estadio
histologico, custo e disponibilidade.

Na generalidade serdo fundamentais e necessarias a continuacdo de investigacdo e
pesquisa intensas para determinar qual o esquema de tratamento 6timo em termos de
seguranca e eficacia para cada paciente individualmente, para o atingimento definitivo

da erradicacdo do virus da hepatite C.
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