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Resumo

O virus da hepatite C (VHC) é a causa mais frequente de cirrose hepética e
carcinoma hepatocelular em todo o mundo. A terapia atual combinada, com interferéo
peguilado e ribavirina, apenas € eficaz em 50-60% dos pacientes infetados. A
identificacdo de marcadores de previsdo da resposta viroldgica sustentada (RVS,
correspondendo a auséncia de RNA viral no soro do doente, 24 semanas apds o fim do
tratamento), relacionados com o hospedeiro ou com o virus, tem permitido a
individualizacdo do protocolo terapéutico e melhorar as taxas de sucesso. Relativamente
ao hospedeiro, varios polimorfismos em genes chaves do processo viral e imunoldgico,
tém sido investigados, embora nenhum deles tenha ainda entrado na pratica clinica.
Neste trabalho pretendemos avaliar a correlacdo de dois polimorfismos do hospedeiro
com a resposta viral a terapia combinada com IFN. Os polimorfismos selecionados
foram o0 rs12979860, situado a montante do gene da IL28B, o polimorfismo que até hoje
mostrou uma maior correlagio com a resposta a terapéutica, e 0 rs2287622
(habitualmente denominado por VV444A), localizado no gene ABCB11, que codifica uma
proteina transportadora de sais biliares (BSEP), tendo este SNP sido anteriormente
correlacionado com um défice funcional da proteina e com o desenvolvimento de
cirrose em doentes infetados pelo VHC.

A amostra de populacdo estudada era constituida por 117 doentes, seguidos no
Servico de Doencas Infeciosas dos CHC/CHUC, 67% dos quais era do sexo masculino.
Para a genotipagem utilizou-se o método de sequenciacdo automatica para 0
polimorfismo rs12979860, e a técnica de RFLPs para o polimorfismo V444A. A
quantificacdo da carga viral no soro dos doentes foi realizada pelo teste COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV (Roche), um teste de RT-PCR em tempo real, e a
genotipagem do virus pelo teste VERSANT HCV Amplification 2.0 (LiPA), uma
tecnologia baseada na RT-PCR e na hibridizacao reversa com sondas especificas para 0s
varios genotipos virais. Para a correlagdo com a resposta a terapéutica apenas se
incluiram os doentes que tinham terminado o tratamento ha mais de 24 semanas,
correspondendo a 91 doentes.

Para os dois polimorfismos, as frequéncias alélicas e genotipicas encontradas
foram semelhantes as descritas para populacfes caucasianas e respeitavam o equilibrio

de Hardy-Weinberg. Relativamente ao marcador da IL28B, o rs12979860 (uma
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transicdo C > T), 12,8% dos pacientes apresentaram o genotipo de risco, TT. Os
pacientes homozigéticos para o alelo C apresentam uma probabilidade de atingir a RVS
cerca de 5 vezes superior a dos doentes homozigéticos para o alelo T (P = 0,0069; OR =
5.1; 1C95%: 1.56 - 16.64). Para o polimorfismo V444A, (uma transicdo T > C),
verificou-se um aumento da frequéncia do gendtipo TT, correspondente a uma maior
capacidade funcional do transporte de sais biliares, nos doentes que alcangaram a RVS
(20.9% versus 4.2%), embora sem significado estatistico.

No que diz respeito aos outros marcadores de resposta ja estabelecidos, 0s
gendtipos virais 2 e 3 associaram-se a maior probabilidade de RVS (P = 0.008; OR =
7.89; 1C95%: 1.71 - 36.55), reforcando a necessidade de uma abordagem terapéutica
especifica para os pacientes infetados com os genotipos 1 e 4; e a presenca de resposta
viroldgica precoce (RVP, definida por, reducdo superior a 2 logio dos niveis iniciais de
RNA do VHC no soro do paciente as 12 semanas de terapia), surgiu com marcador
essencial para a decisdo terapéutica, visto s6 os doentes com RVP alcancaram a RVS.
Neste estudo, a carga viral inicial ndo mostrou estar associada com a resposta a
terapéutica. Na andlise da associacdo dos polimorfismos estudados com o genotipo
viral, carga viral, idade e RVP ndo se obteve também significancia estatistica.

Estes resultados confirmam a relevancia do marcador da 1L28B na previsao da
resposta a terapéutica na populacdo portuguesa. Relativamente ao polimorfismo do gene
ABCB11, os resultados sugerem uma possivel associagdo, mas é necessario prosseguir
0s estudos com uma amostra de doentes de maior dimenséo.

A identificacdo de fatores genéticos e ndo genéticos que influenciem a resposta a
terapéutica é essencial para que se criem modelos integrados de risco clinicamente Uteis.
Com a introducéo de novos farmacos, estes modelos podem permitir selecionar quais 0s
doentes que poderdo continuar a fazer a terapéutica baseada no INF, e qual o esquema

terapéutico mais adequado, e quais 0s que beneficiardo de outras abordagens.

Palavras-chave: VHC, RVS, IL28B, ABCB11, fatores de resposta.



Abstract

The hepatitis C virus (HCV) is the most frequent cause of liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma worldwide. Current combined therapy with pegylated
interferon and ribavirin is only effective in 50-60% of infected patients. The
identification of predicting markers for the sustained virologic response (SVR,
corresponding to absence of viral RNA in patient serum, 24 weeks after the treatment),
related to the host or the virus, has allowed the individualization of treatment protocol
and improvement of success rates. As far as the host is concerned, several
polymorphisms in key genes of viral and immune process have been investigated,
although, until the moment, none have entered in clinical practice. In this work we
intended to evaluate the correlation of two polymorphisms of the host with the viral
response to combination therapy with IFN. The selected polymorphisms were
rs12979860, upstream of the IL28B gene, which is the polymorphism with the highest
correlation with response to therapy until these days, and rs2287622 (commonly
referred to as V444A), located in the ABCB11l gene, which encodes a bile salt
transporter protein (BSEP). This SNP has been previously correlated with a functional
impairment of the protein encoded by the mentioned gene and the development of
cirrhosis in patients infected with HCV.

The sample population consisted of 117 patients followed at the Department of
Infectious Diseases of the CHC/CHUC, 67% of which were male. Patient genotyping
was performed by the automated sequencing method for the rs12979860 polymorphism,
and by the RFLP technique for V444A polymorphism. The quantification of viral load
in patient’s serum was performed by the COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HCV (Roche), which is a real time RT-PCR and the genotyping was performed by the
VERSANT HCV Amplification 2.0 test (LiPA), a technology based on RT-PCR and
reverse hybridization with probes specific for various viral genotypes. The correlation
with therapy response only included patients who had completed the treatment for more
than 24 weeks. As it is, this study comprised 91 patients.

For both polymorphisms, the allelic and genotypic frequencies found were
similar to those described for Caucasian populations and respected the Hardy-Weinberg
equilibrium. For the marker of IL28B, the rs12979860 (a transition C> T), 12.8% of
patients had the risk genotype, TT. The patients homozygous for the C allele have a
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probability of achieving SVR about 5 times higher than patients homozygous for the T
allele (P = 0.0069; OR = 5.1; 95%CI: 1.56 - 16.64). Concerning V444A polymorphism
(transition T> C), there was an increase of frequency of TT genotype corresponding to a
greater functional ability to transport bile salts in patients who achieved SVR (20.9%
versus 4.2%) although it is not statistically significant.

Regarding other already established response markers, viral genotypes 2/3 were
associated with a higher probability of SVR (P = 0.008; OR = 7.89; 95%CI: 1.71 -
36.55), reinforcing the need of a specific therapeutic approach for infected patients with
genotype 1/4 and the presence of early virologic response (EVR, defined by a reduction
of more than 2 logyo of the baseline HCVV RNA levels in the patient serum at 12 weeks
of therapy), emerged as an essential marker for therapeutic decision, as only patients
with EVR achieved SVR. In this study, we were not able to associate initial viral load
with response to therapy. There was also no statistical significance when studied
polymorphisms mentioned above were compared with viral genotype, viral load, age
and EVR.

These results confirm the relevance of the marker of IL28B in predicting
response to therapy in the Portuguese population. For the ABCB11 gene polymorphism,
the results suggest a possible association, but it is necessary futher studies with a larger
sample of patients.

The identification of genetic and nongenetic factors that influence response to
therapy is essential in order to create integrated clinically useful models of risk. With
the introduction of new drugs, these models may allow to select the patients which may
continue doing therapy based on the INF and which is the most appropriated therapeutic

regimen as well as which ones will benefit from other approaches.

Keywords: HCV, SVR, IL28B, ABCB11, response factors.
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Capitulo 1 - Introducéo




1.1. A hepatite C

A infegdo pelo virus da hepatite C (VHC) constitui uma pandemia viral, com
cerca de 170 milhGes de pessoas infetadas, 3% da populacdo mundial, com a China, o
Egipto e o Paquistdo a apresentarem os indices mais elevados. Todos os anos, 3 a 4
milhdes de pessoas sdo infetadas por este virus (World Health Organization, 2011).

O VHC provoca uma doenca hepética contagiosa, a hepatite C, que pode
manifestar-se de forma aguda ou evoluir para a cronicidade, expondo 0 paciente ao risco
de fibrose hepatica e subsequentemente cirrose (15 a 20%) ou carcinoma hepatocelular
(2 a 3%) (Lauer & Walker, 2001) (figura 1). O transplante hepatico, a derradeira
alternativa terapéutica, € uma necessidade cada vez mais frequente no mundo ocidental
(Burra, 2009; Hoofnagle, 2002). Apenas 20% a 30% dos individuos infetados com o
VHC eliminam espontaneamente o virus, os restantes 80 a 70%, desenvolvem infegcdo
cronica (Micallef, et al., 2006) .

Depois da identificacdo da Hepatite A e B, esta doenca foi categorizada como
“hepatite non-A, non-B”. Mais tarde, em 1989, denominaram-na de hepatite C (Kuo, et
al., 1989). Nos dias de hoje existem outras hepatites como a Delta (D), a E, encontrada
em macacos Rhesus sp mas ainda ndo confirmada em humanos e mais recentemente foi
descoberta a hepatite G.

A transmissdo deste virus ocorre, principalmente, através da exposi¢cdo a sangue
contaminado. Esta exposi¢do existe no contexto do consumo de drogas, anteriormente a
1992 por transfuséo de sangue, por transplantes de 6rgdos de dadores infetados, praticas
médicas inseguras, nascimento de criancas quando a mée é portadora do virus, relacdes
sexuais ndo protegidas ou ainda por recurso a tatuagens e colocacdo de piercings

(National Institutes of Health, 2002).



Os pacientes com hepatite C cronica podem apresentar manifestacbes extra-
hepaticas ou sindromes considerados de origem imunolégica, com formacdo de auto-
anticorpos, tais como sintomas reumatoides, queratoconjuntivite seca, liquen plano,

glomerulonefrite, linfoma ou crioglobulinémia mista essencial.

Desenvolvime Desenvolvime .
. = ) . Riscode
FigadoNormal Infecdo Aguda nto ds infecio Hepatite ufo de Cirrose Carcinoma 1
= ¥ = cronica em Croénica em 20% dos
o 4% por ano
80% dos casos casos

Evolu¢do da hepatite C

Figura 1: Evolucéo natural do virus da hepatite C e a sua variabilidade
de pessoa para pessoa. A infecdo aguda é assintomética em cerca de 70%
dos individuos, onde, aproximadamente de 80% dos pacientes acabam por
desenvolver infegdo cronica. Muitos dos pacientes com infecdo continuada
acabam por desenvolver cirrose que em alguns casos evolui para carcinoma
hepatocelular. (Adaptado de: Lauer & Walker, 2001).

1.2. OVHC

O VHC é um pequeno virus de RNA que pertence ao género Hepacivirus, da
familia Flaviviridae (Lindenbach, et al., 2007) (figura 2). A sua replicacdo ocorre no
citoplasma e reticulo endoplasmatico (RE). As particulas do VHC estdo descritas como
tendo um diametro entre os 55 e 65 nandémetros (nm) (Kaito, et al., 1994; Shimizu, et
al., 1996) e uma estrutura ecosaédrica com um envelope bilipidico derivado da célula
hospedeira, onde estdo ancoradas as duas glicoproteinas virais E1 e E2. Sob o envelope
encontra-se 0 nucleocapsideo, composto por multiplas copias da proteina C, que forma

um revestimento no qual se encontra 0 RNA gendémico. O VHC torna-se instavel e



mesmo inativo em ambientes secos ou quando submetido a temperaturas elevadas, ou
exposto a solventes lipidicos (Purcell, 1994). Caracteriza-se por um elevado tropismo

para os hepatocitos.

Envelope

Glicoproteina lipidico

El\

Genoma
viral

/

Glicoproteina
E2

Proteinas do
capsideo
(nicleo)

Figura 2: Estrutura da particula do virus da hepatite C. A proteina do
nacleo interage com o RNA viral para formar o nucleocapsideo. As
glicoproteinas do envelope estdo ancoradas ao envelope lipidico. (adaptado
de Sharma, 2010).

O genoma do VHC possui uma cadeia simples de RNA com aproximadamente
9.6 kilobases (kb), de sentido positivo, pelo que pode ser diretamente usado na sintese
proteica. E formado por duas regides ndo codificantes (NCR), a 5-NCR e a 3’-NCR,
separadas por uma Open Reading Frame (ORF) que codifica uma poliproteina
percussora de aproximadamente 3000 aminoacidos (Choo, et al., 1989). Esta
poliproteina da origem a dez proteinas maduras que vao constituir o virido: no terminal

aminico, as proteinas estruturais C, E1 e E2, e no terminal carboxilico, as proteinas néo-



estruturais, componentes do complexo de replicagdo, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,

NS5A e NS5B (figura 3).

Genoma
I'NCR
S'XCRgn ORF Q.l
l Traducio

= e

Poliproteina
C |E1| E2 [p7|Ns2| Ns3  [FT|Ns4B| NssA | NSSB
Processamento da
Poliproteinas
Proteinas
C 2 i ns2|| ~s3 _\'5413 NssA || NssB

=
Proteinas estruturais Proteinas ndo estruturais

Figura 3: Organizacdo do genoma do HCV. O genoma do VHC é
constituido por uma cadeia RNA simples de sentido positivo. Possui duas
NCR, 5’¢ 3’ ¢ uma tnica Open Reading Frame (ORF) que codifica uma
poliproteina com cerca de 3000 amino&cidos. Esta poliproteina é processada
co e pos-traducdo, por peptidases celulares e protéases virais, NS2 e NS3,
originando dez proteinas maduras. As proteinas estruturais, C e E1 e E2,
componentes do virido e as proteinas nao-estruturais, p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4b, NS5A e NS5B componentes do complexo de replicagdo. A NS3 e
NS5B tém um papel chave na replicagdo viral, a p7 e a NS2 atuam na

montagem da particula viral. (adaptado de Moradpour, et al., 2007).

A proteina C é a primeira proteina a ser codificada pela ORF do virus e forma o
nucleocapsideo viral. Esta proteina liga-se a membrana do RE, a moléculas
membranares e & superficie de goticulas lipidicas. Tem sido referido que a interacdo da
proteina C com goticulas lipidicas podera afetar o metabolismo dos lipidos,

contribuindo para o desenvolvimento de esteatose hepatica, vista frequentemente na



Hepatite C (Asselah, et al., 2006). As proteinas do envelope, E1 e E2, sdo glicosiladas e
formam um complexo ndo-covalente. Estas medeiam a ligacdo do virus a recetores do

hepatdcito, bem como o processo de fuséo do virus.

As proteinas ndo-estruturais atuam na replicacdo, maturacdo e libertagdo das
particulas virais. A proteina p7 tem sido referida como um elemento importante na
libertacdo e maturacdo da particula viral, por possuir uma atividade de canal cationico
(Griffin, et al., 2003). A NS2 é uma cisteina protease, ao passo que, a NS3 é uma
proteina multifuncional, possuindo quer atividade de serina protease quer de helicase
(Lindenbach, et al., 2007). Estas duas enzimas sdo de grande importancia no processo
de traducdo e replicacdo do virus. O polipeptideo NS4A funciona como um cofator para
a NS3. A proteina NS4B induz a formagdo de uma cadeia membranar, que serve de
suporte para o complexo de replicagdo do VHC (Egger, et al., 2002). A NS5B ¢ a
principal enzima de replicagdo do RNA do virus, emergindo atualmente como o
principal alvo no desenvolvimento de antivirais especificos para contra a hepatite C
(Bressanelli, et al., 2002).

O VHC pode ser classificado em seis grupos, com mais de 80 subtipos, com
base na variacdo de nucle6tidos do seu genoma. Os seis genotipos principais (1 a 6)
diferem em 30% a 50% na sequéncia de nucledtidos, enquanto os subtipos (a, b, ¢, d e
assim por diante) diferem em 20% a 25% (Bukh, et al., 1995; Simmonds, et al., 1993;
Simmonds, 1999). Os gendtipos mais frequentes nos doentes com hepatite C nos
Estados Unidos e Europa sdo o 1a e 1b, seguidos do 2 e 3; 0 4 ¢ frequente no Egito, 0 5

na Africa do Sul e 0 6 no Sudoeste Asiatico (Zein, 2000).



1.3. Ciclo de vida do VHC

O ciclo de vida do VHC é constituido por uma série de etapas: liga¢do do virus e
internalizacéo, libertagdo do genoma viral para o citoplasma, tradugdo e processamento
da poliproteina, replicacdo do RNA, montagem, maturacdo e libertagdo da particula
viral.

O VHC circula na corrente sanguinea do hospedeiro sob variadas formas. Pode
associar-se a lipoproteinas de baixa densidade (LDL) ou a lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), pode ainda circular como virides ligados a imunoglobulinas ou
mesmo virides livres (André, et al., 2005). Os hepatdcitos sdo as principais células-alvo
do virus, mas a infecdo de células B, células dendriticas e outros tipos de células
também tém sido referidas como possiveis (Moradpour, et al., 2007).

Estudos realizados até ao momento apontam para a existéncia de varios recetores
hepatocitarios candidatos para o processo de ligacdo e internalizacdo do virus, tais como
a proteina tetraspanina CD81, o recetor para as LDLs (LDLR), scavenger receptor class
B type | (SR-BI), claudina-1 (CLDN-1) ou os glicosaminoglicanos (GAGSs) (figura 4)
(Bartosch & Cosset, 2006; Cocquerel, et al., 2006).

A inclusdo do LDLR como recetor candidato na ligacdo do virus aos
hepatdcitos, baseia-se na interacdo existente entre o virus e as particulas de
lipoproteinas circulantes. Porém, mais estudos serdo necesséarios para determinar
corretamente a sua funcdo. Em conjunto com o LDLR é proposto que o0s
glicosaminoglicanos e outras proteinas da superficie celular envolvidas na ligacdo de
lipoproteinas circulantes possam atuar como principais coletores das particulas virais e

posterior ligacdo ao CD81 bem como a outros recetores (Moradpour, et al., 2007).
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Acidificag3o do Clatrina
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Figura 4: Modelo atual da entrada do HCV no hepatécito. As particulas
do VHC em circula¢do podem se associar a lipoproteinas de baixa e muito
baixa densidade (LDL e VLDL). As glicoproteinas do envelope viral, E1 e
E2, interagem com recetores de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR),
glicosaminoglicanos (GAG), scavenger receptor class B type | (SR-BI), a
proteina tetraspanina CD81 e claudina-1 (CLDN1). A internalizacdo
depende de endocitose mediada por clatrina. A acidificacdo do endossoma
induz a fusdo da membrana do endossoma com as glicoproteinas virais e
posterior libertacdo do genoma para o citosol. (adaptado de Moradpour, et
al., 2007).

A ligacdo do CD81 as glicoproteinas estruturais de tipo E2 do VHC ocorre numa
fase tardia. Ha evidéncias de que a CD81 dirija as glicoproteinas do VHC para vesiculas
exossomais (Masciopinto, et al., 2004). O SR-Bl é abundantemente expresso nos
hepatdcitos, onde exerce fungdes fisiologicas na captacdo seletiva de colesterol e ésteres
de colesterol de lipoproteinas. O SR-BI pode mediar a ligacdo da proteina, E2, do VHC

a culturas de hepatomas, sugerindo um papel no processo de ligagéo e internalizagéo do



virus (Scarselli, et al., 2002). A claudina-1 atua apos a ligacdo do virus a célula, mas
quando e como ainda ndo esta esclarecido.

O VHC ¢ internalizado por endocitose mediada por clatrina. Esta entrada
depende da acidificacdo do compartimento endossomal que desencadeia um rearranjo
das glicoproteinas do virus (Hsu, et al., 2003). O genoma viral é depois libertado para o
citosol, apds a fusdo do envelope viral com a membrana do endossoma. De seguida
ocorre a traducdo do RNA no RE e o processamento da poliproteina por proteases virais
e celulares, originando entdo as proteinas estruturais e ndo estruturais. O inicio da
traducdo ocorre com a formagdo do internal ribossome entry site (IRES), constituido
pela regido 5’-NCR e pela regido que codifica a proteina C formando um complexo
bindrio com a subunidade ribossomal 40S (Otto & Puglisi, 2004). A particula viral é
constituida apenas pela proteina C e pelas glicoproteinas E1 e E2.

Apo0s a replicacdo, que se processa com a sintese de uma cadeia complementar
de RNA, a particula viral é entdo montada e libertada para fora da célula (Bressanelli, et
al., 2002). Pouco se sabe sobre este processo, mas ha evidéncias de que os viriGes se
formem no RE ou em compartimentos derivados do RE e saiam da célula pela via
secretora. E possivel que haja uma relagdo entre o metabolismo das lipoproteinas e a

montagem e libertacdo das particulas virais (André, et al., 2005).

1.4. Diagnéstico

1.4.1. Testes laboratoriais

O diagnéstico de infecdo pelo VHC é baseado na realizagdo de técnicas
viroldgicas que tém um papel importante no diagnostico, deciséo terapéutica e avaliacao
da resposta ao tratamento (Pawlotsky, 2002). Estas técnicas podem ser indiretas como

ensaios serologicos de detecdo de anticorpos especificos contra o VHC (anti-VHC)



através de técnicas imunoldgicas, ou podem ser diretas, e permitir a quantificacdo e
caraterizacdo de componentes da particula viral do virus, como RNA e antigénios do
nacleo do VHC (Booth, et al., 2001; Lauer & Walker, 2001). Habitualmente, para o
diagndstico e acompanhamento da doenca, para aléem dos testes de fungdo hepética,
como os doseamentos das transaminases, recorre-se a quatro marcadores virais: 0
genotipo e o RNA do VHC, antigénios para o ndcleo viral e anticorpos anti-VHC

(figura 5).

nooogaoonn exavee g (CRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRN RNAVHC
A 1000000000 Agnsceo v |UNNRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRNRRNN Ag micleo VHC
J— o anti-VHC
ALT
Infecio Hepatite Infegio Hepatite Hepatite

Amda Aguda Cronica

Figura 5: Comportamento durante o tempo do RNA do VHC, antigénio
para o0 nucleo do VHC e anticorpos anti-VHC em pacientes com
diagnostico de infecdo pelo VHC. (A) hepatite C aguda, com resolugdo
espontanea; (B) hepatite C cronica. Quadrados brancos, auséncia de
marcador; quadrados pretos, presenca de marcador. Alanina
aminotransferase (ALT) a cinzento. (adaptado de Pawlotsky, 2002).

As técnicas imunologicas permitem ensaios de diagnosticos baseados na detegéo
de anticorpos contra peptideos virais, NS3, NS4, NS5 e nucleo. Estes anticorpos
persistem indefinidamente em pacientes que desenvolvem infecdo crénica. O método
mais usado sdo ensaios enzimaticos imunoabsorventes (EIA ou ELISA), com uma

sensibilidade e especificidade a rondar os 99%, reprodutiveis e baratos (Pawlotsky, et
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al., 2007). Nos primeiros 3 meses apds o contacto, o resultado pode ser negativo por
producdo incipiente de anticorpos.

As técnicas de biologia molecular s&o utilizadas para detecéo e quantificacdo do
genoma viral (virémia) em soro ou plasma. O genoma viral sé é detetado 1 a 2 semanas
apos a infecdo. Os métodos mais usados sdo a reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR)
com transcricdo reversa (RT-PCR) e PCR em tempo real (Booth, et al., 2001; Méndez
& Uribe, 2005). Estes métodos tanto sdo validos para uma analise quantitativa
(quantificacdo da carga viral) como para uma anélise qualitativa (presenca de RNA viral
e genotipagem do VHC). A quantificacdo do RNA do VHC é expressa em unidades
internacionais (Ul)/ mililitro (mL). O método de PCR em tempo real ¢ bastante sensivel,
permitindo quantificar a virémia entre 10-100 milhGes Ul/mL (Barbeau, et al., 2004).
Ambas as técnicas possuem especificidades na ordem dos 99%.

Os testes laboratoriais de rotina, como o hemograma e a bioquimica completa,
sdo Uteis na monitorizacdo da infecdo bem como no pré e pds-tratamento. No entanto
para a decisdo da realizacdo de um tratamento é sempre necessario avaliar a existéncia
de fibrose hepatica, pela realizacdo de uma ecografia (fibroscanner) ou de uma bidpsia,
que aliados aos testes bioquimicos relativos a funcdo hepatica permitem ao médico
avaliar a presenca ou auséncia de doenca hepatica progressiva, como cirrose ou detetar a
evolucdo para carcinoma hepatocelular. A avaliacdo histoldgica hepética permite

classificar a doenca em leve, moderada e cirrose (National Institutes of Health, 2002).

1.4.2. Etapas do diagnostico
O diagnostico de hepatite C raramente ¢ feito na fase aguda da infecdo porque os
sintomas clinicos habitualmente surgem apenas ap6s 7 a 8 semanas (entre as 2 e as 26

semanas) do contagio. A infecdo aguda pode ser severa mas raramente fulminante,
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sendo na maior parte dos casos assintomatica, podendo contudo incluir indisposicao,
fraqueza, anorexia e ictericia.

O diagndstico de infecdo aguda deve ser baseado na realizacdo de técnicas
viroldgicas quer para detecdo de anticorpos anti-VHC pelo ensaio EIAs, quer pela
detecdo do RNA viral, através de uma técnica sensivel, isto €, com um limite de detecédo
< 50 Ul/mL (Pawlotsky, et al., 1998; Pawlotsky, 2002). A presenca de RNA e a
auséncia de anticorpos anti-VHC € indicativa de infecdo aguda, a qual pode ser
confirmada umas semanas mais tarde por seroconversao.

A presenca de anticorpos anti-VHC e de RNA viral na altura do diagndstico ndo
significa infecdo aguda, podendo corresponder a infecdo cronica (Pawlotsky, et al.,
1997). Esta é definida pela detecdo de RNA do VHC por mais de 6 meses. A principal
consequéncia da hepatite C cronica é, como ja anteriormente referido, a possibilidade de
desenvolver doenca hepatica progressiva.

Se, num doente com clinica sugestiva, os marcadores virais, anticorpos anti-
VHC e RNA ndo forem detetados na realizacdo dos testes viroldgicos, estes devem ser
novamente realizados semanas mais tarde (Lavillette, et al., 2005). No caso de serem
detetados anticorpos anti-VHC e nédo ser detetado RNA do VHC, podera significar que

0 paciente recuperou de uma infecdo anterior pelo virus da hepatite C.

1.5. Tratamento
O objetivo do tratamento da infecdo pelo VHC passa pela sua erradicagéo,
prevencdo da evolugdo para doenca hepatica progressiva, desaparecimento das
manifestacdes extra-hepaticas e diminuigcdo do risco de contagio a outras pessoas. Por
este motivo todos os pacientes a quem for diagnosticada hepatite C crénica devem ser

considerados como potenciais candidatos ao tratamento. Em contrapartida, se o paciente
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apresentar sinais de doenca hepética descompensada, problemas neuropsiquiatricos
graves e consumir ativamente drogas, a tomada de decisdo para a realizacdo do
tratamento tem de ser repensada.

O tratamento para a hepatite C foi dramaticamente melhorado durante a ultima
década. Ao contrario de outras infecBes virais crénicas, um significativo namero de
pacientes com infecdo crénica pelo VHC consegue uma total erradicagdo do virus. As
manifestacdes extra-hepaticas podem ser problematicas e ndo reverter com a eliminacao
do virus (Manns & Rambusch, 1999). Infelizmente, ainda ndo ha uma vacina eficaz.

A identificacdo precoce de pacientes com infecdo aguda é muito importante.
Uma monoterapia com interferdo (INF) recombinante ou interferdo peguilado (PEG-
IFN) pode prevenir a evolugdo para hepatite C crénica em aproximadamente 90% dos
pacientes com infecdo aguda sintomética (Santantonio, et al., 2005; Wiegand, et al.,
2006). No entanto, muitos dos pacientes com hepatite C, s6 sdo diagnosticados aquando
de infecdo crdnica. A meta no tratamento da hepatite C cronica é a obtencdo de resposta
virologica sustentada (RVS) definida como, auséncia de RNA viral no soro do doente
seis meses apds completar o tratamento.

A medida que o conhecimento do ciclo de vida do VHC vai aumentando, novos
farmacos vdo sendo desenhadas com o intuito de identificar pequenas moléculas
inibidoras de vérias proteinas do VHC envolvidas na replicacdo deste virus (tabela I).
Estes farmacos, ja em fase clinica avancada prometem aumentar a taxa de sucesso, mas
cujo preco serd certamente uma limitacdo importante a sua utilizacdo generalizada.
Estes inibidores vdo permitir uma terapia antiviral de agéo direta (DAA) (Dore, 2012).
Em 2011 foram licenciados dois farmacos inibidores de protease, o Boceprevir e o

Telaprevir.
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Tabela I: Agentes de terapia antiviral de acdo direta para o virus da

hepatite C em desenvolvimento clinico.

Proteina Alvo Fase 2 Fase 3 Licenciado
o ) Simepravir; )
Inibidores de protease: Danoprevir; ACH-1625; GS- Bi201335 Boceprevir
| ;
NS3/NS4A 9256; MK-5172; GSK2336805 Telaprevir

Asunaprevir

Inibidores de

polimerase: NS5B

Anélogos de L

) Mericitabine; INX-189; IDX184 GS-7977
nucleotidos
BMS-791325; ABT-333;
Tegobuvir; Filibuvir; VX-222;
VCH-916

Né&o analogo de

nucleoétidos

Inibidores: NS5A ABT-267; GS-5885 Daclatasvir

(adaptado de Dore, 2012)

1.5.1. Terapia padrao atual

O tratamento para a infecdo pelo VHC evoluiu da monoterapia com INF para o
atual tratamento combinado do interferdo peguilado (PEG-INF) com ribavirina (RBV).

A primeira terapia valida para pacientes com hepatite C cronica consistiu no uso
de IFN-a injetavel. Com uma semi-vida de 8 horas e uma répida eliminagdo do
organismo, as doses eram de 1-3 milhdes de unidades (MU) trés vezes por semana, em
periodos entre trés a seis meses e sO 13%-19% dos pacientes atingiam uma RVS
(McHutchison, et al., 1998; Poynard, et al., 1998). Através de técnicas de DNA
recombinante criaram-se duas novas formas de INF, diferindo apenas em um
aminoacido, o INF-02a e o IFN-a2b, ainda hoje utilizados.

A associagdo a ribavirina pretendeu aumentar a taxa de sucesso. Este farmaco é
administrado por via oral em doses entre 1000/1200 mg/dia, dependendo do peso

corporal do paciente (abaixo ou acima dos 75Kg). A terapia combinada resultou numa
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melhoria da RVS de 38% a 43% mas trouxe uma toxicidade adicional (McHutchison, et
al., 1998; Poynard, et al., 1998). O tempo do tratamento da terapéutica combinada
depende do gendtipo e da carga viral: 24 semanas para 0s genotipos virais 2 e 3, na
presenca de baixa carga viral inicial e 48 semanas para 0s genotipos 1 e 4.

Para melhorar as caracteristicas farmacocinéticas do INF, criaram-se dois
interferdes peguilados (PEG-INF), ambos com uma eficécia significativamente superior
nos Varios ensaios clinicos realizados (Lindsay, et al., 2001; Reddy, et al., 2001). O
PEG-IFN a-2a (PEGASYS; Roche) encontra-se ligado covalentemente a uma cadeia
ramificada de polietilenoglicol com 40-kD e o PEG-IFN a-2b esté ligado a uma cadeia
linear de polietilenoglicol com 12-kD (PEG-Intron; Schering-Plough, Kenilworth, New
Jersey, USA). Ambos possuem um tempo de semi-vida de cerca de sete dias, uma
absorcdo mais sustentada e uma reducdo na taxa de eliminagdo do composto o que
permite uma supresséo viral mais eficaz e possibilita regimes com uma dose semanal
Unica (Reddy, et al., 2001). A combinacdo destes compostos com a ribavirina veio
aumentar a taxa de RVS para cerca do dobro (Lindsay, et al., 2001; Zeuzem, et al.,
2000).

O tratamento padrdo para pacientes com o diagnostico de infecdo crdnica pelo
virus da hepatite C consiste entdo, na administracdo de PEG-IFN a (2a ou 2b) e
ribavirina. O PEG-IFN a2a ¢ administrado em doses fixas de 180 microgramas (ug)
uma vez por semana e PEG-IFN a2b ¢ ajustado dependendo do peso do paciente,
normalmente com doses entre os 80, 100 ou 120 ug/semana. A Ribavirina deve ser
administrada de acordo com o peso do paciente, através da administragdo de
comprimidos com doses entre 1000/1200 mg/dia. O tempo do tratamento é de 24

semanas para 0s genotipos 2 e 3 e de 48 semanas para 0s gendétipos 1 e 4. Com este
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esquema terapéutico obtém-se taxas de RVS na ordem dos 65% a 82% para 0sS

genotipos 2 e 3 e de 40% a 54% para os gendtipos 1/4 (Craxi, et al., 2011).

1.5.2. Efeitos secundarios e complicacdes da terapéutica

O tratamento é dispendioso e esta associado a numerosos efeitos colaterais
potencialmente graves, que muitas vezes necessitam de uma reducdo das doses ou de
uma cessagdo prematura do tratamento, levando ao risco de insucesso da terapéutica.

Para 0 PEG-INFa-2a € comum o aparecimento de neutropenia, anemia e
trombocitopenia, bem como sintomas gripais, enxaquecas e alopécia. Também podem
ocorrer episodios depressivos, contudo sdo menos frequentes. O Peginterferdo a-2b
além da ocorréncia de sintomas gripais e depressdo também esta associado a frequentes
disturbios gastrointestinais e a inflamacéo no local da injecdo. Outros efeitos adversos,
resultantes do tratamento com PEG-INF, contudo menos frequentes, sdo depressédo da
medula 6ssea, arritmias cardiacas, insuficiéncia renal e cardiaca, indugdo e exacerbacgéo
de doengas autoimunes, tais como hepatite autoimune, hiper e hipotiroidismo, diabetes
mellitus tipo 1 e suicidio. O aparecimento destes sintomas leva a falta de adesdo a
terapéutica e pode exigir a reducdo de doses ou mesmo descontinuagdo do tratamento.
Os efeitos secundarios resultam em 10%-20% de recaidas prematuras e 20% a 30% dos
pacientes necessitam de modificacdo das doses farmacoldgicas para niveis mais baixos
(Fried, 2002; Manns, et al., 2006).

Os pacientes no inicio da terapia devem ser informados sobre as expetativas do
tratamento e o0s seus efeitos secundarios, bem como dos possiveis impactos na sua

qualidade de vida.
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1.5.3. Interferdes

Os IFNs sdo citocinas produzidas naturalmente pelo sistema imunitario do
hospedeiro em resposta a uma infegdo viral. Exibem uma vasta gama de fungdes
antivirais in vivo, que incluem a expressdo de Vvarios genes de proteinas, a ativacao de
células assassinas naturais (natural killer, ou NK) e macrdfagos e a regulacdo da
expressdo do complexo major de histocompatibilidade em células apresentadoras de
antigénios (Brierley & Fish, 2002).

A familia dos IFNs € dividida em trés tipos: I, 1l e I1l. Os IFN do tipo | contém
cerca de 13 membros de INF-o ¢ um unico membro de IFN-B, IFN-®, IFN-k ¢ IFN-¢
(Langer, et al., 2004). Os genes que codificam o tipo | dos INFs estdo agrupados no
cromossoma 9. O tipo Il é representado por um Unico membro, o IFN-y, codificado pelo
cromossoma 12 humano. Mais recentemente foi descoberto um grupo de INFs,
designados de tipo I1l. Os genes que originam este tipo de IFNs estdo localizados no
cromossoma 19 e codificam os INF-A1, IFN-A2 e IFN-A3 (também designadas de IL-29,
IL-28A e IL-28B, respetivamente) (Kotenko, et al., 2003; Sheppard, et al., 2003).

O tipo | e tipo 11l de IFN exercem a sua atividade bioldgica através da mesma
via de transducdo de sinal, pela interacdo com recetores especificos da membrana
celular, compostos por dois dominios: IFN-aR1 e IFN-aR2 para o recetor de IFN-a e
IFN-AR1 e IL-10R2 para o recetor de IFN-A. O acoplamento do ligando ao recetor
conduz a sua dimerizacdo e a fosforilagdo de cinases associadas ao recetor, Janus
kinases 1 (Jak1l) e tyrosine-protein kinase 2 (Try2) (figura 6).

Estas cinases promovem a subsequente fosforilagdo de proteinas citoplasmaticas,
que pertencem a familia de proteinas signal transducers and activators of transcription
(STATs), STAT1 e STAT2, que juntamente com o interferon regulatory factor 9

(IRF9), formam o complexo trimérico que se transloca para o nucleo. Uma vez no
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nacleo, este complexo liga-se a uma sequéncia de DNA, designada de interferon-
stimulated response element (ISRE), um promotor que modula a transcricdo de genes
alvo (interferon-stimulated genes ou I1SGs) (Kotenko, et al., 2003; Lau & Horvath,

2002; Sheppard, et al., 2003).

IFN-a IFN-A IFN-y

IFNaR1 ﬁ IFNaR2 IFNAR1 % IL10RB IFNYR1 IFNYR2
| ! |
= T 5 |
b~

GAS - Inducio

BRECOOO EEECOOO — naued

Figura 6: Via se sinalizacdo de IFN. A ligacdo do IFN-a, IFN-A e IFN-y
aos seus recetores conduz a expressdo de genes alvo (interferon-stimulated
genes ou ISG). O IFN-a e o IFN-A partilham a mesma via de sinalizagdo. A
ligagdo ao recetor para 0 IFN-a/A conduz a uma ativagdo e translocagio das
proteinas STAT1 e STAT2 e do interferon regulatory factor 9 (IRF9) para o
nacleo para induzir a expressdo de ISGs atraves de ligacdo ao interferon-
stimulated response element (ISRE). A via de sinalizacdo do IFN-y difere da
anterior. A ligagdo ao recetor apenas ativa e transloca para o ndcleo um
homodimero de STATL1, que se liga ao y-activated sequence (GAS)
induzindo a expressdo de ISGs. (adaptado de Marcello, et al., 2006).

1.5.4. Ribavirina
A ribavirina € um analogo de guanosina com um largo espectro de atividade

antiviral em cultura de tecidos contra numerosos virus de DNA e RNA (Sidwell, et al.,
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1972). O mecanismo preciso pelo qual este farmaco atua sinergisticamente com o IFN
continua uma incdgnita, mas parece aumentar a segunda e terceira fases do decaimento
viral, limitando assim a recaida. No entanto, foram propostos alguns mecanismos como:
a atuacdo como agente mutagenico, ao incorporar-se no genoma do VHC (Crotty, et al.,
2000), como inibidor da RNA polimerase RNA dependente (RdRP) (Maag, et al., 2001),
como inibidor da enzima monofosfato ionosina desidrogenase, com deplecédo
intracelular de guanosina necessérias para uma eficiente replicacdo do virus (Zhou, et
al., 2003), como ativador das células T helper, favorecendo a eliminacdo viral (Tam, et
al., 1999), ou ainda como modulador da expressdo de genes indutores do interferéo

(Feld, et al., 2007).

1.6. Fatores de resposta ao tratamento

O conhecimento dos fatores que influenciam a resposta ao tratamento é Gtil para
avaliar o prognostico e orientar a decisdo terapéutica. A resposta ao tratamento é
avaliada por pardmetros relacionados com a carga viral e a eliminagdo do virus,
principais determinantes da evolucdo da doenca. Os principais parametros avaliados
sdo: a resposta viroldgica sustentada, auséncia de niveis de RNA do VHC no soro do
paciente 24 semanas apés o términus do tratamento, a ndo resposta (NR), definida como
a presenca de RNA do VHC no soro do paciente no final do tratamento e mantendo-se
passadas 24 semanas e a resposta viroldgica precoce (RVP), definida como reducgdo
superior a 2 logye do valor inicial de RNA do VHC no soro, as 12 semanas de
tratamento (Yee, et al., 2006).

Hoje em dia, existem alguns fatores de resposta ao tratamento aceites pela
comunidade cientifica e que permitem avaliar a probabilidade de ndo obter uma RVS,

que incluem: infecdo pelo genotipo 1 do VHC, carga viral inicial elevada (> 600.000
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unidades internacionais/mililitro (Ul/mL)), avangado estado de fibrose ou presenca de
cirrose, elevado indice de massa corporal, idade superior a 40 anos e raca Africana.

O gendtipo do VHC é particularmente usado para tomar decisdes sobre o
tratamento: pacientes que estejam infetados com o genétipo 2 e 3 tém taxas
relativamente elevadas de RVS (65%-82%) com 24 semanas de tratamento, ao passo
que, aqueles que possuam infecdo crénica por genoétipos virais 1 e 4 tém taxas de RVS
muito menores (40%-54%) apesar de 48 semanas de tratamento (Craxi, et al., 2011).
Por outro lado, se as 12 semanas, ndo houver reducdo dos niveis de RNA do VHC no
soro do paciente em pelo menos 2 logig UI/mL, ou seja, cerca de 99% relativamente a
carga viral inicial, o tratamento devera ser interrompido, devido a probabilidade minima
de RVS (1%-3%) (Craxi, et al., 2011).

Uma vez que a auséncia de carga viral no soro do paciente € importante para
uma eficaz monitorizacdo da eficacia do tratamento, a sua monitorizagdo deve ser
realizada no inicio da terapia e as semanas 4, 12 e 24 de tratamento bem como passadas
24 semanas ap6s o fim deste para assegurar uma eventual RVS. Uma virémia inicial
superior 600000 Ul/mL associa-se a uma diminuicdo da taxa de RVS (Craxi, et al.,
2011).

O facto de apenas cerca de metade dos pacientes infetados com hepatite C
atingirem a cura através de tratamento sugere que a influéncia da contribuicdo genética
individual é crucial para a resposta ao tratamento. Assim colocou-se a hip6tese de que
polimorfismos no genoma do hospedeiro possam estar associados & maior ou menor
possibilidade de RVS consoante a presenca de alelos protetores ou de risco. A
determinacdo destes polimorfismos pode ser util para avaliar a probabilidade de um

paciente vir a obter uma erradicagdo do virus (Craxi, et al., 2011). Este facto pode
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relacionar-se com a constatacdo de que a etnicidade das populagdes representa um fator

de resposta ao tratamento do VHC.

1.7. O marcador da 1L28B

A identificacdo de variantes genéticas polimorficas que expliguem a
suscetibilidade genética a fendtipos complexos, neste caso a resposta a terapéutica da
hepatite C com o INF, tem seguido duas estratégias principais: o estudo de genes
candidatos e a andlise global do genoma, ou Genome Wide Association (GWA). Ao
contrario das estratégias usadas nos fendtipos monogénicos, estes estudos néo recorrem
a familias com doentes para identificar loci em desequilibrio de ligacdo com marcadores
que segreguem com a doenca (estudos de ligacdo), mas comparam populacdes de
doentes e controlos na tentativa de identificar marcadores que apresentem diferentes
frequéncias entre ambas as populacdes (estudos de associa¢do) (Manolio & F.S., 2009).

A abordagem de genes candidatos, selecionados pela sua previsivel relacdo
fisiopatolégica com a doenca, tem como principais limitagcdes, 0 nimero reduzido de
polimorfismos ou loci estudados e a impossibilidade de se descobrirem associa¢des nao
previstas.

Os estudos do tipo GWA envolvem a genotipagem, gracas a tecnologia de
arrays, de milhares de polimorfismos de nucle6tido Unico (SNPs), distribuidos por todo
0 genoma, ndo limitados a regides reguladoras ou a genes conhecidos, a procura de
variacdes genéticas que se associem a determinado fenotipo, de forma agnostica. Para a
eficiéncia dos GWA muito contribuiu o projeto internacional HapMap, que teve como
objetivo mapear as variagfes do genoma humano e identificar haplotidos e TagSNPs

(International HapMap Consortium, 2003; International HapMap Consortium, 2005).
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Na identificacdo de marcadores genéticos de resposta ao tratamento da hepatite
C ambas as abordagens tém sido utilizadas, mas até ao momento os estudos do tipo
GWA foram os Unicos a identificarem um marcador que se veio a revelar de interesse
clinico, 0 SNP rs12979860 (tabela I1).

O SNP rs12979860, situado 3 kb a montante do gene 1L28B, foi identificado por
Ge e colaboradores como apresentando a associagdo mais forte de entre todos os SNPs
(Ge, et al., 2009) com a presenca de uma resposta viroldgica sustentada em doentes sob
tratamento com INF. Varios estudos similares identificaram SNPs candidatos na mesma

regido (tabela I1) (Rauch, et al., 2010; Suppiah, et al., 2009; Tanaka, et al., 2009).

Tabela I1: Sumario dos GWAS mais importantes relativos a resposta ao

tratamento da infecédo pelo HCV.

o A I Tamanho da Caso/ SNPs
studo ncestra populacdd  controlo  Associados
Caucasianos/Africanos/ r$12979860
Geetal. Hispanicos 1.186/299/130  SR/NR (OR 3,10)
_ _ rs8099917
Suppiah et al. Caucasianos 848 SR/NR (OR 1,98)
| | rs8099917
Tanala et al. Japoneses 314 VR /NVR (OR 12,10)
_ rs8099917
Rauch et al. Caucasianos 232 SR/NR (OR 5,19)

GWAS, genome-wide association studies; OR, odds ratio; SR/NR, resposta virol6gica
sustentada/resposta virolégica nao sustentada; VR/NVR, respondedores

virolégicos/respondedores virolégicos nulos.

A variante de risco de auséncia de resposta ao tratamento foi identificada como a
transicdo de uma timina por uma citosina (C > T). Estudos posteriores em diferentes
grupos eétnicos confirmaram que individuos com o gendtipo CC exibem uma

probabilidade, aproximadamente duas a cinco vezes superior de responder com sucesso
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ao tratamento padrdo atual quando comparados com individuos com o gendtipo TT ou
CT (Ge, et al., 2009; McCarthy, et al., 2010; Montes-Cano, et al., 2010; Thompson, et
al., 2010).

A frequéncia da eliminac¢do do VHC varia marcadamente entre diferentes grupos
étnicos, de acordo com a maior ou menor frequéncia do alelo de risco nessas
populacBes. Através da genotipagem de individuos saudaveis por todo o mundo,
constatou-se que o alelo protetor C tem uma maior prevaléncia na populagdo Este
Asidtica, uma prevaléncia intermedia na Europa e em individuos caucasianos e uma

baixa frequéncia na populacdo Africana (figura 7) (Thomas, et al., 2009).

Figura 7: Frequéncias alélicas do polimorfismo rs12979860, entre

diferentes etnias. Mapa com a prevaléncia da frequéncia do alelo da C,
associada a uma taxa de RVS elevada e a prevaléncia da frequéncia do alelo
T, associado a uma nao resposta a terapia padrdo. (adaptado de Thomas, et
al., 2009)

Além da associacdo com a RVS, outras associagdes tém ganho relevo ao longo

dos ultimos anos. Verificou-se que o gendtipo respondedor do rs12979860 tem as taxas
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de RVS maiores em pacientes infetados com genoétipos 2 e 3 do virus, de melhor
prognostico, quando comparados com infetados com virus do genétipo 1 (McCarthy, et
al., 2010; Montes-Cano, et al., 2010). Contudo, esse mesmo genétipo respondedor
parece associar-se a niveis de RNA virais iniciais mais elevados (Ge, et al., 2009;
McCarthy, et al., 2010; Thompson, et al., 2010). Foi também encontrada uma forte
associacdao do alelo protetor com a recuperagdo espontanea da infecdo pelo virus da
hepatite C (Thomas, et al., 2009).

Apesar das diversas associagdes estabelecidas entre 0 rs12979860 e fatores de
resposta ao tratamento atual para a hepatite C, desconhece-se 0 mecanismo envolvido,
visto que este SNP se localiza numa regido ndo codificante e muito distante da regiéo
reguladora do gene da IL28B. No entanto, a explicacdo mais plausivel € uma possivel
interferéncia com os niveis de expressao desta interleucina, pela sua relacdo com o INF.

De facto, a Interleucina 28B é uma citocina que pertence a familia do INF-A,
expressada em niveis reduzidos por uma variedade de células e induzindo
significativamente uma resposta face a uma infecdo viral, semelhante ao IFN-a (Li, et
al., 2009). O recetor para IFN-A ¢é expresso essencialmente por tecidos epiteliais e
hepatdcitos, bem como por células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

(Sheppard, et al., 2003).

1.8. Polimorfismos da Bomba Exportadora de Sais Biliares
A formacéo de bilis € uma das funcbes chave que ocorre ao nivel do figado nos
mamiferos. O transporte de sais biliares do hepatocito para os canais biliares é efetuado
por uma proteina da superfamilia de transportadores dependentes de adenosina trifosfato
(ATP), ATP-binding cassette (ABC), a “bomba exportadora de sais biliares” (bile salt

export pump ou BSEP) (Kullak-Ublick, et al., 2004; Meier & Stieger, 2002; Trauner &
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Boyer, 2002). O gene que codifica a BSEP, ABCB11 (ATP-binding cassette, subfamily
B, member II), localiza-se no cromossoma 2 e estd mutado em varias situacbes de
colestase intra-hepéatica como a colestase intra-hepética familiar progressiva (PFIC) ou a
colestase intra-hepatica benigna recorrente (BRIC) (Byrne, et al., 2009; Pauli-Magnus,
et al., 2005).

Um polimorfismo missense do gene ABCB11, V444A, correspondendo a
transicdo 1331T > C, foi associado a baixos niveis de expressdo de BSEP, & ocorréncia
de colestase da gravidez e colestase secundaria a toma de contracetivos orais (Meier, et
al., 2006; Meier, et al., 2008), e, mais recentemente, a evolucdo para lesdo hepética
cronica em doentes com infecdo pelo VHC (Iwata, et al., 2011).

Este polimorfismo € muito frequente em caucasianos. O genotipo 1331
CC encontra-se presente em cerca de 32.3% da populacdo, 0 1331 TT em 16.1% e o
1331 CT em 51.6% (NCBI, 2009). Embora ambos os aminoacidos valina e alanina
possuam propriedades quimicas semelhantes, o elevado grau de conservacdo em
espécies mamiferas indica que, uma valina na posicdo 444 é essencial para o
funcionamento normal da BSEP. Por outro lado, os portadores que possuam o alelo C
na posicdo 444, exibem uma menor expressdo da proteina transportadora hepatica BSEP
quando comparados com portadores para a variante correspondente a valina (Meier, et
al., 2006).

Estudos recentes indicam que os sais biliares afetam a replicagédo do VHC pela
supresséo dos efeitos do interferdo em modelos in vitro e a resposta a terapia com PEG-
IFN em pacientes com infecdo cronica. Os ligandos do recetor nuclear para os acidos
biliares, recetor X farnesoide (FXR), estimulam a replicacdo do VHC, ao passo que o
silenciamento deste recetor, bem como o uso de antagonistas blogueiam a sobre-

regulacdo induzida pelos &cidos biliares (Chang & George, 2007; Scholtes, et al., 2008).
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As observacdes realizadas até ao momento apontam para que a acumulagdo de sais
biliares possa ser um marcador de mau prognostico na previsao de RVS (Jorquera, et
al., 2005; Lebovics, et al., 1997). Os pacientes que obtém uma total eliminagéo viral
ap6s completar a terapia apresentam niveis séricos de concentracdes de sais biliares
significativamente mais reduzidos do que aqueles que ndo respondem ao tratamento,
sugerindo uma possivel relacdo entre a auséncia de RNA viral e os niveis de sais
biliares. Estas evidéncias suportam a hipdtese de que a homozigotia para o alelo 1331C
aumente a suscetibilidade para o desenvolvimento de infecdo crénica do VHC (lwata, et
al., 2010). Diferencas significativas na resposta a terapia de acordo com os niveis de
sais biliares também podem ser detetados no genotipo viral 2 e 3 e com uma
significancia estatistica marginal no gendétipo viral 1, o que evidencia a complexa
interacdo entre hospedeiro e virus.

A acumulacéo hepatocelular de sais biliares contribui também para o aumento de
citocinas inflamatdrias e quimocinas o que favorece eventos de fibrose hepatica. A
presenca do polimorfismo 1331T > C foi associada ao aumento, para o dobro, do risco
de desenvolvimento de cirrose hepéatica em pacientes com hepatite C crénica (Iwata, et

al., 2011).

1.9. Outros polimorfismos
Os polimorfismos em genes do hospedeiro que estejam envolvidos no processo
antiviral de resposta ao tratamento na hepatite C cronica séo bons candidatos a fatores
de previsdo. Entre os varios polimorfismos para 0s quais estdo descritas associacdes
encontramos: polimorfismos em genes que codificam interleucinas (IL) como o
rs1012356 (1L22) o 1188-A/C (IL12B) ou 0 2592A (IL10), que podem interferir quer na

resposta imunoldgica inata, quer na resposta farmacologica; polimorfismos no gene do
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complexo de antigénios de leucécitos humanos (HLA), como o DRB1*1101, que
interfere com a apresentacao de antigénios as células T ou ainda polimorfismos do gene
da apolipoproteina E (APOE), como as variantes APOE*E2, APOE*E3, APOE*E4, que
poderdo interferir com o transporte da particula viral do VHC na corrente sanguinea
(Romero-Gomez, et al., 2011).

Em todos estes polimorfismos e muito outros, foram encontradas associagdes
com a eliminagdo do VHC e/ou RVS. No entanto a grande maioria destes estudos
continua a ser controversa, isto é, apresentam associacdo positiva num estudo e negativa
noutro. Estes estudos necessitam de replicacdo a larga escala em varias etnias bem como
de meta-analises exaustivas para definir melhor o interesse destes genes candidatos

(Romero-Gomez, et al., 2011).
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1.10. Objetivos

Recentemente, varios polimorfismos tém sido apontados como possiveis
marcadores genéticos de resposta a terapéutica da infecdo créonica pelo VHC. Neste
trabalho, estudamos uma amostra de doentes com infecdo cronica pelo VHC tratados
com PEG-IFN e Ribavirina para verificar:

— Se os polimorfismos, rs12979860 (I1L28B) e V444A (ABCB11) podem ser
considerados fatores de prognostico da resposta terapéutica.

— Se estes polimorfismos se correlacionam com outros fatores conhecidos de
resposta a terapéutica como a idade, genotipo viral e carga viral.

— Qual a frequéncia destes genotipos na populacdo assistida nos servicos de

prestacdo de cuidados de satde especializados.
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos
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2.1. Caracterizacao das populac6es estudadas
Estudaram-se um total de 117 doentes com infecdo cronica pelo virus da hepatite
C, embora, para efeitos de resposta viroldgica, apenas tenha sido possivel incluir 91
doentes neste estudo. Estes doentes eram seguidos no Hospital de Dia de Infeciosas do
Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra (CHUC). A populacdo em analise era
constituida por caucasianos oriundos da zona centro do pais, 76.6% de homens e 26.4%
de mulheres, entre os 26 e os 61 anos de idade (tabela I11). Todos os participantes deram

0 seu consentimento informado por escrito para a participagdo neste estudo.

Tabela I11: Constituigdo da populagéo analisada.

Caracteristicas n (%)
Sexo
Masculino 67 (76.6%)
Feminino 24 (26.4%)
Total 91
Idade 40.8* (26 — 61)**
Ragca caucasiana 91 (100%)

*media de idades da populacdo estudada; ** idade mais alta e mais baixa na

populacdo estudada; n, nimero de individuos

O protocolo terapéutico consistiu na administragdo de interferdo peguilado a (2a
ou 2b) combinado com ribavirina durante 24 semanas, para 0S genotipos virais 2 e 3 ou
48 semanas para 0s genotipos virias 1 e 4. A monitorizacdo da resposta a terapéutica foi
realizada por exames de detecdo e quantificacdo de RNA viral no soro/plasma do
paciente as 4, 12 e 24 semanas de tratamento e as 24 e 48 semanas ap6s o términus do

tratamento para confirmacéo de eventual RVS. As 12 semanas é definida uma eventual
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RVP, isto é, diminuicdo de mais de 2 logiy da virémia inicial. A par dos exames
viroldgicos para detecdo e quantificagdo do RNA do VHC sdo realizadas também
andlises bioquimicas completas, hemograma e testes de funcdo hepatica, para avaliar
efeitos adversos da terapia.

A partir dos processos clinicos, recolheram-se dados do doente como idade,

Sexo, raga, genotipo viral, cargas virais, terapéutica realizada e resposta a terapia.

2.2. Caracterizacdo Genotipica

2.2.1. Extracdo de DNA gen6mico

A extracdo do DNA realizou-se a partir de 10 mL de sangue periférico
previamente colhido para tubos contendo EDTA e congelado até a sua utilizacéo.

Recorreu-se a0 método da ureia, adaptando a técnica previamente descrita
(Miller, et al., 1988). Ap6s o descongelamento, a amostra de sangue foi transferida para
um tubo de Falcon de 50 mL e tratada com 40 mL de uma solucéo de lise de eritrocitos
constituida por PBS 1X com 0.1% de IGEPAL. Esta solucdo promove a lise de
eritrocitos e a libertacdo da hemoglobina. As amostras foram posteriormente colocadas
num agitador automatico durante 10 min e de seguida centrifugou-se a suspensao obtida
durante 20 min a 600 g. Eliminou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se novamente o
sedimento em 40 mL da mesma solucdo de lise de eritrdcitos, repetindo-se este
procedimento até a obtencdo de sobrenadantes limpidos, para uma completa remocéo da
hemoglobina.

O sedimento resultante foi resuspenso com um tampao de lise de membranas
constituido por uma solugdo contendo NaCl 300 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI, pH 7.4

e ureia 7 M. Adicionou-se 1 mL de cada vez até completa homogeneizacdo. De seguida,
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juntou-se SDS a 10% num volume correspondente a 1/5 do volume do homogeneizado
e deixou-se incubar, durante a noite, a 37°C.

Para precipitar as proteinas existentes no homogeneizado, adicionou-se uma
solugéo de NaCl a 6%, 1 mL por cada 3.5 mL de amostra, agitando-se vigorosamente e
centrifugando-se depois durante 30 min a 1200 g. O sobrenadante foi cuidadosamente
transferido para um novo Falcon de 50 mL e adicionou-se etanol absoluto para
precipitar 0 DNA. Recolheu-se 0 DNA com uma pipeta de Pasteur, lavando-o
novamente com etanol absoluto e transferiu-se esse DNA para um eppendorf de 1.5 mL.
Apds a evaporagdo do etanol, o DNA foi eluido em 200 pL de agua bidestilada e
incubado a 65°C durante 30 min para inativacdo de DNAses e RNAses. As amostras

foram conservadas a -20°C até a sua utilizagao.

2.2.2. Quantificacdo do DNA das amostras

Procedeu-se a quantificacdo do DNA e avaliacdo do grau de pureza de cada uma
das amostras, por espectrofotometria, com leituras das absorvancias dos comprimentos
de onda de 260/280 nm e 260/230 nm, considerando-se normal o valor compreendido
entre 1.8-2.0 e 1.8-2.2 respetivamente. Para este efeito, utilizou-se o aparelho de

espectrofotometria nanodrop (Nanodrop ND-1000).

2.3. Estudo dos polimorfismos
O polimorfismo associado a [L28B, rs12979860, foi caracterizado por
sequenciacdo automatica pelo método de Sanger. O SNP, V444A ou rs2287622, no
exdo 13 do gene ABCBL1, foi caracterizado pela técnica Restriction fragment lenght

polimorphism (RFLP).
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2.3.1. Genotipagem do marcador da 1L28B

Selecionamos o locus com a associa¢do mais significativa encontrada no estudo
tipo GWA realizado por Ge e colaboradores (2009), o SNP rs12979860 (C > T), situado
a montante do gene da IL28B.

A reagdo de amplificagdo foi efetuada num volume total de 25 puLL contendo: 200
ng de DNA, 0.2 nM de dNTPs (Biolabs), 0.2 uM de cada primer (Invitrogen™), 1.5 uM
de MgCl;, (Nzytech), 0.03 unidades de Taq DNA polimerase (Nzytech) e tampéo 1x
(Nzytech). Os primers usados foram previamente desenhados no programa informatico
Beacon Designer (tabela IV). As amplificacGes foram realizadas num termociclador, My
Cycler (Bio-Rad) sob as seguintes condigdes: desnaturacéo inicial de 5 min a 95°C,
seguida de 35 ciclos, cada um constituido por uma desnaturacao de 30 segundos a 95°C,
uma hibridizacéo dos primers de 30 segundos a 60°C e uma extensdo de 30 segundos a
72°C, finalizando-se com uma extensdo de 10 minutos a 72°C. O amplicom pretendido
tinha 242 pares de bases (pb). Utilizaram-se sempre controlos positivos e controlos

negativos.

Tabela IV: Primers utilizados no estudo dos polimorfismos

Gene SNP* Primers

Interleucina rs12979860 Proximal: 5> GCT TAT CGC ATA CGG CTA GC 3’

23B C>T*  Distal: AGG CTC AGG GTC AAT CAC AG 3’

va44pA  Proximal: 5> ACA CCG AGT ATC AAC ACA AAG C 3’
ABCB11

T>C* Distal: 5 CCA GGA CAG TCT CAA TGT ATGC 3’

* numero de acesso do GeneBank: rs12979860 (NT_011109.16); V444A (NM_003742).
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Para verificar a amplificagdo, as amostras submetidas a PCR foram corridas
numa eletroforese em tina horizontal. Utilizou-se um gel de agarose a 2% (p/v) (1.2 gr
de agarose, 60 mL de TAE 1x e 5 pL de brometo de etidio), em tampao TAE a uma
voltagem de 100 volts. Em cada pogo do gel, colocaram-se 5 pulL da amostra amplificada
e 1 pL de loading buffer tipo IV. Para visualizagdo das bandas recorreu-se a um
transiluminador de UV (Vilber Lourmat).

De seguida, procedeu-se a genotipagem do fragmento de 242pb por
sequenciagdo automatica.

Para tal, as amostras amplificadas foram submetidas a uma primeira purificacéo
do produto de PCR através do kit, Jet Quick PCR Product Purifications Spin kit/250
(Genome) para eliminacdo do excesso de primers e de sais. Na reagdo de sequenciacao,
para um total de 20 pL utilizaram-se: 2 pL. do produto de PCR purificado, 2 pL de
solucdo de terminadores (BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit, Applied
Biosystems), que para além dos terminadores contém dNTPs, uma DNA polimerase e
tampao, e 2 uL. do primer proximal. As condi¢des da reagdo de sequenciacao foram as
seguintes: desnaturacdo inicial de 1 minuto a 96°C seguida de 25 ciclos, cada um
composto por uma desnaturacdo de 10 segundos a 96°C, uma hibridizagdo de 5
segundos a 50°C e uma extensdo de 4 minutos a 60°C, no termociclador My Cycler
(Biorad). O produto da PCR de sequenciagédo foi novamente purificado para remover o
excesso de terminadores e de primers, com o Kit, Auto Seq™ G-50 Dye Terminator
Removal kit (GE Healthcare). A eletroforese de sequenciagéo efetuou-se num AbiPrism
3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram analisadas

recorrendo ao programa informético Sequencing Analysis (verséo 5.2) (figura 8).
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Figura 8: Eletroferogramas representativos dos trés genétipos possiveis

relativos ao polimorfismo rs12979860 situado a montante da IL28B. (A)

Eletroferograma que mostra a presenca de homozigotia para timina. (B)

Eletroferograma que corresponde a homozigotia para citosina. (C)

Eletroferograma representativo de heterozigotia

2.3.2. Genotipagem do ABCB11

A técnica de RFLP ¢é utilizada para detetar variacGes conhecidas, mutacdes ou

polimorfismos, que interfiram com um site de restricdio de uma endonuclease. Estas

enzimas reconhecem sequéncias especificas de DNA de cadeia dupla que digerem,

originando fragmentos que sdo depois separados e identificados por eletroforese. O

SNP, V444A ou rs2287622, foi identificado com a enzima de restricdo Hae Il (figura

9). Amplificou-se um segmento de 327 pb, que na presenca do site de restricdo,

correspondente ao alelo com citosina, origina, apés digestdo, um segmento de 307 pb e

um outro de 120 pb. Na presenca do alelo com timina, ndo ha digestdo, permanecendo o

segmento inicial de 327 pb.
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Para a reacdo de PCR, num volume total de 25 pL, utilizaram-se: 200 ng de
DNA, tampéo 1x (Nzytech), 0.2 nM de dNTPs (Biolabs), 1 uM de MgCl, (Nzytech),
0.2 uM de cada primer (proximal e distal) (Invitrogen™) e 0.03 unidades de Tag DNA
polimerase (Nzytech). Os primers foram previamente desenhados através do programa
Beacon Designer (tabela 1V). As amplificacbes foram realizadas sob as seguintes
condigdes: uma desnaturacédo inicial de 10 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos, cada
uma com uma desnaturacdo de 30 segundos a 95°C, uma hibridizacdo dos primers de 30
segundos a 56°C e uma extensdo de 30 segundos a 72°C, finalizando-se a reagdo com
uma extensdo de 10 minutos a 72°C, num termociclador My Cicler (Biorad). Utilizaram-

se sempre controlos positivos e controlos negativos.

A Hae IIT B
—————— GG¢CC——————— GG TC
—————— CcC GG-——-- LG AG———-
Digestio Auséncia de digestio
Fragmentos de Um fragmento
207 pb e 120 pb de 307 pb
C

Padrio de migracio

na eletroforese

CC TT CT

Figura 9: Identificacdo do polimorfismo V444A por RFLP. (A) Alelo
com a sequéncia de restricdo reconhecida pela Hae Ill. (B) Alelo sem a
sequéncia de restricdo. (C) Padrdo da eletroforese dos 3 genotipos:
homozigotos para o alelo C (com a sequéncia de restricdo), homozigotos

para o alelo T (sem a sequéncia de restri¢do) e heterozigotos.
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Para verificar a amplificacdo realizou-se uma eletroforese nas mesmas condicdes
anteriormente descritas. As amostras amplificadas foram digeridas, utilizando, para um
volume final de 11 pL, 9 pL de produto de PCR, 0,27 unidades da enzima de restri¢do,
Hae 1l (Takara) e tampdo 1x (Takara), incubando durante a noite a 37°C. Os
fragmentos foram analisados num gel de agarose a 3% (2,4 gr de agarose, 80 mL de
TAE 1x, 8 uL de brometo de etidio) e visualizados no transiluminador de UV (figura

10).

Figura 10: Anélise da variante polimorfica, V444A do gene ABCB11 por
RFLP. Produto da digestdo de um fragmento de 327pb visualizado através
do GelDoc 2000 (Bio-Rad). (A) Marcador de peso molecular
HyperLadder™ IV (Bioline). (B) Individuo homozigético para o alelo T,
sem local de restricdo, originando um Unico fragmento de 327pb. (C)
Individuo homozigético para o alelo C, com um local de restricdo,
originando dois fragmentos, de 207 pb e 120 pb. (D) Individuo
heterozigotico CT para a variante V444A, com local de restricdo num dos
alelos, apresentando trés fragmentos (327 pb, 207 pb e 120 pb).

Para a otimizacdo inicial da técnica de RFLP utilizaram-se amostras

representativas dos 3 gendtipos, previamente sequenciadas por um protocolo
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semelhante ao anteriormente descrito, no mesmo AbiPrism 3130 Genetic Analyser.

Estas amostras foram igualmente utilizadas para controlos positivos (figura 11).
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Figura 11: Eletroferogramas representativos dos trés gendtipos possiveis
relativos ao polimorfismo V444A, situado no exdo 13 do gene ABCB11.
(A) Eletroferograma representante da heterozigotia para o polimorfismo
V444A, presenca dos alelos T e C (gendétipo TC). (B) Eletroferograma de
homozigotia para o alelo mutado, alelo C (genétipo CC). (C)
Eletroferograma correspondente a homozigotia para o alelo wild-type, alelo
T (gendtipo TT).

2.4. Amplificacdo e quantificacédo da carga viral
A quantificacdo da carga viral, no soro de pacientes com infecdo cronica pelo
VHC foi realizada pelo teste COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV (Roche), um
teste de amplificagdo de &cidos nucleicos in vitro, totalmente automatizado. A
preparacdo das amostras é realizada pelo equipamento COBAS® AmpliPrep (Roche) ao
passo que a amplificacdo e detecdo do RNA do VHC é processada no Analisador

COBAS® TagMan® 48 (Roche).
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A técnica baseia-se em trés processos principais: preparacdo das amostras,
transcricdo reversa e PCR em tempo real. Como controlo e para homogeneizar 0s
resultados € usado um controlo interno da reacdo, designado por Produto de
Quantificacdo (PQ), que consiste numa sequéncia de RNA ndo infeciosa que contém
sequéncias do VHC com locais de ligagdo aos primers idénticos aos do RNA do VHC
alvo e uma regido Unica de ligacdo de sonda que permite que o amplicom do PQ se
distinga do amplicom alvo. Este controlo é incorporado em cada amostra e submetido a
todo o processo.

A preparagdo automatizada das amostras € realizada a partir de 1 mL de soro do
paciente por uma técnica de captura a base de silica. Simultaneamente processam-se 1
mL de controlo positivo com niveis elevados do VHC, 1 mL de controlo positivo com
baixos niveis do VHC e 1 mL de controlo negativo de plasma. As particulas virais sdo
lisadas e os &cidos nucleicos libertados por incubacéo a temperaturas elevadas com uma
protease e tampdo caotrépico. As amostras sdo depois transferidas para o Analisador
COBAS® TagMan® 48.

A transcricdo reversa e amplificacdo sdo efetuadas com a enzima termoestavel
recombinante, Thermus specie DNA polimerase (Z05). A Z05 possui atividade
simultanea de transcriptase reversa e de polimerase de DNA.

O uso de sondas fluorescentes duplamente marcadas (TagMan) possibilita a
detecdo em tempo real da acumulagéo de produtos de PCR pela monitorizacéo e registo
da emissdo de fluorescéncia. As sondas consistem em sondas oligonucleotidicas
especificas para o VHC alvo e para o PQ. As sondas do VHC alvo e do PQ estdo
marcadas com substancias que emitem diferentes fluorescéncias. As condicGes do
processo de amplificacdo e quantificacdo da carga viral realizaram-se de acordo com as

indicagOes do fabricante.
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O analisador COBAS® TagMan® 48 calcula a concentracdo de RNA do VHC
presente nas amostras, comparando o sinal do VHC com o sinal do PQ em cada amostra
e controlo. A analise dos resultados é feita pelo programa informatico AMPLILINK®

(versdo 3.2.2) (figura 12).
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Figura 12: Resultado final do processo de amplificacdo e quantificacio
da carga viral do virus da hepatite C, através do instrumento COBAS®
analisado pelo programa informatico AMPLILINK® (versdo 3.2.2). (A)
Carga viral negativa, auséncia de fluorescéncia da curva Target (amostra
alvo de estudo) comparado com a curva de quantification standard (QS). (B)
Presencga de carga viral na amostra de estudo curva Target com niveis de
fluorescéncia superiores a curva QS apesentando 3.517.875 Ul/mL do virus

da hepatite C.

2.5. Genotipagem do Virus da Hepatite C
O genoma do VHC consiste numa regido central (core) que codifica as proteinas

estruturais e ndo estruturais e em regides nao codificantes, 5’-NCR (ou UTR) e a 3°’-
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NCR (ou UTR). A regido 5’-NCR e a core sdo altamente conservadas. A regido 5’-NCR
contém multiplos motivos especificos que permitem a determinagdo do gendtipo viral.
A determinacdo do gendétipo do VHC foi realizada através do teste, VERSANT HCV
Amplification 2.0 (LiPA). Este teste permite a identificacdo do geno6tipo e diferenciagao
dos subtipos em plasma ou soro humano positivos para RNA do VHC, através da
técnica de RT-PCR associada a hibridizacdo reversa. Para a amplificacdo do cDNA
utilizam-se primers marcados com biotina para amplificar duas sequéncias, uma da
regido 5’UTR e outra da regido core, que contém variacdes especificas dos tipos e
subtipos virais. Posteriormente, as sequéncias amplificadas e marcadas com biotina, séo
hibridizadas com sondas especificas dos varios subtipos do VHC, imobilizadas num
suporte de nitrocelulose. A visualizacdo obtém-se por uma reacdo colorimétrica apos
adicdo de estreptavidina conjugada com fosfatase alcalina e do substrato cromogénico
BCIP/NBT (Bio-blots). As tiras de nitrocelulose contém 3 sondas controlo, incluindo
um controlo da reacdo colorimétrica e controlos da PCR, e 22 sondas especificas dos
genotipos do VHC.

O RNA do VHC presente nas amostras foi extraido a partir de 500 puL de plasma
de doentes infetados, usando o kit QIAamp DSP Virus kit (QIAGEN). Este
procedimento é realizado utilizando as colunas do MinElute QIAamp num sistema de
vacuo. Inicialmente as amostras foram lisadas em 500 uL de um tampao de lise ¢ 75 pL
de protease, seguido de homogeneizacdo em voértex e uma incubacdo durante 15 min a
56°C. Adicionaram-se 600 uL de etanol, procedeu-se a homogeneizacdo em vortex e
nova incubacdo de 5 min a temperatura ambiente. Transferiu-se depois o lisado para a
coluna do MinElute QlAamp; fez-se passar o lisado pela coluna por vacuo, ficando os
acidos nucleicos absorvidos na membrana de gel de silica da coluna. Removeram-se 0s

contaminantes residuais através de lavagens com solugdes tampdo, seguidas de

41



aplicagdo de vacuo, com 600 pL de AW1, 600 uL. de AW2 e por fim 750 pL de etanol.
Retirou-se a coluna do aparelho de vacuo, centrifugou-se a 20.000 x g para secar a
membrana, aplicou-se a coluna num novo tubo coletor e deixou-se secar por incubacao
a 56°C durante 3 minutos. Finalmente procedeu-se a elui¢do dos acidos nucleicos puros
da membrana da coluna MinElute QlAamp aplicando-se 20 a 60 ul. do tampdo de
eluicdo (AVE), seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 3 a 5 minutos, e
centrifugacdo a 20.000 x g por um minuto. Em cada ensaio sdo sempre incluidas uma
amostra de controlo positivo e uma de controlo negativo que vém no Kit, Versant
Control 2.0 (LiPA).

A sintese de DNA complementar do VHC e a amplificacdo foram realizadas de
acordo com as instrucgdes do fabricante do kit VERSANT HCV Amplification 2.0 (LiPA).
A Master mix foi preparada usando a ENZ MIX e a AMP MIX fornecida (26 uL. de AMP
MIX para 4 pL de ENZ MIX para cada amostra). Para cada amostra adicionaram-se 30
puL de master mix a 20 uL. de RNA do VHC extraido. A reag¢ao foi realizada no
termociclador, GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com as seguintes
etapas: transcricdo reversa de 30 minutos a 50°C, passo inicial da ativagdo da PCR de 15
minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos constituidos por: desnaturacdo de 30 segundos a
95°C, hibridizacdo de 30 segundos a 50°C e extensdo de 15 segundos a 72°C,
finalizando-se com uma extens&o final de 2 minutos a 72°C.

A hibridizacdo reversa é automatizada recorrendo-se a um Autoblot 3000H
(MedTec) de acordo com as especificacdes do fabricante. No fim obtém-se um registo
de bandas correspondendo as sequéncias hibridizadas (figura 13).

Os genotipos do VHC séo determinados através do alinhamento das bandas

obtidas com um cartdo de leitura padrdo. O programa informatico LiPA Scan HCV
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Interpretation Software (Siemens) é usado para interpretar os padrbes das bandas para

genotipagem e subtipagem.
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Figura 13: Representacdo do ensaio VERSANT HCV Amplification 2.0
(LiPA), com a faixa controlo (esquerda) e restantes amostras (A-F). (A)
gendtipo 6 do VHC; (B) e (C) genétipo 3a do VHC; (D) controlo negativo;
(E) gendtipo 2b do VHC; (F) genétipo 1a do VHC. CONJ CTRL, controlo
conjugado; AMPL CTRL 1, amplificacdo controlo 1; AMPL CTRL 2,
amplificacdo controlo 2. (adaptado de Verbeeck, et al., 2008)

Com este teste podera haver erro na classificagdo do gendtipo viral de 4% das
amostras quando comparado com o teste padrdo, a sequenciacao da regido NS5B, o que

0 torna o teste automatizado mais fiavel e o0 mais usado na prética clinica.
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2.6. Estatistica

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente, recorrendo ao programa
MedCalc (MedCalc Software, versdo 12.3.0, Broekstraat 52, 9030 Mariakerke,
Belgium). Realizou-se o teste de ¥° para analisar a relacdo de independéncia entre
varidveis qualitativas nominais respeitando os dois pressupostos do teste: nenhuma
célula da tabela deve ter uma frequéncia inferior a 1 e ndo existir uma frequéncia
esperada inferior a 5 em mais de 20% das suas células.

Para os valores de y° estatisticamente significativos (P<0.05) procedeu-se &
realizacdo da andlise das varidveis através do racio de produtos cruzados (Odds ratio,
OR). Este teste faz a associacao entre os individuos expostos e obtencdo de resposta,
neste caso, quanto maior o OR melhor é a associacéo.

A andlise da média das idades foi realizada através do teste t-student no
programa Microsoft Excel (© 2012 Microsoft). Neste teste existe significancia
estatistica para P<0.05.

Efetuou-se ainda o teste Hardy-Weinberg para ver se a populacdo estava em

equilibrio.
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Capitulo 3 — Resultados e Discussao
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A identificacdo de marcadores de resposta a terapia da hepatite C é atualmente,
para a comunidade cientifica, uma questdo importante para a decisdo terapéutica, com a
atual terapia a mostrar-se insuficiente em muitos doentes e por vezes associada a efeitos
adversos graves e com perspetiva de opgdo por novos farmacos, cujo preco excessivo
impora critérios de selecédo judiciosos.

Em pacientes com hepatite C crdnica, a obtencdo de resposta viral sustentada a
terapia combinada, PEG-INF/RBV, revela-se dependente de caracteristicas quer do
hospedeiro quer do virus (Kau, et al., 2008). Além do gendtipo e carga viral, temos
varios fatores clinicos relativos ao paciente importantes na resposta viral, como a idade,
género, etnicidade, coinfeccdo com o virus da imunodeficiéncia humana (VIH) e/ou
como o virus da hepatite B (VHB), cirrose, obesidade e ingestdo de alcool (Kau, et al.,
2008; National Institutes of Health, 2002). A intensa investigacdo nesta area, embora
com resultados controversos, revelou uma associagéo de polimorfismos localizados em
genes reguladores da atividade antiviral mediada pelo IFN e em mdaltiplos outros genes
relacionados com o transporte e infeciosidade das particulas virais ou ainda com a
resposta do hepatécito (Ge, et al., 2009; Iwata, et al., 2010; Rauch, et al., 2010; Stieger
& Geier, 2011; Suppiah, et al., 2009; Tanaka, et al., 2009).

A necessidade de definir marcadores clinicamente Uteis, a controvérsia dos
resultados publicados e a falta de referéncias relativamente a populacdo portuguesa,
motivaram este estudo, que tem como principal objetivo avaliar a influéncia dos
polimorfismos rs12979860, marcador associado a 1L28B, e V444A, um SNP do gene
ABCB11, que codifica uma bomba transportadora de sais biliares, na resposta a terapia
combinada atual, numa amostra da populacéo da regido centro do pais com diagnostico

de hepatite C crénica.
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3.1. Caracterizacao da populagao

Estudaram-se um total de 117 doentes (tabela V) com infecdo cronica pelo VHC,
embora, para efeitos de resposta viroldgica, apenas tenha sido possivel incluir 91
doentes. A populacdo era toda constituida por caucasianos oriundos da zona centro do
pais, com uma média de idades de 40 anos. Esta média de idades foi estatisticamente
igual quer para a populacdo que obteve RVS, quer para a populagdo que nédo respondeu,
ndo existindo assim, na nossa amostra, associacdo significativa entre a idade e a
resposta viral.

Relativamente ao género, o sexo masculino foi aquele onde se obteve uma maior
frequéncia de doentes infetados (80.2%), 0 mesmo se verificando nos doentes que
responderam positivamente ao tratamento (83.5%). Mais uma vez ndo se obteve
qualquer significancia estatistica entre o género e a resposta ao tratamento. Estes
resultados séo inesperados, uma vez que, € ja aceite pela comunidade cientifica que,
uma idade inferior a 40 anos e o género feminino sdo fatores de bom progndstico e se
associam a RVS (Bakr, et al., 2006; Iwata, et al., 2010; Micallef, et al., 2006; Page, et
al., 2009).

Quanto a presenca de outras infecdes como a hepatite B mas, principalmente, o
VIH, 78% dos pacientes ndo as apresentaram. Embora sem diferencas estatisticamente
significativas, verificou-se que a RVS foi mais frequente no grupo sem infecdes
associadas, confirmando que a coinfecdo com outras doencas, nomeadamente VIH, traz
riscos acrescidos de faléncia terapéutica, em parte por necessidade de interromper o
tratamento devido a toxicidade sinergistica dos farmacos usados (Brdu, et al., 2004;

Myers, et al., 2004).
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Tabela V: Caracterizagdo da amostra da populacédo em estudo.

Global RVS NR
P*
Caracteristicas (N=91) (=67) %) (n=24) (%)
Masculino 73 (80.2%) 56 83.5 17 70.8
Sexo ns
Feminino 18 (19.8%) 11 16.5 7 29.2
média; dp  40.7;7.9 40.6;8.1 41.2;:7.0 ns
Idade <40anos 42 (46.2%) 31 46.3 11 45.8
ns
>40anos 49 (53.8) 36 53.7 13 54.2
Sim 20 (22%) 14 20.8 6 25
Outras infegdes ns

Né&o 71 (78%) 53 79.2 18 75

* Nivel de significancia associado a realizagdo do teste % entre a RVS e NR para cada
uma da caracteristica da populacdo em estudo, exceto para a média das idades,
parametro para o qual se usou o teste t de Student; ns, P > 0.05; RVS, resposta virol6gica

sustentada; NR, auséncia de RVS; n, nimero de individuos; dp, desvio padréo.

3.2. Determinacdo das frequéncias alélicas e genotipicas

3.2.1. Polimorfismo marcador do gene da 1L28B

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo marcador da I1L28B
(rs12979860) ndo estavam, ainda, descritas para a populacdo portuguesa. Os dados
mostram que a frequéncia do alelo “protetor”, C, na populacao estudada, foi de 67.5%,
ao passo que, a frequéncia do alelo “de risco”, T, foi de 32.5%. Estes valores estdo de
acordo com a bibliografia existente, que aponta, para a populacdo caucasiana,
frequéncias que variam entre 60%-70% para o alelo C e de 30%-40% para o alelo T
(Ge, et al., 2009; Thomas, et al., 2009; McCarthy, et al., 2010; Montes-Cano, et al.,
2010). A distribuicdo das frequéncias genotipicas vai ao encontro da das frequéncias
alélicas, com o gendtipo CC a apresentar, 47.9% e o genétipo TT apenas 12.8%,

correspondendo os heterozigotos a 39.3% (tabela V1). Estes valores sdo semelhantes aos
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referenciados para populagdes caucasianas (Langer, et al., 2004; Moghaddam, et al.,
2011; Montes-Cano, et al., 2010). As frequéncias genotipicas obtidas respeitam o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Trés estudos (Ge, et al., 2009; Thomas, et al., 2009;
Thompson, et al., 2010) mostram que a populagdo com descendéncia africana € a etnia
que apresenta as frequéncias mais baixas relativamente ao alelo C “protetor”, cerca de
40% apresentando o gendtipo CC uma frequéncia de 16%, ao passo que, cerca de 37%
da populacéo apresentava o genotipo TT.

Verificou-se que o polimorfismo rs12979860 esta fortemente associado com a
RVS para a populacdo caucasiana estudada. Pela anélise da tabela VI, notamos que, a
semelhanca de outros estudos (McCarthy, et al., 2010; Montes-Cano, et al., 2010), o
gendtipo CC, se associa a uma frequéncia de RVS mais elevada, 56.7%. No entanto, a
taxa de RVS na nossa populacdo é mais baixa relativamente a outros estudos que

apontam para valores de 82% (Ge, et al., 2009) e 69% (Thompson, et al., 2010).

Tabela VI: Polimorfismo rs12979860, frequéncias genotipicas e

correlagdo com a RVS.

Global RVS NR P*: OR
Genotipos  (n=117) (n=67) (n=24) (95% IC)
CC  56(47.9%) 38(56.7%) ., 5(20.8%) 15
1% 2.5 :
CT  46(39.3%) 23(34.3%) %) 10(a170 (02570  0.0026:6.1
(1.88 — 19.79)
9
TT  15(12.8%) 6(9%) 6(9%) 9 (37.5%
128%)  6(9%) 6% 9ETH) .

* nivel de significancia associado a realizagdo do teste XZ entre a RVS e NR para os
diferentes genotipos; RVS, resposta virolégica sustentada; NR, auséncia de RVS; n, nimero
de individuos; OR, odd ratio, calculado para os gendtipos CC e CT em comparacdo com o TT,

relativamente a presenca ou auséncia de RVS.
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Verifica-se igualmente, que os doentes com 0s genotipos com homozigotia ou
heterozigotia para o alelo C (CC e CT) tém uma probabilidade de atingir a RVS cerca
de 5 vezes superior a dos doentes homozigotos para o alelo T (P = 0.0069; OR = 5.1;
IC95%: 1.56 — 16.64) (tabela VI). Estes valores estdo de acordo com estudos prévios,
realizados em caucasianos, com odds ratios que variam entre 7.3 e 5.79 (Ge, et al.,
2009; McCarthy, et al., 2010).

Permanece mal explicada a razdo da associagdo deste SNP, ndo codificante e
distando varias kb do gene mais proximo, a IL28B. Para além de poder interferir com a
regulacdo da transcricdo do gene da IL28B, é possivel que este polimorfismo esteja em
desequilibrio de ligacdo com outras variantes, elas sim diretamente relacionadas com o

fendtipo em causa (Ge, et al., 2009; Rauch, et al., 2010).

3.2.2. Gene ABCB11

O efeito do polimorfismo V444A (1331T > C) na obtencdo de RVS face ao
tratamento da infecdo cronica pelo VHC, ndo tem sido explorado e as frequéncias
alélicas e genotipicas nas popula¢Bes caucasianas sdo ainda muito escassas.

Estudaram-se as frequéncias alélicas e genotipicas para este polimorfismo, bem
como a correlagdo entre os diferentes genotipos e a presenca ou auséncia de RVS
(tabela VII). Constatou-se assim, que o alelo T apresentava uma frequéncia de 43.6%,
enquanto o alelo C tinha uma frequéncia de 56.4%. Estes valores respeitam o equilibrio
de Hardy-Weinberg. A pouca literatura existente indica uma frequéncia para o alelo de
risco préxima dos 60% (Iwata, et al., 2011; Iwata, et al., 2010; Meier, et al., 2008).

Relativamente aos genotipos, as frequéncias foram de 15.4% para 0S
homozigotos CC, de 28.2% para a homozigotos TT e de 56.4% para 0s heterozigotos.

Estes dados sdo corroborados por estudos prévios (lwata, et al., 2010; Iwata, et al.,
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2011), embora apresentando pequenas diferencas e com a base de dados do NCBI
(NCBI, 2009). Contrariamente ao polimorfismo marcador da 1L28B, o rs12979860, o
polimorfismo V444A ndo apresentou uma associagéo estatisticamente significativa com
a RVS (Tabela VII). Contudo ndo podemos deixar de notar o aumento da frequéncia do
genotipo TT nos doentes que alcancaram a RVS. Esperamos que estudando uma
populagdo de maior dimenséo esta diferenca venha a ter significado estatistico.

Um estudo recente (lwata, et al., 2011) sugere um ligeiro aumento da frequéncia
do alelo C na populagdo de doentes com hepatite C, relativamente a controlos néo
infetados (OR = 1.41; 1C95%: 1.012 — 1.965). O mesmo se Vverifica para o genotipo CC.
O estudo tambem revela uma associagdo, estatisticamente significativa (P = 0.01), entre
0 gendtipo CC e o0 aumento da ocorréncia de cirrose nos doentes com hepatite C. Por
dificuldades na recolha de dados, na nossa amostra ndo nos foi possivel estudar esta

associagéo.

Tabela VII: Polimorfismo V444A, frequéncias genotipicas e correlagéo

com a RVS.
Global RVS NR N
Genotipos (n=117) (n=67) (n=24)
ciC 33(28.2%) 16 (23.9%) 6 (25%)
CIT 66 (56.4%)  37(52.2%) 17 (70.8%) ns
T 18 (15.4%) 14 (20.9%) 1 (4.2%)

* Nivel de significancia associado a realiza¢io do teste ¥ entre a RVS e NR para 0 gen6tipo
VA444A; RVS, resposta viroldgica sustentada; NR, auséncia de RVS; n, nimero de individuos;
ns, P >0.05.

O alelo C foi associado a uma redugdo dos niveis de expressao da proteina BSEP

(Byrne, et al., 2009; Lang, et al., 2007; Meier, et al., 2006; Meier, et al., 2008), a
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proteina codificada pelo gene ABCB11, possivelmente por interferéncia com o splicing
ou por incorreto processamento da BSEP (Byrne, et al., 2009). A acumulacéo de sais
biliares, por mecanismos ainda pouco claros, conduziria a uma diminui¢do dos niveis de
eliminacdo viral, podendo a presenca de sais biliares constituir um marcador de

prognostico negativo na previsdo da RVS (Stieger & Geier, 2011).

3.3. Outros fatores de resposta

Analisou-se igualmente a correlagdo entre a RVS e outros marcadores de
resposta a terapéutica ja conhecidos como a carga viral, o gendtipo viral e a resposta
viroldgica precoce (tabela VIII).

Para efeitos de andlise, associaram-se 0s genotipos virais 1 e 4, relacionados
com uma ma resposta a terapéutica, e 0s genoétipos 2 e 3, considerados marcadores de
boa resposta a terapéutica. Verificou-se uma maior frequéncia de doentes infetados com
0s gendtipos de risco (67%), dos quais 80.2% sdo relativos ao geno6tipo viral 1 (dados
ndo apresentados), o que esta de acordo com o0s dados conhecidos para populacGes
europeias (Esteban, et al., 2008). Realga-se o facto da ndo obtengdo de RVS ser de
91.7% nos individuos que possuem genotipos virais de risco, semelhante ao encontrado
por outros autores (McCarthy, et al., 2010; Iwata, et al., 2010).

A presenca dos genotipos 2 e 3 associou-se a um aumento da probabilidade de
RVS de 7.89%, comparativamente aos genétipos 1 e 4 (P = 0.008; OR = 7.89; 1C95%:
1.71 — 36.55), confirmando a necessidade de uma abordagem terapéutica especifica para
os doentes infetados com os genotipos 1 e 4.

Os resultados da andlise da carga viral inicial ndo mostraram associacao
estatisticamente significativa com a RVS, embora os doentes com uma carga viral

inicial inferior a 600000 Ul/mL alcangassem mais frequentemente a RVS.
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No caso da resposta virolégica precoce (RVP), € de realcar o facto, de que s
obtiveram RVS os doentes com uma RVP positiva as 12 semanas de tratamento. Esta
associacao ja tinha sido descrita (Thompson, et al., 2010) e confirma a utilidade deste

parametro para a decisdo terapéutica.

Tabela VIII: Correlagdo dos varios fatores de risco com a RVS.

Global RVS NR N OR;
. p
Fator de risco (n=91) (n=67) (n=24) (1C95%)
Genétipo 2/3 30 (33%) 28 (41.8%) 2 (8.3%) 7.89
do VHC 0.008
° 1/4 61(67%) 39 (58.2%) 22 (91.7%) (1.71-36.55)
< 600000
37 (58.2%) 31 (46.3%) 6 (25%)
Carga viral Ul/mL 0.074 2.58
inicial > 600000 ns (0.91-7.31)
54 (41.8%) 36 (53.7%) 18 (75%)
ul/mL
Positiva ~ 68 (74.7%) 67 (100%) 1 (4.2%)
RVP . .
Negativa 23 (25.3%) 0 23 (95.8%)

* nivel de significancia associado a realizagdo do teste ¥ entre a RVS e NR para cada
fator de resposta a terapia; RVP, resposta viroldgica precoce; RVS, resposta viroldgica
sustentada; NR, auséncia de RVS; n, nimero de individuos; OR, odd ratio; IC, intervalo
de confianca; ns, P > 0.05.

3.4. Associacdo entre genotipos e outros fatores de resposta
Na tabela IX e X, analisa-se a associacdo entre os genétipos dos polimorfismos
estudados, rs12979860 e V444A e os fatores de resposta a terapia combinada de PEG-
IFN/RBYV, genotipo viral, carga viral, idade e RVP.
N&o se verificou associagdo estatisticamente significativa entre os gendtipos
virais e os gendtipos do polimorfismo rs12979860 (I1L28B). Contudo, 0s genotipos

virais de risco (1 e 4) foram mais frequentes nos doentes homozigotos CC. Esta
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correlagéo foi descrita por alguns autores, como Montes-Cano e colaboradores (2010)
que associam o0 gendtipo CC a presenca do genotipo viral 1, mas nem sempre
confirmada (McCarthy, et al., 2010). Relativamente a resposta a terapéutica, estes dois
parametros parecem ser fatores independentes de resposta.

O polimorfismo, V444A, também ndo mostrou qualquer associacdo com o
genotipo viral. Ainda ndo existem estudos com 0s quais comparar os resultados obtidos.

Em relacdo a carga viral, e apesar de ndo haver associacdo significativa da
virémia com o polimorfismo rs12979860, notamos uma maior frequéncia de doentes
com carga viral elevada em doentes com gendtipo CC (30 em 43). Este facto é referido
noutros estudos (Ge, et al., 2009; McCarthy, et al., 2010; Thompson, et al., 2010), com
resultados estatisticamente significativos, e embora pareca ser contraditorio com 0s
resultados que associam uma carga viral inicial baixa com um melhor prognéstico, a
explicagdo pode residir no facto do genotipo CC poder estar associado a um decréscimo

mais acentuado da carga viral nos primeiros dias de terapia (Thompson, et al., 2010).

Tabela 1X: Associacdo entre os polimorfismos estudados, o genotipo

viral e a carga viral.

Genotipo Viral Carga viral
213 1/4 - <600000 Ul/ml  >600000 Ul/ml o
Polimorfismos (n=30) (n=61) (n=137) (n=54)
C/IC 13(43.3%) 30 (49.1%) 13 (35.1%) 30 (55.5%)
rs12979860 C/T 11(36.7%) 22 (36%)  ns 17 (46%) 16 (29.7%) ns
TIT 6 (20%) 9 (14.8%) 7 (18.9%) 8(14.8%)
CIC 7(23.3%) 15 (24.5%) 8 (21.6%) 14 (26%)
V444A  CIT 17(56.7%) 37(60.7%)  ns 22 (59.4%) 32 (59.2%) ns
TT 6 (20%) 9 (14.8%) 7 (19%) 8 (14.8%)

* nivel de significancia associado a realizagdo do teste ¥ entre a 0s VArios gen6tipos
para cada polimorfismo e os fatores de resposta; n, nimero de individuos; ns, P > 0.05
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A anélise do polimorfismo V444A com a carga viral foi inconclusiva. Um
estudo de Iwata e colaboradores (2010) ndo encontrou correlacdo entre a carga viral e 0s
niveis de sais biliares, mas aponta para o efeito que a possivel acumulagdo de sais
biliares possa ter na resposta antiviral do interferdo (lwata, et al., 2010).

Relativamente a idade dos doentes e a existéncia ou ndo de RVP, também néo se
encontraram associagdes estatisticamente significativas com nenhum dos dois
polimorfismos estudados. Contudo, para o polimorfismo, rs12979860, o gendtipo CC
apresenta as frequéncias mais elevadas de RVP (53%), confirmando os resultados de
outros autores (Thompson, et al., 2010). Assim, o genétipo CC embora possa estar
associado a uma carga viral inicial elevada, também se associa a uma RVP positiva, isto
é a uma diminuicdo acentuada dos niveis de RNA do VHC ap6s o inicio do tratamento,

como sugerido por Thompson e colaboradores (2010).

Tabela X: Associacdo entre os polimorfismos estudados, a idade e a

RVP
Idade RVP
<40 anos > 40 anos Presente Ausente
Polimorfismos (n=42) (n=49) (n =68) (n=23)
C/iC 20 (47.6%) 23 (47%) 36 (53%) 7 (30.4%)
rs12979860 C/T  15(35.7%)  18(36.7%) NS 22(32,3%) 11 (47.8%) ns
TIT 7 (16.7%) 8 (16.3%) 10 (14.7%) 5 (21.7%)
C/IC  12(28.6%) 10 (20.4%) 17 (25%) 5 (21.7%)
VA444A CIT  24(571%)  30(61.2%) NS 37 (54.4%) 17 (74%) ns
TIT 6 (14.3%) 9 (18.4%) 14 (20.6%) 1 (4.3%)

*nivel de significancia entre os varios genétipos para cada polimorfismo e os fatores de

resposta; RVP, resposta viral precoce; n, nimero de individuos; ns, P > 0.05.
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Capitulo 4 — Concluséo

56



Dos varios fatores analisados, pudemos confirmar, que para a nossa populacéo,
tal como descrito para outras populacfes caucasianas, 0 SNP associado a 1L28B,
rs12979860, pode ser considerado um marcador de boa resposta a terapéutica da
hepatite C baseada no INF, estando a presenca do alelo C relacionada com uma maior
probabilidade de RVS (OR =5.1; 1IC95%: 1.56 — 16.64).

Relativamente ao polimorfismo V444A, do gene ABCB11, os resultados
sugerem que o gen6tipo TT se podera associar a uma maior probabilidade de RVS,
embora seja necessario prosseguir os estudos com uma amostra de doentes de maior
dimensao.

Quanto aos fatores ndo relacionados com o genétipo do doente, confirmou-se
que 0s genotipos virais 1 e 4 se associam a uma ma resposta ao tratamento, bem como a
RVP negativa.

Para que seja possivel definir um modelo integrado, multifatorial, de previsdo da
resposta a terapéutica baseada no INF, clinicamente (til, teremos de prosseguir este
trabalho com uma populacdo de maior dimensao e a analise de outros marcadores. Para
as novas terapéuticas nao baseadas no INF que estdo a ser introduzidas, sera necessario
verificar estas associagdes. E provavel que o SNP associado a IL28B, nfo seja um
marcador de resposta para estas novas terapéuticas mas se mantenha Gtil para selecionar

o0s doentes para 0s quais a terapéutica classica, mais barata, seja eficaz.
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