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Abstract

Hepatitis C virus infection progresses to a chronic disease in most infected patients.
About 20% of these patients suffer from liver cirrhosis and some may develop hepatocellular
carcinoma. Thus, the treatment is indicated in the great majority of patients, although the
responses may vary, depending on the HCV genotype, among other factors. In the two most
common genotypes in Portugal there is sustained viral response in about 40% in genotype 1
and 70% in genotype 3. Other viral and host factors are also related to the evolution to
chronicity and response to therapy. Among these the immune response assumes great
importance. A strong relationship between the 1L28B genotypes and response to treatment
with peginterferon o and ribavirin was recently found, especially in patients infected with
genotype 1. Also, these genotypes were associated with severity of liver disease and
spontaneous resolution of the infection. The interaction between the genotype of IL28B and
resolution of infection with hepatitis C may bring impact on therapeutic decisions in the near

future.
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Resumo

A infeccéo pelo virus da hepatite C evolui para a cronicidade na maioria dos doentes
infectados. Nestes, cerca de 20% sofrem de cirrose hepética, podendo ainda alguns deles
desenvolver carcinoma hepatocelular. Desta forma o tratamento estd indicado na grande
maioria dos doentes, embora a resposta varie consoante o0 gendtipo infectante. Nos dois
genotipos mais frequentes em Portugal, hd resposta viral mantida em cerca de 40% no
genotipo 1 e em pouco mais de 70% no genotipo 3. Outros factores, virais e do hospedeiro,
estdo também relacionados com a evolucdo para a cronicidade e com a resposta a terapéutica.
Destes, assume grande relevo a resposta imune. Recentemente, encontrou-se uma forte
relacdo entre os genotipos da IL28B e a resposta ao tratamento com peginterferdo o e
ribavirina, sobretudo nos doentes infectados pelo genotipo 1. Também se encontrou
associacdo destes genotipos com a gravidade da doenca hepatica e com a resolucdo
espontanea da infeccdo. A interaccdo entre o genoétipo da IL28B e a resolucdo da infeccéo

pelo virus da hepatite C podera trazer, num futuro préximo, impacto na deciséo terapéutica.
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Abreviaturas

IL28B Interleucina 28B
VHC Virus da Hepatite C
PEG-IFNa interferdo-a peguilado
RBV Ribavirina
RVM Resposta viral mantida
GWAS Genome wide association studies
SNPs Polimorfismos nucleares simples
RVR Resposta virologica rapida
RVP Resposta viroldgica precoce
VIH Virus da Imunodefeciéncia Humana
VHB Virus da Hepatite B
ISG Genes estimulados pelo interferdo




Introducéo

A infeccdo pelo Virus da Hepatite C (VHC) é um problema de salde publica,
afectando cerca de 160 milhdes de pessoas a nivel mundial (Kelly, Klenerman et al. 2011,
Lavanchy 2011), sendo uma das principais causas de doenca hepética cronica (Lavanchy
2009; Kelly, Klenerman et al. 2011). As consequéncias da infec¢do pelo VHC podem ir desde
alteracfes mininas até ao aparecimento de cirrose hepética e carcinoma hepatocelular.

A terapéutica actualmente instituida nestes doentes é a associacdo de interferdo-o
peguilado (PEG-IFN) e ribavirina (RBV) com duracdo entre 24 e 48 semanas. O ojectivo
terapéutico € obter erradicacdo viral (resposta viral mantida - RVM), definida por niveis
indetectaveis de ARN-VHC no soro (por PCR em tempo real) as 24 semanas, ap0s o fim do
tratamento.

A resposta a terapéutica € influenciada por varios factores virais, tais como genotipo e
carga viral, e do hospedeiro, como idade, sexo, raga, peso, estadio de fibrose hepética e
adesdo a terapéutica (Afdhal, McHutchison et al. 2011). O gendtipo viral é usado como factor
preditivo de resposta na decisdo terapéutica. O gendtipo 1 esté associado a uma taxa baixa de
RVM (40%) com 48 semanas de tratamento; ja 0 gendtipo 2 e 3 estdo associados a uma taxa
de RVM bastante mais elevada (70%-80%), com apenas 24 semanas de terapéutica
(Hadziyannis, Sette et al. 2004).

Mais recentemente, com base em estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS -
genome wide association studies), foram identificados diversos polimorfismos nucleares
simples (SNPs), na vizinhanca do gene do IFN-A3 (IL28B), que foram implicados na reposta
a terapéutica com PEG-IFN/RBV em pacientes infectados com o VHC, gendtipo 1 (Ge,
Fellay et al. 2009; Suppiah, Moldovan et al. 2009; Tanaka, Nishida et al. 2009). Os mesmos
polimorfismos foram também associados a resolucdo espontanea da infeccdo pelo VHC

(Thomas, Thio et al. 2009; Rauch, Kutalik et al. 2010).



Mecanismo de accao dos IFN-A

Os IFNs humanos séo classificados em trés tipos principais, consoante o tipo de
receptores a que se ligam. O IFN tipo I inclui o IFN-a ¢ o IFN-B; o IFN tipo Il o IFN-y; e 0
IFN tipo I consiste nos IFN-A1, IFN-A2 e no IFN-A3, sendo estes Gltimos também
conhecidos como 1L29, IL28A e IL28B, respectivamente (Kelly, Klenerman et al. 2011).

O IFN-A humano encontra-se localizado no cromossoma 19 (Fox, Sheppard et al.
2009), sendo uma potente citocina antiviral endégena.

Funcionalmente similar ao IFN-o no que diz repeito as propriedades antivirais e
imunomodeladoras, apresenta, no entanto, diferencas importantes e devido a expressdo mais
restricta dos seus receptores, &€ mais especifico nos alvos tecidulares em que actua.(Afdhal,
McHutchison et al. 2011).

O IFN-A interage com o receptor transmembranar IFNAR1/IL-10R2 e activa as vias de
sinalizacdo intracelulares JAK-STAT e MAPK, induzindo respostas antivirais potentes (L,
Liu et al. 2009). Aumenta a expressdo dos genes estimulados pelo IFN (ISGs), que sdo
necessarios para controlar a infeccdo viral (Balagopal, Thomas et al. 2010). O receptor do
IFN-0/B é, pelo contrario, o IFNaR1/IFNaR2 mas as vias de sinalizac¢do intracelulares sdo as
mesmas que o IFN-A.

Este facto levou a ponderar que a terapéutica com IFN-A, comparativamente com o
IFN-0, poderia estar associada a menores efeitos adversos e a uma actividade antiviral
semelhante. Com base nesta hip6tese foi realizado um ensaio clinico com PEG-IFN-A1 (IL29)
em pacientes com hepatite C crénica, infectados pelo gendtipo 1. O tratamento semanal com
PEG-IFN-A, com ou sem ribavirina, foi bem tolerado, apresentando reac¢bes adversas e
alteracdes hematoldgicas minimas e foi associado a actividade antiviral nos pacientes com

hepatite C cronica (Muir, Shiffman et al. 2010).



Acredita-se que a principal fonte de IFN-A sdo as células dendriticas plasmociticas,
embora as células dendriticas convencionais e macréfagos possam também ter algum papel
(Ank, West et al. 2006). Em relacdo as células hepéticas que possam estar envolvidas na
producdo de IFN-A ainda persistem ddvidas. No entanto, pensa-se que as células de Kupffer,
células dendriticas e as células endoteliais dos sinusdides hepéaticos tenham um papel na sua
producdo. Além disso, os hepatdcitos apresentam actividade imune inata em reposta a
infeccdes virais e, consequentemente, poderdo libertar IFN-As nestas situacdes (Robek, Boyd

et al. 2005; Marcello, Grakoui et al. 2006).
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I1L28B e controlo do VHC com terapéutica antiviral

Desde Agosto de 2009 vérios investigadores usando o GWAS identificaram SNPs
associados com a resposta a terapéutica.

O primeiro GWAS foi realizado em pacientes infectados com VHC genétipo 1 a fazer
tratamento com PEG-IFNa-2b ou PEG-IFNa-2a (Ge, Fellay et al. 2009). Neste estudo foi
identificado o SNP rs12979860 (localizado aproximadamente 3Kb acima da IL28). Este
polimorfismo esteve fortemente associado & RVM. Quando comparado com outros factores
que também influenciam o resultado da terapéutica, este SNP foi significantemente mais
relevante (em Americanos de descendéncia Europeia OR=7.3 vs OR=4.2 para carga viral
baixa vs OR=3.0 para individuos com fibrose hepéatica moderada). O alelo C no rs12979860
foi associado positivamente & RVM. Deste modo, o genotipo C/C foi associado a taxas mais
elevadas de RVM do que o gendtipo desfavoravel T/T, em todos 0s grupos étnicos estudados.

Outro grupo de investigadores conduziu um GWAS em pacientes Australianos de
descendéncia Europeia (norte da Europa) (Suppiah, Moldovan et al. 2009). A coorte era
constituida por pacientes infectados com VHC geno6tipo 1 que receberam PEG-IFN e RBV.
Identificaram um SNP, rs8099917 (localizado, aproximadamente, 8Kb na vizinhanca da
IL28B), com forte associacdo & RVM (P=9.25x10"%). A resposta virolégica sustentada foi
alcancada em 55.9% de 442 pacientes com o gendtipo T/T, em 36.4% dos 357 com genotipo
G/T e em 30.6% dos 49 com genotipo G/G. Em analise multivariada, o alelo desfavoravel (G)
mostrou ser um factor independente, que prediz uma ma resposta ao tratamento (P<0,0001).
Os autores compararam, ainda, os niveis de RNA mensageiro do IFN-A (IFN-A2 e IFN-A3)
nas amostras sanguineas de pacientes com o alelo T com pacientes com alelo G. Foram
encontrados niveis mais elevados de IFN-A em pacientes com o genétipo T/T, comparando
com o0s que apresentavam gendtipo T/G ou G/G, associando, deste modo, niveis mais
elevados de IFN-A enddgeno com a eliminagao do VHC.
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Investigadores Japoneses confirmaram que o SNPs na vizinhanga do gene 1L28B,
rs12980275 e rs8099917, apresentavam uma forte associacdo a ndo respota virologica
(rs12980275: P=1.93x10™ e rs8099917: P=3.11x10™"*) (Tanaka, Nishida et al. 2009). O alelo
menor do SNP rs8099917 foi o factor mais importante para prever a ndo resposta a
terapéutica (OR=37.68). De igual modo aos autores Australianos, também relataram niveis
mais elevados de IFN-A em pacientes com o genotipo T/T no SNP rs8099917 relativamente
aos que apresentavam genétipo T/G ou G/G.

Um outro GWAS a confirmar a importancia dos SNPs, na vizinhaga do gene 1L28B,
na resposta a terapéutica foi realizado na Suica (Rauch, Kutalik et al. 2010). Tal como nos
estudos prévios, o0 SNP rs8099917 foi associado a méa resposta a terapéutica. Os pacientes
com o alelo menor (G) apresentavam 5 vezes menos probabilidade de responder a terapia (P =
3.11x10®). O alelo menor G foi associado tanto & persisténcia da infeccdo como & nio reposta

a terapéutica (Quadro I).

Quadro I - Comparacao entre a IL28B e a resposta ao tratamento com IFN-a ¢ RBV

RVM para 0
RVM para heterozigéticos % de.RVM
RVM homoziqctico ou explicada OR para o resultado Genétino
SNP estudado | global gl | h L pelo do tratamento (95% . Ip
(%) s com alelo omozigéticos genétipo ci) vira
favoravel (%) para o aleleo favoravel
desfavoravel (%)
Rs
129798960
Ge et 7.3 (95% CI 5.10-
al(USA)™ 56 82 40 56 10,4y 1
Rs8099917
Suppiah et al 1.64 (95% CI 1.15-
(Australia)? | ° 56 36 63 230) 1
Tanaka et al 37.68 (95% CI 16.7-
( Japéo)3 NA NA NA NA 83.9)f 1
Rauch et al 5.19 (95% CI 2.90-
(Suiga)“ 64 74 50 68 9.30)t 1/2/3/4

1(Ge, Fellay et al. 2009); 2(Suppiah, Moldovan et al. 2009); 3(Tanaka, Nishida et al. 2009); 4(Rauch, Kutalik et al. 2010).

& Apenas representado as taxas de RVM para a populacio caucasiana que entrou no estudo.
thomozig6ticos para o alelo favoravel vs alelo desfavoravel (homozigdticos e heterozig6ticos) na populacéo
caucasiana que atingiram RVM.
+ sem RVM vs RVM em pacientes com alelo desfavoravel (heterozigéticos e homozigGticos).

NA, néo avaliado
Adaptado de (Balagopal, Thomas et al. 2010) (Kelly, Klenerman et al. 2011).
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Os estudos iniciais realizados sobre a IL28B e o VHC, foram centrados em pacientes
com o genétipo 1 do virus. Mais recentemente, foram realizados estudos sobre outros
gendtipos, nomeadamente 0 2 e 3. No entanto, os trabalhos tém produzido resultados
conflituosos e incluido um nimero reduzido de pacientes.

O estudo de maior dimens&o incluiu 268 pacientes infectados com os gen6tipos 2 ou 3.
Os pacientes foram aleatoriamente designados em dois grupos, um em que recebeu
terapéutica de duracdo variavel (12 ou 24 semanas, consoante atingissem resposta viroldgica
rapida ou ndo, respectivamente) ou padrao (24 semanas) (Mangia, Thompson et al. 2010). As
taxas de RVM foram mais elevadas nos doentes que receberam tratamento com duragéo
padrdo e naqueles em que a duracdo era variavel e fizeram 12 semanas de tratamento,
independentemente do gendtipo da IL28B que apresentavam. Em contraste, a 1L28B
apresentou uma forte associacdo a RVM nos pacientes que ndo atingiram resposta virologica
rapida (virémia indetectavel a 42 semana de tratamento) e receberam terapéutica de duracao
variavel (24 semanas) (P = 0.002). Neste estudo, a IL28B foi apenas associada a RVM em
pacientes com genotipo viral 2/3 que ndo atingiram resposta virologica rapida.
Adicionalmente, verificou-se que a taxa de pacientes com o genotipo C/T que atingiram RVM
era intermédio entre os pacientes com o gendtipo C/C e T/T, sugerindo que a presenca de s
um alelo C confere beneficio clinico relevante.

Outros estudos realizados sobre estes genotipos virais produziram resultados mistos.
Um deles verificou que o polimorfismo rs12979860 prediz RVM independentemente do
genotipo viral e de outras co-variaveis (P = 9.0x10°) (McCarthy, Li et al. 2010). Um grupo de
investigadores espanhdis mostrou que o genotipo favoravel C/C do SNP rs12979860 era mais
comum em pacientes infectados com o genotipo viral ndo 1 do que no genotipo 1 (66.7% vs
39.1%) (Montes-Cano, Garcia-Lozano et al. 2010). Deste modo, a taxa mais baixa de RVM

foi encontrada em pacientes com o genétipo ndo C/C infectados com o genotipo viral 1
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(29.6%), e a taxa mais elevada de RVM foi em pacientes com o genétipo C/C infectados com
0 gendtipo viral ndo 1 (87.2%). Este estudo sugere a influéncia de factores tanto virais como
do hospedeiro nas taxas de sucesso terapéutico. Pelo contrario, dois outros estudos néo
mostraram nenhuma associagdo com significado estatistico entre varia¢des genéticas na 1128B
e resposta a terapéutica, entre individuos com o genotipo 2 ou 3 (Rallon, Naggie et al. 2010;
Rauch, Kutalik et al. 2010).

Devido a estes resultados dispares, o efeito da IL28B nos genétipos virais 2 ou 3

necessita de mais investigacdo para tentar esclarecer a sua relacéo.
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llustracao de casos de hepatite C cronica gendétipo 3

Foi obtido uma amostra de 9 pacientes infectados com hepatite C crénica, com
gendtipo viral 3a, seguidos no Servigo de Infecciologia dos Hospitais da Universidade de
Coimbra, tendo os dados sido disponibilizados pelo Centro de Histocompatibilidade da
Regido Centro.

As amostras de sangue periférico recolhido, foram avaliadas por métodos de
sequenciacdo por PCR para averiguar qual o gendtipo que apresentavam nos SNPs
rs12979860 e rs8099917. Os pacientes foram relatados apresentando C/C, C/T e T/T para o

rs12979860 T/T, T/G e G/G para 0 rs8099917, Quadro II.

Quadro Il. Genotipos da 1L28B e resposta terapéutica

SNP Rs 12979860 | SNP Rs 8099917 | Genotipo| RVR | RVM | VIH
CIT T/G 3a RNA+ +
CiIC T/T 3a + +
CiC T/T 3a + +
CIC TIT 3a + + VIH1
T/IC TIG 3a RNA+  RNA+ VIH1
T/IC T/T 3a + +
CIC TIT 3a + + VIH1
CIC T/T 3a + +
CIT GIT 3a RNA+  RNA+

RVR , resposta viroldgica rapida

RVM, resposta viral mantida

VIH, virus da imunodeficiéncia humana

RNA+, carga viral positiva

+, pacientes que atingiram RVR e/ou RVM

As frequéncias dos genotipos da IL28B foram de 5 (C/C) e 4 (C/T) para o rs12979860
e de 6 (T/T) e 3 (T/G) para o rs8099917. Sendo que a resposta virologica rapida verificou-se
em 6 (67%) e a resposta viral mantida em 7 (78%) dos pacientes. De salientar que 3 dos

pacientes apresentavam co-infeccdo com VIH. A RVM foi atingida em todos os pacientes

(100%) que apresentavam os genotipos C/C do rs12979860 e T/T do rs8099917, gendtipos
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associados com depuragdo do virus, e em 22% dos pacientes com gendtipo C/T do

rs12979860 e 11% dos pacientes com genotipo T/G do rs8099917, figura 1.

100%
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70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

RVM %

Figura 1. Taxas de RVM e gendtipo da 1L.28B

EC/C

CIT

BT/T

T/G

rs12979860

rs8099917

Devido a amostra ser muito reduzida (n=9), ndo se pode tirar conclusdes validas sobre

a associacdo dos gendtipos da IL28B e resposta a terapéutica na hepatite C cronica gendtipo

3. No entanto, pode-se verificar que 0s genotipos considerados associados a depuracdo do

virus (C/C-rs12979860 e T/T-rs8099917) foram os que apresentaram maiores tavas de RVM.
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I1L28B e Coinfeccdo com VIH e outras doencas infecciosas

Cerca de 4 a 5 dos 160 milhdes de pessoas infectadas a nivel mundial com o VHC,
apresentam co-infec¢do com o virus da imunodefeciéncia humana (VIH) (Operskalski and
Kovacs 2011). Hoje em dia estd bem estabelecido que a co-infeccdo com VIH traz um
impacto negativo na evolugdo da infeccdo pelo VHC, incluindo uma taxa mais elevada de
persisténcia viral, elevagdo da carga viral e progressdo mais acelerada para fibrose, doenga
hepatica terminal e morte. Apesar das alteracbes imunoldgicas que a co-infeccdo com VIH
traz nos pacientes com VHC, esta ndo afecta a associagdo encontrada entre os SNPs na
vizinhaca da IL28B e a resolugéo da infeccdo pelo VHC.

Um grupo de investigadores demonstrou que a presenca de co-infec¢do pelo VIH nédo
alterava o efeito do SNP rs12979860 na resposta a terapéutica na hepatite C cronica (Thomas,
Thio et al. 2009). De igual modo, outro estudo, mostrou que o SNP rs8099917 se mantinha
associado a resolucdo da infeccdo pelo VHC, sem terem sido encontradas diferencas
significativas entre pacientes com ou sem co-infeccdo pelo VIH (Rauch, Kutalik et al. 2010).
Rallon et al. tirou as mesmas conclusdes, referindo que o gendétipo C/C no locus rs12979860
estava associado a RVM em pacientes co-infectados pelo VIH (Rallon, Naggie et al. 2010).

Relativamente a outras infeccdes virais, nomeadamente co-infeccdo pelo virus da
Hepatite B (VHB) e infeccdo isolada pelo VIH-1 ndo foi encontrada nenhuma associacéo
entre a IL28B e a depuracédo dos virus ou a progressdo da doenca (Fellay, Shianna et al. 2007;

Kamatani, Wattanapokayakit et al. 2009).
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IL28 B e diferencas Raciais

A frequéncia de doentes infectados que obtém resolugéo da infeccdo pelo VHC varia
entre as diferentes etnias (Thio, Thomas et al. 2000). Alguns estudos constataram uma
variagdo na frequéncia dos alelos do SNP rs12979860 entre as diferentes etnias, tendo sido
colocada a hipotese que esta variacdo poderia explicar as diferencas encontradas. Thomas et
al. mostrou que a populacdo Asiatica do leste apresentava a maior frequéncia de alelos
associados a resolucdo da infeccdo (C), a populacdo da Africa Subsaariana tinha a menor
frequéncia e a populacdo Europeia uma frequéncia intermédia (figura 2) (Thomas, Thio et al.
2009). Ge et al. também encontraram a menor frequéncia do alelo associado a resolucdo da
infeccdo entre pacientes de etnia Africana (frequéncia alélica ~0.42), a maior frequéncia entre
pacientes da Asia do leste (~0.95) e frequéncia intermédia entre pacientes Europeus (~0.73) e

Hispanicos (~0.7) (Ge, Fellay et al. 2009).
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Figura 2. Frequéncia alélica do SNP rs12979860 entre diferentes grupos etnicos. O mapa mostra a proporgao da
prevaléncia do alelo C (associado com depuracdo do VHC) e do alelo T (associado com persisténcia). Individuos
do Este e Sudeste Asiatico apresentam a frequéncia menor do alelo associado a resisténcia da infeccdo, na
Europa apresentam frequéncia intermédia e a populacdo da Africa Subsaariana apresentam a frequancia mais
elevada. Adaptado de (Thomas, Thio et al. 2009)

18



No entanto, este SNP (rs12979860) explica apenas cerca de metade da diferenga nas
taxas de resposta entre pacientes Africo-Americanos e de descendéncia Europeia (Ge, Fellay
et al. 2009). Este facto aponta para outros factores genéticos, além da 1L28B, associados a

resolucéo da infeccdo pelo VHC.

19



IL28B e resolucao espontinea da infeccio

Na primeira exposicdo ao VHC apenas um terco dos individuos resolve
espontaneamente a infeccdo, sendo que a maioria desenvolve infeccdo crdnica (Barrera,
Bruguera et al. 1995).

O primeiro grupo de investigadores a identificar o SNP rs12979860, observou que a
frequéncia do alelo C era maior entre individuos em que a presenca ou ndo da infeccdo era
desconhecida (73%), do que entre os pacientes com infeccdo cronica que receberam
tratamento (63%). Este facto sugere que este SNP teria uma maior frequéncia entre individuos
com resolucao espontanea da infeccdo (Ge, Fellay et al. 2009)

Para investigar o papel do SNP (rs12979860) na resolucdo natural da infec¢do foram
comparados dois grupos, o primeiro que englobava individuos que obtiveram resolucédo
espontanea (N=388) e o segundo incluia aqueles que tinham infeccdo persistente (N=620)
(Thomas, Thio et al. 2009). O estudo demostrou que o gendétipo C/C, na rs12979860, estava
fortemente associado & resolucdo da infeccdo (P<107?). Estes individuos apresentavam trés
vezes mais probabilidade de cura espontanea do que aqueles com outra variante no genotipo
(T/TouC/T).

Um outro grupo de investigadores identificou o SNP (rs8099917) como sendo o que
apresenta a associacdo mais forte com a resolucdo espontanea da infeccdo pelo VHC
(P=6.07x10%). Este SNP é o determinante genético mais importante no desenlace da infecgo
aguda descoberto até a data (Rauch, Kutalik et al. 2010).

No entanto, estes estudos apresentaram limitacdes, entre as quais a populacdo
seleccionada ser muito heterogénea, por ter sido extraida de varias coortes independentes.
Deste modo, as interaccdes entre os factores virais e do hospedeiro ndo poderam ser
controladas separadamente (Pearlman 2011). Um grupo de autores conseguiu encontrar a
coorte ideal de 2800 mulheres que receberam entre agosto de 1978 e marco de 1979
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imunoglobulina anti-D contaminada com VHC, genétipo 1b, de um Unico dador (Wiese, Berr
et al. 2000). Neste estudo foi analizado o SNP rs 12979860 em 190 mulheres da coorte inicial
(Tillmann, Thompson et al. 2010). Verificando-se que a resolucdo espontanea foi mais
comum em pacientes com o genotipo C/C (64%) do que naqueles que tinham os genotipos
CIT (24%) e TIT (6%).

Estes autores também correlacionaram o SNP com as manifestacdes clinicas e
verificaram que a presenca de ictericia durante a infecgdo aguda era mais comun em pacientes
com o gendtipo C/C (32.7%) do que em pacientes sem este genétipo (C/T ouT/T, 16.1%). No
entanto, a presenca de ictericia em pacientes com o gen6tipo C/C ndo foi associada a uma
maior taxa de eliminacdo da infeccdo (56.3%), em comparacdo com 0s doentes que nado
apresentaram ictericia (60.6%). Pelo contrério, em pacientes sem este genotipo, a taxa de
eliminacdo foi maior nos que apresentavam ictericia durante a infeccdo aguda (42.9% vs
13.7%).

Estes achados mostram o envolvimento dos SNPs da IL28B na resolucdo espontanea

da infeccéo pelo VHC.
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IL28B e cinética viral

As primeiras 24 a 48 horas apos o inicio da terapéutica com IFN-o sdo caracterizadas
por uma rapida queda, dose-dependente, da carga viral, conhecida como a primeira fase de
declinio, e que representa inibicdo directa da replicacdo viral. Os pacientes que respondem a
terapéutica entram numa segunda fase de declinio progressivo lento, que representa a
eliminacdo de células infectadas. Os pacientes que ndo respondem a terapéutica apresentam
uma fase de platéau ou de recaida na carga viral durante esta segunda fase (Herrmann,
Neumann et al. 2000).

De forma a esclarecer melhor a relevancia clinica dos polimorfismos da IL28B, alguns
autores estudaram a relacéo entre os SNPs da IL28B e a cinética viral durante a terapéutica. A
resposta viroldgica precoce (RVP) e definida com uma descida de pelo menos 2-log do ANR-
VHC, relativamente ao seu valor de base, as 12 semanas de tratamento. Apresenta um
excelente valor preditivo negativo, sendo que se 0s pacientes ndo atingirem este patamar é
praticamente certo que serdo ndo-respondedores (Davis, Wong et al. 2003). Por outro lado, a
resposta virologica rapida (RVR), definida como virémia indetectavel a 4% semana de
tratamento, tem um valor preditivo positivo para sucesso terapéutico (Poordad, Reddy et al.
2008).

Um grupo de investigadores documentou que apesar do alelo C do rs12979860 estar
associado a resposta virolégica mantida, também estava paradoxalmente associado a uma
carga viral mais elevada, comparativamente ao alelo T (Ge, Fellay et al. 2009). Niveis mais
elevados de ARN VHC também foram observados em pacientes com o alelo C que ndo se
encontravam a realizar terapéutica antiviral (McCarthy, Li et al. 2010). Este facto sugere que
estes niveis mais elevados de ARN viral facilitam a detec¢do e controlo do virus pela

imunidade inata.
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O genotipo C/C, no rs12979860, foi associado a uma maior probabilidade de os
pacientes atingirem resposta virologica rapida (P < 0.0001), resposta virolégica precoce
completa (P < 0.0001) e resposta virolégica mantida (P < 0.0001), comparando com 0s

genotipos C/T e T/T (Thompson, Muir et al. 2010).
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IL28B e expressao intra-hepatica de genes estimulados pelo IFN

Um grupo de investigadores Japoneses procuraram determinar se os SNPs da 1L28B
estavam correlacionados com a expressdo intra-hepatica de genes estimulados pelo IFN
(1SGs), um importante factor que prediz a resposta ao PEG-IFNa ¢ Ribavirina (Honda, Sakai
et al. 2010). Ja tinha sido sugerido anteriormente que um aumento da expressdo dos niveis de
ISGs antes do inicio do tratamento poderiam estar relacionados a uma menor erradicacdo do
virus durante o tratamento (Chen, Borozan et al. 2005; Sarasin-Filipowicz, Oakeley et al.
2008). Uma inducdo maxima da expressdo de ISGs no pré-tratamento levaria a que ndo
ocorrese uma inducao suplementar da expressdo aquando da administracdo de IFN exdgeno,
levando a faléncia terapéutica nestes pacientes. No estudo actual os investigadores
confirmaram que pacientes com o genotipo T/T do rs8099917 (associado com RVM)
apresentavam niveis de 1SGs inferiores, no pré-tratamento, relativamente a pacientes com o
genotipo T/G ou G/G, em que 0 aumento da expressdo intra-hepatica de 1SGs pré-tratamento
estava associado a ndo-resposta. Os autores concluiram que a resposta ao tratamento estava
relacionada com expressdo diferencial de 1SGs hepaticos no pré-tratamento e, que, esta
expressdo poderia ser causado pela influéncia do polimorfismo da IL28B (P< 0.001). Estes
dados foram também verificados na populacdo Norte-Americana (Urban, Thompson et al.

2010).
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Implicacdes clinicas

A 1128B mostrou ser um factor importante na probabilidade de um paciente com
hepatite C croénica atingir RVM com o tratamento. A genotipagem da IL28B pode ser feita a
partir de uma amostra de sangue ou a partir de um esfregaco bucal, sendo que para a Ultima
opccgdo é necessario um teste-Kit que ja se encontra disponivel, desde julho de 2010. O teste
faz a genotipagem do SNP rs12979860.

O teste-kit da mutacdo minor do rs8099917 ainda ndo se encontra comercialmente
disponivel. No entanto, um estudo recente mostrou que o valor preditivo positivo do
rs12979860 C/C para RVM era mais alto que do rs8099917 T/T (80.5% vs 71.6%)
(Stattermayer, Stauber et al. 2011).

A utilidade clinica deste teste esta relacionada com a previsao da resposta viroldgica a
terapéutica com PEG-IFNa + ribavirina. Em teoria o teste ajudaria tantos os clinicos como os
pacientes a saber a probabilidade de sucesso terapéutico ou de evolugdo crénica da infeccéo.
No entanto, como o valor preditivo positivo do SNP nédo é de 100% néo pode ser usado como
0 Unico factor predictor de resposta a terapéutica. Desta forma a decisdo terapéutica na
infeccdo pelo VHC ndo pode ser baseada somente no gendétipo da IL28B.

Nos pacientes com infeccdo aguda pelo VHC o teste do polimorfismo da I1L28B
podera ser importante no seguimento e decisdo terapéutica (Pearlman 2011). Se o genotipo da
IL28B for favoravel, o paciente tera grande probabilidade de resolver espontaneamente a
infeccdo e necessitar s6 de observacdo. Por outro lado, se o gendétipo for desfavoravel, a
terapéutica poderd ser iniciada mais precocemente, principalmente nos doentes
assintomaticos. Os pacientes sintomaticos com genétipo desfavoravel poderiam manter
observacdo para possivel resolucdo espontanea da infeccdo, porque estes pacientes
conseguem, em cerca de 50% dos casos, eliminar o virus sem recurso a terapéutica (Tillmann,

Thompson et al. 2010). No entanto, se ap6s 12 a 20 semanas de observacdo ndo ocorrer
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resolucdo da infeccdo deverd ser iniciada terapéutica independentemente do gendtipo da
IL28B que apresentam, uma vez que individuos que adquiriram recentemente o virus
geralmente resolvem espontaneamente a infeccdo até as 20 semanas(Gerlach, Diepolder et al.

2003; Santantonio, Sinisi et al. 2003). Um possivel algoritmo para esta situacdo encontra-se

na figura 3.
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Figura 3. Sugestdo de algoritmo clinico para hepatite C aguda ou recentemente adquirida, usando o teste
de genotipagem da IL28B. *Genétipo C/C para 0 rs12979860; "genétipo C/T ou T/T para o rs 12979860; ©
tratar se resolucéo espontanea nao ocorrer entre as 12 e 20 semanas pds exposicao.

Adaptado de (Pearlman 2011).

Em individuos de raca branca infectados com o VHC gen6tipo 1, o genétipo C/C da
IL28B esta associado a RVM em 70% das vezes. Por outro lado, individuos com genotipo
ndo-C/C podem atingir taxas de RVM entre 27% e 33% (Thompson, Muir et al. 2010). Deste
modo, 0s pacientes com gend6tipo da IL28B favoravel, mesmo que ndo consigam atingir RVR,
devem continuar o tratamento porque tendo o gendtipo C/C apresentam ainda duas vezes
maior probabilidade de virem a atingir RVM que o0s pacientes com genétipo da IL28B
desfavoravel (Thompson, Muir et al. 2010). Por outro lado, os pacientes que atingirem RVR

poderdo ser bons candidatos a reduzir a duracao da terapéutica (Pearlman 2011).
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A RVR apresenta um excelente valor preditivo positivo nos pacientes com gen6tipo da
IL28B desfavoravel, porque aqueles que conseguirem atingir RVR véem a atingir RVM em
84% das vezes. Pelo contréario, os pacientes com gendtipo da I1L28B desfavoravel (T/T) que
nao atingiam RVR poderé ser considerado a cessacéo terapéutica devido as chances de virem
a atingir RVM seram de apenas 14% na etnia Afro-Americana e de 24% nos Caucasianos
(Thompson, Muir et al. 2010). Um possivel algoritmo para pacientes infectados com VHC

genodtipo 1 encontra-se na figura 4.

Detectawvel Manter

¥

terapéutica
Genotipo Bledigdo do
favoravel® inicio »| ARN-VHCas4
F— zemanas . .
terapsutica Se carga viral baixa,
T Indetectavel considerar encurtar a
- — _ (BVE) | terapéutica; de outro modo,
Hepatlte. C ':mlm'za N Ei’};; manter terapéutica
genotipo 2
¥ Detectavel . Considerar cessar
Genétipo - terapéutica
desfavoravel®, Z\Ie_dlgao .do
B »| ARNVHC az4
considerar
. zemanas
terapéutica 5 5
Indetectavel N Manter
(BEVE) ¥| terapeéutica

Figura 4. Sugestéo de algoritmo clinico para hepatite C crénica usando teste de genotipagem da I1L28B. * Gendtipo
C/C para o rs 12979860; ° genétipo C/T ou T/T para 0 rs12979860.
Adaptado de (Pearlman 2011).

Nos gendtipos virais 2 ou 3 o teste de genotipagem da IL28B podera ter um maior
interesse nos pacientes que ndo atingiram RVR. Isto porque, aqueles que atingem RVR, a
IL28B ndo foi associada a RVM (Mangia, Thompson et al. 2010). Deste modo, 0s pacientes
gue ndo atingissem RVR seriam submetidos ao teste de genotipagem da IL28B, e aqueles que
apresentassem um genotipo favoravel (C/C do rs12979860) continuariam a terapéutica com
duracdo padrdo (24 semanas), aqueles com genotipo desfavoravel (T/T do rs12979860)
poderia ser considerada uma extensao na duragdo da terapéutica (Pearlman 2011).
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Contudo, o uso do teste de genotipagem da IL28B em pacientes infectados com VHC
gendtipo 2/3 é controversa, devido a varios autores ndo teram encontrado uma correlagdo
entre a IL28B e RVM nestes pacientes (Rauch, Kutalik et al. 2010; Stattermayer, Stauber et
al. 2011). Esta area necessita, portanto, de mais estudo e investigagéo.

O desenvolvimento recente de novos farmacos contra a infeccdo pelo VHC, os
inibidores da protease telepravir e boceprevir, apresentam accdo antiviral directa contra a
infecgdo pelo VHC principalmente contra o gen6tipo viral 1. Ambos os farmacos mostraram
actividade antiviral, mas com desenvolvimento precoce de resisténcias (Rowe and Mutimer
2011). Deste modo, estes novos farmacos devem ser administrados em associacdo a PEG-IFN
e RBV, em terapéutica tripla. A duracdo deste tratamento pode variar de acordo com a
resposta a terapéutica, e a genotipagem da IL28B pode ter alguma importancia na seleccdo
dos doentes. Em pacientes com gendtipo da 1L28B desfavoravel o inicio imediato de terapia
tripla com inibidor da protease sera o mais indicado, optimizando o sucesso terapéutico. Os
pacientes que apresentassem genotipo favoravel (C/C do rs12979860) podem iniciar
tratamento apenas com PEG-IFN e RBV e, caso atinjam RVR, 0 uso de um terceiro agente
pode ser evitado, diminuindo 0s custos e potenciais efeitos secundarios ao doente (Pearlman

2011).
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Conclusdes

Em quatro estudos independentes foi encontrada associacdo clara entre os
polimorfismos da IL28B e a resposta ao tratamento com PEG-IFNa ¢ RBV em pacientes
infectados com VHC com gendtipo viral 1, com resultados consistentes entre doentes de
diferentes etnias. Esta associagdo também foi encontrada entre a IL28B e a resolucdo
espontanea da infeccdo por VHC. No entanto, esta associacdo em pacientes infectados com
gendtipo 3 tem produzido resultados conflituosos, sem uma associa¢do clara e com amostras
pequenas. S0 necessarios, por isso, estudos mais abrangentes para esclarecer a possivel
associagéo.

A presenca de niveis intra-hepaticos de ISGs inferiores no pré-tratamento foi
associado a uma resposta terapéutica. Esta expressdao diferencial de ISGs hepaticos no pré-
tratamento poderia ser causada pela influéncia do polimorfismo da 1L28B.

A associacdo paradoxal encontrada entre os gendtipos da IL28B associados a
resolucdo da infeccdo e niveis mais elevados de ARN-VHC pre-tratamento deverd ser
esclarecida, uma vez que usualmente pacientes com pior resposta apresentam niveis mais
elevados de ARN-VHC no pré-tratamento.

No futuro o uso do teste de genotipagem da IL28B nos pacientes infectados com VHC
podera ser usado como um critério inicial na escolha da terapéutica a instituir, de forma a
tornar uma terapéutica mais personalizada, com objectivo de obter taxa mais elevada de
RVM. De salientar, no entanto, que apesar de ser um factor predictor de resposta a terapéutica
0 seu valor preditivo postivo ndo é de 100%, ndo podendo ser usado como unico critério na
decisdo terapéutica.

Apesar da associacdo clara entre a IL28B e o controlo do VHC, 0s mecanismos entre 0
IFN-A e a supressdo do VHC ainda ndo estdo claros sendo necessarios mais estudos de
investigacao.
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