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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
Vanessa Duarte da Costa

Introdugdo: Um dos fatores limitantes da eficacia da terapia antiviral no tratamento

da infeccao pelo virus da Hepatite C (HCV) com o uso de inibidores de protease (IP)
€ 0 surgimento de resisténcia causada por mutacdes pontuais. Objetivo: Analisar a
prevaléncia de mutacdes na regido da serino-protease da NS3 associadas a
resisténcia aos IP em pacientes infectados pelos subtipos 1a e 1b do HCV. Métodos:
Extracdo de RNA viral, reacdo de PCR com primers especificos para cada subtipo e
purificacdo seguida pela reacdo de sequenciamento nucleotidico foram realizadas.
As sequéncias obtidas abrangendo os nucleotideos 3466-3961 do genoma do HCV
foram editadas no programa MEGA 6.0. As substituicbes observadas nas posi¢coes
de aminoacidos associadas a resisténcia aos IP foram relacionadas apds submisséo
ao site geno2pheno. Resultados: Um total de 65 amostras (Subtipo la: n=47;
Subtipo 1b: n=18) de pacientes ndo-respondedores ao tratamento prévio por terapia
dupla IFN/RBV (n=8) ou terapia tripla com IP boceprevir ou telaprevir (n=15) e
virgens de tratamento (n=42) foram sequenciadas. As muta¢gbes V36M/L e R155K
foram observadas apenas no subtipo 1a, em 33,3% e 4,7% respectivamente, dos
pacientes nao-respondedores a terapia dupla/tripla. Em pacientes virgens de
tratamento, a mutacado V36M foi observada em uma (3,8%) sequéncia do subtipo 1a
e a T54S em uma (6,25%) do subtipo 1b. A mutacdo Q80K associada a resisténcia
ao Simeprevir ndo foi observada em nenhuma sequéncia do subtipo la neste
estudo, porém foi detectada pela primeira vez no Brasil em uma sequéncia do
subtipo 1b de paciente virgem de tratamento. Concluséo: Os dados desse trabalho
destacam que os isolados brasileiros do HCV apresentam um padrao distinto de
polimorfismos associados a resisténcia ao simeprevir em comparagdo a outros
paises, evidenciando que ndo ha necessidade de incorporacdo de testes de

resisténcia pré-tratamento para pacientes infectados por subtipos 1a e 1b do HCV.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL
Vanessa Duarte da Costa

Introduction: One of the limiting factors of the effectiveness of the antiviral therapy of

hepatitis C virus (HCV) infection with the use of protease inhibitors (PI) is the
emergence of resistance due to point mutations. Aim: To analyze the prevalence of
mutations in the HCV NS3 serine protease associated with Pl resistance in patients
infected with subtypes la and 1b of HCV. Methods: Viral RNA extraction, PCR
reactions with specific primers for each subtype and purification followed by
nucleotide sequencing reaction were performed. The obtained sequences covering
nucleotides 3466-3961 of the HCV genome were analyzed by MEGA 6.0 program.
The substitutions observed in the amino acid positions associated with PI resistance
were related after submission to the site geno2pheno. Results: A total of 65 samples
(subtype 1l1la: n=47; subtype 1b: n=18) of non-responding patients to previous
treatment by dual therapy IFN/RBV (n=8) or triple therapy with Pl boceprevir or
telaprevir (n=15) and treatment-naive patients (n=42) were sequenced. V36M/L and
R155K mutations were observed only in the subtype 1a, in 33.3% and 4.7%,
respectively, of non-responders to double/triple therapy. In treatment-naive patients,
V36M mutation was observed in one (3.8%) sequence of subtype la and T54S in
one (6.25%) of subtype 1b. The Q80K mutation associated with resistance to
simeprevir was not observed in any sequence subtype la in this study, but was for
the first time detected in Brazil in a subtype 1b sequence of a treatment-naive
patient. Conclusion: Data from this study point out that the Brazilian isolates of HCV
have a distinct pattern of polymorphisms associated with resistance to simeprevir in
comparison to other countries, showing that there is no need to incorporate

pretreatment resistance tests for infected patients with subtypes l1a and 1b of HCV.
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1  INTRODUCAO

1.1 Historico da hepatite C

Muitos anos foram percorridos desde a caracterizacdo da hepatite ndo-A néo-
B, em 1975, até a descoberta do virus da hepatite C (HCV), em 1989, por Choo et
al. Até a década de 1980, cerca de 10% de todos os pacientes que recebiam
transfusdo de sangue e derivados nos Estados Unidos apresentavam hepatite pos-
transfusional, ocasionando cerca de 15.000 novos casos de hepatite secundaria a
transfusdo. Com o desenvolvimento de novas técnicas para a deteccédo do antigeno
de superficie do virus da Hepatite B (entdo denominado antigeno Australia) ficou
claro que o mesmo era responsavel por menos de 25% desses casos. Os testes
sorologicos mostraram que a transmissao do virus da hepatite A (HAV) raramente
ocorria através do sangue. Por essa razao, foi introduzido o termo hepatite ndo-A
nao-B (NANB) para a designacao desses casos (Feinstone et al., 1975).

Em 1989, um grupo composto por Choo et al. elucidou a natureza do virus
responsavel pela hepatite NANB poés-transfusional. A metodologia utilizada no novo
agente foi inédita. A partir do soro de chimpanzés infectados com sangue de
pacientes com hepatite NANB, os autores isolaram todo o acido nucléico e, a partir
desse pool, obtiveram uma biblioteca de fragmentos de DNA complementar usando
transcriptase reversa com iniciadores randdémicos. Esse processo deu origem a
cerca de 6 milhdes de sequéncias complementares aos acidos nucléicos
encontrados no soro infeccioso. As sequéncias foram inseridas em fagos vetores e
expressos em Escherichia coli. Cada polipeptidio resultante foi testado contra soros
de pacientes com hepatite NANB cronica para detectar reatividade com anticorpos
séricos. ApoOs cerca de um milhdo de testes terem sido realizados foi identificada
uma amostra que reagia com anticorpos dos soros infectados, mas néo reagia com
0s soros-controle (ndo infectados). O fragmento de DNA complementar que foi
usado para dar origem a esse polipeptideo foi entdo, usado como sonda de
hibridizacdo para extrair o acido nucléico original a partir do qual o fragmento havia
sido gerado. Dessa maneira, 0 genoma completo do agente suspeito foi identificado.
Foi encontrado RNA de fita simples com cerca de 10.000 nucleotideos de
comprimento. Esse agente foi denominado de virus da Hepatite C (HCV).



1.2 Epidemiologia

As hepatites virais constituem uma das maiores causas de transplantes
hepéticos no mundo, com destaque para a hepatite C (CDC, 2014). As estimativas
mais recentes da hepatite C revelam que nos ultimos 15 anos ocorreu um aumento
na soroprevaléncia para 2,8%, o que equivale a mais de 185 milhdes de infectados
mundialmente (Mohd Hanafiah et al., 2013).

A hepatite C apresenta elevado impacto na saude publica global, cuja
agressao hepatocelular causada pelo HCV leva a fibrose hepdtica, cirrose e
carcinoma hepatocelular (CHC). Nas fases avancadas, pode levar ao 6bito (Mandell
et al., 2010). Estima-se que entre 60% e 70% dos portadores da infec¢do por HCV
desenvolverdo doenca hepatica cronica, necessitando de assisténcia a saude
especializada e de alta complexidade. Adicionalmente, estima-se que a hepatite C
seja responsavel por aproximadamente 350.000 mortes por ano (CDC, 2014).

A prevaléncia da infeccdo pelo HCV em uma populacdo somente pode ser
estimada por estudos sorolégicos, porque muitos dos que apresentam viremia
persistente ndo manifestam sintomas clinicos. Embora o HCV seja endémico no
mundo, existe um grau de variabilidade na taxa de prevaléncia em sua distribuicdo
geografica. Paises com as maiores taxas de prevaléncia descritas estéo localizados
na Asia e na Africa, ao contrario de paises da América do Norte e regido Norte e
Ocidental da Europa que apresentam as menores prevaléncias (Aradjo e Barone,
2010). A incidéncia € maior em comunidades de paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, chegando a aproximadamente 4 a 6% em alguns grupos
populacionais de regides da Africa e do Oriente Médio, e até 18,1% no Egito (Frank
et al., 2000). Nos Estados Unidos, na Europa e no Japdo, a prevaléncia atinge
médias entre 1 a 2% da populacdo geral (Perz et al., 2004).

No Brasil, dados do inquérito soroepidemioldogico de base populacional,
iniciado em 2004, mostram prevaléncia de anti-HCV entre 0,94 e 1,89% na faixa
etaria compreendida entre 10 e 69 anos (MS, 2009). Neste estudo de prevaléncia de
base populacional, realizado nas capitais brasileiras, as seguintes prevaléncias de
anti-HCV foram encontradas: 2,1% na Regido Norte, 0,7% no Nordeste, 1,3% no
Centro-Oeste, 1,3% no Sudeste; 1,2% na Regido Sul e 0,8% no Distrito Federal. Os
fatores de risco mais relevantes encontrados na populagcéo de 13 a 69 anos foram o
uso de drogas injetaveis e o uso de droga inalada (MS, 2010). Segundo a analise da
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série historica brasileira realizada pela Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo (FMUSP), estima-se que existam no Brasil entre 1,4 e 1,7 milhdes de
portadores de hepatite C — ndmero significativamente inferior as estimativas da
Organiza¢do Mundial da Saude (Lavanchy D, 2009; Lavanchy D, 2011). Grande
parte dos portadores de hepatite C desconhece o diagnostico e o tratamento da
doenca, assim como muitos ignoram como ocorreu a transmissdo. No Brasil,
aproximadamente 10.000 casos sdo notificados a cada ano (DATASUS, 2014).
Atualmente 86% dos casos notificados de hepatite C concentram-se nas regides Sul
e Sudeste (DATASUS, 2014).

A transmissdo do HCV ocorre principalmente por via sanguinea através da
exposicdo ao sangue contaminado: transfusdo de sangue nédo triado para HCV,
receptores de derivados do plasma - raro atualmente, transplante de orgéos,
exposicao percutanea (tatuagem, lesbes provocadas por instrumentos perfuro-
cortantes: agulhas, bisturi, etc), e compartilhamento de instrumentos utilizados para
injecdo de drogas ilicitas. A transmissdo nosocomial pode ocorrer em trabalhadores
da area da saude e unidades de hemodialise. Além disso, também deve ser
considerada a transmissdo parenteral decorrente de procedimentos dentarios,
acupuntura e procedimentos invasivos e em menor frequéncia a transmissao vertical

e sexual.

1.3 Estrutura e organizagcdo gendmica do HCV

O HCV é um virus RNA de fita simples de polaridade positiva, envelopado,
pertence ao género Hepacivirus da familia Flaviviridae. O didametro varia de 42 a 65
nm e seu genoma possui 9,7 kilobases de comprimento (Figura 1.1). Conforme
representado na figura 1.2, o genoma viral possui duas pequenas regides nao
codificantes em cada extremidade e uma longa fase de leitura aberta (open reading
frame) que codifica uma poliproteina com cerca de 3000 aminoacidos que, pela acédo
de proteases virais e celulares é clivada em proteinas estruturais (core, E1 e E2) e
nao-estruturais (P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B), essas Ultimas
responsaveis pela replicacao viral (Strauss E, 2001). Os virions podem circular na
corrente sanguinea complexados as lipoproteinas de baixa densidade ou as
imunoglobulinas, ou como particulas livres. O HCV possui uma relacdo estrita de

hospedeiros, sendo apenas o0 homem e o chimpanzé suscetiveis a infec¢cdo natural
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(Brass et al., 2007). A grande dificuldade de estudo da hepatite C reside no fato de
ser o HCV um patégeno humano, ndo havendo animal de experimentacdo de
pequeno porte para o estudo de todo o ciclo infeccioso e de imunopatogénese (Bukh
J et al., 2012), bem como falta ainda um sistema de cultura de células eficiente para

os diferentes genotipos do HCV (Sung et al., 2015).

proteinas do envelope

proteinas do capsidio

RNA viral

Figura 1.1: Organizagéo estrutural do HCV (Fonte: Strauss E, 2001)

As proteinas ndao-estruturais sao responsaveis pela replicacdo e
empacotamento do genoma viral dentro do capsideo, o qual é formado pelas
proteinas estruturais. Uma das proteinas nao-estruturais mais importantes na
replicacdo viral € a proteina NS3 que, no dominio aminoterminal (N-terminal) tem
atividade de serino-protease em associacdo com o cofator NS4A, e na extremidade
carboxiterminal (C-terminal) apresenta atividade de NTPase/helicase. Essa serino-
protease € responsavel pela clivagem das juncbes das proteinas nao-estruturais
NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B, e a NTPase/helicase é
responsavel pela remodelacdo do RNA através da hidrélise de ATP, sendo esse
processo essencial para a traducéo e replicagcdo do genoma do HCV (Kolykhalov et
al., 2000).



A regidao 5’ UTR é altamente conservada entre diferentes isolados de HCV e
contém um sitio interno para entrada ribossomal (IRES) essencial para a traducao
cap-independente do RNA viral. Por causa da grande variedade de RNAs celulares
gue sao transcritos por um mecanismo cap-dependente, a regido 5° UTR do HCV
representa um mecanismo interessante para o desenvolvimento de alvos antivirais,
além disso, é a regido de escolha para o diagnéstico do HCV por técnicas de
biologia molecular. Sua estrutura é composta de 4 dominios (I-IV) altamente
ordenados. O dominio | ndo é requerido para a atividade da IRES, mas é
fundamental para a replicacdo do RNA do HCV (Friebe et al., 2001).

Ja em relacdo a regido 3’' UTR, acredita-se que esta seja importante na
iniciacdo da replicacdo do genoma viral dependendo do gendétipo do HCV (Evaldo e
Antonio, 2010), além de ser composta por uma pequena regido variavel, uma cauda
poli-U de 80 nucleotideos e uma regido altamente conservada composta de 98

nucleotideos, denominada cauda X (Kolykhalov et al., 1996; Tanaka et al., 1996).

5'UTR Structural Non-Structural 3’'UTR
P s,
"l \~~~
. Sso
- See
" . Can ~~ -
Core E1 E2 P7 NS2 NS3 4A o NS4B NS5A NS5B
Capsid I;n Serine Protease Phospho-
Protein Channel RNA Helicase/NTPase protein
Envelope Cysteine Membranous RNA-Dependent
Glycoproteins Protease Web Formation RNA Polymerase

Figura 1.2: Organizacdo gendmica do HCV com destaque em azul para a regido estrutural e

em vermelho para a regido ndo-estrutural (Fonte: http://www.medscape.com)

1.3.1 Proteinas estruturais do HCV

a) Core

A proteina core, a primeira a ser produzida durante a sintese da poliproteina,
€ uma proteina de ligacdo ao RNA e esta envolvida na formacao do nucleocapsideo.
E composta de 191 aminoacidos e seu peso molecular é de aproximadamente 21
kDa. Ela é removida da poliproteina por peptidases do hospedeiro que clivam na

regido C-terminal e liberam a forma imatura desta proteina (Santolini et al., 1994).
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Posteriormente, o peptideo de sinal presente na regido C-terminal da proteina core é
processado por peptidases do hospedeiro resultando na proteina madura
(Mclauchlan et al., 2000). O core maduro consiste de um dominio hidrofilico maior na
porgdo N-terminal, com muitos residuos béasicos, e um dominio hidrofébico menor na

porcdo C-terminal.

b) Envelope (E1 e E2)

As proteinas de envelope E1 e E2 sdo glicoproteinas altamente glicosiladas,
na qual séao liberadas da poliproteina viral por peptidases de sinal do hospedeiro. As
proteinas do envelope E1 e E2 apresentam pesos moleculares de aproximadamente
35 kDa e 70 kDa, respectivamente. Essas proteinas sdo essenciais para a entrada
do virus na célula e para a montagem das particulas infecciosas (Wakita et al., 2005;
Bartosch et al., 2006; Cocquerel et al., 2006). Por estarem envolvidas na entrada do
virus na célula constituem importante alvo no desenvolvimento de moléculas
antivirais que bloqueiem a entrada do HCV (Helle et al., 2006).

A (glicoproteina E2 apresenta na sua extremidade C-terminal, entre as
proteinas estruturais e ndo-estruturais, uma pequena proteina de 63 aminoacidos,
da familia das viroporinas denominada p7, sendo esta liberada da poliproteina por
peptidases do hospedeiro. Ja na sua extremidade N-terminal, uma regido conhecida
como regido hipervariavel 1 (Hypervariable region ou HVR1) de 27 aminoacidos
apresenta grande variabilidade tanto na sequéncia de nucleotideos como na de
aminoacidos. Outra regido hipervariavel, compreendendo 7 aminoacidos nas
posi¢cdes 91-97, denominada HVR2, também foi descrita, mas sua importancia e
funcd@o ndo estdo bem caracterizadas. Recentes pesquisas mostram que a HVR2 é
essencial para a integridade estrutural e para a formacdo do heterodimero E1E2
(Kato et al., 1992; McCaffrey et al., 2011; Albecka et al., 2011).

1.3.2 Proteinas nao-estruturais do HCV

a) NS2

A proteina NS2 apresenta 217 aminoacidos e seu dominio N-terminal é
composto por trés segmentos transmembranares cuja localizacao é direcionada para
o interior do reticulo endoplasmatico. Com o dominio N-terminal da NS3, forma a

autoprotease NS2-NS3 que catalisa a clivagem no local NS2 / NS3 (Hijikata et al.,
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1993; Grakoui et al., 1993a; Grakoui et al., 1993b). O dominio de protease NS2 é
altamente conservado entre os gendtipos de HCV. A atividade de protease da NS2 &
estimulada pelo dominio serino-protease da NS3, definindo este dominio como um

cofator estimulatorio para a NS2 (Schregel et al., 2009).

b) NS3

A proteina NS3 é uma proteina hidrofilica, apresenta peso molecular de 70
kDa e 217 aminoé&cidos. Possui atividade de protease, helicase e nucleotidase. Seu
dominio N-terminal atua como serino-protease e é responsavel pela protedlise de
toda a regido ndo-estrutural da poliproteina viral (Bartenschlager et al., 1994). A NS3
forma um complexo ndo covalente com a NS4A que é um polipeptideo ancorado na
membrana. A NS4A age como um cofator da NS3 e também a estabiliza. Para que a
clivagem da poliproteina seja eficiente, € necessaria a presenca deste cofator,
especialmente no sitio NS4B/NS5A, sugerindo que NS3 e NS4A formem um
complexo estavel (Drazan et al., 2000; Brass et al., 2006).

Na proteina NS3 também foram identificados importantes epitopos
associados com a resposta humoral e celular para a resolucdo da infeccao,
tornando-se um alvo importante para o desenvolvimento de vacina. A proteina NS3
interage com diversas proteinas virais e pode estar envolvida na
hepatocarcinogénese. A proteina NS3 também parece interagir com a proteina
quinase A e quinase C, que participam da transducdo de sinais intracelulares, e
participam do mecanismo patogénico do HCV, principalmente no desenvolvimento

de CHC, ao interagir com a proteina p53 (Tellinghuisen et al., 2002).

c) NS4

Em adicdo ao seu papel na ativacdo e estabilizacdo da protease NS3, a
proteina NS4A, de aproximadamente 8 kDa e composta por 54 aminoécidos,
também apresenta a funcdo de ancoragem da NS3 na membrana do reticulo
endoplasmatico via o seu dominio hidrofébico N-terminal. Estudos também
demonstram a interacdo com a NS4B, além da regulacédo da fosforilagdo da NS5A
(Korth et al., 2000).

A NS4B é uma proteina integral de membrana associada a membrana do
reticulo endoplasmatico. Os dominios N-terminal e C-terminal s&o orientados para o

citoplasma, além da presenca de seis segmentos transmembranares. Acredita-se
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que a NS4B esteja envolvida no processo de replicacdo viral via interacdo com

dominios das proteinas virais do envelope.

d) NS5

Através da acdo conjunta da NS3 e da NS4A, duas proteinas codificadas a
partir da regido NS5: NS5A e NS5B séo liberadas. A NS5A é uma fosfoproteina
associada a membrana que pode ser encontrada na forma fosforilada basal de 56
kDa e na forma hiperfosforilada de 58 kDa. A proteina NS5A apresenta-se na forma
hiperfosforilada. A proteina é fosforilada em residuos de serina e treonina, sendo
hiperfosforilada na presenca de NS4A (Neddermann et al., 1999).

Estudos demonstram que a NS5A esta envolvida, diretamente e/ou por
interacdo com proteinas celulares, no processo de replicacdo viral. Além disso, a
hiperfosforilagdo da NS5A através das proteinas ndo-estruturais NS3, NS4A e NS4B
suportam a hipétese de que a NS5A seja um componente essencial para o
complexo de replicagcdo do HCV. A proteina NS5A tem provocado interesse na
pesquisa por seu potencial papel na modulacdo da resposta ao tratamento com
Interferon-alfa (Pawlotsky JM, 2000; Katze et al., 2002). Estudos japoneses
identificaram uma regido da NS5A, denominada regido determinante de
sensibilidade ao interferon (IFN-sensitive determining region ou ISDR) associada
com resposta ao IFN (Enomoto et al., 1996). Muitas outras funcfes tém sido
atribuidas recentemente a NS5A, incluindo a ativacdo da transcricdo e o
envolvimento na regulacdo do crescimento celular e vias de sinalizacdo celular. No
entanto, o papel da NS5A na patogénese da hepatite C continua a ser estabelecida.

A NS5B foi identificada como a RNA-Polimerase dependente de RNA, e é
responsavel por ambos 0s passos de replicacdo do genoma de HCV que prossegue
através da sintese de um RNA de cadeia negativa complementar, usando o genoma
como um molde e a sintese subsequente da cadeia positiva de RNA a partir desse
molde de RNA de cadeia negativa (Penin F, 2003). Essa enzima ndo apresenta
mecanismos de reparo, 0 que acarreta uma percentagem muito grande de erros de
incorporacao de nucleotideos durante a replicacdo do RNA, tornando o genoma viral
suscetivel a inumeras substituicbes de nucleotideos (Forns et al., 1999). Os sitios
para a atividade da proteina NS5B possuem especial afinidade de ligacdo com
segmentos de poli U, como aquele presente na extremidade da regido 3' UTR do

HCV. A existéncia de um elemento de replicacdo cis no seu dominio C-terminal, em
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conjunto com a regido 3 UTR, garante a iniciacdo da replicacdo do genoma
completo a partir de 3' UTR (You et al., 2004).

1.4 Variabilidade genética e distribuicdo geografica

As cepas de HCV sao classificadas em sete gendtipos reconhecidos (1-7)
com base na analise filogenética de sequéncias de genomas virais completos.
Numerados de 1 a 7, os gendtipos contém variantes mais relacionadas, os subtipos,
classificados alfabeticamente (1a, 1b, 3a, 3e, etc) (Simmonds et al., 2005; Murphy et
al., 2007, Smith DB et al., 2014). Em média, os gendétipos diferem, no genoma
completo, de 30% a 35% com relacdo aos nucleotideos enquanto os subtipos
diferem de 20% a 25% (Simmonds et al., 1993; Murphy et al., 2007).

Dentro de um mesmo genoétipo e subtipo podemos ainda ter variacées no
genoma do HCV, que sdo denominadas quasispecies. Isso ocorre devido a falta de
um processo reparativo da RNA-polimerase dependente de RNA do virus, com o
surgimento de mutacdes. A maior ou menor diversidade das quasispecies parece
estar relacionada com a pressdo imunoldgica, ja que costuma ser pequena nas
fases iniciais da doenca, com aminotransferases normais, sendo de alta
heterogeneidade nos casos de doenca hepética mais avancada e/ou baixa resposta
terapéutica.

Ja foi estabelecido que alguns subtipos, especificamente la, 1lb, 2a, 3a,
apresentam uma distribuicdo cosmopolita e sdo responsaveis por uma grande
proporcdo de infeccbes por HCV em paises de alta renda. Acredita-se que esses
subtipos de caracteristicas epidémicas migraram rapidamente nas décadas
anteriores a descoberta do HCV por meio de sangue infectado, produtos derivados
do sangue e uso de drogas injetaveis (Smith et al., 1997; Pybus et al., 2005;
Magiorkinis et al., 2009). As cepas referentes aos genétipos 1 e 2 sao principalmente
encontradas na Africa Ocidental, do genétipo 3 no sul da Asia, do gendtipo 4 na
Africa Central e no Oriente Médio, do genétipo 5 na Africa do Sul e do gend6tipo 6 no
Sudeste Asiatico (Smith et al., 1997; Simmonds P, 2001; Pybus et al., 2009). Em
relacdo ao gendtipo 7, foi isolado no Canada de quatro imigrantes originarios da
Republica Democratica do Congo (Murphy et al., 2007).

No Brasil, foi demonstrada uma maior prevaléncia do gendtipo 1 (64-72%),
seguido pelo gendtipo 3 (25-30%) e o gendtipo 2 (2-5%) (Campiotto et al., 2005).
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1.5 Replicacdo do HCV

O processo replicativo se inicia com a entrada do virion nos hepatdécitos,
sendo um processo altamente coordenado que envolve diversas moléculas de
superficie celular em passos sequenciais.

Uma caracteristica predominante da particula de HCV é a relacdo com
lipoproteinas de baixa densidade (LDLs) e de lipoproteinas de densidade muita
baixa (VLDLS) (Lindenbach et al., 2013), ou seja, componentes lipoproteicos estao
diretamente relacionados com a entrada do HCV na célula hospedeira. Como
resultado da associacdo entre o virus e as lipoproteinas, o receptor de LDL (LDLR)
tem sido proposto como um potencial fator de fixacdo para o HCV. O processo de
entrada nos hepatocitos também requer proteinas do hospedeiro, incluindo dois
fatores de ligacdo glicosaminoglicanos. Outras moléculas de superficie celular tém
sido identificadas como possiveis receptores para o HCV nos processos de
adsorcdao, tais como: SR-BI (scavenger receptor class B type 1), CD81 da familia das
tetraspaninas, proteinas de juncao claudina-1 e ocludina.

Apoés a adsorcdo a superficie da célula hospedeira, o virus interage com co-
receptores, o que leva a rearranjos moleculares na membrana plasmatica e,
subsequentemente, resulta na internalizagdo viral (Figura 1.3). A entrada do HCV na
célula se d& por endocitoce, sendo mediada por vesiculas recobertas por clatrina
(Blanchard et al., 2006), compartimentalizada em vesiculas de endossoma acido
(Koutsoudakis et al., 2006; Tscherne et al., 2006). Acredita-se que a liberacdo do
nucleocapsideo para o citosol ocorra ap6s a fuséo da proteina do envelope do HCV
a membrana do endossoma. Acredita-se que este processo € desencadeado de
uma forma independente do receptor, mas dependente do pH, e esta estreitamente
relacionado com a composicéo lipidica (Haid et al., 2009). Além do pH &cido, o
colesterol das membranas também apresenta um forte efeito na fusdo entre virus e
célula hospedeira (Corver et al., 2000; Moesker et al., 2010; Stiasny et al., 2011). A
particula viral é entdo submetida a um processo de desnudamento, com posterior
liberacdo do RNA gendmico. A traducdo da proteina se inicia com a formacéo de um
complexo estavel entre o IRES na regido 5' UTR com a subunidade 40S ribossomal,
fatores de iniciacdo da célula hospedeira e proteinas virais. Posteriormente, ocorre 0
processamento da poliproteina viral com a clivagem das proteinas ndo-estruturais

por proteases virais e celulares. As proteinas estruturais, assim como a p7, sao
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geradas pela acdo de peptidases do hospedeiro. A porcdo remanescente da
poliproteina é processada pela cisteina protease NS2-3 e pela atividade serina-
protease do complexo viral NS3-4A. Essa serino-protease € responsavel pela
clivagem da poliproteina nas juncdes das proteinas NS3/NS4A, NS4A/NS4B,
NS4B/NS5A e NS5A/NS5B (Kolykhalov et al., 2000). ApGs o0 processamento da
poliproteina, forma-se o complexo de replicagdo denominado “rede membranosa”,
incluindo proteinas virais ndo-estruturais e proteinas celulares (Gu et al., 2013). O
complexo de replicagdo esta associado as membranas do reticulo endoplasmético
da célula hospedeira, sendo formado por membranas com modificacdes
morfologicas, onde é possivel identificar proteinas virais e o RNA viral em processo
de replicacdo. Na replicacdo, o RNA do HCV de polaridade positiva é utilizado como
molde para a sintese de RNA de polaridade negativa (replicativo intermediario), o qual
por sua vez serve de molde para a sintese do RNA gendmico (Penin et al., 2004). A
seguir, o RNA sintetizado atua como mMRNA para a sintese de proteinas virais ou
interage com copias da proteina do core, formando o nucleocapsideo. O envelope é
adquirido no interior do reticulo endoplasmatico. Para a formacdo de novos virions, é
realizada a montagem de proteinas virais, glicoproteinas e 0 RNA gendmico a partir de
um processo que envolve mdltiplas etapas, incluindo componentes virais e da célula
hospedeira. Ap0s a montagem, ocorra a maturacdo do virion no interior da vesicula de

transporte e sua posterior liberacdo da célula hospedeira.
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Figura 1.3: Ciclo replicativo do HCV destacando as seguintes etapas (1) Interacdo entre o
virus e os receptores de membrana celular com internalizacdo do virus, (2) Endocitose, (3)
Desnudamento e liberacdo citoplasmatica, (4) Traducao mediada por IRES e
processamento do precursor da poliproteina, (5) Processamento da poliproteina com a
clivagem das proteinas ndo- estruturais, (6) Formacao do complexo de replicacao, (7, 8 e 9)
Replicacdo do RNA, (10) Empacotamento e montagem, (11) Maturagdo do virion nas
vesiculas de transporte e (12) Liberacao do virion (Fonte: Pawlotsky et al., 2007).

1.6 Manifestagdes clinicas da infec¢cdo por HCV

Apés a exposicdo com o HCV o periodo de incubacéo da infeccdo pode variar
entre 2 e 25 semanas (média de 6 a 7 semanas). A infec¢do pelo HCV é marcada
por uma evolucao silenciosa, cujos sintomas sdo inespecificos e autolimitados e a
infeccdo dificilmente € diagnosticada na fase inicial (Chen et al., 2006; Focaccia R,
2013). O HCV é um agente que raramente causa infeccdo aguda sintomatica.
Aproximadamente 500 casos de infec¢cdo aguda por HCV no Brasil sdo notificados
todos os anos (PCDT, 2015). De modo geral, quando aguda, a hepatite C apresenta
evolucdo subclinica: cerca de 80% dos casos tém apresentacdo assintoméatica e
anictérica, o que dificulta o diagnostico. Os sinais e sintomas sdo comuns as demais
doencas parenquimatosas cronicas do figado e costumam manifestar-se apenas em

fases mais avancadas da doenca (Mandell et al., 2010). Em geral, a infeccéo por
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HCV desencadeia um processo degenerativo discreto e progressivo, culminando
com fibrose e cirrose hepatica anos apos a exposicdo ao agente infeccioso (CDC,
2014; Araujo e Barone, 2010).

A fase aguda da hepatite C pode durar até seis meses, mas 0 término da
infeccdo costuma acontecer até a 122 semana. Caracteriza-se pela elevacdo das
aminotransferases séricas, principalmente ALT, associada ou ndo a periodo
prodrémico, caracterizado por nauseas, vOmitos, fadiga, febre baixa e cefaleia.
Posteriormente podem aparecer outras manifestacdes clinicas como dor abdominal,
ictericia, prurido, coluria, acolia e artralgias, associadas ao aparecimento de HCV-
RNA (Mandell et al., 2010). Menos de 10% dos pacientes apresentam ictericia, ao
passo que ndo mais de 20% apresentam sintomas inespecificos, sendo o quadro
clinico semelhante aquele de outros agentes que causam hepatites virais e o
diagnéstico diferencial somente € possivel mediante a realizacdo de testes rapidos
ou sorolégicos para deteccdo de anticorpos especificos. A eliminacdo viral
espontanea apés a infeccdo aguda pelo HCV ocorre em 30 a 40% dos casos.
Alguns fatores do hospedeiro estdo associados a eliminacéo viral espontanea: idade
abaixo de 40 anos, sexo feminino, aparecimento de ictericia e fatores genéticos
como polimorfismo da interleucina-28B (IL28B) (The European Association for the
Study of the Liver, 2014; American Association for the Study of Liver Diseases, 2014,
World Health Organization, 2014).

Um aspecto clinico importante da hepatite C é o alto indice de progressao a
cronicidade, sendo que apos a exposicdo ao virus, 60 a 70% evoluem para a
infeccdo cronica e, em média, 20% podem evoluir para cirrose ao longo de um
periodo de 20 a 30 anos (Poynard et al., 1997) e 1% a 5% dos pacientes desenvolve
CHC (Charlton M, 2001). Com o estabelecimento da infeccdo cronica, dificilmente
ocorrera a resolucdo espontanea da viremia (Lemon et al., 2007). A fase cronica da
hepatite C caracteriza-se por anti-HCV reagente por mais de seis meses e
confirmagédo diagndstica com HCV-RNA detectavel. Diante da ocorréncia de
sintomas inespecificos, o diagnéstico habitualmente é realizado na fase cronica da
doenca quando for realizado teste soroldgico de rotina ou por doacdo de sangue
(Roth et al., 2002; Thomas et al., 2000). Os niveis séricos de ALT apresentam
elevacOes intermitentes em 60% a 70% daqueles que tém infeccao crénica (Mandell
et al., 2010). Nos casos mais graves, o0Ocorre progressao para cirrose e

descompensacao hepética. A ocorréncia de casos fatais da doenca estéd associada a
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complicacbes, tais como a hepatopatia cronica e o desenvolvimento de CHC,

reforcando a necessidade de identificar a doenca precocemente.

1.7 Abordagem diagnéstica da hepatite C

O diagnéstico da infeccdo pelo HCV baseia-se na deteccdo de anticorpos
anti-HCV (testes indiretos), na deteccdo do RNA viral e do antigeno do core (testes
diretos) e técnicas de genotipagem. O RNA do HCV é o marcador molecular que
pode ser detectado no soro ou plasma a partir da 12 semana ap0s a exposi¢cao ao
HCV, constituindo-se a melhor ferramenta para diagnéstico precoce da infeccao
aguda (Houghton et al., 1991, Ozaras et al., 2009). Os anticorpos anti-HCV podem
ser encontrados em média quatro a seis semanas ap0s a exposicdo ao virus,

embora possam levar meses para serem detectados.

1.7.1 Testes soroldgicos (deteccdo de anticorpos anti-HCV)

a) Ensaio imunoenzimatico

Atualmente, a terceira geracdo de testes imunoenzimaticos para deteccdo de
anticorpos anti-HCV é comumente utilizada no diagnostico laboratorial com
sensibilidade estimada em 98,9% e a especificidade foi observada em 100% dos
pacientes na fase crénica da doenca (Alborino et al., 2011; Colin et al., 2001). O
ensaio imunoenzimatico de 3% geracdo, que inclui um antigeno da NS5 e a
substituicdo de um epitopo altamente imunogénico da NS3, permite a deteccdo de
anticorpos anti-HCV aproximadamente de quatro a seis semanas ap0s a infeccao
(Cossart et al., 1999). Em 2008, a 4 geracdo de ensaios imunoenzimaticos tornou-
se disponivel. Os antigenos utilizados foram derivados do core (dois diferentes
clusters de epitopos), NS3, NS4A, NS4B e regides da NS5A. Os antigenos da NS3 e

NS4 foram derivados dos gendtipos 1a, 1b, 2 e 3.

b) Testes rapidos

Sao testes para a determinacao qualitativa do anticorpo anti-HCV, por método

imunocromatogréfico, usando antigenos sintéticos e recombinantes do core, NS3 e
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NS4 imobilizados na membrana de nitrocelulose para identificacdo seletiva de anti-
HCV em amostra minima de soro ou sangue. O FDA aprovou em 2010, para uso em
pacientes maiores de 15 anos considerados em risco para a infecgdo por HCV, o
teste OraQuick HCV Rapid Antibody (OraSure Technologies, Bethlehem, PA).

C) Técnica de immunoblotting

Os testes de immunoblotting baseiam-se na imobilizacdo de antigenos
especificos do HCV em fita de nitrocelulose, identificando-se contra qual antigeno do
virus acontece a reatividade do soro testado (Dubois et al., 1998). Esses testes
incluem proteinas recombinantes e peptideos sintéticos da regido hipervariavel E2,
porcao helicase da NS3, NS4A, NS4B e regides da NS5B.

1.7.2 Deteccao do RNA viral

a) PCR em tempo real

A PCR em tempo real € uma metodologia quantitativa que envolve a técnica
de PCR com sistema de deteccao de sinais fluorescentes cuja fluorescéncia emitida
pela clivagem da sonda especifica é detectada por um sensor anexado ao
termociclador. A quantidade de fluorescéncia € proporcional do DNA (ou cDNA)
presente na amostra inicial. A sensibilidade desse teste € relatada como sendo de
cerca de 10 Ul/mL (Gelderblom et al., 2006).

b) Amplificacdo Mediada por Transcri¢cdo (TMA)

O sistema de amplificacdo mediada por transcricdo amplifica grandes
quantidades de RNA em ensaios isotérmicos que utilizam coordenamente as
enzimas transcriptase reversa (efetua uma copia de cDNA de fita simples a partir do
RNA), RNase H (destr6i o RNA do hibrido RNA-cDNA) e RNA polimerase (produz
inUmeras copias do RNA de fita simples). A reacdo também depende de dois

iniciadores, porém, diferentemente da PCR, amplifica 0 RNA ao invés do DNA.
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c) DNA ramificado (branched) (bDNA)

Esses ensaios intensificam o sinal ao amplificar o marcador (fluorocromos ou
enzimas) fixado ao &cido nucléico. Esse sistema apresenta uma série de sondas
primarias e uma sonda secundaria ramificada, marcada com enzima. O método
utiliza sucessivos ciclos de hibridizagdes por sondas, sendo que o limite minimo de
deteccdo do HCV-RNA encontra-se na faixa de 615 Ul/mL (Pawlotsky et al., 2003).

1.7.3 Deteccao do antigeno do core

Em pacientes infectados por HCV, ja se demonstrou que o nivel do antigeno
do core se correlaciona com os niveis do RNA do HCV para varios genotipos
(Chevaliez et al., 2014). Por ser barato e de facil execucdo, a quantificacdo do
antigeno do core pode ser utilizada como alternativa aos testes de amplificacdo de
acidos nucléicos (NAT) para a deteccédo do RNA do HCV (Tillmann et al., 2014).

1.7.4 Genotipagem do HCV

A determinacdo de diferentes genoétipos do HCV é importante para prever a
probabilidade de resposta e determinar a duragdo da terapia antiviral. Dentre as
técnicas moleculares, o método de referéncia para a genotipagem do HCV é o
sequenciamento nucleotidico de regides especificas do genoma do HCV, sendo as
regides do core/E1 ou NS5B as mais estudadas, com posterior analise filogenética
(Murphy et al., 2007). A regido 5’'UTR apresenta diferencas nucleotidicas suficientes
para permitir a distincdo entre 0os seis genotipos principais do virus, contudo nao
permite a determinacdo dos subtipos (Stuyver et al., 1994). Entretanto, outras
técnicas também podem ser realizadas, tais como: RFLP (Polimorfismo do
comprimento dos fragmentos de restricdo), na qual o produto € submetido a digestao
por enzimas de restricdo, gerando fragmentos de tamanhos caracteristicos para
cada um dos genotipos virais (Davidson et al., 1995), LiPA (line immuno probe
assay) e PCR em tempo real, como por exemplo, o Abbott RealTime HCV Genotype
I (Abbott Molecular), que apresenta sondas especificas marcadas para o

genatipo/subtipo viral que minimiza a contaminacédo com produtos amplificados.
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1.8 Abordagem terapéutica da hepatite C

O tratamento para Hepatite C evoluiu muito rapidamente nos ultimos anos. De
acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C e
Coinfeccbes de 2011 (portaria do Ministério da Satude n° 221 de 13 de Julho de
2011), o esquema recomendado para o tratamento dos pacientes portadores de
hepatite C crénica com gendtipo 1 é a associagdo de Interferon peguilado (PEG-IFN)
e ribavirina (RBV) durante 48 a 72 semanas. J4 para o tratamento dos pacientes
portadores de hepatite C crénica com o0s gendtipos 2 ou 3, na inexisténcia de fatores
preditores de baixa RVS, o esquema recomendado € a associacdo de IFN
convencional e RBV, durante 24 semanas. Quando ha existéncia de fatores
preditores de baixa RVS, o esquema de tratamento para esses gendtipos € a
associacdo de PEG-IFN e RBV, durante 24 a 48 semanas. Importante destacar que
a erradicacao do virus esta relacionada com o resultado de HCV-RNA indetectavel
na 242 semana pos-tratamento, sendo essa condicdo denominada Resposta
Viroldgica Sustentada (RVS). A RVS é o objetivo primario para uma terapia bem-
sucedida e esta associada com maior durabilidade do clearance viral (Swain et al.,
2010). Pacientes com CHC que apresentam RVS apds a terapia antiviral
apresentam menor risco de mortalidade se comparados aos que nédo apresentam
RVS (Backus et al.,, 2011). Portanto, a RVS é o marcador padrdo para um
tratamento antiviral de sucesso em ensaios clinicos.

A via de administracdo do PEG-IFN é a subcutanea, a partir de injecdes
semanais, ao contrario do interferon convencional cujas inje¢cdes eram administradas
diariamente ou trés vezes por semana. A RBV é um analogo de nucleosideo da
guanosina e é administrada oralmente. Ao adicionar RBV ao interferon, a RVS
aumenta, entretanto incorpora mais efeitos colaterais ao tratamento antiviral, tais
como anemia hemolitica, e ocasionalmente rash cutaneo e insénia.

O tratamento na fase aguda da infeccao pelo HCV tem como objetivo reduzir
o risco de progressao para hepatite cronica. O tratamento sempre deve ser
considerado nos casos de hepatite C aguda, sendo necessario um esfor¢co continuo
para diagnostica-la o mais precocemente possivel. Quando a infeccdo é tratada
precocemente, as taxas de RVS alcancam valores superiores a 80% e, em algumas

situacdes, proximos de 98%.
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1.8.1 Fatores preditivos de resposta ao tratamento com Interferon/Ribavirina

Alguns fatores preditivos de resposta ao tratamento associados ao sucesso
terapéutico com interferon e ribavirina séo: sexo feminino, idade inferior a 40 anos,
genadtipo ndo 1, fibrose minima, carga viral baixa, atividade inflamatoria inexistente
ou minima e auséncia de obesidade. O mais importante fator preditivo parece ser o
gendtipo do HCV. Em pacientes infectados pelo genétipo 1, a Resposta Viroldgica
Sustentada (RVS) encontra-se em taxas mais baixas (41 a 52%) quando comparada
aos genotipos 2 e 3 (76 a 84%). Entretanto, a idade a época da infeccéo, o género e
o grau de fibrose também traduzem pior progndéstico para a resposta terapéutica.
Mais recentemente, a andlise da cinética viral na quarta semana e a obtencdo da
Resposta Virologica Réapida (RVR) passaram a ser consideradas excelentes
preditores de RVS e, até mesmo, da possibilidade de encurtamento do tempo de
tratamento. Aproximadamente 12% a 47% dos pacientes com infec¢éo pelo genoétipo
1 do HCV, especialmente aqueles com carga viral basal baixa, alcancavam RVR
durante o tratamento com Interferon PEG-IFN e RBV (Branddo-Mello CE, 2014).
Diversos estudos demonstraram que, além do gendtipo, variacdes genéticas do
hospedeiro também podem influenciar na diferenca a resposta ao tratamento
(Imazeki et al., 2010) tais como polimorfismos de base Unica (SNPs) préximos do
gene codificante de IL28B localizados no cromossomo 19. A presenca do
polimorfismo CC no gene da IL28B foi associada com taxas de resposta terapéutica
mais elevadas, especialmente para os genotipos 1 e 4, quando comparadas com a
presenca dos polimorfismos CT ou TT. A figura 1.4 exemplifica os fatores preditivos
relacionados ao hospedeiro e ao virus que estdo associados a baixa RVS no

tratamento baseado em interferon associado a ribavirina.
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Caracteristicas basais que influenciam a RVS

Caracteristicas relacionadas a doenca — Caracteristicas relacionadas ac paciente —
Baixa RVS Baixa RVS
* Genotipo 1 ¢ [dade: > 40
* Carga viral basal alta * Raca: Negra
* Bidpsia hepatica: Fibrose avancada * Sexo: Masculino

e cirrose * Peso corporal elevado
* Esteatose * Adesio: Dose incompleta
* Resisténcia insulinica * Genética: SNPs

* |L28b

Figura 1.4: Caracteristicas basais que influenciam a RVS no tratamento baseado em

interferon/ribavirina (Fonte: Branddo-Mello CE, 2014)

1.8.2 Evolucao do tratamento da hepatite C crbénica

A necessidade de um regime terapéutico com menores efeitos colaterais, que
permitam menores niveis de desisténcia dos pacientes, e que impecam 0 progresso
da doenca para cirrose descompensada e CHC vem recebendo destaque nas
recentes pesquisas.

Os avancos obtidos no conhecimento do ciclo reprodutivo do HCV em cultura
de células e estudos baseados no modelo tridimensional das proteinas virais
permitiram a descoberta de diversas moléculas que blogueiam especificamente a
acao de diversas proteinas virais em diferentes etapas do ciclo viral (Pawlotsky et
al., 2007; Soriano et al., 2011, Asselah et al.,, 2014). Estes compostos foram
genericamente denominados de DAAs (antivirais de acéo direta) (tabela 1.1) e tém
como alvo proteinas virais envolvidas no ciclo replicativo do HCV, tais como as
proteinas ndo-estruturais, NS3/4A protease, NS5B polimerase e NS5A proteina
(Figura 1.5).
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Tabela 1.1: Antivirais de acéo direta para uso clinico e em desenvolvimento

(Adaptado para o portugués de Ermis F et al., 2015)
ANTIVIRAIS DE ACAO DIRETA

Inibidores de protease

Inibidores NS5A

Inibidores NS5B

NS3/4A
Aprovados: Aprovados: Inibidores Inibidores ndo
Telaprevir, Boceprevir, Daclatasvir, Ombitasvir analogos analogos de

Simeprevir, Paritraprevir

Fase 2: Sovaprevir, ACH-2684,
Narlaprevir, Vedroprevir

Fase 3: Asunaprevir,
Danoprevir, Vaniprevir, MK-
5172

Fase 1: ACH-2928, PPI-461

nucleosideos

nucleosideos

Aprovados:
Sofosbuvir

Fase 2:
Mericitabine, VX-

Fase 2: GS-5816, ACH-3102, 135
PPI1-668, GSK2336805,
Samatasvir, BMS-824393

Fase 3: Ledipasvir, MK-8742

Fase 1: PPI-
383

Fase 2: GS-
9669,
TMC647055I,
VX-222

Fase 3:
Dasabuvir,
BMS-791325

Cytoplasm

@

—

Lumen

PIOQO0

OO

NS3/4A inhibitors (-previr)

NSSAinhibitors (-asvir)

NSSB inhibitors (-buvir)

etelaprevir®
eboceprevir®
ssimeprevir®
s paritaprevir®
* ABT-493%

s asunaprevir®
» grazoprevir®
s

s vedroprevir

*GS-9857°

* ledipasvir®
e ombitasvir*®
s dadatasvir®
*GS-5816°

* ABT-530%

¢ elbasvir®

* MK-8408%
* INJ-845%

e sofosbuvir*
e dasabuvir®
« beclabuvir®
*GS-9669°

« TMC-055°%

* MK-3682%

Figura 1.5: Associacdo entre DAAs e proteinas nao-estruturais que representam

alvos de inibig&o do ciclo reprodutivo do HCV (Fonte: Lam BP et al., 2015)
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O Ministério da Saude do Brasil, através da portaria n°® 25 de 12 de novembro
de 2013, aprovou os Suplementos 1 e 2 do Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para Hepatite Viral C e Coinfecc¢des, que preconiza a incorporagédo dos
inibidores de protease (IP) Telaprevir e Boceprevir para o tratamento de pacientes
infectados com o gendtipo 1 do HCV. O Telaprevir estaria recomendado para
pacientes com cirrose hepatica compensada (Metavir F4 ou evidéncias menos
invasivas de cirrose), e para pacientes Metavir F3 nulos de resposta a tratamento
prévio com PEG-IFN e RBV (Figura 1.6). Ja o Boceprevir, poderia ser utilizado para
pacientes com fibrose avancada (Metavir F3 e F4/cirrose), de acordo com critérios
de individualizac&o de tratamento, com base em relatério médico detalhado, relacao
risco-beneficio e autorizacdo dos Comités Estaduais. O tratamento com Boceprevir
deve necessariamente ser precedido por 4 semanas de uso da terapia dupla com
PEG-IFN e RBV. Esse periodo € denominado de “lead-in” e é obrigatério no

esquema de tratamento com boceprevir (Figura 1.7).

¢ o ®

0: inicio da terapia tripla (TVR + PR), com coleta de
HCV-RNA pré-tratamento
Semana 4: HCV-RMA gquantitative (impacto na resisténcia ac
TVR):
* Se > 1.000 UVmL - descontinuar todo o tratamento
Semana 12: HCV-RNA quantitativo:
* Se > 1.000 UWmL - descontinuar todo o tratamento
Semana 24: HOV-RNA quantitativo:
* Se detectavel - descontinuar o tratamento
Semana 48: HCV-RNA para avaliagdo da resposta ao término
do tratamento:
+ Se detectavel — Respondedor parcial
+ Se indetectdvel — HCV-RNA ap6s 6 meses para
avaliar RVS

Figura 1.6: Esquema terapéutico com Telaprevir em pacientes

infectados com HCV gendtipo 1 (Fonte: Ministério da Saude, 2013)
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wy&‘ ?
PR + BOC

\'4 L4

0: infcio da terapia dupla (PR), com coleta de HCV-
RNA pré-tratamento;
Semana4: HCV-RNA pré-terapia tripla pode ser realizado
para ajudar nas decisdes durante a terapia tripla;
Semana 12: HCV-RNA quantitativo (impacto na resisténcia a
BOC):
+ Se > 100 UVmL - descontinuar todo tratamento

Semana 24: HCV-RNA quantitativo (impacto na resisténcia a
BOC):
+ Se detectavel - descontinuar todo tratamento
Semana 48: HCV-RNA para avaliagdo da resposta ao término
do tratamento:
+ Se detectavel - Respondedor parcial
* Se indetectével - HCV-RNA apds 6 meses para
avaliar RVS

Figura 1.7: Esquema terapéutico com Boceprevir em pacientes
infectados com HCV gendtipo 1 (Fonte: Ministério da Saude, 2013)

Os inibidores de protease de primeira geracao telaprevir e boceprevir em
combinagdo com PEG-IFN e RBV demonstraram-se eficazes no tratamento de
pacientes infectados com o gendtipo 1, visto que ndo séo indicados para 0s
genotipos 2 e 3. Essa terapia tripla resultou em maiores taxas de RVS no caso de
pacientes virgens de tratamento (61-75%) quando comparada a terapia dupla (38-
49%) (Hezode et al., 2009; Mchutchinson et al., 2009; Kwo et al., 2010; Jacobson et
al., 2011; Poordad et al., 2011, Sherman et al., 2011; Kumada et al., 2012). Contudo,
apesar dos avancos terapéuticos com estes tratamentos, os resultados obtidos
ainda ndo sao considerados satisfatérios por diversos fatores: longo tempo de
terapia (24 a 48 semanas), necessidade de ingestdo de grande numero de
comprimidos (10 a 16 comprimidos/dia) associado ao uso de medicamento injetavel
semanalmente e dificuldade no tratamento do paciente portador de coinfeccdo
HCV/HIV. Além desses fatores, os inibidores de protease de primeira geracao estdo
associados com efeitos colaterais importantes. No caso do telaprevir, 0o paciente
pode ter nauseas, diarréia, rash e anemia. Recentemente, descobriu-se que o
telaprevir esta relacionado a uma reducéo da funcéo renal (medida a partir da taxa
de filtracdo glomerular), o que provoca a diminuicdo da eliminacéo renal de RBV, e
consequentemente, um grau maior de anemia hemolitica (Tempestilli et al., 2014).
Ja o boceprevir, estd associado a anemia, dor de cabeca e nauseas. Esses
medicamentos também apresentam interacdes medicamentosas significativas. De

acordo com informacdes apresentadas no Congresso de Medicina Tropical
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(Fortaleza, 2015), o encerramento de producdo dos medicamentos telaprevir e
boceprevir ocorreu em Agosto de 2014 e Marco de 2015, respectivamente.

Diante dos fatores apresentados e da necessidade de acesso a novos
tratamentos, o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C e
Coinfeccbes de 2015 ressalta o uso de novos antivirais de acdo direta propostos
para o tratamento da hepatite C, na qual estdo disponiveis no mercado brasileiro
com aprovagcdo da Anvisa: sofosbuvir, um analogo nucleotideo que inibe a
polimerase do HCV; simeprevir, um inibidor de protease de segunda geracao;
daclatasvir, um inibidor da NS5A. A tabela 1.2 apresenta as indicacdes para

tratamento imediato com 0s novos DAAS.

Tabela 1.2: Indica¢gBes para tratamento imediato com os novos antivirais de agédo
direta

Indicacdes para tratamento imediato

Coinfec¢do HCV/HIV Pés-transplante de figado

Manifestagdes extra-hepéticas Linfoma, gamopatia monoclonal, mieloma
multiplo e outras doengas

hematologicas malignas

Crioglobulinemia Fibrose hepatica avancada (METAVIR F3
ou F4)
Sinais clinicos ou evidéncias Biopsia hepatica com resultado METAVIR
ecogréficas sugestivas de cirrose F2 presente ha mais de trés anos
hepéatica

Insuficiéncia hepética e auséncia de | Purpura trombocitopénica idiopatica (PTI)

carcinoma hepatocelular

Insuficiéncia renal crénica

A tabela 1.3 ressalta os esquemas terapéuticos correspondentes a cada
gendtipo do HCV de acordo com resultados obtidos a partir de ensaios clinicos
descritos no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C e
Coinfecgbes (2015).
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Tabela 1.3: Esquema terapéutico relacionado a cada genétipo do HCV

Genétipo Perfil da infeccao Regime terapéutico
Gendtipo 1 Monoinfeccao HCV Sofosbuvir + simeprevir 12 semanas
Monoinfeccao HCV Sofosbuvir + daclatasvir 12 semanas

Cirrose Child-Pugh B e C, paciente Sofosbuvir + daclatasvir 24 semanas
experimentado com BOC/TEL ou
coinfeccdo HIV/HCV

Genotipo 2 N&o ha distingao entre perfis* Sofosbuvir + ribavirina 12 semanas

Gendtipo 3 PR autorizado Sofosbuvir + PR 12 semanas

PR contraindicado Sofosbuvir + Daclatasvir 12 semanas

Gendtipo 4 PR autorizado Daclatasvir + PEG-IFN 24 semanas
+ ribavirina

PR contraindicado Sofosbuvir + daclatasvir 12 semanas

Legenda: PR: PEG-IFN + RBV
1.8.3 Simeprevir (Olysio®)

O medicamento Olysio® é um composto macrociclico que se liga nao-
covalentemente a NS3/4A protease do HCV inibindo a sua acdo e
consequentemente ajuda no combate da infeccdo pelo HCV ao impedir a
multiplicacéo do virus. O simeprevir, principio ativo de OLYSIO™, & um inibidor
da protease NS3/4A do HCV, a qual é essencial para a replicacdo viral. O
simeprevir € considerado um inibidor de protease (IP) de segunda geracao devido a
melhor afinidade de ligagdo, quando comparado aos IP de primeira geracdo com
estrutura linear. O medicamento foi produzido pela Janssen-Cilag Farmacéutica
Ltda. ® e aprovado pelo FDA em 22 de novembro de 2013 para o tratamento de
pacientes infectados com hepatite C crénica. Em maio de 2014, a Janssen
apresentou um pedido suplementar ao FDA para o0 uso combinado entre simeprevir
e sofosbuvir em regime terapéutico de uma vez por dia por 12 semanas para
pacientes infectados com o gendtipo 1 do HCV. De acordo com o Relatério de
Recomendacdo da Comissao Nacional de Incorporacdo de Tecnologias no SUS
(CONITEC), disponibilizado em abril de 2015, o simeprevir apresenta indicacao
aprovada na Anvisa para as seguintes indicacbes: (1) em associacdo a

alfapeginterferona e ribavirina, nos casos de adultos com infec¢do por HCV gendétipo
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1 virgens de tratamento e que falharam ao tratamento anterior para HCV baseado
em interferona, coinfec¢do por HIV-1 e gendtipo 1 do HCV e adultos com infeccéo
por HCV gendtipo 4 (virgens ou com tratamento prévio), e (2) em associacdo com
sofosbuvir (400 mg, uma vez ao dia) em pacientes infectados pelo HCV genétipo 1,

com resposta nula anterior e pacientes virgens de tratamento (Figura 1.8).

Populacio de pacientes

Historico de trataments

E:quema e Duracie do Tratamento

OLYSI0™ aszociado a alf

apeginterferona e ribavirina

Pacientes com ou zem
corose, monoinfectados
por VHC genotipo 1 ou 4

Virgens de tratamento ou com
recidiva anterior

12 semanas de OLYSI0O™* associado 3
alfapeginterferona e nbavinna segmido por 12
semaznas adicionals de alfapeginterferona e
nbavirina
{durac3o total do tratamento de 24 semanas)®

Pacientes com ou zem
cirrose monomfectados
por VHC genotipo 1 ou 4

Mio respondedores a terapia
prévia® (incluindo aqueles
com resposta parcial e
resposta nula)

12 semanas de OLYSIO™* asseciado a
alfapeginterferona & nbhavinna segudo por 36
semanas adicionals de alfapeginterferona e
nbavirina

(duragio totzl do tratamento de 48 semanas)®

Pacientes coinfectades por
VHC genotipo 1/ HIV-1,
sem CUTosE

Virgens de tratamento cu com
recidiva anterior

12 semanas de OLYSIO™* associado a
alfapeminterferona & nbavinna segmdo por 12
semaznas adicionals de alfapeginterferona e
nbavirina
(duragdo total do tratamento de 24
semanas)

Pacientes comfectados por
VHC genotipo 1/ HIV-1

Mio respondedores a terapia
prévia® (incluindo agueles
com resposta parcial e
resposta nula), ou com curose
(independente do histerico de
tratamento)

12 semanas de OLYSIO™* asseciado a
alfapeginterferona & nbhavinna segudo por 36
semanas adicionals de alfapeginterferona e
nbavirina

(duragio totzl do tratamento de 48 semanas)®

OLYSI0™ aszociado ao sofoshuvir

Pacentes com VHC
genotipo 1, com ou sem
cirrose, sem coinfecedo

por HIV

Virgens de tratamento, com
recidiva anterior & sem
resposta anterior” {ineluindo
aqueles com resposta parcial e
resposta oula)

12 semanas de OLYSIO™ + sofosbunar (com
ou sem rbavirnna)®”

Figura 1.8: Medicamentos coadministrados e duracdo do tratamento recomendados para o

tratamento associado ao OLYSIO™ (Disponivel em:

http://www.anvisa.gov.br/datavisa/fila_bula/index.asp)

O simeprevir esta disponivel em capsulas de 150 mg em blister com 28

capsulas, cuja dosagem €é 150 mg uma vez ao dia, durante 12 semanas,

administrada durante a refeicdo. Os efeitos adversos referentes ao medicamento
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sdo aumento dos niveis de bilirrubina no sangue, sensibilidade a luz do sol
(fotossensibilidade), constipacao, prurido e erupcéo na pele.

Em ensaio clinico QUEST-1 realizado por Jacobson e colaboradores em
2014, foi avaliada a eficacia do simeprevir com PEG/IFN e RBV em pacientes
virgens de tratamento infectados com o genoétipo 1 do HCV. A RVS na 122 semana
pos-tratamento nos grupos com administracao de simeprevir e placebo foi de 80% e
50%, respectivamente. Em relagcdo aos subtipos, a RVS foi de 71% para o subtipo
la, enquanto que no subtipo 1b foi de 90%. Ja em estudos realizados por Manns e
colaboradores (2014) relatando os resultados obtidos nos ensaios clinicos QUEST-2,
realizados em pacientes sem tratamento prévio, revelaram que as taxas de RVS na
122 semana foram maiores com o0 uso de simeprevir associado ao IFN/RBV
(209/257, 81%,), quando comparados ao grupo placebo com IFN/RBV (67/134,
50%,). No ensaio clinico ASPIRE, foram incluidos pacientes ndo-respondedores a
terapia dupla com PEG/IFN e RBV que foram entdo tratados com simeprevir,
PEGI/IFN e RBV por 12, 24 ou 48 semanas. As taxas de RVS no grupo com o uso do
simeprevir foram maiores quando comparadas ao grupo controle com administracao

de placebo (38-59% com simeprevir e 19% no grupo controle) (Welch et al., 2015).

1.8.4 MutacOes de resisténcia

Um dos fatores limitantes da eficacia da terapia antiviral com as novas drogas
DAA é o surgimento de resisténcia que, por sua vez, sdo causadas por mutacdes
pontuais (Kuntzen et al., 2008). Devido a alta producéo de particulas virais do HCV
(100 vezes maior que o HIV) e a alta taxa de erro da RNA polimerase
(aproximadamente 10 vezes maior que a transcriptase reversa), o potencial de
existéncia de polimorfismos de resisténcia e o desenvolvimento de resisténcia em
curto prazo, apos exposicao aos IP é maior se comparado ao HIV (Neumann et al.,
1998; Martell et al., 1992). Assim sendo, o rapido aparecimento de cepas com
mutacdo de resisténcia limitou o uso dos DAA como monoterapia. Os principais
sitios na proteina NS3 onde a ocorréncia de mutacdes pode conferir resisténcia aos
inibidores da serino-protease NS3, telaprevir e boceprevir, foram localizados nos
l6cus V36, T54, V55, R155, A156 e V170 (Susser et al., 2009). As mutacles
associadas ao Simeprevir foram: Q80K, R155T/K, D168A/H/T/V e VI/I170A/T/L
(Poveda et al., 2014). Polimorfismos naturais nos coédons 54 e 155 foram
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observados em pacientes que nao foram tratados anteriormente com IP (Kuntzen et
al., 2008). Em um estudo anterior realizado por Peres-da-Silva e colaboradores
(2010), a mutacdo T54S foi encontrada com uma frequéncia de 4,1% em variantes
do subtipo 1la no Rio de Janeiro. Estes dados sugerem que essa substituicdo ja
esta presente em variantes brasileiras mesmo na auséncia da presséo seletiva da
droga. Em ensaio clinico de QUEST-2, no grupo de pacientes tratados com
simeprevir que ndo responderam ao tratamento foi realizada a analise de
sequéncias antes e apOs tratamento em 42 pacientes. Em 41 (98%) destes
pacientes foi encontrada mutacfes na NS3 nas posicbes 80, 122, 155 e 168 nas
amostras com falha no tratamento.

As taxas globais de RVS s&o menores para o subtipo 1a quando comparadas
ao subtipo 1b. No ensaio clinico QUEST-1, o polimorfismo Q80K revelou-se presente
em 41% dos pacientes infectados com o subtipo la e estad associado com menores
taxas de RVS. Verificou-se entdo, que pacientes infectados com o gendtipo la que
possuem o polimorfismo Q80K apresentam uma reducao na RVS para o simeprevir,
guando comparados aos pacientes sem esta mutacdo (Lenz et al.,, 2013). A
mutacdo Q80K estd associada com resisténcia ao simeprevir e é bastante comum
nos EUA (40%) e Europa (4-16%) (Nishiya et al., 2014). A presen¢a da mutagao
natural Q80K na regido de protease NS3 do HCV, direciona a uma reducdo da
susceptibilidade in vitro a alguns inibidores de protease macrociclicos (Bae et al.,
2010) e reduz in vivo a resposta terapéutica ao simeprevir (Asselah et al., 2014). As
diretrizes terapéuticas americanas e européias para a infeccdo por HCV
recomendam a triagem de pacientes infectados com o subtipo la para a presenca
do polimorfismo Q80K antes da administracdo do simeprevir, além da
recomendacdo pelo FDA e European Medicines Agency (EMA) para o
desenvolvimento de esquemas alternativos com os medicamentos sofosbuvir e
daclatasvir para pacientes que apresentam esse polimorfismo.

No Brasil, a ocorréncia da mutacdo Q80K é citada em baixa frequiéncia (6%)
em estudo realizado por nosso grupo (Peres-da-Silva et al., 2012) em uma
populacdo de pacientes ndo tratados anteriormente. Uma baixa prevaléncia da
mutacdo Q80K (1,8%) também foi observada em um estudo realizado em Séo
Paulo (de Carvalho et al., 2014), bem como no trabalho de revisédo (0,4%) realizado
por Vidal e colaboradores (2015), ressaltando baixa prevaléncia da mutacdo Q80K.

O quadro 1.1 representa as mutacdes em diferentes posi¢cdes da regido NS3 que
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estdo associadas com menor susceptibilidade aos inibidores de protease (IP)
(Poveda et al., 2014; Wyles DL, 2012).

Quadro 1.1: Relac&o entre mutacdes de resisténcia e inibidores de protease do HCV

DIGSAV/TH | VIIT0AS
ET TL

VICAM | T345/A | VISAK | QBIREK | RISSKT/Q | A1S65/ DTV

Telaprevir,
GT la
Telaprevir,
GT1b

Vaniprevir

Simeprevir

Asunaprevir

Paritaprevir
[ABT-450

ME-5172

Sovaprevir
[ACH-1623

1.9 Justificativa

Os estudos com os IP telaprevir e boceprevir permitiram um avango na
terapéutica contra o HCV estimulando a pesquisa de diversos DAA. Poveda e
colaboradores (2014) destacam que, a selecdo de mutacBes de resisténcia na
regido NS3 do HCV para pacientes tratados com telaprevir e boceprevir, pode ser
relevante se o retratamento com inibidores de protease de segunda geracao,
como o simeprevir, for considerado. Estudos demonstraram que apés a
descontinuacdo do uso dos IP de primeira geragcdo, mutacdes de resisténcia
tendem a desaparecer apdés um acompanhamento médio de 30 meses na maioria
dos pacientes (>85%). Entretanto, a existéncia de dados que avaliem estratégias
de retratamento com inibidores de protease ainda séo limitados. As terapias
baseadas em DAA em combinacdo com PEG/IFN e RBV devem considerar a
presenca de polimorfismos naturais ou variantes associadas a resisténcia (RAVS)

gue podem influenciar negativamente a resposta viroldgica em pacientes cuja
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resposta ao interferon € baixa, tais como pacientes infectados com o subtipo la e
gue ndo apresentem o genoétipo CC do gene IL28B (Barnard et al. 2012, McPhee
etal., 2012, 2013).

Em um estudo realizado por nosso grupo em 2010, Peres-da-Silva e
colaboradores observaram que substituicbes associadas a resisténcia a IP podem
ser encontradas em isolados circulando no Brasil em pacientes virgens de
tratamento antiviral. No dominio NS3/4A protease, a variagdo V36L foi
encontrada em 5,6% dos isolados do subtipo 1b e a substituicdo T54S em 4,16%
das sequéncias do subtipo la. Frequéncias semelhantes de mutacdes associadas
com telaprevir e boceprevir foram encontradas posteriormente em outros estudos
realizados no Rio de Janeiro (Hoffmann et al., 2013) e em Sao Paulo (Zeminian
et al., 2013, Nishiya et al., 2014, de Carvalho et al., 2014), sendo que no estudo
de Nishiya e colaboradores a frequéncia de mutacbes associadas com
telaprevir e boceprevir foi bem maior em cepas do subtipo 1a (20% vs 8% das
cepas do subtipo 1b).

As mutagbes associadas ao simeprevir sdo: Q80K, R155T/K, D168A/H/T/V
e V/I170A/T/L (Poveda et al, 2014). Importante ressaltar o impacto negativo da
mutacdo Q80K na resposta virolégica ao tratamento com simeprevir, PEG/IFN e
RBV, bem como a alta prevaléncia da mutacdo Q80K entre pacientes infectados
com o subtipo la (19-48%) em diversos paises (Poveda et al., 2014). Alguns
estudos demonstraram que a mutacdo Q80R estd associada com resisténcia ao
simeprevir, faldaprevir e asunaprevir, entretanto o significado clinico dessa
descoberta é desconhecido (Lagacé et al., 2012; Poveda et al., 2014). No Brasil, a
ocorréncia da mutacdo Q80K é citada em baixa frequiéncia. Em estudo realizado
anteriormente por nosso grupo (Peres-da-Silva et al.,, 2012), dentre uma
populacdo de pacientes nao tratados previamente, a mutacdo Q80K foi observada
somente em 3 de 48 sequéncias do subtipo 1la. Outro estudo realizado em Sé&o
Paulo também observou baixa frequéncia (1,8%) nas sequéncias do subtipo la
(de Carvalho et al., 2014). Em amostras do subtipo 1b a mutacdo Q80K nao foi
encontrada em amostras do Rio de Janeiro (Peres-da-Silva et al., 2012)
condizente com uma taxa de 0,2% observada globalmente (Alves et al., 2013).
Contudo, a baixa frequéncia da mutacdo Q80K em amostras brasileiras do subtipo

la contrasta com os de outras regides geograficas, onde a mutacdo de resisténcia
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ao inibidor simeprevir Q80K varia bastante, de 4-16% na Europa e cerca de 40%
nos EUA (Alves et al., 2013; De Luca et al., 2013).

Estes dados mostram claramente que os isolados brasileiros do HCV
apresentam um padrédo distinto de polimorfismos associados a resisténcia aos
novos antivirais indicando a necessidade de mais estudos relacionados a
prevaléncia de mutacdes, principalmente para os IP de segunda geracao, tais
como o simeprevir. A identificagdo de mutagcbes de resisténcia em pacientes
virgens de tratamento € necessaria de modo a avaliar qual serd a melhor
abordagem terapéutica para cada paciente, podendo este ser um possivel
candidato ao uso de simeprevir que demonstrou em ensaios clinicos promover
maior aderéncia e tolerancia ao tratamento antiviral da hepatite C. Poucos
estudos brasileiros demonstram a prevaléncia de mutacfes de resisténcia em
pacientes com resposta nula a terapia dupla com PEG-IFN e RBV e terapia
tripla com telaprevir/boceprevir, PEG-IFN e RBV destacando assim, a
necessidade de mais pesquisas que discutam o possivel retratamento desses
pacientes com inibidores de protease de segunda geracdo, tais como o
simeprevir.

De grande importancia € a determinacdo da prevaléncia da mutacdo Q80K
em amostras do subtipo 1la e 1b, e com isto promover subsidios ao Ministério da
Saude sobre a efetividade do simeprevir em nosso pais e se ha necessidade ou
nao de realizar teste de resisténcia antes de utilizar a droga. Este projeto pretende
ainda incluir amostras de pacientes sem tratamento prévio, de pacientes nao-
respondedores a terapia dupla e terapia tripla com telaprevir ou boceprevir
associados a PEG-IFN e RBV. Deste modo espera-se adicionar conhecimento
tedrico e pratico das pesquisas do tratamento antiviral da hepatite C, e fornecer
informacdes (teis para o0 entendimento epidemiolégico das mutacdes de

resisténcia associadas a doenca em nosso meio.

30



2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Analisar a prevaléncia de mutacfes de resisténcia no dominio serino-protease da
regido NS3 do HCV associadas a diminuicdo de resposta aos inibidores da

protease em pacientes com hepatite C cronica.

Objetivos Especificos

o Sequenciar a regido do dominio serino-protease da regido NS3 do HCV dos
subtipos la e 1b e avaliar as mutagfes de resisténcia descritas na literatura em
pacientes virgens de tratamento e ndo-respondedores a terapia dupla (PEG-IFN e
RBV) e tripla (telaprevir/boceprevir, PEG-IFN e RBV) para os antivirais de agéo
direta telaprevir, boceprevir e simeprevir utilizados para o tratamento da hepatite C

cronica;

o Analisar a prevaléncia da mutacao de resisténcia Q80K dos subtipos 1la e 1b
e avaliar a necessidade da incorporacdo de testes de resisténcia pré-tratamento

para a terapia com simepreuvir.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populagéo do estudo

3.1.1 Critérios de inclusao

o Pacientes acima de 18 anos, masculino ou feminino;

o Diagnéstico positivo para infeccdo crénica por HCV (anti-HCV reagente por
mais de 6 meses e confirmacao diagnostica com HCV-RNA detectavel);

o Pacientes infectados com genotipo 1;

. Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.1.2 Critérios de exclusao

o Pacientes positivos para o antigeno de superficie da Hepatite B (HBsAQ);
o Auséncia de informacfes demograficas, clinicas e laboratoriais para avaliacao

final sobre o perfil de cada paciente.

3.1.3 Consideracdes éticas

o Foram incluidas no estudo amostras de pacientes atendidos no Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle/UNIRIO do Rio de Janeiro. Estas amostras eram
provenientes de pacientes nao-respondedores a terapia tripla antiviral com
telaprevir/boceprevir, PEG-IFN e RBV (n=7) e pacientes virgens de tratamento
(n=6) e fazem parte do projeto de pesquisa intitulado “Mutacbes em genes nao
estruturais do virus da Hepatite C associados a resisténcia a drogas de acéo direta”,
aprovado pela comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée e
Guinle, sob parecer n° 204.445 (Anexo 1).
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o Também foram incluidas amostras de pacientes atendidos no Ambulatério
de Hepatites Virais/FIOCRUZ, cujas consideracdes éticas sao:

> Pacientes nao-respondedores a terapia dupla com PEG-IFN e RBV (n=8):
aprovado pela comissdo de Etica em Pesquisa da Fiocruz, sob parecer favoravel do
CEP 142/01 (Anexo 2);

> Pacientes n&o-respondedores aos inibidores de protease de primeira
geracdo (n=8) e pacientes virgens de tratamento (n=36): Os pacientes em terapia
tripla antiviral (telaprevir ou boceprevir sempre associado a alfapeginterferona e
ribavirina) ou virgens de tratamento das unidades de satde do Sistema Unico de
Saude (SUS) foram tratados de acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para Hepatite Viral C e Coinfec¢gOes - Suplemento 1, de Janeiro de
2013 do Ministério da Saude
(http://www.aids.gov.br/publicacao/2011/protocolo_clinico_e_diretrizes_terapeuticas_
para_hepatite_viral_c_e_coinfeccoes). Este protocolo contempla o Termo de
esclarecimento e responsabilidade, o qual foi assinado pelos pacientes, onde esta
previsto que parte das amostras de sangue pode ser utilizada para realizacdo de

teste de resisténcia genotipica.
3.1.4 Perfil dos pacientes

A populacéo de estudo compreendeu de 65 pacientes, dos quais 23 eram de
pacientes nao-respondedores ao tratamento prévio e 42 virgens de tratamento

(tabela 3.1).

Tabela 3.1: Perfil dos pacientes e nimero de amostras

Perfil dos pacientes

_ N&o-respondedores Virgens de tratamento
Subtipo HCV
(n=23) (n=42)
la 21 26
1b 2 16
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A populacao de estudo foi categorizada em 2 grupos de pacientes conforme

tipo de tratamento:

A) Pacientes ndo-respondedores

o 8 amostras de soro de pacientes nao-respondedores a terapia dupla com
PEG-IFN e RBV ap6s 48 semanas de tratamento (Subtipo la: n=7; Subtipo 1b:
n=1)

o 15 amostras de soro de pacientes ndo-respondedores a terapia tripla com
telaprevir/boceprevir, PEG-IFN e RBV ap06s 12 semanas de tratamento (carga
viral>100 Ul/mL com o uso de boceprevir e >1000 Ul/mL com o uso de telaprevir)
(Subtipo la: n=14; Subtipo 1b: n=1)

B) Pacientes virgens de tratamento

o 42 pacientes virgens de tratamento (Subtipo 1a: n=26; Subtipo 1b: n=16)

3.2 Extracdo do RNA viral

As amostras de soro foram submetidas a extracdo do &cido nucleico viral
utilizando-se o conjunto de reagentes comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit

(Roche Life Science), conforme as instruc6es do fabricante e descritas a seqguir:

1. Em microtubo de 1,5 mL, foram adicionados 200 pl de soro, 200 ul da solucéo de
trabalho (Binding Buffer com Poly A) e 50 ul de Proteinase K.

2. Incubacéo por 10 minutos a 72 °C;

3. Foram adicionados 100 ul de Binding Buffer;

4. Combinar os tubos de filtragem com os tubos coletores. As solu¢cbes contendo as
amostras foram transferidas para os tubos de filtragem com a membrana de silica
gel;

5. Centrifugacao por 1 minuto a 8000 g;

6. O conteudo foi descartado e o tubo de filtragem foi combinado a um novo tubo
coletor;

7. Apds combinar os tubos, foram adicionados 500 pl do “Inhibitor Removal Buffer”

ao tubo de filtragem;
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8. Centrifugacao por 1 minuto a 8000 g;

9. O conteudo foi descartado e o tubo de filtragem foi combinado a um novo tubo
coletor;

10. Apos remover os inibidores, foram adicionados 450 pl de “Wash buffer” ao tubo
de filtragem;

11. Centrifugacéo por 1 minuto a 8000 g;

12. ApGs a primeira lavagem e centrifugacdo, o contetdo foi descartado e o tubo de
filtragem foi combinado a um novo tubo coletor;

13. Foram adicionados 450 ul de “wash buffer” ao tubo de filtragem;

14. Centrifugacdo por 1 minuto a 8000 g e descarte do conteudo. Centrifugar
novamente por 10 segundos a 13000 g para retirar qualquer residuo do tampéao de
lavagem,;

15. O tubo coletor foi descartado e o tubo de filtragem foi inserido em um microtubo
de 1,5 mL;

16. Foram adicionados 50 pl de tampao de eluigdo ao tubo de filtragem;

17. Centrifugagéo por 1 minuto a 8000 g;

18. O acido nucleico eluido foi utilizado para a obtencdo do DNA complementar

(cDNA) por transcricao reversa.

3.3 Transcricédo reversa e amplificagcdo do acido nucléico

O conjunto de reagentes Superscript™ 1l One Step RT-PCR system
(Invitrogen, Califérnia, EUA), contendo as enzimas Superscript™ Ill RT e Platinum®
taqg DNA polimerase, foi utilizado para a transcricdo reversa e subsequente
amplificagdo por PCR (RT-PCR) do RNA viral extraido de amostras de soro.
Oligonucleotideos iniciadores de sintese para os subtipos 1a e 1b foram desenhados
a partir de sequéncias brasileiras, considerando a regido do genoma que abrange
as posicoes de maior relevancia para o estudo de mutacdes associadas a
resisténcia. Na tabela 3.2, sdo apresentadas as sequéncias dos oligonucleotideos

utilizados para as reacdes de transcricao reversa, PCR e nested-PCR.
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Tabela 3.2: Oligonucleotideos utilizados para o estudo da regido NS3

Iniciadores  Polaridade Posigaono ¢ .o Sequéncias (5’ - 3')
genoma
Forward RT-PCR 3456 - 3475 GCCTCYTAGGRIGYATART YAC
TaR1 Reverse RTPCR  3048—3067 13 ACCGGGGACCTCATRGTIGT
1aF2 Forward  Nesied PCR 34663484 13 GYATARTCACCAGCYTRAC
1aR2 Reverso  NesledPCR  3942-3061 13 GACCTCATRGTTGTCTYTAG
1bF1 Forward RT-PCR 34563475 1B CTACTTGGYTGYATCRICAC
TbR1 Reverso RTPCR  4071-4000 10 TTGTACCCTTGGGCYGCRTA
1bF2 Forward  Nesled PCR 34653484 b TGYATCRTCACYAGCCTCAC
1bR2 Reverso  NestedPCR  3042-3961  1b GACCGCATRGTRGTYTCCAT
3.4 RT-PCR

Para a transcricdo reversa com subsequente amplificacdo da regido-alvo por
PCR foram preparadas reacfes de mistura contendo o conjunto de reagentes e
oligonucleotideos iniciadores da RT-PCR representativos de cada subtipo indicados
no quadro 3.1.
Quadro 3.1: Reagentes da RT-PCR para os subtipos 1la e 1b

Reagentes Volume de reagéo
Agua destilada DNase RNase free 45 L
2% Reaction Mix 12,5 uL
RNase OUT™ Recombinant 1L
Ribonuclease Inhibitor 40 UfpL
Primer senso (10 pmol) 0.5 puL
Primer anti-senso (10 pmol) 0,5 uL
SuperScript™ Il RT / Platinum® Taqg 1L
DNA Polimerase

36



Foram acrescentados 5 yL do RNA do HCV de cada amostra aos 20 pL da
mistura da reacdo de RT-PCR. As amostras foram colocadas em Termociclador
Mastercycler® ep (EPPENDORF) e submetidas a seguidos ciclos de temperatura,

conforme descrito a seguir:

Transcricdo Reversa: 45°C — 45 min
Desnaturacéao inicial: 94°C — 2 min
Desnaturacéo: 94°C — 15 s
Hibridizacédo: 53°C - 30 s 35X
Extensé&o: 68°C —90 s

Extenséo final: 68°C — 5 min

4°C

3.5 Nested-PCR

O DNA obtido apos amplificacé@o foi utilizado para uma nova amplificacdo da
regido-alvo, utilizando-se iniciadores de sintese internos. Foram preparadas reacfes
de mistura de reagentes de PCR e oligonucleotideos iniciadores da nested-PCR

representativos para cada subtipo indicados no quadro 3.2.

Quadro 3.2: Reagentes da nested-PCR para os subtipos 1a e 1b

Reagentes Volume de reagéo

Agua destilada DNase RNase free 84,4 uL
dNTPs 10 mM 2,2 uL

Buffer 10x 11 yL

MgCl, 50 mM 3,3 uL

Primer senso (10 pmol) 1,8 uL

Primer anti-senso (10 pmol) 1,8 uL
Platinum Taq DNA Polimerase (5U/ pL) 0,5 uL
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Foram adicionados 5 pyL de DNA da reacdo de RT-PCR em 105 pL da mistura
de reagentes da nested-PCR correspondente. As amostras foram colocadas em
Termociclador Mastercycler® ep (EPPENDORF) e submetidas a seguidos ciclos de

temperatura, conforme descrito a seguir:

Desnaturacao inicial: 94°C — 5 min
Desnaturacao: 94°C — 30 s
Hibridizagéo: 55°C — 30 s 30X
Extensé&o: 72°C - 60 s

Extenséo final: 72°C — 1 min

4°C

3.6 Anadlise dos produtos amplificados

Os produtos amplificados (495 pb, subtipo la; 496 pb, subtipo 1b) foram
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5%. Foram aplicados 10
puL do produto de nested-PCR homogeneizados com 2 pL do tampao da amostra
(azul de bromofenol 0,25%) e aplicados no gel de agarose (Agarose 1,5% em
tampéo TBE 1X - Tris base 90mM, &cido bdrico 90mM e EDTA 2mM - contendo 0,5
Mg/mL de brometo de etidio). Para comparacdo do tamanho dos fragmentos
amplificados na PCR, foi utilizado 1uL do padrdo de peso molecular DNA ladder/100
pb diluido em 9 pL de tampao TBE 1X e 2 uL de tampdo da amostra (azul de
bromofenol 0,25%), os quais foram aplicados no primeiro orificio do gel de agarose.
As amostras foram submetidas a eletroforese (100 Volts) durante aproximadamente

1 hora e o gel foi examinado sob transiluminac&o ultravioleta UVP® Transilluminator
(ClinX, Shanghai, China).

3.7 Purificacdo e quantificacdo dos produtos da PCR

O volume restante de 100 pL do produto de PCR foi submetido a purificagao
na qual se utilizou o kit comercial High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Life
Science). O kit apresenta um sistema de membrana de silica gel para a ligacdo do
DNA, tampdes de lavagem e eluigéo, conforme orientagdes do fabricante descritas a
seqguir:
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1. Foram adicionados 500 pl do Binding Buffer para cada 100 pl do PCR em um
microtubo de 1,5 mL;

2. Combinou-se o tubo de filtragem com o tubo coletor e todo o volume foi
adicionado ao tubo de filtragem;

3. Centrifugacao por a 13000 g por 30-60 segundos;

4. O conteudo foi descartado e combinou-se o tubo de filtragem ao mesmo tubo
coletor;

5. Foram adicionados 500 ul de tamp&o de lavagem ao tubo de filtragem;

6. Centrifugacao a 13000 g por 1 minuto;

7. O conteudo foi descartado e combinou-se o tubo de filtragem ao mesmo tubo
coletor;

8. Foram adicionados 200 ul de tampao de lavagem ao tubo de filtragem;

9. Centrifugacao a 13000 g por 1 minuto;

10. O conteudo e o tubo coletor foram descartados para que o tubo de filtragem
fosse combinado a um microtubo de 1,5 mL;

11. Foram adicionados 50 pl de tampao de eluicao ao tubo de filtragem;

12. Centrifugacéo a 13000 g por 1 minuto;

13. Os microtubos contendo o DNA eluido foram estocados a temperatura de -20°C

para analise posterior.

Apos purificacdo do produto de PCR foi realizada a quantificacdo do DNA em
gel de agarose 1.5%, utilizando o padréo de peso molecular Low DNA Mass Ladder.
De acordo com o volume de produto purificado aplicado no gel foi possivel estimar a
quantidade de DNA presente em cada banda através da comparacdo com o padrao

de bandas.

3.8 Reacéo de sequenciamento

Apods purificacdo e quantificacdo do DNA, as amostras foram sequenciadas
em ambas as direcdes a partir de mistura de reagentes, cada qual contendo os
oligonucleotideos senso e anti-senso empregados na nested-PCR de acordo com o
subtipo de cada amostra, como especificado a sequir: 5'-
GYATARTCACCAGCYTRAC-3' e 5-GACCTCATRGTTGTCTYTAG-3' para
sequenciamento do produto da nested-PCR da NS3 do subtipo la e 5'-

TGYATCRTCACYAGCCTCAC-3' e 5-GACCGCATRGTRGTYTCCAT-3" para
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sequenciamento do produto da nested-PCR da NS3 do subtipo 1b. Foi utilizado o
conjunto de reagentes BigDye Terminator versdo 3.1 (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA), de acordo com os volumes de reagentes apresentados no quadro
3.3 a sequir:

Quadro 3.3: Reagentes da reacdo de seqienciamento para os subtipos lae 1b

Reagentes Volume dareacéo

Primer senso ou anti-senso* (3,2 pmol) 1l
Tampao 5x 1,5l
Big Dye 1l

*Foram realizadas quatro misturas de reagentes, sendo que duas sdo para o subtipo la e

duas para o subtipo 1b (cada uma com o primer na dire¢do senso ou anti-senso)

Foram distribuidos 6,5 uL de produto purificado em 3,5 pL da mistura de
reagentes. As amostras foram colocadas em Termociclador Mastercycler® ep
(EPPENDORF) e submetidas a seguidos ciclos de temperatura, conforme descrito a

seqguir:

Desnaturacao inicial: 96°C — 2 min
Desnaturacao: 94°C — 10 seg
Hibridizagcdo: 50°C — 5 seg 40x
Extenséo: 60°C — 4 min

Apods o término dos ciclos, a placa foi mantida em refrigeracdo (4°C) até ser
encaminhada para o sequenciador ABI-3730 (CD Genomics, Nova York, EUA) da
plataforma de sequenciamento de DNA do PDTIS/FIOCRUZ ou do Laboratério de
Hepatites Virais do IOC/FIOCRUZ.

40



3.9 Alinhamento de sequéncias

As sequéncias nucleotidicas obtidas (senso e reverso complementar) de cada
amostra foram editadas no programa Mega 6.0 (Tamura et al., 2013) para a
obtencéo do consenso e comparadas por alinhamento com sequéncias de cepas de
referéncia representativas de cada subtipo de HCV obtidas do banco de dados de
HCV (Los Alamos; http://hcv.lanl.gov/content/hcv-db/index). A localizacdo das
regides sequenciadas determinadas no programa Sequence Locator
(http://www.hcv.lanl.gov) € apresentada na figura 3.1. A regido analisada
corresponde aos nt 3466-3961 (495 nucleotideos) para o subtipo 1a e aos nt 3465-
3961 (496 nucleotideos) para o subtipo 1b do genoma do HCV (numerados em
relagdo a cepa padrao H77). As sequéncias obtidas foram analisadas em termos de
nucleotideos e de aminoéacidos, e comparadas com as sequéncias de referéncia

para cada subtipo.

Nucleotide 1 22 3 55 B 7 8 9
i 8 g4 57 4 34 2 6 a6
4 1 9 B & P 17 5 0 7 4
12 5 1 D9 0 35 8 2 B 6
| | [ | || | ] [ [ [ |- summ
5UTR C E1 E2 PT NS52 M53 HE4A NS48 MS5A MNS5B
1 1 3 78 1 11 1 2 3
9 B 41 0 67 9 3 0
2 4 70 2 5 1 7 2 1
Amino Acid 7 82 3 1 2

Figura 3.1: Representacédo esquematica da regido NS3 sequenciada em relacdo a cepa

padrao H77 do subtipo 1a no genoma do HCV (Fonte: http://www.hcv.lanl.gov)

3.10 Identificacdo de mutacdes associadas com resisténcia antiviral

Para avaliar a presenca de mutacdes de resisténcia aos inibidores DAA, as
sequéncias da regido NS3 do HCV foram submetidas ao site
http://hcv.geno2pheno.org/index.php pertencente ao Instituto Max Plank na qual
apresenta os aminoacidos observados nas posi¢des 36, 43, 54, 55, 80, 117, 122,
155, 170 e 174, descritos na literatura associados ou ndo com algum grau de
resisténcia aos IP. O programa do site classifica os aminoacidos encontrados nestas
posicbes como R: Resistente, PR: Possivel resistente, S: Sensivel e SB:
Substituicdo ndo associada a resisténcia aos medicamentos relacionados de acordo

com dados relatados na literatura (Tong et al., 2006; Bartels et al., 2008; Cubero et
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al., 2008; Kuntzen et al., 2008; Gaudieri et al., 2009; Lenz et al., 2010, Margeridon-
Thermet et al. 2014). Para a analise da prevaléncia das mutacdes associadas a
resisténcia encontradas neste estudo apenas as assinaladas por R foram
consideradas. De algumas amostras ilustramos o resultado tal como este é

apresentado pelo site.
3.11 Alinhamento das sequéncias em logo

Para destacar a presenca de mutacdes nos sitios da protease envolvidos na
resisténcia aos inibidores DAAs, foram construidos graficos em formato logo,

utilizando-se a ferramenta WebLogo 3 (http://weblogo.berkeley.edu/), a partir do

alinhamento de aminoacidos correspondente de cada subtipo (Crooks et al., 2004).
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise das mutacdes de resisténcia associadas aos inibidores de

protease

Os resultados das mutacdes de resisténcia associadas aos inibidores de
protease em pacientes ndo-respondedores e pacientes virgens de tratamento serao
apresentados para cada subtipo do HCV, pois os subtipos la e 1b apresentam
diferentes padrdes de resisténcia aos IP.

As mutacg@es identificadas apds alinhamento das sequéncias de nucleotideos
dos subtipos 1la e 1b e submissdo ao site  geno2pheno
(http://hcv.geno2pheno.org/index.php do Max Planck Institute for Informatics) serdao
demonstradas em quadros relacionando a prevaléncia de cada mutacdo observada
de acordo com o perfil de paciente incluido no estudo. Cada quadro destaca as
mutacdes associadas a resisténcia e possivel resisténcia aos IP telaprevir,
boceprevir e simeprevir cuja relacdo entre mutacdo e medicamento serd discutida

em topico posterior.

4.2 MutacOes de resisténcia associadas aos inibidores de protease em
pacientes infectados com o subtipo la

O quadro 4.1 apresenta as mutacdes de resisténcia e possivel resisténcia em
pacientes nao-respondedores (terapias dupla e tripla) e virgens de tratamento
infectados com o subtipo 1a. Na literatura, poucos estudos foram encontrados com o
perfil de pacientes ndo-respondedores de forma que os dados do presente estudo
podem fornecer informacdes Uteis para uma melhor abordagem terapéutica para

pacientes com resposta nula ao tratamento realizado.
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Quadro 4.1: Mutac8es identificadas em pacientes nao-respondedores (terapia dupla e

terapia tripla) e pacientes virgens de tratamento infectados com o subtipo 1a do HCV.

HCV Subtipo la

N&o-respondedores
n=21 Virgens de tratamento
Terapia dupla Terapia tripla n=26
n=7 n=14
V36L V36M V36M
2 (28,6%) 5 (35,7%) 1 (3,8%)
N174S N174S N174S
2 (28,6%) 1 (7,1%) 3 (11,5%)
R155K
1 (7,1%)

Conforme evidenciado no quadro 4.1, as mutacdes observadas em pacientes
nao-respondedores a terapia dupla com PEG-IFN e RBV infectados com o subtipo
la (n=7) foram (1) V36L em 2/7 (28,6%) pacientes e (2) N174S em 2/7 (28,6%)
pacientes ndo-respondedores a terapia dupla. Ja em pacientes ndo-respondedores a
terapia tripla com telaprevir/boceprevir, PEG-IFN e RBV infectados com o subtipo la
(n=14), as mutacdes identificadas foram (1) V36M em 5/14 (35,7%) pacientes, (2)
N174S em 1/14 (7,1%) paciente e (3) R155K em 1/7 (7,1%) paciente. As mutacdes
observadas dentre os vinte e seis pacientes incluidos no estudo foram (1) V36M em
1/26 (3,8%) e (2) N174S em 3/26 (11,5%) pacientes.

Os resultados destacam que mutacdes na posicdo 36 foram encontradas nos
trés perfis de pacientes incluidos no estudo, o que pode estar relacionado com uma
maior taxa de falha terapéutica em pacientes infectados com o subtipo la que
apresentam mutacdes no sitio V36 (V36L e V36M). J& a mutacdo N174S, cujo relato
na literatura para cada um dos perfis de pacientes incluidos no presente estudo é

escasso, foi observada nos trés perfis de pacientes.
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4.2.1 Mutacdes de resisténcia associadas aos inibidores de protease em
pacientes ndo-respondedores a terapia dupla com PEG-IFN e RBV infectados

com o subtipo la

O quadro 4.2 destaca as mutacbes de resisténcia e possivel resisténcia
observadas em pacientes ndo-respondedores a terapia dupla com PEG-IFN e RBV
pertencentes ao subtipo la (n=7) e sua relagdo com os IP telaprevir, boceprevir e
simeprevir apds andlise realizada pelo site geno2pheno.

Quadro 4.2: MutacBes associadas a resisténcia e possivel resisténcia aos IP de primeira

geracao (boceprevir e telaprevir) e de segunda geracao (simeprevir) observadas em

pacientes nao-respondedores a terapia dupla infectados com o subtipo 1a.

HCV Subtipo 1a

N&o-respondedores Resisténcia
Mutacdes Terapia dupla (n=7) BOC/TVR SMP
R (BOC)
V36L 2 (28,6%) PR
PR (TVR)
N174S 2 (28,6%) PR (TVR) _

Legenda: BOC: Boceprevir; TVR: Telaprevir; SMP: Simeprevir; PR: Possivel resistente/ R:

Resistente/ - :Substituicdo ndo associada ao medicamento apos andlise no site geno2pheno

A mutacao V36L foi identificada em 2/7 (28,6%) pacientes ndo-respondedores
a terapia dupla. Em relacéo ao telaprevir e simeprevir, esse polimorfismo indica uma
possibilidade de resisténcia, enquanto que para o boceprevir foi observado estar
associado a resisténcia, de modo que o uso de boceprevir estd menos indicado para
estes pacientes (Figura 4.1). A mutacdo N174S foi identificada em 2/7 (28,6%)
pacientes ndo-respondedores a terapia dupla. De acordo com o site geno2pheno,
essa mutacdo representa uma possivel resisténcia ao telaprevir e apenas uma
substituicdo ndo associada a resisténcia para o telaprevir. Além das mutacdes
destacadas no quadro 4.2 foi identificada, apds submissdo de sequéncia ao site
geno2pheno, a substituicdo 1170V em 1/7 (14,3%) pacientes ndo-respondedores a
terapia dupla, entretanto evidencia-se que essa substituicdo ndo esta relacionada a

resisténcia para esse perfil de paciente.
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Drugs Scored mutations Resistance analysis

Asunaprevir none susceptible I
Boceprevir 36L resistant I
Grazoprevir none susceptible I
Paritaprevir none susceptible I
Simeprevir 36L possibly resistant
Telaprevir 36L possibly resistant
Mutation Resistance analysis
Boceprevir
36L resistant
Simeprevir
36L possibly resistant
Telaprevir
36L possibly resistant

Figura 4.1: Resultado da mutacdo na posicéo 36 (V36L) e sua relacdo com os inibidores

de protease ap6s submissao de sequéncia deste estudo ao site geno2pheno.

A prevaléncia total de resisténcia em pacientes ndo-respondedores a terapia
dupla infectados pelo subtipo la foi de 28,6% (apenas a mutacdo V36L foi
considerada cuja resisténcia ao boceprevir foi discutida). Consideraram-se apenas
as mutacBes associadas a resisténcia, ou seja, ndo foram consideradas as

mutacBes com possibilidade de resisténcia e substituicao.

4.2.2 MutacOes de resisténcia associadas aos inibidores de protease em
pacientes nao-respondedores a terapia tripla com telaprevir/boceprevir, PEG-

IFN e RBV infectados com o subtipo la

O quadro 4.3 apresenta as mutacOes encontradas em pacientes nao-
respondedores a terapia tripla com telaprevir/boceprevir, PEG-IFN e RBV (n=14)
pertencentes ao subtipo 1a. O objetivo de avaliar esse perfil de paciente foi destacar
em cada caso se ha ou ndo a possibilidade de retratamento com simeprevir diante

da falha terapéutica observada com o uso dos IP de primeira geracao.
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Quadro 4.3: Mutac8es associadas a resisténcia e possivel resisténcia aos IP de primeira

geracdo (boceprevir e telaprevir) e de segunda geracao (simeprevir) observadas em

pacientes ndo-respondedores a terapia tripla infectados com o subtipo 1a.

HCV Subtipo 1a

N&o-respondedores

Resisténcia

Mutacoes Terapia tripla (n=14) BOC/TVR SMP
V36M 5 (35,7%) R PR
R155K 1 (7,1%) R R
N174S 1 (7,1%) PR (TVR) ~

Legenda: BOC: Boceprevir; TVR: Telaprevir; SMP: Simeprevir; PR: Possivel resistente/ R:

Resistente/ - :Substituicdo ndo associada ao medicamento apds andlise no site geno2pheno

A mutacdo V36M foi

identificada em 5/14 (35,7%) pacientes néo-

respondedores a terapia tripla e de acordo com andlise do site geno2pheno, esta

diretamente relacionada a resisténcia para os IP de primeira geracdo boceprevir e

telaprevir e representa uma possivel resisténcia ao simeprevir (Figura 4.2). Ja a

mutacdo R155K foi observada em 1/14 (7,1%) pacientes ndo-respondedores a

terapia tripla e esta relacionada a resisténcia para os IP de primeira e segunda

geracdo. Destaca-se que juntamente com esta mutacao, identificamos a mutacéo

V36M neste paciente que também influencia de maneira negativa a resposta

antiviral ao telaprevir, pois, indica resisténcia a esse DAA (Figura 4.3). A mutacao

N174S foi identificada em 1/14 (7,1%) pacientes nado-respondedores a terapia

tripla. Algumas substituicbes ndo associadas a resisténcia foram destacadas no
perfil genético de alguns pacientes, tais como: V55| (12/14; 86%), Q80L (1/14;
7,1%), S122T (1/14; 7,1%), R155C (1/14; 7,1%), R155S (1/14; 7,1%) e 1170L (1/14;

7,1%).
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Drugs Scored mutations Resistance analysis

Asunaprevir none susceptible I
Boceprevir 36M resistant I
Grazoprevir none susceptible I
Paritaprevir none susceptible I
Simeprevir 36M possibly resistant
Telaprevir 36M resistant I
Mutation Resistance analysis
Boceprevir
36M resistant
Simeprevir
36M possibly resistant
Telaprevir
36M resistant

Figura 4.2: Resultado da mutag&o na posi¢éo 36 (V36M) e sua relagdo com os inibidores

de protease ap6s submissao de sequéncia deste estudo ao site geno2pheno.

Drugs Scored mutations Resistance analysis

Asunaprevir 155K resistant I
Boceprevir 36M,55L,155K resistant I
Grazoprevir 155K possibly resistant

Faritaprevir 155K resistant I
Simeprevir 36M,155K resistant I
Telaprevir 36M,551,155K resistant I

Mutation Resistance analysis

Asunaprevir

155K resistant
Boceprevir

155K resistant

36M resistant

551 substitution on scored position
Grazoprevir

155K possibly resistant
Paritaprevir

155K resistant
Simeprevir

155K resistant

36M possibly resistant
Telaprevir

155K resistant

36M resistant

551 substitution on scored position

Figura 4.3: Resultado das mutacGes nas posicoes 36 e 155 e sua relagdo com os

inibidores de protease apds submisséo de sequéncia deste estudo ao site geno2pheno.
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A prevaléncia total de resisténcia em pacientes nao-respondedores a terapia
tripla infectados pelo subtipo la foi de 42,8% (foram consideradas apenas as
mutacbes V36M e RI155K que estdo relacionadas a resisténcia para
telaprevir/boceprevir). Neste célculo, também n&o foram consideradas as mutacdes

com possibilidade de resisténcia e substituicao.

4.2.3 MutacOes de resisténcia associadas aos inibidores de protease em
pacientes virgens de tratamento infectados com o subtipo 1a

O quadro 4.4 evidencia as mutacbes encontradas em pacientes virgens de

tratamento infectados com o subtipo 1a (n=26).

Quadro 4.4: Mutagdes associadas a resisténcia e possivel resisténcia aos IP de primeira
geracgdo (boceprevir e telaprevir) e segunda geragao (simeprevir) observadas em pacientes

virgens de tratamento infectados com o subtipo 1a.

HCV Subtipo la

Virgem de tratamento (n=26) Resisténcia

Mutacdes n BOC/TVR SMP
V36M 1 (3,8%) R PR
PR (TVR)
0, —
N174S 3 (11,5%) SB (BOC)

Legenda: BOC: Boceprevir; TVR: Telaprevir; SMP: Simeprevir; PR: Possivel resistente/ R:
Resistente/ SB: Substituicdo/ - :Substituicdo ndo associada ao medicamento apds analise no
site geno2pheno

A mutacdo V36M foi observada em 1/26 (3,8%) pacientes virgens de
tratamento. Quando relacionada ao simeprevir, indica uma possivel resisténcia,
entretanto quando comparada aos IP de primeira geracdo boceprevir e telaprevir,
indica resisténcia. A mutacdo N174S foi identificada em 3/26 (11,5%) pacientes
virgens de tratamento incluidos neste estudo e representa uma possivel resisténcia
para o0 medicamento telaprevir e apenas uma substituicdo ndo associada a
resisténcia para o medicamento boceprevir. O site geno2pheno ndo evidenciou grau
de resisténcia para o simeprevir, sendo 0s pacientes candidatos ao uso deste

medicamento (Figura 4.4). Assim como nos outros perfis de pacientes também foram
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evidenciadas substituicbes nédo relacionadas a resisténcia aos IP, tais como: V55I
(12/26; 46,1%), R117C (1/26; 3,8%), S122G (1/26; 3,8%) e N174K (1/26; 3,8%.

Drugs Scored mutations Resistance analysis
Asunaprevir none susceptible
Boceprevir 1748 substitution on scored position
Grazoprevir none susceptible
Paritaprevir none susceptible
Simeprevir none susceptible
Telaprevir 1745 possibly resistant
Mutation Resistance analysis
Boceprevir
1748 substitution on scored position
Telaprevir
1748 possibly resistant

Figura 4.4: Resultado da mutac&o na posi¢éo 174 e sua relacdo com os inibidores de
protease apds submisséo de sequéncia deste estudo ao site geno2pheno.

A prevaléncia total de resisténcia em pacientes virgens de tratamento
infectados pelo subtipo 1a foi de 3,8% (a mutacdo V36M foi a Gnica que demonstrou
relagdo de resisténcia aos IP). Neste célculo, também ndo foram consideradas as

mutacBes com possibilidade de resisténcia e substitui¢des.

4.3 MutacOes de resisténcia associadas aos inibidores de protease em

pacientes infectados com o subtipo 1b

O quadro 4.5 apresenta as mutacdes de resisténcia em pacientes nao-
respondedores a terapia dupla, terapia tripla e virgens de tratamento infectados com
0 subtipo 1b. No tratamento da hepatite C, a definicdo dos subtipos é importante
visto que pacientes infectados com o subtipo 1a tendem a apresentar maiores taxas
de recidiva quando comparados aos pacientes infectados com o subtipo 1b (Ermis et
al., 2015), o que poderia explicar uma menor énfase em relagdo a abordagem sobre
mutacdes de resisténcia para esse subtipo. Entretanto, cabe ressaltar a importancia
de estudos sobre resisténcia para pacientes tratados com IP como conhecimento

tedrico para uma melhor abordagem terapéutica naqueles que ndo respondem a
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terapia dupla com PEG-IFN e RBV ou tripla com telaprevir/boceprevir, PEG-IFN e

RBV infectados com o subtipo 1b.

Quadro 4.5: Mutag0es identificadas em pacientes ndo-respondedores (terapia dupla e
terapia tripla) e pacientes virgens de tratamento infectados com o subtipo 1a do HCV.

HCV Subtipo 1b

N&o-respondedores
n=2 Virgens de tratamento
Terapia dupla Terapia tripla n=16
n=1 n=1
F43V T54S
1 (100%) 1 (6,3%)
Q80H
- 1 (6,3%)
Q80K
1 (6,3%)

O quadro 4.5 destaca que a mutacdo observada em paciente nao-
respondedor a terapia dupla com PEG-IFN e RBV infectado com o subtipo 1b (n=1)
foi a F43V. No estudo em questdo nao foram identificadas mutacdes de resisténcia
para o paciente ndo-respondedor a terapia tripla infectado com o subtipo 1b (n=1).
Em relacéo aos pacientes virgens de tratamento infectados com o subtipo 1b (n=16),
as mutacOes observadas foram (1) T54S, (2) Q80H e (3) Q80K. Cada uma das
mutacdes foi identificada com a prevaléncia de 6,3%, 0 que corresponde a 1 dentre
0s 16 pacientes virgens de tratamento. Ressaltando que as mutacdes nao foram

identificadas no mesmo paciente, e sim em trés pacientes distintos.
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4.3.1 Mutacdes de resisténcia associadas aos inibidores de protease em
pacientes ndo-respondedores a terapia dupla com PEG-IFN e RBV infectados

com o subtipo 1b

O quadro 4.6 ressalta as mutacdes associadas a resisténcia e possivel
resisténcia encontradas em paciente nao-respondedor a terapia dupla com PEG-IFN
e RBV (n=1).

Quadro 4.6: Mutacdes associadas a resisténcia e possivel resisténcia aos IP de primeira
geracao (boceprevir e telaprevir) e segunda geracdo (simeprevir) para pacientes néo-
respondedores a terapia dupla infectados com o subtipo 1b.

HCV Subtipo 1b

N&o-respondedores \ Resisténcia
Mutacbes Terapia dupla (n=1) BOC/TVR SMP
PR (BOC)
0,
F43V 1 (100%) SB (TVR) R

Legenda: BOC: Boceprevir; TVR: Telaprevir;, SMP: Simeprevir; PR: Possivel resistente/ R:
Resistente/ SB: Substituicdo

A mutacdo F43V foi identificada em 1/1 (100%) paciente ndo-respondedor a
terapia dupla e, de acordo com analise realizada pelo site gen2pheno esta
associada a resisténcia ao simeprevir e possivel resisténcia a boceprevir. A
substituicdo 1170V foi observada em 1/1 (100%) paciente ndo-respondedor a terapia
dupla, porém n&do apresenta associacdo com resisténcia ap6s submissdo da

sequéncia ao site geno2pheno (Figura 4.5).

Mutation Resistance analysis

Asunaprevir

36V substitution on scored position
Boceprevir

43V possibly resistant

170V substitution on scored position

36V substitution on scored position
Grazoprevir

36V substitution on scored position
Simeprevir

43V resistant

36V substitution on scored position

170V substitution on scored position
Telaprevir

170V substitution on scored position

43V substitution on scored position

36V substitution on scored position

Figura 4.5: Resultado das mutagdes nas posi¢coes 43 e 170 e sua relagdo com 0s

inibidores de protease apds submisséo de sequéncia deste estudo ao site geno2pheno.
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A mutacdo F43V nao foi relatada em estudos in vivo em pacientes néo-
respondedores a terapia dupla. Sendo assim, o resultado para essa mutacdo nao
serd incluido no célculo de prevaléncia total de resisténcia nesse perfil de pacientes.
Além disso, por ser um estudo que incluiu amostras de conveniéncia, um paciente
apresentando essa mutacéao € indicativo de resisténcia conforme discutido, contudo
mais estudos seriam necessarios para corroborar com a evidéncia de resisténcia
para o simeprevir. Diante do exposto, a prevaléncia total de resisténcia em
pacientes nao-respondedores a terapia dupla infectados com o subtipo 1b néo foi

estimada devido ao “n” reduzido e pouco suporte cientifico.

4.3.2 MutacOes de resisténcia associadas aos inibidores de protease em
pacientes nao-respondedores a terapia tripla com telaprevir/boceprevir, PEG-
IFN e RBV infectados com o subtipo 1b

Ndo foram identificadas mutacBes de resisténcia ou possivel resisténcia
nesse perfil de paciente, somente a substituicdo 1170V, entretanto ndo esta
associada a resisténcia aos IP de acordo com analise do site geno2pheno. Diante do
exposto, a prevaléncia total de resisténcia para pacientes nédo-respondedores a

terapia tripla infectados com o subtipo 1b foi de 0%.

4.3.3 Mutacbes de resisténcia associadas aos inibidores de protease em

pacientes virgens de tratamento infectados com o subtipo 1b

O quadro 4.7 ressalta as mutacdes de resisténcia e possivel resisténcia em
pacientes virgens de tratamento infectados com o subtipo 1b (n=16). As mutacdes
relacionadas sdo aquelas associadas aos IP de primeira geracdo (boceprevir e

telaprevir) e de segunda geracéo (simeprevir).
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Quadro 4.7: MutacOes associadas a resisténcia e possivel resisténcia aos IP de primeira

geracdo (boceprevir e telaprevir) e segunda geracao (simeprevir) para pacientes virgens de

tratamento infectados com o subtipo 1b.

HCV Subtipo 1b

Virgem de tratamento (n=16) ‘ Resisténcia
Mutacbes n BOC/TVR SMP
T54S 1 (6,3%) R (BOC) SB
PR (TVR)
Q80H 1 (6,3%) _ PR
Q80K 1 (6,3%) _ R

Legenda: BOC: Boceprevir; TVR: Telaprevir; SMP: Simeprevir; PR: Possivel resistente/ R:
Resistente/ SB: Substituicao/ - :Substituicdo ndo associada ao medicamento apés analise no
site geno2pheno

A mutacdo T54S foi identificada em 1/16 (6,3%) pacientes virgens de
tratamento infectados pelo subtipo 1b, com o resultado de resisténcia ao bocepreuvir,
possivel resisténcia ao telaprevir e substituicdo ndo associada a resisténcia para o
simeprevir obtido através da andlise realizada pelo site geno2pheno (Figura 4.6). Ja
a mutacdo Q80H foi identificada em 1/16 (6,3%) pacientes virgens de tratamento
infectados pelo subtipo 1b e é apontada no site geno2pheno como possivelmente
resistente ao simeprevir (Figura 4.7). A mutacado Q80K foi observada em 1/16 (6,3%)
dos pacientes virgens de tratamento infectados pelo subtipo 1b e de acordo com
analise realizada pelo site do Instituto Max Planck, indica resisténcia ao simeprevir
(Figura 4.8). Substituicbes ndo associadas a resisténcia apdés submissao de
sequéncias ao site geno2pheno foram evidenciadas, tais como: V55I (1/16; 6,3%),
R117C (1/16; 6,3%), S122T (2/16; 12,5%), 1170V (8/16; 50%) e S174T (1/16; 6,3%).

A prevaléncia total de resisténcia em pacientes virgens de tratamento
infectados pelo subtipo 1b foi de 12,6% (soma das prevaléncias das mutacdes T54S
e QB80K). Neste célculo, também ndo foram consideradas as mutacdes com

possibilidade de resisténcia e substituicdes.
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Drugs

AsUnapreyir
Boceprevir
Grazopreyis
Faritapreyir
Simeprevir

Telaprevir

Boceprevir

Simeprevir

Telaprevir

Scored mutations

none
36%,545,55L,170%
none
none
Jov,170v

36%,545,551, 170V

Mutation

545

551

36Y
170%

3oy
170V

545
551
170
Jav

Resistance analysis

susceptible
resistant
susceptible
susceptible
substitution on scored position

possibly resistant

Resistance analysis

resistant
substitution on scored position
substitution on scored position

substitution on scored position

substitution on scored position

substitution on scored position

possibly resistant
substitution on scored position
substitution on scored position

substitution on scored position

Figura 4.6: Resultado da mutacéo na posicéo 54 e sua relacdo com os inibidores de

protease ap6s submissao de sequéncia deste estudo ao site geno2pheno.

Asunaprevir

Boceprevir

Grazoprevir

Simeprevir

Telaprevir

Mutation

36V
80H

170V
36V

36V

80H

36V

170V

170V
36V

Resistance analysis

substitution on scored position
substitution on scored position

substitution on scored position
substitution on scored position

substitution on scored position
possibly resistant
substitution on scored position

substitution on scored position

substitution on scored position
substitution on scored position

Figura 4.7: Resultado da mutacdo na posicdo 80 (Q80H) e sua relagdo com os

inibidores de protease apds submissdo de sequéncia deste estudo ao site geno2pheno.
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Drugs Scored mutations Resistance analysis

Asunaprevir 80K possibly resistant

Boceprevir 36V substitution on scored position I

Grazoprevie none susceptible I

Paritaprevir none susceptible I

Simepreyir 36%,80K resistant I

Telaprevir 36V,117C substitution on scored position I
Mutation Resistance analysis

Asunaprevir

80K possibly resistant
Boceprevir

36Y substitution on scored position
Simeprevir

80K resistant

36Y substitution on scored position
Telaprevir

117C substitution on scored position

36V substitution on scored position

Figura 4.8: Resultado da mutacdo na posi¢éo 80 (Q80K) e sua relagéo com os inibidores de

protease ap6s submissao de sequéncia deste estudo ao site geno2pheno.

4.4 Alinhamento das sequéncias em logo

O programa WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu/) € uma ferramenta com o
potencial de gerar representacfes graficas na forma de logotipo a partir do
alinhamento de multiplas sequéncias. Essas representacfes indicam uma descricdo
precisa de caracteristicas intrinsecas as sequéncias e revelam graus de
variabilidade de um determinado aminoacido. Cada logotipo consiste em letras
referentes aos aminoacidos em cada posi¢cdo da sequéncia estudada. A altura de
cada aminoacido (medida em bits) reflete sua relativa frequéncia na posicéo
correspondente. No presente estudo, foi gerada uma representacdo grafica das
sequéncias de aminoacidos da protease do HCV para os subtipos 1la e 1b.

Na figura das sequéncias de aminoacidos do subtipo l1a (figura 4.9) podemos

observar que a regido sequenciada apresenta alto grau de conservacdo, com
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apenas poucas posi¢cdes com grande variabilidade como na regido compreendida
entre os aminoacidos 40 e 55, esta ultima relacionada com mutacfes associada com
resisténcia aos IP quando a substituicdo for V55A. Nas sequéncias deste estudo
referentes ao subtipo la, 24/47 (51%) amostras sequenciadas apresentaram o
aminoéacido isoleucina (l). Esta propor¢cdo € muito maior do que a observada em
amostras de outros paises, onde € encontrada em baixa frequéncia (Margeridon-
Thermet et al., 2014). Na posicdo 80 em sequéncias do subtipo 1a, 45 amostras
sequenciadas apresentaram o aminoacido glutamina (Q), uma o aminoacido leucina

(L) e em nenhuma foi encontrada o aminoacido lisina (K).

= TV TSLTCROKNQVECEVQTVST AeCTELATCINGHCHTSY
HEANNER?

111] 125 135

DE%GSSGGPLLCP GHAVGLFBAAVC HGVAKAVDF;PVHLE

180

Webiloaa 34

Figura 4.9: Representacao grafica dos aminoacidos obtida através de analise no

programa WebLogo (subtipo 1a).

Na figura das sequéncias de aminoacido do subtipo 1b (figura 4.10) podemos
observar que a regido sequenciada apresenta uma maior variabilidade em diversas
posicbes de aminoacidos. Trabalhos anteriores relatam a maior variabilidade das
sequéncias brasileiras do subtipo 1b (Lampe et al., 2013). Em relacédo as posi¢cdes
associadas com resisténcia destacamos a posicdo 80, onde uma sequéncia

apresentou o aminoacido histidina (H) e uma a mutacao de resisténcia lisina (K).
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Figura 4.10: Representacao grafica dos aminoacidos obtida através de analise no



5 DISCUSSAO

A identificacdo de mutacBes de resisténcia e possivel resisténcia para os IP
telaprevir, boceprevir e simeprevir € relevante para o entendimento da melhor
abordagem terapéutica a ser utilizada. A informag&o descrita no presente trabalho
associa as mutacbes a cada medicamento para o perfil de pacientes nao-
respondedores a um tratamento prévio ou virgens de tratamento visando o
tratamento ideal, ou seja, que permita alcancar a RVS e a inexisténcia de
complicagBes decorrentes da doenca. Ao estudar pacientes ndo-respondedores a
terapia dupla, foi possivel avaliar a relagdo de cada mutacdo observada com a
resisténcia primaria que poderiam ou ndo causar mesmo antes da abordagem
terapéutica com DAAs. Ja com a utilizacdo dos DAAs telaprevir e boceprevir no
tratamento e posterior falha terapéutica dos pacientes incluidos no estudo apés 12
semanas de tratamento, foi essencial a identificagdo de mutagdes que revelaram
maior ou menor chance de sucesso terapéutico com o uso de simeprevir conforme
recomendado no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C e
Coinfeccbes de 2015.

Diante da evolugdo no tratamento antiviral da hepatite C com os DAAs,
poucos estudos discutem resisténcia em pacientes submetidos a terapia dupla com
PEG-IFN e RBV, entretanto € importante ressaltar que diante da mutacdo observada
em sequéncia nucleotidica € possivel relacionar o paciente com uma abordagem
terapéutica com menor chance de falha em um possivel retratamento com IP. A
mutacgdo V36L, identificada com prevaléncia de 28,6%, est4 associada a resisténcia
para boceprevir, de modo que seu uso estaria menos indicado para os dois
pacientes com falha terapéutica para PEG-IFN e RBV em um futuro tratamento com
DAAs. Mesmo com a escassez de informacdes sobre resisténcia para esse perfil de
paciente, estudo de Hoffmann e colaboradores (2013) avaliou a heterogeneidade de
sequéncias da regido NS3 de um grupo de pacientes brasileiros com hepatite C
cronica tratados com PEG-IFN e RBV. Entre os 68 pacientes avaliados, trés (4,4%)
apresentaram pelo menos uma mutacao relacionada a resisténcia para telaprevir e
boceprevir, dentre elas a mutacédo V36L. Essa mutacao foi identificada em todos os
momentos do tratamento com terapia dupla (antes, durante e depois) em 1/10 (10%)
paciente infectado com o subtipo la com cargas virais indetectaveis durante o

tratamento e reicidiu apos seis meses de tratamento. Este estudo brasileiro, assim
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como a prevaléncia de 28,6% para essa mutacao evidenciada no presente estudo,
destaca a influéncia negativa da mutacdo V36L no tratamento com IP,
principalmente para o boceprevir. A mutagéo N174S, identificada com prevaléncia de
28,6%, representa uma possivel resisténcia ao telaprevir e apenas uma substituicdo
nao associada a resisténcia para o telaprevir em pacientes ndo-respondedores a
terapia dupla, permitindo entdo concluir que essa mutacdo apresenta um baixo grau
de resisténcia primaria em pacientes que ndo foram submetidos ao tratamento com
DAAs e possivelmente apresentam alta probabilidade de sucesso terapéutico
através de um retratamento com simeprevir. A escassez de informacdes na literatura
referente a essa mutacdo para pacientes ndo-respondedores dificulta uma analise
mais fidedigna de qual seria a melhor abordagem terapéutica quanto ao uso de IP,
principalmente para o simeprevir cujos estudos ndo demonstraram relatos dessa
mutacdo em pacientes nao-respondedores.

Além das mutacbes de resisténcia e possivel resisténcia destacadas no
presente estudo, destaca-se também a identificacdo de substituicbes néao
associadas a resisténcia como forma de ampliar os conhecimentos sobre resisténcia
entre diferentes perfis de pacientes. Em pacientes ndo-respondedores a terapia
dupla infectados com o subtipo 1a, observou-se a substituicdo 1170V com
prevaléncia de 14,3%. Essa substituicdo ndo esta associada a resisténcia de acordo
com analise do site geno2pheno, e ndo se encontram relatos sobre sua influéncia
para pacientes ndo-respondedores a PEG-IFN e RBV. Conclui-se que a causa de
falha terapéutica para esse paciente ndo esta relacionada a essa substituicdo, visto
que fatores do hospedeiro (gendtipo CT ou TT do gene IL28B) ou fatores virais (grau
de fibrose) também podem estar associados a um pior prognostico para a resposta
terapéutica. Em estudo brasileiro de Zeminian e colaboradores (2013) que incluiu
pacientes com hepatite C crbnica nao tratados com IP, sendo 28/37 (75,68%)
submetidos ao tratamento com PEG-IFN ressalta que a substituicdo 1170V né&o
altera as caracteristicas fisico-quimicas dos aminoacidos em comparagdo com o
aminoacido selvagem e que as implicacbes desse fato para a resisténcia ainda
permanecem incertas. Essa informacdo é interessante no sentido de que outras
causas além da resisténcia podem influenciar na futura abordagem para o paciente
gue apresenta essa substituicdo relacionada a diversidade genética que o HCV

apresenta entre os isolados brasileiros.
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Em relacdo as mutacOes observadas em pacientes ndo-respondedores a
terapia tripla com telaprevir/boceprevir, PEG-IFN e RBV pertencentes ao subtipo 1a,
destaca-se a mutacao V36M com prevaléncia de 35,7%, sendo esta relacionada a
resisténcia para os IP de primeira geragado boceprevir e telaprevir. O tratamento por
DAAs para o paciente com mutacdo V36M deve ser considerado de forma cautelosa
diante das possibilidades de resisténcia envolvendo IP. Tal mutacdo pode ter
representado falha terapéutica para o IP de primeira geragdo utilizado, além disso,
sua presenca constitui um preditor de mau progndstico no tratamento antiviral da
hepatite C com o uso de simeprevir. Sullivan e colaboradores (2013) realizaram uma
analise retrospectiva com o objetivo de determinar a prevaléncia de mutacfes de
resisténcia entre pacientes tratados com telaprevir em ensaios clinicos de fase 3.
Entre os 388 pacientes ndo-respondedores incluidos no estudo, 299 apresentaram
mutacBes de resisténcia (subtipo la: 232/269; 86%). A mutacdo V36M foi
identificada em 28/232 (12%) pacientes com falha terapéutica para telaprevir,
evidenciando assim sua importancia como mutacdo indicativa de resisténcia cujo
mau progndstico nao revela confiabilidade no uso de IP de primeira geracdo. Ja em
estudo de Barnard e colaboradores (2013), diferentes mutacdes de resisténcia foram
detectadas em pacientes ndo-respondedores a terapia tripla com boceprevir/PEG-
IFN e RBV infectados pelo subtipo la. Dentre elas, estd a mutacdo V36M com uma
alta prevaléncia de 60% indicando ser um preditor de possivel falha terapéutica com
0 uso de IP de primeira geracdo. Poucos dados da literatura revelam a importancia
dessa mutacdo no tratamento com terapia dupla através do uso de boceprevir/
telaprevir, entretanto a prevaléncia de 35,7% encontrada no presente estudo revela
que a mutacdo V36M apresenta consideravel associacdo a resisténcia para
boceprevir e telaprevir.

J4 a mutacdo R155K, observada com prevaléncia de 7,1% entre pacientes
nao-respondedores a terapia tripla, corrobora com dados da literatura no sentido de
estar associada a elevado grau de resisténcia aos IP de primeira geracéo e segunda
geracdo. O estudo de Nishiya e colaboradores (2014) ressalta que a substituicdo na
posi¢cdo 155 (R155K) necessita apenas da transicdo de um anico nucleotideo para
conferir resisténcia no subtipo 1la, enquanto que a mutagdo no subtipo 1b necessita
de 2 trocas de nucleotideos (transversdo), ou seja, a barreira genética para
resisténcia aos inibidores de protease pode variar de acordo com os diferentes

subtipos do HCV. Pawlotsky e colaboradores (2011) reportaram maior frequéncia de
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falha virologica para o subtipo 1a devido a baixa barreira genética para resisténcia
viral quando comparado ao subtipo 1b. Mesmo que esteja presente em apenas uma
amostra, € importante destacar sua presenca em um paciente ndo-respondedor a
terapia antiviral com telaprevir, PEG-IFN e RBV, sendo um preditor de mau
prognéstico no tratamento antiviral da hepatite C. Destaca-se que no mesmo
paciente foi identificada a mutacdo V36M que também indica resisténcia a telaprevir.
A combinacdo de mutacfes nos lécus 36 e 155 representam alta resisténcia para o
telaprevir e pode inibir a acdo da droga (Sarrazin et al., 2007).

A escassez de comprovacao cientifica da associacdo entre a mutacao
N174S, identificada com prevaléncia de 7,1% no presente estudo, e resisténcia em
pacientes ndo-respondedores a terapia tripla com telaprevir/boceprevir foi
considerado o resultado relatado através do site do Instituto Max Planck de possivel
resisténcia para o telaprevir. Conclui-se que a mutacdo N174S ndo apresenta
influéncia negativa para o tratamento antiviral da hepatite C com simeprevir, de
modo que o site ndo informa caracteristicas de resisténcia para este medicamento.

O estudo sobre mutacdes de resisténcia, possivel resisténcia e substituicdes
em pacientes virgens de tratamento infectados com o subtipo la torna possivel
determinar em cada caso se aquele paciente é um candidato ao uso de simeprevir
como uma abordagem terapéutica que resultaria em maiores taxas de RVS.
Ressaltando que em ensaios clinicos de pacientes em tratamento prévio, como o
QUEST-1, por exemplo, a taxa de RVS de pacientes tratados com simeprevir, PEG-
IFN e RBV na 122 semana de tratamento foi de 80%, enquanto aqueles tratados
com PEG-IFN e RBV foi de 50%.

A mutacdo V36M € uma das mutacdes mais comuns relacionadas ao subtipo
la, além da mutacdo R155K (Schneider et al., 2014) e foi observada no presente
estudo com prevaléncia de 3,8% entre pacientes virgens de tratamento infectados
com o subtipo la. As substituicbes V36A/G/L/M estéo relacionadas a niveis médios
de resisténcia para telaprevir (Welsch et al., 2008), o que corrobora com resultado
indicado pelo site geno2pheno na qual a mutacdo V36M estad relacionada a
resisténcia para o IP de primeira geracao telaprevir. Em estudo anterior realizado por
Peres-da-Silva e colaboradores (2010) nao foram detectadas mutagcées na posicao
36 em amostras do subtipo 1a, mas apenas nas do subtipo 1b (5,6%; V36L). O
estudo realizado por Nishiya e colaboradores (2014) em doadores de sangue em

Sdo Paulo ressalta a baixa prevaléncia (4%) da mutacdo V36L em amostras
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brasileiras do subtipo 1la. Estas frequéncias estdo proximas as encontradas nos EUA
(1-2% para V36M) e Europa (3—6% para V36L e V55A). A mutacdo V36M, assim
como a V55A, quando associada a uma baixa resposta ao interferon pode
determinar uma baixa RVS em pacientes tratados com boceprevir (Howe et al.,
2013).

Ja a mutacdo N174S, identificada no presente estudo com prevaléncia de
11,5% entre pacientes virgens de tratamento infectados com o subtipo la também
foi relatada no estudo de Paolucci e colaboradores (2012) em pacientes virgens de
tratamento e esta associada a possivel resisténcia para boceprevir/telaprevir. Os
trés pacientes na condicdo de pré-tratamento incluidos no presente estudo seriam,
portanto, candidatos a terapia antiviral com simeprevir, para o qual ndo foi
evidenciada relacao de resisténcia.

Dentre as substituicdes identificadas a partir da analise do site geno2pheno
para 0s pacientes virgens de tratatamento referentes ao subtipo la, estd a
substituicdo V55| com prevaléncia de 46,1%. A analise realizada através do site do
Instituto Max Planck ndo menciona que a posi¢do 55 esta relacionada a resisténcia
aos IP lineares boceprevir e telaprevir, porém, indica apenas uma substituicdo de
aminoacidos que € suscetivel aos IP relacionados, incluindo o simeprevir. Estudo
realizado por Margeridon-Thermet e colaboradores (2014) destaca a mutacéo V55I
como sendo uma substituicdo de aminoacido resistente aos IP de baixa prevaléncia,
com apenas uma amostra entre 136 de pacientes virgens de tratamento
relacionados ao subtipo la. Palanisamy e colaboradores (2013) destacaram a
prevaléncia dessa mutacao em 5,7% (3/57) entre os pacientes virgens de tratamento
infectados pelo subtipo 1a. Destaca-se, portanto, a discrepancia de resultados diante
de uma maior prevaléncia evidenciada no nosso estudo quando comparado aos da
literatura. A substituicdo S122G, identificada com prevaléncia de 3,8% no presente
estudo, também né&o esté associada a resisténcia de acordo com o site gen2pheno,
0 que corrobora com resultado discutido por Izquierdo e colaboradores (2014),
relatando que esta substituicdo ndo esta associada a resisténcia ao simeprevir.

Em relacdo as demais mutacbes descritas na literatura associadas a
resisténcia aos IP, tais como V55A e T54S, estas ndo foram observadas no presente
estudo. A mutacdo V55A foi evidenciada em 7,5% dos pacientes virgens de
tratamento em pesquisa de Palanisamy e colaboradores (2013), podendo estar

relacionada a uma baixa RVS quando associada a uma baixa resposta ao interferon
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(na fase “lead-in”) durante o tratamento com boceprevir (apenas 7% dos pacientes
obtiveram RVS no estudo de Howe et al.,, 2013). A combinacdo de mutagbes em
dois diferentes codons, tais como T54S e V55I, foi observada também por
Palanisamy e colaboradores (2013), e ndo parece afetar o aumento de resisténcia
aos IP, estando associado a um baixo nivel de resisténcia. As mutacdes A156T e
R155K foram descritas como sendo de resisténcia moderada a alta aos IPs (Bartels
et al.,, 2008; Zeuzem et al., 2005; Tong et al., 2006, 2008). Estas mutacfes nao
foram observadas nesse perfil de pacientes, em concordancia com estudo anterior
realizado por nosso grupo (Peres-da-Silva et al., 2010), onde os l6cus R155 e A156
foram conservados entre todas sequéncias analisadas em pacientes virgens de
tratamento infectados com o subtipo la.

A andlise das mutacdes associadas a resisténcia e possivel resisténcia entre
pacientes infectados com o subtipo 1b do HCV, revela uma importante observacao
relacionada a mutagdo F43V na qual foi identificada pela primeira vez in vivo em
paciente ndo-respondedor a terapia dupla com PEG-IFN e RBV e de acordo com
resultado do site gen2pheno estd associada a resisténcia ao simeprevir. Lenz e
colaboradores (2010) descreveram o perfil de resisténcia in vitro para os IP e
destacaram que o l6cus F43 esta associado a resisténcia ao simeprevir. Algumas
mutacbes de resisténcia determinaram diferentes niveis de susceptibilidade (nas
posicoes 43, 80, 155 e 156) sendo que a mutacdo F43V demonstrou significativa
reducdo nos niveis de susceptibilidade ao simeprevir in vitro quando comparada a
mutacdo F43S que obteve um efeito mais modesto em relacdo a resisténcia aos IP
de segunda geracdo para o subtipo 1b. Concluiu-se que in vitro a mutacdo F43V
apresenta maiores niveis de resisténcia quando comparada a mutacdo F43S. Nao
existia ainda na literatura estudo in vivo que relate a presenca da mutacédo F43V em
pacientes ndo-respondedores a terapia dupla, entretanto € consideravel destacar a
importancia dessa mutacao para o estudo de resisténcia relacionado ao simeprevir,
visto que em Unico paciente do presente estudo esta mutacdo foi observada e
relatou-se o perfil de resisténcia a terapia dupla com PEG-IFN e RBV, podendo
indicar, maior possibilidade de falha terapéutica com o uso de simeprevir quando
comparado aos IP de primeira geracao.

Cabe ressaltar que as mutacdes de resisténcia T54A, T54S, V55A, A156S e
V170A identificadas em estudo de Barnard e colaboradores (2013) que incluiu

pacientes ndo-respondedores a terapia tripla infectados com o subtipo 1b, ndo foram
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observadas no paciente do presente estudo. Para esse perfil de paciente, ndo foram
identificadas mutacbes de resisténcia ou possivel resisténcia, somente a
substituicdo 1170V. Concluiu-se entdo que a falha terapéutica pode estar relacionada
a fatores intrinsecos do hospedeiro ou fatores virais que resultem em um mau
progndstico da doenca.

Dentre as mutacbes observadas em pacientes virgens de tratamento
infectados com o subtipo 1b, estd a mutagdo T54S com baixa prevaléncia de 6,3%.
Estudo realizado em Sao Paulo (Nishiya et al., 2014), evidencia a presenca dessa
mutacdo em 2/75 (2,7%) dos pacientes infectados pelo subtipo 1b do HCV,
destacando assim, baixa prevaléncia do polimorfismo T54S em estudos brasileiros,
conforme também demonstrado por nosso grupo (Peres-da-Silva et al., 2012), com
prevaléncia 6,25% (1/16) entre o mesmo perfil de pacientes. J& em estudos
internacionais, Shepherd e colaboradores (2015) ressaltaram que a mutacdo T54S
confere baixa resisténcia para boceprevir e telaprevir, mas ndo para simeprevir
(Sarrazin et al., 2007; Kieffer et al., 2012; Jiang et al., 2013), conforme também
observado no presente estudo de modo que a analise realizada pelo site
geno2pheno revela que a mutacdo T54S € indicativa de resisténcia para bocepreuvir,
possivel resisténcia ao telaprevir e apenas uma substituicAo ndo associada a
resisténcia para o simeprevir. Kuntzen e colaboradores (2008) identificaram a
mutacdo T54S em 2/145 (1,4%) dos pacientes virgens de tratamento infectados
com o subtipo 1b. Baixa prevaléncia também foi evidencianda por Margeridon-
Thermet e colaboradores (2014), onde a mutacdo T54S foi identificada em 1/55
(1,8%). Diante do exposto, concluiu-se que o uso dos IP de primeira geracéo para o
tratamento desse paciente pode acarretar na falha terapéutica, sendo este um
possivel candidato para a terapia antiviral por simeprevir, visto que a presenca
dessa mutacao ndo esta relacionada a resisténcia ao IP de segunda geracéao.

Ao relacionar a mutacdo Q80H com uma possivel resisténcia a simeprevir
conforme apontado pelo site geno2pheno, destaca-se que nao foi possivel encontrar
estudos brasileiros que apresentem essa mutacdo entre pacientes virgens de
tratamento. Entretanto em estudos internacionais como o de Suzuki e colaboradores
(2010), a mutagao Q80H juntamente com as mutagbes V36A, T54S e D168E foram
detectadas em 15/307 (4,9%) dos pacientes japoneses sem tratamento prévio
infectados com o subtipo 1b, definindo assim uma baixa prevaléncia nesse perfil de

paciente, assim como identificado no presente estudo.
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No presente estudo, ndo foi observada a mutacdo Q80K em isolados do
subtipo la, tendo sido detectada apenas em uma amostra do subtipo 1b de um
paciente virgem de tratamento. No Brasil esta mutacdo n&o foi relatada
anteriormente em amostras do subtipo 1b, confirmando a sua baixa prevaléncia. A
mutacdo Q80K €& observada com mais frequéncia em isolados do subtipo la e
raramente é detectada em amostras do subtipo 1b. No trabalho de Alves e
colaboradores (2013), analisando 1383 sequéncias da regido NS3 disponiveis no
GenBank, a mutacdo Q80K foi detectada em 36% das sequéncias do subtipo 1a,
enquanto que apenas 0,2% das sequéncias do subtipo 1b apresentavam esta
mutacao.

A prevaléncia do polimorfismo Q80K varia de acordo com as regides
geograficas, onde EUA apresentam maiores niveis de prevaléncia permanecendo
entre 37-47% (Bae et al., 2010; Bartels et al.,, 2013). No estudo realizado por
Margeridon-Thermet e colaboradores (2014) nos EUA, a prevaléncia dessa mutacéo
foi de 22% (30/136 infectados pelo subtipo 1a) e ndo foi evidenciada presenca dessa
mutacdo para o subtipo 1b. Na Europa, Shepherd e colaboradores (2015)
evidenciaram prevaléncia de 13,69% (20/146) na coorte de pacientes escoceses
virgens de tratamento, taxas estas similares as encontradas na Franca (10,5%),
Italia (10,1%), Londres (16%) e Suécia (5,7%) (Vicenti et al., 2012; Palanisamy et al.,
2013; Morel et al., 2014; Leggewie et al., 2013). Shepherd destaca ainda, que a
presenca da mutacdo Q80K ou Q80R influencia negativamente a adicdo do uso de
simeprevir a terapia com PEG-IFN e RBV, e por essa razao, foi recomendado tanto
nos EUA como na Europa que pacientes infectados com o subtipo 1a com evidéncia
dessas mutacdes, ndo sejam tratados com simeprevir.

No Brasil, contrastando com dados de outros paises, a prevaléncia da
mutacdo Q80K & muito baixa. Peres-da-Silva e colaboradores (2012) ao analisarem
a distribuicdo desta mutacdo em relacdo a posicéo filogenética relativa aos dois
subgrupos (clave) do subtipo la verificaram que a mutacdo Q80K foi encontrada na
maioria das sequéncias do GenBank relativas a clade 1 com 60% das sequéncias do
subtipo l1a exibindo o aminoacido lisina (K) no sitio 80, enquanto que 97,5% das
sequéncias da clade 2 permaneceram conservados com o0 aminoacido glutamina
(Q). As sequéncias da América do Norte sdo encontradas com maior frequéncia na
clade 1, enquanto que as da Europa sdo mais comumente observadas na clade 2.

As amostras brasileiras formam um ramo separado na clade 1, contudo
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apresentaram uma frequéncia muito baixa do aminoacido K na posi¢do 80, apenas
uma amostra (2%), em 47 sequenciadas, apresentou esta mutacdo no trabalho de
Peres-da-Silva e colaboradores (2012). Estes dados sdo condizentes com os do
presente trabalho no qual nenhuma sequéncia dentre as 47 analisadas do subtipo
la apresentou a mutacdo Q80K, demonstrando que os subtipos do HCV de
diferentes regides geograficas apresentam um padrdo distinto de diversidade
genética.

Outros estudos realizados no Brasil confirmam a baixa prevaléncia da
mutacdo Q80K. Hoffmann e colaboradores (2013) analisaram uma coorte de 68
pacientes do Rio de Janeiro, infectados cronicamente com o genoétipo 1 e tratados
com PEG-IFN e RBV. A mutacdo T54S foi detectada em 1 paciente néo-
respondedor (1/32) e 1 paciente que atingiu a RVS no sétimo dia de tratamento
(1/26), enquanto que as mutacdes V36L e V55A foram observadas em 1 paciente
recidivante (1/10), porém, a mutacdo Q80K nao foi identificada em nenhum desses
perfis de pacientes. Nishiya e colaboradores (2014) analisaram a existéncia de
variantes de resisténcia aos IP em uma populacéo de doadores de sangue de Sao
Paulo (n=125) e a mutacdo Q80K néo foi encontrada nessa casuistica. Um total de
171 pacientes virgens de tratamento por IP (54 infectados com o subtipo 1la e 117
com o subtipo 1b) foi incluido em estudo realizado por de Carvalho e colaboradores
(2014) em Sao Paulo que detectou a mutacdo Q80K em apenas uma sequéncia
referente ao subtipo 1la e em nenhuma sequéncia do subtipo 1b. O aminoacido
glutamina (Q) permaneceu conservado na posi¢cao 80 entre 52 das 54 sequéncias
do subtipo 1la e em 114 das 117 sequéncias do subtipo 1b. A mutacdo Q80L, n&o
associada a resisténcia aos IP de primeira e segunda geracao, foi identificada em 1
e 3 sequéncias dos subtipos la e 1b, respectivamente. Nos estudos de Vidal e
colaboradores (2015) cujo objetivo foi o de avaliar a prevaléncia global da mutacao
Q80K em 3082 sequéncias correspondentes a pacientes virgens de tratamento
obtidos através dos bancos de dados Los Alamos e GenBank foi também constatado
gue no Brasil a prevaléncia foi baixa, de 0,9% (1/110) para o subtipo la, enquanto
gue para o subtipo 1b a mutacdo Q80K n&o foi encontrada (0/115).

Os dados desse trabalho destacam que os isolados brasileiros do HCV
apresentam um padrdo distinto de polimorfismos associados a resisténcia ao
simeprevir em relacdo ao observado em diversos paises do continente europeu e

nos EUA, de modo que o uso de simeprevir tem alta probabilidade de apresentar
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efetividade em nosso pais. Além disso, diante dos resultados alcancados nesse
estudo em concordancia com os da literatura, podemos concluir que ndo ha
necessidade de teste de resisténcia para pacientes brasileiros infectados por
subtipos 1a e 1b do HCV.
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6 PERSPECTIVAS

As perspectivas com este projeto incluem a elaboragéo de artigo cientifico e
publicacdo em periddico indexado com o objetivo de divulgacdo dos resultados

obtidos neste trabalho.

A continuacéo da linha de pesquisa envolve:
o O estudo de mutagdes de resisténcia associadas aos antivirais de agéo direta
Sofosbuvir e Daclatasvir aprovados pela Anvisa para o tratamento antiviral da
hepatite C;
o Comparacdo entre a analise de mutacdes de resisténcia encontradas em

sequéncias brasileiras obtidas no GenBank e as encontradas no presente estudo de

acordo com o perfil do paciente;
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7 CONCLUSOES

o O grupo de pacientes infectados pelo subtipo la que apresentou maior
prevaléncia de mutacdes de resisténcia foi 0 de ndo-respondedores a terapia tripla
(42,8%). Entre os pacientes infectados pelo subtipo 1b, o grupo que apresentou a
maior prevaléncia de mutacdes de resisténcia foi o de pacientes virgens de
tratamento (12,6%));

o O subtipo la apresentou maior frequéncia de mutacbes de resisténcia
(75,2%) quando comparado ao subtipo 1b (12,6%);

o A mutacao de resisténcia V36M (6/65) foi a mais frequente na amostragem

incluida no estudo;

o A mutacdo Q80K associada a resisténcia ao simeprevir ndo foi observada em
nenhum paciente infectado pelo subtipo la, ao contrario do subtipo 1b onde a
mutacdo Q80K foi detectada pela primeira vez no Brasil em uma cepa de HCV

referente a um paciente virgem de tratamento;

o Destaca-se, portanto, um padrdo distinto de polimorfismos associados a
resisténcia ao simeprevir nas amostras brasileiras comparado as de paises do

continente europeu e EUA onde a prevaléncia de Q80K é relativamente alta;
o A baixa prevaléncia de mutacédo na posicdo 80 (1/65; 1,5%) sugere que nao

h4a necessidade de teste de resisténcia antes do inicio do tratamento com

simeprevir, em pacientes brasileiros infectados pelos subtipos 1la e 1b do HCV.
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Titulo do Projeto: “Fase Aguda de Infecgéo pelo Virus da Hepatite C Avaliagao da
«  Resposta Imunolbgica Celular e Humoral®

Protocolo CEP: 142/01
Registro CONEP: 2830
Pesquisadora Responsavel: Lia Laura Lewis Ximenez de Sousa Rodrigues

Instituigdo; IOC/VIROLOGIA

Fol submetida & apreciagio do CEPIFIOCRUZ, relatbrio parcial ao projeto supra-

Por se tratar da continuidade de um projeto e por ndo apresentar fatos novos que
indiquem desacordos com a Resolugdo 198/96, fol aprovado o documento acima
mencionado.

Informamos, oulrossim, que deverdo ser apresentados relatorios parciais anuais e
relatério final do projeto de pesquisa.

Além disso, qualquer medificagio ou emenda ao protocolo de pesquisa, deve ser
submetida & aprecia¢éo do CEPIFIOCRUZ.
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Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Em Seres Humanos da Fundagio Oswaldo Cruz
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