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RESUMO

Efetividade, seguranca e dinamica de selecdo de mutagdes de resisténcia envolvendo o
uso de farmacos de acdo direta na infeccdo crénica pelo gendtipo 3 do HCV.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a hepatite C cronica (HCC) acomete cerca
de 58 milhGes de pessoas no mundo. No Brasil, os farmacos antivirais de acdo direta (DAAS)
daclatasvir (DCV), que inibe a proteina NS5A, e o sofosbuvir (SOF), um inibidor da
polimerase viral NS5B, foram incluidos no protocolo do Sistema Unico de Satide em 2015. Ha
evidéncias de que pacientes com HCC pelo genotipo viral 3 sdo a populacdo de mais dificil
manejo na era dos DAASs. A alta taxa de replicacdo e a falta de atividade corretiva da RNA
polimerase promovem relevante taxa de substituicdes de aminoacidos associadas a resisténcia
(SARs). Os objetivos deste estudo foram descrever a efetividade de esquemas de tratamento
envolvendo os DAASs citados, analisar a associacdo das SARs na NS5A e na NS5B no baseline
e no pos-tratamento, além de outros fatores clinicos, com a resposta a farmacoterapia, avaliar
a seguranca dos regimes terapéuticos e descrever desfechos em longo prazo ap6s o
tratamento. Trata-se de uma coorte prospectiva que incluiu adultos cronicamente infectados
pelo gendtipo 3 do virus da hepatite C em acompanhamento no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP). Os esquemas de tratamento
foram SOF + peginterferon (PEG) + ribavirina (RBV) ou DCV + SOF + RBYV, iniciados entre
Janeiro de 2016 e junho de 2019. Dados clinicos e laboratoriais foram coletados via sistema
informatizado do hospital. As analises genéticas foram conduzidas no Laboratorio de Estudos
Gendmicos da Universidade Estadual Paulista, em S&o José do Rio Preto. Considerando 0s
desfechos em longo prazo, analisou-se o impacto da resposta viroldgica sustentada (RVS) nos
momentos um ano e trés anos pds-tratamento pela evolucdo dos escores Fibrosis-4 (FIB-4),
Child-Pugh-Turcotte e Model for End-stage Liver Disease (MELD). Foram incluidos 121
pacientes, dos quais 93 (76,9%) apresentavam cirrose hepatica (CH). As taxas de RVS,
calculadas por intencéo de tratar, foram de 86% para a populagéo geral, 87,6% para 0 grupo
DCV + SOF + RBV e 80% para 0 braco SOF + PEG + RBV. CH, tratamento prévio com
interferon/PEG + RBV e presenca de SARs no baseline foram varidveis associadas a ndo
RVS. Os resultados indicaram que as substituicdes na NS5A A62S, A62T, A30K e Y93H
seriam mutacOes relacionadas a falha. A SAR Y93H foi detectada apenas apds a pressdo da
terapia, sempre com uma mutacdo na posi¢do 62 associada. Este resultado sugere um efeito
compensatério entre ambas. Foi observado também um possivel efeito compensatorio entre a
A30K e a A62T. Considerando a analise da NS5B, a SAR L159F foi detectada em um
paciente ndo respondedor ao esquema DCV + SOF + RBV. O uso de PEG foi associado a
maior incidéncia de reacdes adversas e a maior incidéncia de descontinuidade do tratamento
por evento adverso. A analise dos desfechos em longo prazo mostrou reducdo significativa do
FIB-4 entre o baseline e o ponto um ano pés-tratamento. Entre os individuos com CH, nédo
houve impacto sobre os escores de Child-Pugh e MELD. Os desfechos de trés anos pos-
tratamento mostraram incidéncia de cerca de 10% de carcinoma hepatocelular (CHC) apds a
RVS. Além disso, todos os pacientes do estudo, que evoluiram para CHC, transplante
hepatico ou 6bito, até o terceiro ano pds-terapia, tinham CH. O conhecimento sobre a
condicdo clinica do individuo com HCC e a deteccdo de SARs combinada com o
entendimento sobre a dindmica de sele¢do dessas podem contribuir para a oferta de terapias
mais efetivas para as populacdes de dificil manejo. O acompanhamento de pacientes com
fibrose avancada deve ser mantido em centros especializados, mesmo apos a RVS.

Palavras-chave: Virus da Hepatite C. Hepatite C Cronica. Antivirais de acdo direta.
Resisténcia viral.



ABSTRACT

Effectiveness, safety and selection dynamics of resistance mutations involving the use of
direct-acting drugs in chronic HCV genotype 3 infection.

According to the World Health Organization, chronic hepatitis C (CHC) affects
approximately 58 million people worldwide. In Brazil, the direct acting antivirals (DAAS)
daclatasvir (DCV), which inhibits the NS5A protein, and sofosbuvir (SOF), an NS5B viral
polymerase inhibitor, were included in the public health system guideline in 2015. Patients
with CHC by hepatitis C virus genotype 3 have emerged as the most difficult-to-cure
population in DAAs era. The high replication rate and the lack of proofreading activity of the
viral RNA polymerase NS5B result in a relevant resistance associated substitutions (RASs)
rate. The aims of the study were to describe the effectiveness of treatment regimens involving
the mentioned DAAS, analyze the association of NS5A and NS5B RASs at baseline and post-
treatment, in addition to other clinical factors, with the response to DAAs treatment regimens,
evaluate the safety of these drug regimens and analyze long-term outcomes. This was a
prospective cohort study conducted at the University Hospital of the Ribeirdo Preto Medical
School, University of Sdo Paulo (HCFMRP-USP), which included adults chronically infected
with hepatitis C virus genotype 3. These patients were treated with DCV + SOF = ribavirin
(RBV) or SOF + peginterferon (PEG) + RBV and started treatment between January 2016 and
June 2019. Clinical and laboratory data were collected through hospital computerized system.
The molecular experiments were conducted in the Genomic Studies Laboratory of the S&o
Paulo State University, city of Sdo José do Rio Preto. The impact of sustained virological
response (SVR) was analyzed through the evolution of scores Fibrosis-4 (FIB-4), Child-Pugh-
Turcotte and Model for End-stage Liver Disease (MELD), one year and three years post
treatment. A total of 121 patients were included, 93 (76.9%) of whom presented cirrhosis.
SVR rates, calculated by intention to treat, were 86% for the general study population, 87.6%
for the DCV + SOF = RBV group and 80% for the SOF + PEG + RBV arm. Cirrhosis,
previous treatment with INF/PEG + RBV and presence of baseline RASs at NS5A were
factors associated with a higher risk of treatment failure. Our results indicated that NS5A
RASs A62S, A62T, A30K and Y93H would be related to therapy failure. The Y93H emerged
only after treatment pressure, always with a mutation at position 62 associated, suggestting a
compensatory effect between both. A possible compensatory effect was observed between the
SARs A30K and A62T as well. Regarding NS5B region, the L159F RAS was detected in a
non-responder patient to the SOF + DCV + RBV regimen. The use of PEG was associated
with higher incidence of adverse reactions and higher incidence of treatment discontinuation
due to adverse events. Long-term follow-up analysis showed a significant reduction in FIB-4
from baseline to one year after treatment. There was no impact on Child-Pugh, and MELD
scores among individuals with cirrhosis. Three-year post-treatment follow-up showed an
incidence of about 10% of hepatocellular carcinoma (HCC) after SVR. In addition, all
patients who developed HCC, underwent a liver transplantation or died up to the third year
after therapy, had cirrhosis. In conclusion, knowledge about the clinical condition of the
patient with CHC and the detection of RASs combined with RASs selection dynamics
understanding can contribute to provision of more effective therapies for the difficult-to-
manage population. Therefore, follow-up of patients with advanced fibrosis must be
maintained, even after SVR.

Keywords: Hepatitis C Virus. Hepatitis C, Chronic. Direct Acting Antivirals. Drug
Resistance, Viral.
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1 INTRODUCAO
1.1 Histdria das hepatites virais

A literatura cientifica sugere que as hepatites virais estariam relacionadas a
morbimortalidade da populacdo mundial ha milhares de anos. Ha relatos de ictericia
epidémica em regides da Suméria e na Babilénia hd cerca de 5000 e 2500 anos atras,
respectivamente (FONSECA, 2010; TREPO, 2014). Registros de Hipocrates, que viveu entre
300 e 400 anos a.C, citam a ocorréncia de ictericia de provavel origem infecciosa, incluindo
casos de evolucdo fulminante e obito em poucos dias (OON, 2012). Durante a Idade Média,
houve epidemias de ictericia, conhecidas como ictericia de campanha, que se caracterizaram
por acontecerem em periodos de catastrofes humanas ou de guerras (SCHMID, 2001). A
provavel relacdo do aumento expressivo destes casos com momentos historicos em que as
condicdes sanitarias se mostraram especialmente desfavoraveis foi também observada em
guerras que sucederam a Idade Média.

Entre os seculos XVIII e XIX, milhares de soldados, que combateram em conflitos
napolednicos e na guerra da independéncia dos Estados Unidos da América (EUA), teriam
falecido em consequéncia de uma ictericia infecciosa (OON, 2012). Dados que se referem as
duas guerras mundiais, que ocorreram na primeira metade do século XX, reforcam as
evidéncias supracitadas. Na primeira guerra mundial, forgcas militares diversas teriam sido
acometidas por hepatite infecciosa, particularmente da frente russa. Sobre a segunda grande
guerra, estimativas indicam que 16 milhdes de mortes foram causadas por hepatite, grande
parte dessas de soldados alemdes que foram os mais afetados. Em surtos, epidemias ou sob
outras situacdes em que ha precarias condi¢des de higiene e auséncia de ferramenta
diagndstica, é plausivel que uma parte relevante dos casos de ictericia ou de hepatite tenha
sido causada por um agente infeccioso causador de doenca hepatica cuja transmisséo € fecal-
oral, como, por exemplo, o virus da hepatite A (HAV) (SCHMID, 2001).

Por outro lado, ainda no século XIX, foi documentada a provavel existéncia de uma
forma de hepatite de transmissdo parenteral. Estudo conduzido na Alemanda, em 1885,
evidenciou um surto de ictericia entre trabalhadores de um porto na cidade de Bremen. Cerca
de 200 trabalhadores, de um total de 1289, desenvolveram quadro caracteristico entre um e
sete meses apds receberem vacina contra a variola preparada a partir de linfa humana. Néo
houve casos entre os ndo vacinados (SCHMID, 2001; FONSECA, 2010; TREPO, 2014). No
Brasil, ocorreu, no ano de 1940, no estado do Espirito Santo, um surto de ictericia pos-
vacinacdo contra a febre amarela. Mais de 1000 casos foram investigados e ha registros de

Obitos. A vacina foi preparada utilizando-se material biolégico humano (MINISTERIO DA
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SAUDE, 1969). Mais tarde, em 1942, aproximadamente 50 mil pessoas do exército dos EUA
foram acometidas por hepatite com ictericia apds vacinagdo contra febre amarela realizada
por meio de vacinas produzidas com soro humano (SEEFF et al., 1987). Ha plausibilidade em
se considerar que uma alta incidéncia de determinada doenca ou condicdo, que acomete o
figado e que cursa com ictericia, apds campanhas vacinais, tenha como causa a infeccéo por
microrganismos transmitidos por via parenteral, tais como, o virus da hepatite B (HBV) ou o
virus da hepatite C (HCV).

1.2 Identificagio dos agentes virais

A partir de meados do século XX, o desenvolvimento de exames laboratoriais de
funcédo e lesdo hepaticas, além do aprimoramento de técnicas de biopsia do figado tornaram
mais factivel a realizacdo de trabalhos com o objetivo de identificar agentes causadores dos
surtos e epidemias caracterizados por quadros clinicos sugestivos de dano hepético
(BEESON, 1979). Em 1963, o geneticista Baruch Blumberg, do National Institute of Health,
nos EUA, ao estudar anticorpos contra lipoproteinas séricas de pacientes que receberam
transfusdo de sangue, identificou, no soro de um aborigene australiano, um antigeno que
reagiu com o soro de dois individuos hemofilicos politransfundidos. Esse antigeno recebeu o
nome de antigeno Austrdlia (BLUMBERG,; ALTER; VISNICH, 1965). Nos anos
subsequentes, novos estudos evidenciaram a relacdo entre a presenca do antigeno Australia
em doadores de sangue e hepatite pos-transfusional. Observou-se que o antigeno Australia
correspondia a uma proteina de superficie e, a partir de entdo, novas partes estruturais do
agente infeccioso foram identificadas (PRINCE, 1968; DANE; CAMERON; BRIGGS, 1970).
No fim da década de 1970, este novo agente foi caracterizado como um virus de &cido
desoxirribonucleico (DNA) que causa a hepatite viral do tipo B (BLUMBERG, 1977).

Em 1973, Feinstone, Kapikian e Purcell, trés pesquisadores americanos,
visualizaram, por microscopia eletrbnica, particulas similares a virus em amostras de fezes de
voluntarios com hepatite aguda (FEINSTONE; KAPIKIAN; PURCELI, 1973). Esse virus,
reconhecido como o HAV, teve o seu genoma, representado por acido ribonucleico (RNA),
clonado e sequenciado 10 anos apo6s (TICEHURST et al., 1983). A identificacdo e o
sequenciamento do material genético do HAV e do HBV foram o primeiro passo para a
producdo de vacinas contra as hepatites A e B. Ainda na década de 1970, um novo complexo
antigeno-anticorpo foi identificado em individuos soropositivos para o antigeno de superficie
do HBV (RIZZETTO, 1990). Tratava-se de um virus de RNA cujo ciclo de vida é dependente

do HBV, ou seja, a transmissdo ocorre apenas de forma concomitante ao HBV ou em
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pacientes cronicamente acometidos pelo HBV. Esse novo virus, o menor conhecido por
infectar humanos, foi denominado virus da hepatite D (HDV) ou virus delta. O HDV causa a
hepatite cronica mais grave entre as hepatites virais, com progressao mais rapida para cirrose
hepatica (CH) e para desfechos, como, carcinoma hepatocelular (CHC) e morte
(FATTOVICH et al., 2000; ODENWALD; PAUL, 2022). A vacinagao contra 0 HBV é uma
forma efetiva de prevencdo a hepatite D.

A despeito da identificacdo do HAV, do HBV e do HDV, muitos casos de hepatite
aguda e cronica causados por um agente infeccioso desconhecido foram descritos entre a
segunda metade dos anos 1970 e o fim dos anos 1980 (FONSECA, 2010). Essa condicéo
passou a ser denominada de hepatite ndo A ndo B. Em 1989, ap6s a clonagem do seu genoma,
0 HCV foi isolado e apresentado como um causador da hepatite ndo A e ndo B (CHOO et al.,
1989). Outros virus causadores de hepatites, de menor relevancia quanto a morbimortalidade,
sdo conhecidos. Entre esses, cita-se 0 virus da hepatite E e o virus da hepatite G
(ODENWALD; PAUL, 2022).

1.3 O virus da hepatite C

O HCV, que pertence a familia Flaviviridae e ao género Hepacivirus, € um virus que
apresenta uma cadeia simples e positiva de RNA composta por cerca de 9600 nucleotideos e
envolvida por um envelope lipidico (ELGRETLI et al., 2023). As glicoproteinas E1 e E2,
presentes no envelope viral, formam o complexo E1/E2 que participa ativamente da entrada
do virus na célula hospedeira. A por¢do E2 do complexo interage com protéinas da membrana
do hepatdcito, particularmente os receptores scavenger B1 e a proteina CD81 (KUMAR et al.,
2023). Outras proteinas de superficie da célula infectada tém ativa participacdo na adsorcao e
entrada do virus, como, por exemplo, os glicosaminoglicanos, receptores de lipoproteinas de
baixa densidade, claudina-1 e a ocludina (PLOSS et al., 2009; ALBECKA et al., 2012;
CHEVALIEZ; PAWLOTSKY, 2012; FENEANT; LEVY; COCQUEREL, 2014).

Apos a entrada do HCV na célula do individuo infectado, a cadeia simples de RNA é
liberada no citoplasma. A fita de RNA contém uma regido central codificante e duas
extremidades ndo codificantes (regifes 3" e 5°). Forma-se uma poliproteina precursora de
aproximadamente 3000 amino&cidos por meio de um processo de traducdo que € mediado
pela ligagdo entre o sitio de entrada ribossomal, presente na regido 5’ nédo traduzida, e o
ribossomo. A poliproteina, que possui uma porcao terminal formada por proteinas estruturais
(porgcdo N) e uma porcao terminal C composta por proteinas ndo estruturais, é direcionada a

membrana do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira. Apos, é clivada originando
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diferentes proteinas que incluem trés estruturais (proteina core ou C, glicoproteina E1 e
glicoproteina E2) e sete ndo estruturais: a proteina p7, que modula a permeabilidade da
membrana, e outras seis proteinas reconhecidas pela sigla NS (non structural) (NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (LI; LO, 2015; MARTINEZ; FRANCO, 2021) (Figura 1).

Figura 1 — Formacéo das proteinas virais a partir do RNA viral.

A Regido codificante
5 . . 3
| |
Traducgdo
o
B )
= 2
N __ CORE| E1 E2 NS2 NS3 NS4B | NS5A NS5B [ C

Processamento das proteinasvirais

A: cadeia simples de RNA viral. B: poliproteina precursora. C: proteinas virais estruturais e ndo estruturais.
O: proteinas estruturais. O: Proteinas ndo estruturais. mRE: Membrana do reticulo endoplasmatico. NS: non
structural.

Fonte: Rodrigues (2017).

O processamento das proteinas virais estruturais ocorre pela acdo de peptidases do
reticulo endoplasmaético, enquanto duas proteases virais atuam e propiciam a formacdo de
proteinas NS. A primeira protease, denominada NS2, é uma metaloproteinase dependente de
zinco, que quebra a poliproteina no sitio entre as partes NS2 e NS3. Por sua vez, a protease
viral NS3/4A cliva a poliproteina nas regides de juncdo NS3/NS4A, NS4A/NS4AB, NS4B/NS5A e



19

NS5A/NS5B. A proteina ndo estrutural NS4B promove a formacdo de um complexo de
replicacéo, que suporta a acdo da NS5B como uma RNA polimerase dependente de RNA
(MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007; EASL, 2010; LI; LO, 2015; MARTINEZ; FRANCO,
2021). Cada fita de RNA pode ser traduzida, replicada ou empacotada juntamente com as
proteinas estruturais formando os virions. Tais situagcbes ocorrem de uma forma dindmica e
concomitante. As proteinas p7, a NS2, a NS3 e a NS5A, além de moléculas de gordura
presentes no citoplasma do hepatdcico, atuam ainda na etapa de estruturacdo final das
particulas virais (EASL, 2010; BARTENSCHLAGER et al., 2011; CHEVALIEZ,
PAWLOTSKY, 2012).

O HCV apresenta uma relevante diversidade genotipica representada por oito
principais gendtipos virais, designados por algarismos arabicos, que podem variar entre 30 e
35% em relacdo a sequéncia de nucleotideos. Ha também a classificagdo em subgenotipos que
ocorre de acordo com a similaridade genotipica observada dentro de cada gendtipo. Os
subtipos virais sdo classificados por meio de letras do alfabeto (MARTINEZ; FRANCO,
2021; PIMENOQV et al., 2022). A regido 5° ndo traduzida do genoma viral é a mais
conservada entre os genotipos do HCV. Por outro lado, regides que codificam as proteinas de
membrana E1 e E2 sdo hipervaridveis (LI; LO, 2015). A hipervariabilidade estrutural de
proteinas importantes para a entrada do virus e para a replicacdo viral dificultam a descoberta
de uma vacina contra 0 HCV (FREEDMAN et al., 2016; WRIGHTON, 2022).

1.4 Epidemiologia da hepatite C

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), cerca de 58 milhdes de
pessoas vivem com hepatite C crénica (HCC) e 1,5 milhdo de novas infec¢des ocorrem a cada
ano no mundo. As maiores prevaléncias de HCC sdo observadas no Mediterraneo Oriental,
Europa e Africa, com taxas de 2,3%, 1,5% e 1%, respectivamente. Outras regides tém taxas
de prevaléncia inferiores a 1%, sendo que nas Américas 0,7% das pessoas apresentam HCC
(WHO, 2017a). Os dados globais estimam-se ainda que, no ano de 2019, aproximadamente
290 mil pessoas morreram por complicacGes da hepatite C, tais como, CH ou CHC (WHO,
2022).

Estudo conduzido por Benzaken et al. (2019), que utilizou modelagem matematica,
estimou que 0,53% da populacao brasileira apresenta anticorpos contra 0 HCV e que 0,31%
das pessoas tém carga viral positiva. Em 2021, a taxa de deteccdo de casos confirmados de
hepatite C no Brasil foi de 5,2 por 100 mil habitantes. As maiores taxas foram observadas nas

regides sul e sudeste com 11,7 e 6 casos por 100 mil habitantes, respectivamente. Entre 2000
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e 2021, a forma clinica mais comumente notificada no Sistema de Informagdo de Agravo de
Notificacdo foi a crbnica, perfazendo quase 80% dos casos. Por ultimo, destaca-se que a
hepatite C é a causa de Obito mais comum entre as hepatites virais no Brasil. Em 2020, a
mortalidade foi de 0,5 por 100 mil habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Com relagdo aos tipos ou gendtipos virais, o gendtipo 1, responsavel por 44% de todas
as infeccbes, € o mais prevalente no mundo. Por sua vez, o genétipo 3 causa 25% das
infeccdes, seguido pelo gendtipo 4, presente em 15% dos individuos infectados. O gendtipo 1
é particularmente mais comum em paises de alta renda, onde compreende cerca de 60% dos
casos. O tipo 3 é mais prevalente em paises de renda média-baixa (36%) em relacdo a outras
regides e a prevaléncia do gendtipo 4 atinge 45% em paises de baixa renda. No Brasil,
aproximadamente 65% dos pacientes com HCV foram infectados pelo genoétipo 1, 30,2% pelo
gendtipo 3 e 4,6% pelo gendtipo 2 (BLACH et al., 2017).

1.5 Transmissao do HCV e populagdes vulneraveis

A transmissdo do HCV ocorre especialmente por via parenteral em situacbes de
exposicdo percutanea a sangue ou hemoderivados contaminados. Em paises de baixa renda,
onde medidas de prevencdo a infeccdo pelo HCV sdo precarias ou insuficientes, a transmissao
associada ao cuidado em saude é uma realidade. Praticas inseguras de aplicacdo de
medicamentos injetaveis, de procedimentos médicos, como, cirurgias, hemodialise, transfuséo
de sangue, além do cuidado odontoldgico, entre outras, estdo relacionadas com a transmissédo
(WHO, 2018). Transplantes de oOrgdos, a partir de doadores infectados, também podem
transmitir o HCV (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Neste sentido, pessoas que receberam transfusdo sanguinea até o inicio da década de
1990, periodo anterior a identificacdo do virus e a obrigatoriedade de testes de deteccdo do
HCV em bancos de sangue, receptores de transplante em qualquer época, profissionais de
salde cujas funcbes envolvem a realizacdo de procedimentos invasivos e individuos que
compartilham seringas e agulhas para o uso de drogas ilicitas ou de qualquer outra substancia
injetavel sdo exemplos de populacdes que tém maior risco de se infectarem (MINISTERIO
DA SAUDE, 2019). Globalmente, a injecio de drogas injetaveis por usuérios é responsavel
por cerca de um quarto das novas infec¢des (WHO, 2017a). Um estudo brasileiro, de carater
multicéntrico, indicou que 64,6% dos usuarios de drogas injetaveis (UDIs) incluidos
apresentavam anti-HCV positivo (CARDOSO, 2005). Os UDIs que apresentam HCC tém um
maior risco de morte como resultado dos efeitos da doenca, do uso das drogas, de fatores

socioecondmicos ndo favoraveis, da falta de acesso ao sistema de salde e de fatores
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ambientais (WHO, 2018). A utilizacdo de drogas por via inalatoria é outro fator de risco para
infecgdo pelo HCV (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O risco de transmissao € maior também se considerados individuos com tatuagem ou
piercing ou pessoas expostas a outras fontes de transmissdo por meio de condutas
profissionais que ndo respeitam a legislacdo sanitaria vigente. Tal situagdo pode ser
observada, por exemplo, em procedimentos de manicure ou pedicure (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019). O ndo compartilnamento de objetos pessoais como laminas de barbear e
escovas de dentes é uma pratica que previne a transmissao.

Embora esteja associada a um risco menor, a exposicdo de mucosas também pode
transmitir o virus. A transmissdo sexual é incomum entre casais heterossexuais, sendo mais
frequente em homens que fazem sexo com homens, especialmente quando ha coinfec¢do com
0 virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Em adicdo, relagdes sexuais com mudltiplos
parceiros e sem uso de preservativo sdo situacOes facilitadoras da transmiss@o por essa via
(CHAN et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2019). A transmiss3o vertical afeta entre 4 e
8% dos filhos de méaes infectadas, nUmero que aumenta para 10,8 a 25% se a méde €
coinfectada pelo HIV (BENOVA et al., 2014).

A hepatite C encontrou ainda oportunidade para propagacdo em grupos que
apresentam fatores relacionados a maior vulnerabilidade, como privacdo de liberdade e
transtornos mentais (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). No Brasil, no ano de 2021, o
compartilhamento de material durante o uso de drogas foi a forma de transmissdo notificada
em 20,7% dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

1.6 Evolugéo da hepatite C
1.6.1 Fase Aguda

A evolucdo da hepatite C é, historicamente e de uma maneira didatica, dividida em
hepatite C aguda (HCA) e HCC. A HCA é reconhecida como a doenca e suas caracteristicas
clinicas observadas nos primeiros seis meses apds a transmissdo. Considerando que a HCA ¢
benigna e cursa de forma assintomatica em 80% dos casos e que o diagndstico da hepatite C
é, em geral, baseado em testes de rotina ou doagOes de sangue, 0 momento exato da
transmisséo € dificil de se estabelecer na maioria das situagdes. Em alguns paises, agéncias
financiadoras tém recusado o reembolso do custo do tratamento a individuos tratados, uma
vez que os estudos para a liberacdo dos medicamentos atualmente utilizados na pratica clinica
incluiram pacientes com HCC (EASL, 2020). A dificuldade em se definir o momento da

transmissdo limita ainda a realizacdo de estudos bem desenhados que analisem a evolugédo
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natural da hepatite C. Aproximadamente 30% (15-45%) dos individuos apresentam
clareamento viral espontaneo como desfecho da HCA (WHO, 2022). O HCV é um gatilho
para as respostas imunes inata e adaptativa, sendo que a resposta celular, que envolve uma
robusta acdo dos linfécitos T CD8", seria a principal responsavel pela erradicacdo do virus
nessa fase (NEGRO, 2020).

Quando presentes, 0s sinais e sintomas se manifestam entre quatro e 12 semanas apds
a exposicdo ao virus (ORLAND; WRIGHT; COOPER, 2001; MINISTERIO DA SAUDE,
2019). Perda de apetite, dor abdominal, mialgia, fadiga, febre baixa e nduseas sdo exemplos
de sintomas inespecificos reportados. A ictericia € o sinal clinico caracteristico da doenca
hepéatica de maior incidéncia (DETERDING et al., 2009; LOOMBA et al., 2011, EASL,
2020). Pelo exposto em relacdo a evolucdo da HCA, a hepatite C ndo € comumente
diagnosticada nesse periodo, mesmo nos casos de evolucdo sintomatica (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019). Hepatite fulminante, com faléncia hepética grave, € um evento raro durante a
HCA (MAASOUMY; WEDEMEYER, 2012; EASL, 2020).

Do ponto de vista histolégico, a HCA caracteriza-se pela presenca de alteracdes
necroinflamatdrias no parénquima hepético (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Os valores de
carga viral aumentam rapidamente e se tornam detectaveis duas semanas apds a infecgéo.
Entre a quarta e 12* semanas, ocorre aumento da concentracdo sérica da alanina
aminotransferase (ALT) e, em alguns casos, alteracdes de exames de funcdo hepatica. O valor
de ALT pode superar em até 10 vezes o limite superior do intervalo de normalidade
(BERTOLETTI; FERRARI, 2003; DETERDING et al., 2009; EASL, 2020). Geralmente, a
soroconversao, caracterizada pela deteccdo de anticorpos anti-HCV, ocorre no segundo més
apos a exposicdo em individuos com a imunidade preservada (COX et al., 2005). Este tempo
pode se estender para até 48 semanas em  pessoas  imunodeprimidas
(MAASOUMY; WEDEMEYER, 2012).

De acordo com o protocolo brasileiro (MINISTERIO DA SAUDE, 2019), a
confirmacgéo de HCA ocorre se houver:

- soroconversdo recente (hd menos de seis meses) indicada por anti-HCV nédo reagente no
inicio dos sinais e sintomas ou no momento da exposicdo e anti-HCV reagente em um
intervalo de 90 dias ou;

- anti-HCV néo reagente e carga viral sanguinea positiva (deteccdo do HCV-RNA) em até 90
dias apds o inicio dos sinais e sintomas ou a partir da data de exposic¢ao, desde que essa seja

conhecida.
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A terapia farmacoldgica indicada e disponibilizada no Brasil para o tratamento da
HCA envolve farmacos antivirais de acdo direta (DAAS) utilizados por meio de esquemas
similares aqueles recomendados para a HCC (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

1.6.2 Fase Cronica

A HCC se apresenta como um processo inflamatorio predominantemente portal,
diferente da HCA cuja inflamacgéo envolve o parénquima hepatico de forma mais importante.
Anti-HCV reagente e carga viral (HCV-RNA) detectavel por mais de seis meses definem a
HCC (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Considerando a frequéncia de cura espontanea e
gque uma parte pequena dos infectados sdo diagnosticados e tratados com sucesso na fase
aguda, cerca de 70% (55-85%) das pessoas acometidas pelo HCV evoluem para infec¢édo
crénica, com fibrose hepatica progressiva (WHO, 2022). Na maioria dos pacientes, a
evolugdo da HCC ocorre por anos de forma silenciosa ou sdo observados sinais e sintomas
inespecificos. Nestes casos, as caracteristicas clinicas que evidenciam o comprometimento do
figado  estdo presentes  apenas  em estdgios  avancados de  fibrose
(WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014).

A fibrose hepética é o resultado de um processo de cicatrizacdo relacionado a leséo
continua do figado. Apos a lesdo aguda causada, por exemplo, pelas hepatites virais, células
do paréngquima hepatico se regeneram e substituem outras células que sofreram necrose ou
apoptose. Ha, nesse momento, inflamacdo e deposicao limitada de matriz extracelular. Se a
lesdo persiste, ocorre falha da regeneracdo e maior acimulo de matriz extracelular, incluindo
colageno fibrilar, em substituicdo aos hepatdcitos lesados (BATALLER; BRENNER; 2005).
Durante a lesdo continua do figado, células estreladas, responsaveis por secretar colageno, sdo
ativadas e a taxa de progressdo da fibrose depende da extensdo da inflamacdo (LEANDRO et
al., 2006). Nesse sentido, pacientes com doenca crénica, que evoluem com ALT normal, tém
um infiltrado inflamat6rio menor e a progressdo da fibrose seria mais lenta (ZEUZEM et al.,
2006).

Entre as pessoas cronicamente infectadas pelo HCV, de 15 a 30% desenvolvem CH
apos 20 anos de evolugdo da doenga, dados que variam de acordo com caracteristicas pessoais
e comportamentais (WHO, 2022). Fatores de risco para progressao mais rapida serdo
abordados adiante. As definicbes dos estagios de atividade necroinflamatdria e da fibrose
hepética sdo condutas recomendadas para que estratégias de acompanhamento e tratamento da
HCC sejam melhor definidas. A bidpsia é o exame “padrdo-ouro” para avaliagdo do grau de

fibrose na HCC, além de ser util para o diagnostico de outras morbidades, como, a esteatose
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hepética. Entretanto, trata-se de um exame invasivo que exige uma estrutura adequada para a
sua realizacdo. Nos ultimos anos, métodos ndo invasivos de avaliacdo da fibrose do figado
tém sido a primeira opc¢do, destacando-se as diferentes formas de elastografia hepatica, entre
as quais a elastografia transitdria, a elastografia por ultrassonografia e a elastografia por
ressonancia magnética. Os métodos que utilizam dados bioquimicos sdo outra possibilidade
de estadiamento da gravidade da doenga hepética, recomendados pela praticidade e baixo
custo. Nesse caso, indices sdo calculados por formulas matematicas que utilizam dados sobre
idade, valores de transaminases e contagem de plaguetas no sangue. Os indices mais
amplamente utilizados na prética clinica sdo o Aspartate Aminotransferase to Platelet Ratio
Index (APRI) e o Fibrosis-4 (FIB-4) (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). A combinacio da
elastografia com o APRI ou FIB-4 aumentam a acuracia da avaliacdo. Cabe ressaltar ainda
que a CH, que configura o grau maximo de fibrose, pode ser clinicamente diagnosticada por
meio de achados clinicos, como, ascite e varizes de es6fago (EASL, 2020).

Os principais guidelines sobre 0 manejo da hepatite C publicados (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019; EASL, 2020; AASLD; IDSA, 2022) recomendam a utilizacdo do escore
METAVIR, proposto por um grupo de pesquisadores franceses de mesmo nome, para que se
descreva o grau de fibrose, a partir dos resultados obtidos pelo método de avaliacdo do dano
hepatico utilizado. Para o estadiamento, a classificagdo METAVIR considera caracteristicas
histoldgicas, como, atividade inflamatoria periportal, atividade inflamatéria lobular e o grau
de fibrose hepatica (BEDOSSA, 1993).

Tabela 1 — Classificagdo METAVIR baseada em histologia hepética.

Atividade histoldgica Fibrose hepatica
A0 — sem atividade FO — sem fibrose
Al — atividade leve F1 — fibrose portal sem septos
A2 — atividade moderada F2 — fibrose moderada, poucos septos
A3 — atividade grave F3 — fibrose avancada, numerosos septos
F4 — cirrose

Adaptado de Gaggini et al. (2015).

A definicdo da gravidade da CH, que também suporta condutas relacionadas ao
acompanhamento e ao tratamento da HCC, pode ser feita com base no escore Child-Turcotte-
Pugh. Trata-se de um indice amplamente utilizado, que classifica a CH a partir informacoes
clinicas e laboratoriais (PUGH et al., 1973).
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Tabela 2 — Escore de Child-Turcotte-Pugh.

Pontuacéo 1 2 3
BT sérica (mg/dL) <20 2,0-3,0 >3,0
Ascite ausente controlada refratéria
Albumina sérica (g/dL) >35 2,8-3,5 <28
Encefalopatia hepética ausente grau I/l grau HI/1V
INR <17 1,7-2,3 >23

BT: bilirrubina total. INR: razdo normalizada internacional.
Child-Turcotte-Pugh A (Cirrose compensada): 5-6 pontos.
Child-Turcotte-Pugh B (Cirrose descompensada): 7-9 pontos.
Child-Turcotte-Pugh C (Cirrose descompensada): 10-15 pontos.
Fonte: CHILD; TURCOTTE, 1964; PUGH et al., 1973.

O escore Model for End-stage Liver Disease (MELD) é outra ferramenta bastante
utilizada para avaliacGes clinica e prognéstica da CH. Trata-se de um indice utilizado no
Brasil, desde 2006, para defini¢cdo de prioridade para o transplante hepéatico. O calculo do
MELD considera valores de bilirrubina total (BT), creatinina e da razdo normalizada
internacional (INR) para o célculo do escore (BRASIL, 2006). Como a hiponatremia pode ser
uma consequéncia da CH, foi proposto um novo escore MELD, cujo célculo e analise exigem
o valor do sodio sérico do paciente (MELD-Na) (BIGGINS et al., 2006).

A CH pode levar ao desenvolvimento de hipertensdo portal, que € um preditor
determinante de maior gravidade. De acordo com o Consenso Baveno VI, hipertensdo portal
clinicamente significante (HPCS), definida como um aumento da pressao portal estimada para
valores > 10 mmHg, identifica pacientes com maior risco para descompensacdo da HCC. Este
mesmo documento propde quatro estagios para a CH: o primeiro estagio caracteriza-se por
auséncia de HPCS e de outras complicacdes da CH; no 2° estagio, ha HPCS (pressao portal
até 12 mmHg), com ou sem varizes esofagicas; 0 estagio 3 é caracterizado por uma pressao
portal entre 12 e 16 mmHg associada a sinais de descompensacao; no 4° estagio, observa-se,
em geral, uma pressdo portal acima de 16 mmHg e caracteristicas clinicas, como, ascite
recorrente, peritonite bacteriana espontanea, sangramento de varizes recorrente, encefalopatia
hepética persistente e/ou sindrome hepatorrenal (TELLEZ; GUERRERO; ALBILLOS, 2022).

Entre as complicacGes, que sdo consequéncia da hipertensdo portal e que caracterizam
um quadro descompensado, a ascite € condicdo inicial da descompensacdo mais comum,
sendo ainda uma causa frequente de internacdo hospitalar de pacientes cirréticos (LUCENA
et al., 2002). Varizes esofagicas sao uma outra consequéncia da hipertensdo portal que, em

geral, ndo estdo presentes no estagio inicial da CH, portanto, sua presenca esté relacionada a
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gravidade da doenca hepatica (ZOLI et al., 2000; ZAMAN et al., 2001). A hemorragia de
varizes esofagicas € uma emergéncia medica de elevada mortalidade (entre 10 e 20% em seis
semanas) (DE FRANCHIS, 2015). A encefalopatia hepética € uma condi¢ao neuropsiquiatrica
complexa que pode variar de um estado confusional leve até um quadro de coma e morte
(NUSRAT et al.,, 2014). Esplenomegalia e alteragdes hematoldgicas, especialmente a
plaquetopenia, sdo exemplos de outras complicagdes conhecidas da CH e da hipertensdo
portal (MARTINELLI, 2004; POORDAD, 2015).

Os riscos anuais de descompensacdo da doenca hepatica e de CHC em individuos com
CH séo de 3-6% e de 1-5%, respectivamente (WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014). Embora
seja uma complicacdo da CH, o CHC pode também se manifestar em individuos com doenca
crbnica ndo cirroticos, principalmente se ha fibrose avancada (fibrose F3) (LOK et al., 2009).
O transplante hepatico é uma opcao terapéutica para pacientes com CHC ou em situacdes de
descompensacdo grave (EASL, 2020).

Inimeros fatores clinicos relacionados ao hospedeiro, que podem ser divididos em
modificaveis e ndo modificaveis, estdo associados com a progressdo mais rapida da fibrose
hepatica na HCC. Entre os fatores modificaveis estdo o consumo de alcool, a esteatose
hepética, a obesidade e a resisténcia insulinica (RI). Ha evidéncias robustas de que 0 consumo
de alcool tem associacdo com a progressdo mais rapida da fibrose para CH e com o
desenvolvimento de CHC (AASLD; IDSA, 2022), relagdo que se torna particularmente
relevante se o consumo superar 50 g ao dia (WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014). O dano
hepatico pelo alcool envolve o acimulo de pequenas moléculas de gordura nos hepatocitos,
seguido de inflamacéo, fibrogénese e potencial carcinogénese (LUCEY, 2019). Idade acima
de 40 anos, sexo masculino e genética sdao exemplos de fatores ndo modificaveis que tém
relacdo com a progressdo mais rapida da fibrose hepatica (MAASOUMY; WEDEMEYER,
2012; WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014). As menores taxas de progressdo para CH em
mulheres estariam associadas a fatores hormonais (BISSELL, 1999).

Considerando fatores virais relacionados a progressédo da doenca hepatica, coinfeccéo
pelo HBV e/ou pelo HIV tém associagcdo com evolugdo mais rapida e pior progndstico da
hepatite C (HAJARIZADEH; GREBELY; DORE, 2013). Pessoas infectadas pelo HCV
devem ser testadas para possiveis infeccdes pelo HIV e pelo HBV e a vacinacdo contra a
hepatite B deve ser recomendada sempre que ndo houver contraindicacdo (AASLD; IDSA,
2022). Com relacdo aos tipos virais, ha evidéncias robustas que indicam que individuos
acometidos pelo gendtipo 3 tém evolugdo mais rdpida da fibrose hepatica e maior risco de
desenvolvimento de CH e CHC (BOCHUD et al., 2009; PROBST et al., 2011; KANWAL et
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al., 2014; KATTAKUZHY et al., 2016). O desenvolvimento de esteatose hepatica em pessoas
com HCC € gendtipo dependente, sendo a infeccdo pelo gendtipo 3 um fator de risco. Em
pacientes acometidos pelo genotipo 1, a esteatose hepatica seria, principalmente, uma
expressao da sindrome metabolica, enquanto em individuos com HCC pelo gen6tipo 3 ha um
efeito citopatico mais pronunciado do proprio virus sobre as células hepaticas (RAFI et al.,
2011). O HCV pode causar alteracdes no metabolismo da glicose, 0 que piora ou leva a Rl e
potencialmente ao Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), doenca que é considerada uma
manifestacdo extra-hepatica (MEH) da HCC. Infeccdo pelo gendtipo 3 estaria ainda
relacionada a uma maior prevaléncia de Rl (AMPUERO; ROMERO-GOMEZ; REDDY,
2014).

Além do DM2, a infec¢éo cronica pelo HCV esta relacionada ao diagnéstico de outras
MEHs (GILL et al., 2016). A maior parte dos dados disponiveis se referem a MEHs
decorrentes de desordens imunomediadas e/ou linfoproliferativas. Crioglobulinemia é uma
MEH caracterizada pela presenca de imunoglobulinas (crioglobulinas) que se tornam
insolUveis a temperatura menor que 37° C, formam precipitados no sangue e causam danos
funcionais a diferentes Orgaos, entre 0s quais 0s rins. Outros exemplos de MEHSs incluem
linfoma ndo-Hodgkin, alteracBes dermatolégicas, como, por exemplo, porfiria cutanea tardia e
liqguen plano, alteracGes oculares, cardiovasculares e neuropsiquiatricas (ZIGNEGO et al.,
2007).

1.7 Tratamento farmacologico da HCC
1.7.1 Objetivos do tratamento

O objetivo primario da terapia farmacol6gica para a HCC é a cura viroldgica
demonstrada por meio da resposta viroldgica sustentada (RVS). A RVS, definida como HCV-
RNA indetectavel por ao menos 12 semanas ap6s o fim do tratamento, estd relacionada a
reducdo da inflamacdo do figado, regressdo da fibrose hepatica e diminuicdo do risco de
complicacbes (MINISTERIO DA SAUDE, 2019; AASLD; IDSA, 2022). De uma forma
geral, hd uma queda de 70% do risco de CHC e de 90% do risco de transplante hepatico e da
mortalidade com a cura viroldgica. A RVS reduz ainda a morbimortalidade por MEHS,
incluindo doencas proliferativas, como, o linfoma ndo-Hodgkin, que apresentam remisséo
apos o tratamento da HCC (AASLD; IDSA, 2022).
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1.7.2 Evolucao da terapia farmacoldgica paraa HCC
1.7.2.1 Periodo pré-liberacéo dos fArmacos de acdo direta

As taxas de RVS aos esquemas de tratamento medicamentoso indicados para 0 manejo
da HCC aumentaram substancialmente desde o inicio da década de 1990 até a
disponibilizagdo dos DAAs que fazem parte dos regimes de tratamento atualmente
recomendados pelos principais guidelines publicados no mundo (MINISTERIO DA SAUDE,
2019, 2023; EASL, 2020; AASLD; IDSA, 2022). Durante a maior parte da década de 1990, a
terapia indicada a HCC se baseava na monoterapia com interferon (INF) convencional a-2a
ou a-2b, medicamentos cuja acdo envolve a modulagdo da resposta imune. As taxas de RVS
de pacientes com HCC pelo gen6tipo 1 ndo ultrapassavam 20%, valor que alcancava cerca de
30%, se consideradas infeccdes cronicas pelo gendtipo 3 (CARTER; CONNELLY;
STRUBLE, 2017). Em 1998, o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso da
ribavirina (RBV), farmaco com agdo antiviral por um mecanismo ndo completamente
elucidado, para o tratamento da HCC. A associacdo de INF convencional com a RBV
aumentou as taxas de RVS para cerca de 30% entre individuos com doenca crénica pelo
gendtipo 1 e para até 65% entre aqueles acometidos pelo gendtipo 3 (MCHUTCHISON et al.,
1998; LIM; TAN; MUTIMER, 2014; BURSTOW et al., 2017). No inicio dos anos 2000, o
FDA aprovou duas apresentaces de INF peguilado (PEG), o PEG o-2a e 0 PEG a-2b. O
desenvolvimento destes, a partir de alteragdes estruturais nas moléculas de INF, permitiu
maior comodidade posoldgica e melhora do perfil de seguranca. Além disso, o uso da terapia
dupla (PEG associado a RBV) promoveu aumento das taxas de RVS que alcancavam
aproximadamente 50% e 70% para os gendtipos 1 e 3, respectivamente (MULLER et al.,
2012; LIM; TAN; MUTIMER, 2014; CARTER; CONNELLY:; STRUBLE, 2017). A terapia

dupla envolvendo PEG e RBV foi o tratamento padrdo para HCV no mundo por uma década.

1.7.2.2 Farmacos antivirais de acao direta

Os inibidores da protease NS3/4A de primeira geragdo boceprevir (BOC) e telaprevir
(TVR) representaram a primeira possibilidade de terapia viral com acao direta sobre o ciclo
de vida do HCV. Ambos foram licenciados pelo FDA e registrados no Brasil, no ano de 2011,
para o tratamento da HCC pelo gendtipo 1 (AASLD, 2011; MINISTERIO DA SAUDE,
2013). Ensaios clinicos pré-comercializagdo, que analisaram a efetividade de regimes de
tratamento com BOC ou TVR, mostraram taxas de RVS de cerca de 70% (BACON et al.,
2011; JACOBSON et al., 2011; POORDAD et al., 2011; SHERMAN et al., 2011).

Entretanto, estudos de vida real conduzidos posteriormente indicaram taxas de respostas
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inferiores aos estudos de fase Il e Ill. Além disso, como indicava-se BOC ou TVR em
associacao com RBV e PEG, o uso das terapias triplas ndo se mostrou favorével do ponto de
vista de seguranca (SALMERON et al., 2015; ASCIONE et al., 2016; RODRIGUES, 2017).

1.7.2.3 Era dos regimes de tratamento interferon-free

Em 2014, o daclatasvir (DCV), o sofosbuvir (SOF) e o simeprevir (SMV), trés novos
DAAs, foram aprovados nos EUA para o tratamento da HCC. A liberacdo destes trés
medicamentos estabeleceu um marco historico no que se refere ao manejo da infeccdo pelo
HCV. A partir daquele momento, seria possivel a indicacdo de esquemas sem a presenca do
PEG, cujo uso se associava a uma elevada incidéncia de reagOes adversas a medicamentos
(RAMSs) que, em muitos casos, resultavam em descontinuidade da terapia e falha terapéutica.

O DCV é um inibidor pangenotipico que age ao interagir com o dominio | da proteina
n&o estrutural NS5A, 0 que causa alteragdes estruturais e de funcio da enzima. E utilizado na
dose de 60 mg ao dia, em administracdo Unica, pela maioria dos adultos infectados pelo HCV.
Por ser substrato para o citocromo P-450 e para a glicoproteina-P, recomenda-se o0 ajuste de
dose do DCV quando este € indicado com determinados farmacos indutores ou inibidores do
seu metabolismo hepatico, como, o efavirenz ou o itraconazol, respectivamente. O uso do
DCV sempre ocorre por meio de esquemas dos quais faz parte também o SOF, com ou sem
RBV (MINISTERIO DA SAUDE, 2015, 2017; EASL, 2017). O SOF, um inibidor
pangenotipico da NS5B, que € utilizado na dose de 400 mg uma vez ao dia, compde esquemas
de tratamento em associacdo com diferentes inibidores da NS5A, com ou sem RBV
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017, 2019; EASL, 2017, 2020; AASLD; IDSA, 2022). Outro
esquema recomendado por guidelines publicados ap6s a aprovacdo do SOF envolve a sua
associacdo com RBV e PEG (MINISTERIO DA SAUDE, 2015, 2017).

Diversos estudos mostraram taxas de RVS proximas a 90% em populaces acometidas
por diferentes gendtipos submetidas a regimes de tratamento envolvendo o SOF associado a
DCV com ou sem RBV (NELSON et al., 2015; DALGARD et al., 2017; POL et al., 2017,
BELPERIO et al., 2019; CHARATCHAROENWITTHAYA et al., 2020) ou SOF associado a
PEG e RBV (LAWITZ et al., 2013; FOSTER et al., 2015; DALGARD et al., 2017).
Entretanto, evidéncias indicam que individuos cronicamente acometidos pelo gendtipo 3,
especialmente aqueles que tém CH, apresentam menores taxas de RVS aos regimes de
tratamento que incluem DAAs (AMPUERO; ROMERO-GOMEZ; REDDY, 2014; AASLD;
IDSA, 2022). Atualmente, os guidelines americano e europeu recomendam o uso de outros

DAAs para o tratamento da HCC, entre eles os inibidores de NS5A velpatasvir (VEL),


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Charatcharoenwitthaya+P&cauthor_id=32138687
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Ampuero+J&cauthor_id=24612116
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Romero-G%C3%B3mez+M&cauthor_id=24612116
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Reddy+KR&cauthor_id=24612116

30

ledipasvir (LDV), elbasvir (EBR) e pibrentasvir (PIB), além dos inibidores da protease
NS3/4A glecaprevir (GLE), voxilaprevir (VOX) e grazoprevir (GZR). Os regimes de
tratamento para a HCC pelo gendtipo 3 envolvem desde terapias duplas para pacientes sem
CH ou com CH compensada até terapias triplas para casos de doenca mais grave, sempre com
combinagOes de medicamentos de mecanismos de acdo diferentes (EASL, 2020; AASLD;
IDSA, 2022). No Brasil, uma nota técnica publicada em 2023 estabelece como opgdes para o
tratamento da HCC as combinacdes SOF + VEL ou GLE + PIB, independente do gendtipo
viral. O esquema indicado, o tempo de tratamento e um possivel acréscimo da RBV
dependem da gravidade e da historia de tratamento prévio (MINISTERIO DA SAUDE,
2023). O DCV permanece como opcao ao tratamento da HCC, especialmente em paises
subdesenvolvidos (EASL, 2020; WHO, 2021a).

1.8 SubstituicGes de aminoacidos associadas a resisténcia viral

Em um hospedeiro acometido pelo HCV, estima-se que bilhdes de novos virus sejam
produzidos diariamente. A cada ciclo replicativo, que produz uma particula viral, entre um e
trés erros sdo inseridos nas novas fitas de RNA (AASLD, IDSA; 2022), fato que esta
relacionado a alta taxa de replicagdo e a limitada atividade corretiva da RNA polimerase
NS5B (DAVIS, 1999; BOWEN; WALKER, 2005; SORBO et al., 2018). Esta frequéncia de
ocorréncia de mutagdes proporciona ao HCV uma importante caracteristica: a capacidade de
circular no individuo infectado como quasispecies, variantes virais geneticamente similares,
gue permitem que o virus se adapte a cada novo hospedeiro por meio de mutagdes de escape a
resposta imune (DAVIS, 1999; DOMINGO; HOLLAND, 1997; FORNS; BUKH, 1999;
MIZOKAMI et al., 1999). Substituicbes de aminoécidos associadas a resisténcia (SARS), que
sdo responsaveis pela emergéncia de variantes virais potencialmente resistentes aos DAAS,
sdo desenvolvidas durante a terapia. Entretanto, as SARs que circulam no baseline também
podem impactar negativamente na resposta a terapia farmacologica (PALANISAMY et al.,
2018; SORBO et al., 2018). Substituicbes de aminoacidos nas proteinas NS5A e/ou na NS3
sdo comumente selecionadas em pacientes que falham a tratamentos envolvendo DAAs que
agem nessas regioes.

Por outro lado, SARs na NS5B raramente sdo detectadas apos falha a terapias com
inibidores dessa enzima (AASLD, IDSA; 2022). Considerando a NS5A, substitui¢des entre 0s
aminoacidos 24 e 93 sdo aquelas mais descritas na literatura como as mutagdes associadas a
resisténcia. Sobre a NS3, substituicdes nos aminoacidos 80, 156 e 168 estdo relacionadas a

reducdo da susceptibilidade do HCV aos DAAs que fazem parte dos esquemas atuais de
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tratamento, enquanto a S282T seria a SAR mais relevante na NS5B (EASL, 2020; AASLD,
IDSA; 2022). O estudo da resisténcia aos DAAs é uma area que evoluiu de forma importante
nos ultimos anos e tem demonstrado que SARs podem influenciar a resposta ao tratamento
em situacdes especificas. As SARs de maior relevancia clinica sdo aquelas presentes na NS5A
dos gendtipos virais 1 e 3. Por isso e por todas as outras questfes ja mencionadas em relagdo
ao genotipo 3, a populagdo de pessoas com HCC por este tipo viral se consolidou como
aquela de mais dificil manejo na era interferon-free. Por fim, cabe ressaltar que ha erros ou
substituicdes nucleotidicas que resultam em reducéo do fitness viral ou até na incapacidade de
replicacdo das novas cepas (AASLD, IDSA; 2022). Estas sdo também fundamentais para

explicar a dindmica viral no hospedeiro.

1.9 Justificativa para a realizacéo do trabalho

Nesse contexto, a realizagdo do trabalho se justifica pelo fato da hepatite C ser uma
doenca de importante morbimortalidade no mundo, especialmente em paises de renda média
ou baixa onde ha maior dificuldade de acesso aos medicamentos. Com a aprovacdo dos novos
DAAs, pessoas infectadas pelo gendtipo 3 se tornaram o maior desafio relacionado ao manejo
da HCC. Uma vez que o genotipo viral 1 € o mais prevalente no mundo, destaca-se que ha
uma escassez de estudos de vida real que incluiram somente individuos cronicamente
infectados pelo gendtipo 3 e que analisaram fatores associados a efetividade dos DAAs DCV

e SOF, particularmente o impacto da emergéncia das SARs sobre as taxas de RVS.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Descrever e analisar dados relacionados a efetividade e a seguranca dos esquemas de
tratamento DCV + SOF + RBV e SOF + PEG + RBYV indicados a pacientes com HCC pelo
genotipo 3.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar a populacdo de estudo por meio da descricdo de dados sociodemogréaficos e
clinicos no baseline;

- Descrever as taxas de RVS global e de cada um dos regimes de tratamento estudados;

- Descrever as prevaléncias de SARs na NS5A e na NS5B no baseline e analisar a associacédo
destas com a ndo resposta a terapia farmacoldgica;

- Descrever as SARs detectadas no pés-tratamento e analisar sua associacdo com a nao
resposta;

- Analisar a associacdo de caracteristicas demograficas e clinicas dos individuos incluidos
com a RVS;

- Descrever as incidéncias das RAMs por grupo de estudo;

- Analisar a associagdo entre as incidéncias das RAMs mais comuns com o esquema utilizado;
- Analisar o impacto da RBV sobre as incidéncias das RAMs mais comuns no grupo DCV +
SOF £ RBV;

- Descrever desfechos do acompanhamento em longo prazo da populagédo de estudo;

- Analisar o impacto da RVS na evolugdo de varidveis laboratoriais e da fibrose hepética a

partir do acompanhamento em longo prazo.



33

3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Local e desenho do estudo

Este estudo trata-se de uma coorte prospectiva realizada no ambulatério de hepatites
virais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade
de Sdo Paulo (HCFMRP-USP). O HCFMRP-USP é uma instituicdo publica que suporta
atividades de ensino e pesquisa. Considerando a assisténcia prestada, € um hospital terciario,
vinculado ao Sistema Unico de Sadde (SUS), que atende demandas de municipios que sio
parte dos Departamentos Regionais de Saude de Ribeirdo Preto, Franca, Araraquara e
Barretos. Ademais, oferece assisténcia a outras regides do estado e do pais para condi¢des
clinicas especificas para as quais é uma referéncia em ambitos estadual ou nacional. Os testes
genéticos foram conduzidos no Laboratério de Estudos Gendmicos, do Departamento de
Biologia, do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, da Universidade Estadual

Paulista, campus de Sao José do Rio Preto.

3.2 Populagéo de estudo e esquemas de tratamento

Foram incluidos individuos com idade maior ou igual a 18 anos, infectados pelo
gendtipo 3 do HCV, cuja terapia farmacoldgica para a HCC foi iniciada entre janeiro de 2016
e junho de 2019. Os regimes de tratamento foram baseados em protocolos (PCDTs —
Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas para o Tratamento da Hepatite C e Coinfeccdes)
publicados nos anos de 2015, 2017 e 2018 pelo Ministério da Saude (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015, 2017, 2018). Durante esse periodo, 0s esquemas disponibilizados para o
manejo da HCC pelo gendtipo 3 foram DCV + SOF + RBV por 12 semanas, DCV + SOF £
RBYV por 24 semanas e SOF + PEG + RBV por 12 semanas. A partir disso, a populacdo do
estudo foi dividida em dois grupos: DCV + SOF + RBV ou SOF + PEG + RBV. De acordo
com estes documentos, o acréscimo da RBV a terapia dupla com DCV e SOF deveria ser
considerado para individuos com CH e/ou histéria de falha a tratamento prévio. Sobre o
tempo de tratamento, os PCDTs de 2017 e 2018 recomendavam terapia por 24 semanas para
pacientes com CH. Por sua vez, o regime SOF + PEG + RBV ndo era recomendado para
pessoas com CH descompensada (Child-Pugh B ou C) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017,
2018). Pacientes coinfectados pelo HIV e/ou pelo HBV ndo foram incluidos no estudo e
aqueles tratados em dois momentos diferentes, com qualquer das combinacdes de

medicamentos estudadas, foram analisados como individuos diferentes.
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3.3 Coleta de dados clinicos e demograficos

Os dados demogréficos e a maior parte dos dados clinicos foram coletados por meio
do sistema informatizado do HCFMRP-USP em trés momentos (pré-tratamento, durante o
tratamento e pods-tratamento). Considerando a caracterizacdo da populacdo de estudo no
baseline, as seguintes informacdes foram levantadas: dados demograficos (idade, sexo, cor da
pele), dados antropométricos (peso e altura), que permitiram o célculo do indice de massa
corporal (IMC), além de informacdes clinicas relacionadas a hipertensdo arterial sistémica,
Diabetes Mellitus (DM), dislipidemia, histéria de dialise, estagio da fibrose hepatica,
encefalopatia hepética, ascite, varizes esoféagicas, esplenomegalia, terapia prévia com
INF/PEG + RBV, terapia prévia com DAA, historia de CHC, esteatose hepéatica, MEHSs, uso
de alcool, tabagismo, esquema de tratamento prescrito, tempo de tratamento, uso de RBV e
presenca de SARs. Sobre os exames laboratoriais de sangue pré-tratamento, foram coletados
valores da ALT, aspartato aminotransferase (AST), albumina, BT, INR, hemograma,
creatinina e carga viral. Para cada um desses parametros laboratoriais, considerou-se o exame
com data mais proxima ao inicio do uso dos medicamentos, desde que realizado em até seis
meses antes da data de administracdo da primeira dose. As informacdes sobre ascite e
encefalopatia, além dos valores de BT, albumina e do INR, embasaram a classificacdo dos
individuos incluidos segundo o escore Child-Turcotte-Pugh, enquanto o MELD foi calculado
levando-se em conta informacfes sobre realizacdo recente de diélise e valores de creatinina,
BT e INR. O FIB-4 foi calculado por meio de formula que utiliza dados sobre idade, AST,
ALT e contagem de plaquetas (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

O estadiamento da fibrose hepatica foi determinado pela classificagdo METAVIR a
partir de resultados de exames de bidpsia do figado ou de elastografia hepatica. Apenas
biopsia ou elastografia realizadas em até trés anos antes do inicio da terapia farmacoldgica
foram consideradas. Para 0s casos em que havia dois exames disponiveis dentro desse prazo,
aquele realizado em data mais préxima ao inicio da terapia foi utilizado para o estadiamento.
Pacientes que apresentavam os sinais clinico-laboratoriais ascite, esplenomegalia, varizes de
esdfago e/ou encefalopatia hepatica foram classificados como cirrGticos ou F4,
independentemente de haver bidpsia ou elastografia disponiveis. A presenca de esteatose
hepatica foi definida por meio de resultados de biopsia hepatica, ultrassom ou ressonancia
magnética de abdome, de até seis meses antes do tratamento. Ressondncia magnetica,
tomografia computadorizada de abdome, bidpsia hepatica ou relato médico em prontuario
permitiram a avaliacdo sobre historia de CHC. Sobre a obesidade, pessoas com IMC maior ou

igual que 30 Kg/m? foram classificadas como obesas (WHO, 2021b). A classificagdo dos
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individuos de acordo com a funcdo renal ocorreu por meio da taxa de filtracdo glomerular
estimada (TFGe) calculada pela Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
creatinine equation (CKD-EPI) (KDIGO, 2013). A populacdo do estudo foi classificada ainda
de acordo com a historia de uso de alcool, como segue: uso abusivo de alcool, uso néo
abusivo de alcool ou sem histéria de ingestdo de alcool. Considerou-se etilistas abusivos os
homens com histdria de consumo semanal de alcool maior ou igual a 210 g e as mulheres que
relataram historia de consumo semanal maior ou igual a 112 g (CDC, 2023).

Durante o tratamento, a seguranca das terapias foi analisada. Anemia, neutropenia,
linfopenia e plaquetopenia foram diagnosticadas de acordo com as seguintes concentragdes
séricas, respectivamente: hemoglobina < 13,5 g/dL para homens e < 12,0 g/dL para mulheres;
neutréfilos < 1700/mm?3; linfocitos < 900/mm?3; plaquetas < 130000/mm?. Descompensacao
hepética foi definida como a piora do escore Child-Turcotte-Pugh, exceto quando essa piora
ocorreu como consequéncia de um aumento da bilirrubina indireta ou ndo conjugada.
Aumentos de creatinina sérica maiores ou iguais a 0,3 mg/dL entre o baseline e um exame
realizado durante o tratamento ou entre dois exames realizados durante o tratamento foram
considerados leséo renal.

Para a verificacdo da resposta a terapia, analisou-se 0 HCV-RNA realizado 12
semanas pos-tratamento para o grupo DCV + SOF + RBV e as cargas virais de 12 e 24
semanas pds-tratamento para o braco SOF + PEG + RBV. Todos os exames de carga viral
foram realizados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com limite de deteccdo de 12
Ul/mL. A partir da avaliacdo da evolugdo durante o tratamento e das cargas virais pos-terapia,
foram definidos os seguintes desfechos a terapia farmacolédgica: RVS; recidiva; 6bito; ndo
RVS associada a descontinuidade por RAM. Analisou-se também desfechos da RVS em
longo prazo. Para tanto, foram coletados, de pacientes que alcancaram a RVS, dados clinicos
e resultados de exames necessarios aos calculos dos escores FIB-4, MELD e Child-Turcotte-
Pugh nos momentos um ano e trés anos pos-tratamento. Levou-se em conta dados clinicos e
laboratoriais de até trés meses antes ou trés meses apds cada um dos pontos de analise. Ainda
em relacdo aos desfechos em longo prazo, classificou-se os pacientes incluidos no estudo, a
partir de dados do ponto trés anos poOs-tratamento, da seguinte forma: individuos ainda em
acompanhamento no ambulatério de hepatites virais onde o estudo foi realizado; individuos
encaminhados ao ambulatorio de CHC por desenvolvimento de cancer hepatico; pacientes
encaminhados ao ambulatorio de transplante hepético; perda de acompanhamento; alta do

ambulatorio de hepatites virais; 6bito; transferéncia para outro servigo.
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3.4 Andlise das substituicdes de amino&cidos associadas a resisténcia
3.4.1 Regides do genoma viral analisadas

O gene que codifica a proteina viral NS5B foi analisado em todas as amostras de
sangue coletadas e amplificadas, uma vez que todos os pacientes incluidos no estudo
utilizaram o SOF. Por sua vez, o gene que codifica a proteina NS5A foi analisado a partir de
amostras de individuos tratados com DCV.

3.4.2 Coleta das amostras de sangue

Considerando o periodo pré-tratamento, uma amostra de sangue foi coletada de todos
os individuos que compareceram ao ambulatério de hepatites virais em até 15 dias antes do
inicio do tratamento e que consentiram com o procedimento de coleta. Para aqueles pacientes
gue completaram o tratamento indicado e que ndo alcancaram RVS, amostras foram coletadas
12 e 24 semanas ap0s o término da terapia farmacoldgica. Para estes pontos, as coletas
ocorreram em até 15 dias antes ou ap0s as semanas 12 e 24 poés-tratamento. Os pontos de

coleta para as analises genéticas estao representados na figura 2.

Figura 2 — Esquema de coleta de sangue para anélise das SARSs.

RVS

PT

, Fim do tratamento
(12 ou 24 sem.)

\ 12sem. 24 sem.
W ) |

O: pontos de coleta. PT: pré-tratamento. RVS: resposta viroldgica sustentada. SARs: substituicdes associadas
a resisténcia. Sem.: semanas.

Para a realizacdo dos testes genéticos, a cada procedimento de coleta, cerca de 8,0 mL
de sangue foram coletados em um tubo vacutainer com ativador de coagulo presente nas
paredes. Apds, realizou-se a centrifugagcdo, a separacdo do soro em duas amostras e 0
armazenamento em freezer a -80° C. O transporte das amostras para o laboratério onde as

andlises do genoma viral foram realizadas ocorreu em caixa térmica com gelo seco.
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3.4.3 Extracdo do RNA e amplificacdo das regides gendmicas de interesse

A extracdo do RNA viral ocorreu por meio de uma solucdo de TRIzol. Para cada
amostra, 250 puL de material bioldgico foram adicionados a 750 uL de TRIzol (Thermo Fisher
Scientific®). Apds homogeneizacgéo, a mistura foi incubada a temperatura de 25° C, por cinco
minutos. Em seguida, o RNA foi separado, precipitado e eluido em &gua livre de nucleases.
Este RNA foi, entdo, usado como molde para a sintese de DNA complementar (cDNA) por
meio do High Capacity cDNA Archive Kit (Life Technologies®). Apds a sintese da cDNA, as
regides de interesse dos genes NS5A e NS5B foram amplificadas por Nested-PCR, processo
que utilizou o Long PCR Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific®), de acordo com o
protocolo de ciclagem do fabricante. O Nested-PCR consiste na realizagdo de duas reagdes de
PCR consecutivas, com 0 objetivo de otimizar a amplificacdo. Considerando o NS5B, todo o
gene foi amplificado, uma vez que as SARs sdo encontradas distribuidas em toda a proteina
viral. A amplificacdo dessa regido ocorreu apés a fragmentacdo do gene NS5B em duas partes
(NS5B-I e NS5B-II). Primers especificos foram desenhados para este processo (Tabela
Suplementar 1). Para a NS5A, primers previamente desenhados e descritos na literatura foram
usados para amplificar os primeiros 300 nucleotideos, o que se justifica pelo fato das SARs na
NS5A se concentrarem no dominio | da proteina (BITTAR et al., 2013).

3.4.4 Sequenciamento Sanger

Apbs as amplificacdes, os produtos do Nested-PCR foram submetidos a uma reacao
de sequenciamento usando o BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies®). Para o gene
NS5A, os primers da segunda reacdo do Nested-PCR foram usados para o sequenciamento.
Sobre o NS5B, além dos primers da segunda reacdo do Nested-PCR, utilizou-se um par
adicional de primers para garantir o sequenciamento de todo o gene (Tabela Suplementar 2).
A leitura do sequenciamento foi realizada pelo equipamento ABI 3130 XL Genetic Analyzer
(Life Technologies®) e as sequéncias obtidas foram ajustadas pelo programa Clustal W nested
in the BioEdit 7.1.11 (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994; HALL, 1999). Este software
permitiu o alinhamento, traducdo e comparagdo das sequéncias obtidas com a sequéncia

referéncia para o genotipo 3: NZL1 (nimero de acesso no GenBank D17763).

3.4.5 Andlise estatistica
As variaveis quantitativas idade e carga viral pré-tratamento foram descritas por meio
de média e desvio padrdo (DP). As demais variaveis coletadas no baseline foram

categorizadas e as frequéncias absoluta e relativa dessas foram citadas. Para a descricdo das
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frequéncias das SARs no baseline, o céalculo ocorreu em relagdo ao total de amostras
amplificadas. Nesse sentido, descreveu-se também a eficiéncia da amplificacdo, por gene
estudado. As taxas de RVS global e por grupo foram calculadas por intengéo de tratar.

As analises de associagdo entre o esquema de tratamento e a RVS e entre as variaveis
demograficas e clinicas categorizadas e a RVS ocorreram por risco relativo (RR) e intervalo
de confianca de 95% (IC 95%). Essa Ultima analise foi realizada para a populacéo geral de
estudo e por grupo. Foi proposta ainda a realizacdo de regressdo logistica binaria,
considerando as varidveis cujas analises evidenciaram associacdo estatisticamente
significativa com a RVS. Sobre a seguranca dos regimes terapéuticos estudados, as
prevaléncias absoluta e relativa de todas as RAMs observadas nos dois bragos do estudo
foram descritas. Realizou-se também os estudos de associacao entre 0s eventos adversos mais
comuns (incidéncia de, no minimo, 10% em pelo menos um dos grupos) e o esquema de
tratamento utilizado e da associagdo entre o regime prescrito e a descontinuidade de uso por
RAM. Dentro do grupo DCV + SOF = RBV, foi feito o estudo da associagdo entre o uso da
RBV e as RAMs mais comuns. As andlises envolvendo a seguranca foram realizadas por RR
e IC 95%.

Sobre as SARs pos-tratamento, foi elaborada uma tabela que descreveu as mutagoes
detectadas e outras caracteristicas clinicas daqueles individuos que ndo alcancaram RVS. O
impacto da RVS em longo prazo foi analisado por comparacdo das médias dos escores FIB-4,
Child-Turcotte-Pugh e MELD no baseline, um ano pds-tratamento e trés anos pds-tratamento.
Além disso, comparou-se as médias dos parametros clinicos cujos valores sdo utilizados para
o célculo do FIB-4. A comparagdo de médias ocorreu pelo teste de ANOVA de medidas
repetidas, com posterior analise pelo post-hoc Bonferroni. Por fim, foram construidos gréaficos
com o objetivo de ilustrar as diferencas das médias, por meio do software GraphPad Prism 6,
e realizou-se regressao linear para verificar a associacdo da CH com a evolucédo do FIB-4.
Tanto para as regressdes quanto para o estudo do impacto da RVS em longo prazo,
considerou-se que houve significancia estatistica quando a anélise indicou p < 0,05.

As andlises estatisticas foram realizadas no programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) (SPSS Inc., Version 21.0). Para as analises de associacéo, foi estabelecido um

nivel de significancia (o) de 5%.
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3.5 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP (niimero
de aprovacdo: 1317982). Todos os pacientes incluidos assinaram o termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Aqueles que tiveram amostras de sangue coletadas em algum
dos momentos definidos no projeto assinaram ainda o Termo de Consentimento para Guarda

de Material Biologico.

4 RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 121 pacientes cronicamente infectados pelo gendtipo 3 do
HCV, dos quais 82 (67,8%) eram homens. A média de idade foi de 56,4 + 8,5 anos (média +
DP) e 93 (76,9%) dos individuos apresentavam CH. Sobre os regimes de tratamento
indicados, 105 (86,8%) pacientes foram tratados com DCV + SOF = RBV, outros 15 (12,4%)
utilizaram SOF + PEG + RBV e um paciente (0,8%) foi tratado com um esquema composto
por DCV + SOF + PEG + RBV por 24 semanas. Os dados demogréficos e clinicos dos
individuos incluidos no estudo estéo descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes incluidos no estudo no
baseline.

Caracteristica Todos DCV + SOF + RBV SOF + PEG + RBV
(n=121)* (n =105) (n=15)

Idade (anos), média (DP) 56,4 (8,5) 56,8 (8,3) 53,1 (9,2)
Homens, n (%) 82 (67,8) 68 (64,8) 13 (86,7)
Cor da pele, n (%)

Branco 104 (86,0) 89 (84,8) 14 (93,3)

Outros 17 (14,0) 16 (15,2) 1(6,7)
Diabetes Mellitus 2, n (%) 35 (28,9) 30 (28,6) 4 (26,7)
Hipertensdo Arterial, n (%) 50 (41,3) 44 (41,9) 6 (40,0)
Obesidade, n (%) 36 (29,8) 32 (30,5) 3(20,0)
Dislipidemia, n (%) 26 (21,5) 22 (21,0 4 (26,7)
Manifestacao extra-hepatica 12 (9,9) 9 (8,6) 3(20,0)
Estagio da fibrose hepatica, n (%)

FO/F1 6 (5,0) 5(4,8) 1(6,7)

F2 10 (8,3) 9 (8,6) 1(6,7)

F3 12 (9,9) 8 (7,6) 4(26,7)

F4 93 (76,9) 83 (79,0) 9 (60,0)

Escore Child-Turcotte-Pugh, n (%)**
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A 75 (80,6) 68 (81,9) 7(77,8)
B 13 (14,0) 12 (14,5) 1(11,1)
C 2(2,2) 2(2,4) 0(0,0)
Dado indisponivel 33,2 1(1,2) 1(11,1)
Escore MELD, n (%)**
<9 50 (53,8) 44 (53,0) 6 (66,7)
10-19 36 (38,7) 34 (41,0) 2 (22,2)
20-29 4 (4,3) 4 (4,8) 0(0,0)
>30 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Dado indisponivel 33,2 11,2 1(11,1)
Escore FIB-4
< 3,25 51 (42,1) 42 (40,0%) 9 (60,0)
>3,25 70 (57,9) 63 (60,0%) 6 (40,0)
HCV-RNA, média x 106 UI/mL (DP) 1,1(1,2) 1,1(1,3) 1,1(0,9)
AST >3x LSN, n (%) 36 (29,8) 32(30,5) 4(26,7)
ALT >3x LSN, n (%) 41 (33,9) 36 (34,3) 4 (26,7)
Plaquetas < 100.000 mm?3, n (%) 41 (33,9) 37(35,2) 3(20,0)
Historia de CHC, n (%) 13 (10,7) 13 (12,4) 0(0,0)
Terapia prévia, n (%)
INF/PEG + RBV 53 (43,8) 43 (41,0) 9 (60,0)
SOF 3(2,5) 2(1,9) 0(0,0)
DCV + SOF 2 (1,7) 2(1,9) 0(0,0)
Tempo de tratamento, n (%)
12 semanas 94 (77,7) 79 (75,2) 15 (100,0)
24 semanas 27 (22,3) 26 (24,8) 0(0,0)
Uso de RBV, n (%) 106 (87,6) 90 (85,7) 15 (100,0)
TFGe (CKD-EPI), n (%)
G1 (> 90 ml/min/1,73m?) 61 (50,4) 49 (46,7) 11 (73,3)
G2 (60-89 ml/min/1,73m?) 43 (35,5) 40 (38,1) 3(20,0)
G3a (45-59 ml/min/1,73m?) 5(4,1) 4(3,8) 1(6,7)
G3b (30-44 ml/min/1,73m?) 7 (5.8) 7(6,7) 0(0,0)
G4 (15-29 ml/min/1,73m?) 2(1,7) 2(1,9) 0(0,0)
G5 (< 15 ml/min/1,73m?) 3(2,5) 3(2,9) 0(0,0)
Esteatose hepaética, n (%) 39 (32,2) 33(31,4) 5(33,3)
Consumo prévio de alcool, n (%)
Consumo abusivo*** 48 (39,7) 41 (39,0) 7 (46,7)
Consumo néo abusivo 42 (34,7) 36 (34,3) 5(33,3)
Tabagismo
Fumante 25 (20,7) 23 (21,9) 2 (13,3)
Ex-fumante 38 (31,4) 35(33,3) 3(20,0)
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ALT: alanina aminotransferase. AST: aspartato aminotransferase. CHC: carcinoma hepatocelular. CKD-EPI:
chronic kidney disease epidemiology collaboration creatinine equation. DCV: daclatasvir. DP: desvio padréo.
FIB-4: Fibrosis-4. HCV-RNA: carga viral ou RNA do virus da hepatite C. INF: interferon. LSN: limite superior
da normalidade. MELD: escore model for end-stage liver disease. Obesidade: indice de massa corporal > 30,0
Kg/m?. PEG: interferon peguilado. RBV: ribavirina. SOF: sofosbuvir. TFGe: taxa de filtracdo glomerular
estimada.

*Resultados consideram um paciente que foi tratado com SOF + DCV + PEG + RBV.

**Considerando pacientes com cirrose (n =93, n=83,n =9).

***Consumo abusivo de alcool: superior a 210 g por semana para homens e 112 g por semana para mulheres.

Sobre a analise descritiva das SARs, considerando a proteina NS5A, 94 amostras (79
pré-tratamento e 15 pos-tratamento) foram coletadas e observou-se 92,6% de eficiéncia do
processo de amplificacdo (87 amostras amplificadas). Para a regido NS5B, 106 amostras (91
pré e 15 pds-terapia farmacologica) foram analisadas e a taxa de sucesso da amplificacdo foi
de 80,2% (85 amostras amplificadas). A andlise das frequéncias das SARs no baseline,
calculadas a partir do total de amostras amplificadas, mostrou uma alta prevaléncia de
mutacdes no sitio 62 da NS5A (92,4% dos individuos do grupo DCV + SOF = RBV). A
respeito da NS5B, o sitio 554 foi aquele com a maior prevaléncia de mutacdes. A SAR G554A
foi encontrada em 3 pacientes ou 3,7% de todas as amostras amplificadas para a regido. As
prevaléncias de todas as SARs no periodo pré-tratamento, por regime terapéutico indicado e
por proteina viral analisada, estdo citadas na tabela 4. Nao foi coletada amostra de sangue para
analise pré-tratamento das SARs do paciente tratado com DCV + SOF + PEG + RBV.

Tabela 4 - SubstituicGes de aminoacidos associadas a resisténcia viral no baseline.

DCV + SOF £ RBV SOF + PEG + RBV
(n=79)*

NS5A n (%) n (%)
M28 0(0,0) NA
P29 0(0,0) NA
A30K 6 (7,6) NA
A30T 2(2,5) NA
A30S 1(1,3) NA
L31 0 (0,0 NA
P32 0 (0,0 NA
P58T 1(1,3) NA
AB2F 2(2,5) NA
AB2I 1(1,3) NA

AB2L 1(1,3) NA
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AG2T 19 (24,1) NA
A62S 50 (63,3) NA
E92D 1(1,3) NA
Y93 0 (0,0 NA
DCV + SOF £ RBV SOF + PEG + RBV
(n=70)* (n=11)*
NS5B n (%) n (%)
L159F, n (%) 1(1,4) 0 (0,0
S282, n (%) 0 (0,0 0 (0,0
C316, n (%) 0 (0,0 0 (0,0
V321, n (%) 0 (0,0 0 (0,0
S368, n (%) 0 (0,0 0 (0,0)
N411, n (%) 0 (0,0 0(0,0)
M414, n (%) 0 (0,0 0 (0,0)
VA421A, n (%) 1(1,4) 0 (0,0
Y448, n (%) 0 (0,0 0(0,0)
P495, n (%) 0 (0,0 0 (0,0)
V553, n (%) 0 (0,0 0 (0,0)
G554A, n (%) 3(4,3) 0 (0,0
G556, n (%) 0 (0,0 0 (0,0)
D559, n (%) 0 (0,0 0 (0,0

DCV: daclatasvir. NA: ndo se aplica. PEG: interferon peguilado. RBV: ribavirina. SOF: sofosbuvir.
*NuUmero de amostras amplificadas para cada gene.

As taxas de RVS, calculadas por intencdo de tratar, foram de 86% para a populagéo
geral do estudo, 87,6% para o grupo DCV + SOF + RBV e 80% para o braco SOF + PEG +
RBV. Se considerados os pacientes com dados de resposta disponiveis, as taxas de RVS
seriam de 88,1% para a populacdo geral do estudo e 90,2% para o grupo DCV + SOF + RBV.
Sobre o braco SOF + PEG + RBV, todos os pacientes apresentavam dado de resposta
representado pela carga viral de 24 semanas pos-tratamento. Este mesmo grupo alcangou
100% de RVS, se analisadas somente as pessoas tratadas que completaram a terapia.

Os individuos incluidos no estudo que completaram o tratamento e ndo alcangaram a
RVS foram recidivantes, ou seja, apresentaram carga viral indetectavel no fim da terapia,
incluindo aquele que utilizou DCV + SOF + PEG + RBV. Os trés individuos que morreram
eram cirréticos, sendo que dois apresentavam CH descompensada. Um desses morreu durante
a terapia medicamentosa e 0s outros dois ap6s o fim do tratamento, porém antes da 122

semana pos-terapia e da coleta da carga viral que permitiria a analise da resposta. A
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comparacéo entre as taxas de RVS dos esquemas SOF + PEG + RBV e DCV + SOF + RBV
ndo evidenciou diferenca (RR = 0,887; IC 95% = 0,683-1,151). Os desfechos do tratamento

farmacoldgico, para cada um desses regimes terapéuticos, estdo descritos na figura 3.

Figura 3 — Desfechos da terapia farmacoldgica, por grupo.

Populacéio de estudo
n=121%

DCV + SOF+ RBV
(n=105)

SOF+PEG +RBV
(n=15)

RVS
=92 (87,6%)

RVS
n =12 (80,0%)

Recidiva Recidiva
n =10 (9,5%) n =0 (0,0%)
Obito Obito
n=3(2.9%) n=0 (0,0%)

Nio RVS por descontinuidade do
tratamento relacionada a RAM
n =0 (0,0%)

Nio RVS por descontinuidade do
tratamento relacionada a RAM
n=3 (20,0%)

DCV: daclatasvir. PEG: interferon peguilado. RAM: reacdo adversa a medicamento. RVS: resposta viroldgica
sustentada. RBV: ribavirina; SOF: sofosbuvir.
*Um paciente incluido foi tratado com DCV + SOF + RBV + PEG.

As taxas de RVS, por subgrupos das variaveis demogréficas e clinicas que foram
categorizadas para as analises de associacdo com a resposta ao tratamento, estdo descritas na
tabela 5. Na mesma tabela, constam os resultados das analises de associacdo das varidveis
com a RVS para cada grupo (populagdo geral do estudo, grupo DCV + SOF + RBV e brago
SOF + PEG + RBV). A analise da populagdo geral mostrou que diagndstico de CH e historia
de tratamento com INF/PEG + RBV foram estatisticamente associados a um maior risco de
ndo resposta a terapia medicamentosa. Considerando a analise do grupo DCV + SOF + RBV,
evidenciou-se que diagnostico de CH e presenca de SAR na proteina NS5A aumentaram o

risco de recidiva.



Tabela 5 - Taxas de RVS por subgrupos de variaveis demogréficas e clinicas e analise de associagdo das variaveis com a RVS.

Todos* DCV + SOF = RBV SOF + PEG + RBV
RVS (%) RR (IC 95%) RVS (%) RR (IC 95%) RVS (%) RR (IC 95%)
Idade 1,006 (0,874-1,157) 0,930 (0,826-1,049) 1,818 (0,670-4,931)
< 60 anos 88,3 87,9 90,9
> 60 anos 87,8 94,4 50,0
Sexo 0,936 (0,824-1,064) 0,930 (0,826-1,049) 1,692 (0,415-6,898)
Masculino 86,3 87,9 84,6
Feminino 92,1 94,4 50,0
Cirrose hepatica 1,184 (1,084-1,294) 1,143 (1,052-1,242) 1,500 (0,945-2,381)
Néao 100,0 100,0 100,0
Sim 84,4 87,5 66,7
Estagio da cirrose** 1,022 (0,797-1,311) 1,057 (0,808-1,381) 0,714 (0,447-1,141)
Compensada 86,5 88,1 71,4
Descompensada 84,6 83,3 100,0
Diabetes Mellitus 2 1,040 (0,891-1,214) 1,003 (0,871-1,155) 1,091 (0,581-2,050)
Néao 89,2 90,3 81,8
Sim 85,7 90,0 75,0
Obesidade 1,031 (,885-1,201) 0,990 (0,863-1,136) 1,250 (0,540-2,893)
Nao 88,8 89,7 83,3
Sim 86,1 90,6 66,7

Estagio da DRC***

0,966 (0,791-1,180)

0,991 (0,812-1,209)
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Todos*

DCV + SOF + RBV

SOF + PEG + RBV

RVS (%) RR (IC 95%) RVS (%) RR (I1C 95%) RVS (%) RR (IC 95%)
Né&o grave 87,9 90,1 80,0
Grave 90,9 90,9
Plaquetas 0,900 (0,766-1,059) 0,926 (0,796-1,078) 0,800 (0,346-1,852)
< 100.000/mm? 82,1 85,7 66,7
> 100.000/mm? 91,1 92,5 83,3
ALT 1,096 (0,938-1,281) 1,127 (0,962-1,321) 0,727 (0,506-1,044)
<3x LSN 90,9 93,9 72,7%
>3x LSN 82,9 83,3 100,0%
AST 1,083 (0,921-1,274) 1,101 (0,935-1,295) 1,091 (0,581-2,050)
<3x LSN 90,2 92,9 81,8
> 3x LSN 83,3 84,4 75,0
Tempo de tratamento NA 0,984 (0,850-1,139) NA
12 semanas NA 89,9 80,0
24 semanas NA 91,3 NA
Uso de RBV NA 1,034 (0,880-1,216) NA
Néo NA 92,9 NA
Sim NA 89,8 80,0
Terapia prévia com
INF/PEG + RBV 1,157 (1,002-1,336) 1,134 (0,981-1,310) 1,071 (0,650-1,767)
Néo 93,9 94,9 83,3
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Todos* DCV + SOF £+ RBV SOF + PEG + RBV
RVS (%) RR (IC 95%) RVS (%) RR (IC 95%) RVS (%) RR (IC 95%)
Sim 81,1 83,7 77,8
SARs no baseling****

NS5A NA 1,125 (1,037-1,221) NA
Néao NA 100,0 NA
Sim NA 88,9 NA

AB2T (NS5A) NA 1,200 (0,929-1,550) NA
Néao NA 93,3 NA
Sim NA 77,8 NA

AB2S (NS5A) NA 0,932 (0,785-1,106) NA
Néao NA 85,7 NA
Sim NA 92,0 NA

NS5B 1,133 (0,727-1,767) 1,152 (0,739-1,797)
Néao 90,7 92,2 81,8
Sim 80,0 80,0

ALT: alanina aminotransferase. AST: aspartato aminotransferase. DCV: daclatasvir. DRC: doenca renal cronica. I1C: intervalo de confianga. INF: interferon. NA: ndo se aplica. PEG:
interferon peguilado. RBV: ribavirina. RR: risco relativo. RVS: resposta viroldgica sustentada. SARs: substituicbes de aminoécidos associadas a resisténcia. SOF: sofosbuvir. ---:

ndo calculado pela auséncia de individuos em subgrupo da variavel analisada.

Obesidade: indice de massa corporal > 30,0 Kg/m?

*n total inclui um paciente tratado com SOF + DCV + PEG + RBV, por 24 semanas.

**Compensada: Child-Pugh A; Descompensada: Child-Pugh B ou C.
***DRC ndo grave: estagio 1-3a; DRC grave: estagio 3b-5.
****Analises consideraram as amostras amplificadas.
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A partir da regressdo logistica binaria, considerando a populacdo geral do estudo, foi
evidenciado que CH e terapia prévia com INF/PEG + RBV seriam variveis associadas com o
ndo alcance de RVS de forma independente (p < 0,05). A regressao logistica binaria, realizada
com os dados do grupo DCV + SOF + RBV, mostrou que CH seria uma variavel mais
fortemente associada & RVS (p < 0,05) em relacdo a presenca de SAR no baseline.

A tabela 6 descreve as SARs detectadas no pds-tratamento daqueles individuos que
apresentavam resultado do exame de HCV-RNA coletado apo6s o fim da terapia e que ndo
alcancaram a RVS. Nesta mesma tabela, constam ainda dados demograficos e outros dados

clinicos desses pacientes.



Tabela 6 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes que ndo alcangaram a RVS.

Caso | Idade | Sexo | CH | Terapia prévia com Terapia Esquema de tratamento | Tempode | SARsna | SARs na SARs na SARs na
INF/PEG + RBV | prévia com terapia* | NS5Ano | NS5Bno | NS5A pdés- | NS5B pos-
DAA baseline baseline tratamento tratamento
1 42 F Sim Sim Né&o DCV+SOF+RBV 12 sem A62S AB2S
Y93H
2 48 M Sim Sim Nao DCV+SOF+RBV 12 sem A62S L159F A62S L159F
Y93H
3 67 M Sim Sim Nao SOF+PEG+RBV 5 dias** NA NA NA
4 66 M Sim Nao Nao DCV+SOF 12 sem A30K Néo A30K
A62T A62T
5 62 M Sim Sim Ndéo DCV+SOF+RBV 12 sem A62S A62S
Y93H
6 56 F Sim Nao Nao DCV+SOF+RBV 12 sem A62S Néo
7 55 M Sim Nao Nao DCV+SOF+RBV 12 sem
8 62 M Sim Sim SOF DCV+SOF+PEG+RBV 24 sem AB2T
9 51 F Sim Nao Nao SOF+PEG+RBV 2 sem** NA Néo NA NA
10 62 M Sim Sim Nao SOF+PEG+RBV 3 sem** NA Néo NA NA
11 49 M Sim Sim Néo DCV+SOF+RBV 12 sem A30K Nao A30K Nao
AG2T AG2T
E92D
12 50 M Sim Sim DCV+SOF DCV+SOF+RBV 24 sem A30K Nao A30K Nao
A62T AG2T
E92D
13 54 M Sim Sim Né&o DCV+SOF+RBV 12 sem AB2T Nao
Y93H
14 57 M Sim Sim DCV+SOF DCV+SOF+RBV 24 sem AB2T Néo --- ---

CH: cirrose hepética. DAA: antivirais de acdo direta. DCV: daclatasvir. INF: interferon. NA: ndo se aplica. PEG: interferon peguilado. RBV: ribavirina. RVS: resposta
viroldgica sustentada. SARs: substituicdes de aminoacidos associadas a resisténcia. SOF: sofosbuvir. ---: amostra ndo coletada/ndo amplificada. *sem = semanas.
**Descontinuidade por evento adverso.
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Sobre a seguranga dos regimes terapéuticos estudados, as analises mostraram altas
incidéncias de eventos, tais como, RAMs hematoldgicas e eventos flu-like. Foi evidenciado
que o uso do PEG seria um fator de risco para a maior incidéncia dessas e de outras RAMs,

conforme representado na tabela 7.

Tabela 7 — Frequéncias das reages adversas observadas, por grupo, e anélise de associagdo
entre as reagOes adversas mais comuns e 0 esquema de tratamento.

DCV + SOF £ RBV  SOF + PEG + RBV

(n = 105) (n=15)
n (%) n (%) RR (IC 95%)

Anemia 76 (72,4) 14 (93,3) 1,289 (1,077-1,543)
Neutropenia 6 (5,7) 10 (66,7) 11,667 (4,960-27,444)
Plaquetopenia 14 (13,3) 11 (73,3) 5,500 (3,094-9,777)
Linfopenia 9(8,6) 5(33,3) 3,889 (1,504-10,055)
Astenia/fatiga 43 (41,0) 8 (53,3) 1,302 (0,770-2,204)
Descompensacéo 8 (7,6) 5 (33,3) 4,375 (1,646-11,630)
Dermatoldgicas 10 (9,5) 4 (26,7) 2,800 (1,004-7,808)
Cefaleia 19 (18,1) 2 (13,3) 0,737 (0,190-2,850)
Tosse seca 4(3,8) 3(20,0) 5,250 (1,300-21,200)
Epigastralgia 8 (7,6) 2 (13,3) 1,750 (0,410-7,475)
Néauseas e/ou vomitos 25 (23,8) 3(20,0) 0,840 (0,289-2,445)
Reacoes flu-like 1(1,0) 8 (53,3) 56,000 (7,524-416,788)
Tontura 13 (12,4) 2 (13,3) 1,077 (0,269-4,310)
Sonoléncia 7(6,7) 2 (13,3) 2,000 (0,457-8,746)
Perda de apetite 13 (12,4) 9 (60,0) 4,846 (2,516-9,334)
Neuropsiquiatricos 3(2,9) 4 (26,7) 9,333 (2,311-37,689)
Aumento da PA 2(1,9 o©0o -
Reducéo da PA 1(1,0) oo -
Hipotenséo postural 1(1,0) o000 -
Hipercalemia 1(1,0) oo e
Hipocalemia 0 (0,0 16n 0 -
Taquicardia 3(2,9) oo e
Diarreia 9(8,6) 16,79y -

Constipagéo 1(1,0) 167 0 e
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Melena 1(1,0) 000 -
Tenesmo 2(1,9 000
Hematoquezia 2(1,9 000 -
Dor abdominal 7(6,7) 000 -
Febre 3(2,9) 000 -
Edema periférico 4(3,8) 000 -
Boca seca 3(2,9) 000
Disgeusia 2(1,9 000 -
Anosmia 1(1,0) 000 -
Epistaxe 1(1,0) 000 -
Insonia 9 (8,6) 16,7 -
Mialgia/caimbras 4(3,8) 167 0 -
Artralgia 1(1,0) 000
Aumento de apetite 4(3,8) 000 -
Dispneia 10 (9.5) 000 -
Lesdo renal 9 (8,6) (N (4 N—
Urina alaranjada 2(1,9 000 -
Hiperemia conjuntival 0(0,0) 167 0 -
Alopecia 0 (0,0 167 0 -
Sudorese 2(1,9) 000 -
Turvagéo visual 0(0,0) 167 0 -
Aumento de 1(1,0) 000 = -

transaminases

DCV: daclatasvir. IC: intervalo de confiangca. PA: pressdo arterial. PEG: peginterferon. RBV: ribavirina. RR:
risco relativo. SOF: sofosbuvir. Descompensagdo: descompensacdo da doenca hepatica caracterizada por piora
do escore de Child-Turcotte-Pugh, exceto quando esta alteragdo ocorreu por aumento dos valores da bilirrubina
indireta. Neuropsiquidtricos: irritabilidade, ansiedade, labilidade emocional e/ou agitacdo. Dermatoldgicas: rash
e/ou prurido. ReagBes flu-like: ocorréncia concomitante de, pelo menos, dois dos seguintes eventos: febre,
cefaleia, calafrio, sudorese, mialgia, indisposi¢do, artralgia. Lesdo renal: exame de creatinina sérica mostrando
um aumento de, no minimo, 0,3 mg/dL entre o baseline e um segundo exame realizado durante a terapia
farmacoldgica ou entre dois exames realizados durante o tratamento.

O impacto da RBV para a ocorréncia das RAMs comuns dentro do grupo DCV + SOF
+ RBV foi também estudada. Individuos tratados com RBV apresentaram risco
significativamente maior de desenvolverem anemia (RR = 12,500; IC 95% 1,878-83,220).
Um U(nico paciente tratado com terapia dupla DCV + SOF (n = 15) apresentou anemia,
caracterizada por um quadro leve (Hemoglobina > 10,0 g/dL). Embora ndo tenha sido
observada relevancia estatistica, astenia/fadiga (RR = 3,417; IC 95% = 0,922-12,661),
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nauseas e/ou vémitos (RR = 1,917; IC 95% = 0,503-7,302) e cefaleia (RR = 1,417; IC 95% =
0,364-5,516) foram outras RAMs com maior incidéncia no subgrupo que utilizou RBV. Com
relacdo aos eventos tontura e perda de apetite, cabe ressaltar que, embora também néo tenha
sido evidenciada diferenca estatistica entre 0os grupos, nenhum paciente que utilizou terapia
dupla (DCV + SOF) apresentou qualquer uma destas reagdes. A indicacdo de RBV néo
implicou em diferenca na incidéncia de plaquetopenia entre os subgrupos. Por ultimo, o
individuo que usou DCV + SOF + PEG + RBV apresentou anemia leve e relatou cefaleia,
tontura, astenia, fadiga e perda de libido.

A andlise sobre descontinuidade do tratamento motivada por RAM mostrou que
pacientes que utilizaram PEG apresentaram um risco maior de interrupcdo de terapia por
evento adverso (RR = 35,000; IC 95% = 4,382-279,528). No total, seis individuos tiveram
seus tratamentos descontinuados por RAM, cinco destes foram tratados com SOF + PEG +
RBV e um paciente utilizou o esquema DCV + SOF + RBV. Este Gltimo apresentou eventos
gastrointestinais (nauseas, vomitos, diarreia e dor abdominal) que causaram a interrupgéo.
Sobre aqueles tratados com PEG, a terapia medicamentosa de dois foi interrompida por
descompensacdo hepatica, um individuo apresentou reacfes dermatoldgicas (rash e prurido)
que motivaram a descontinuidade, outro evoluiu com lesdo renal e o Ultimo apresentou
descompensacao hepaética e leséo renal.

O impacto da RVS nos momentos um e trés anos pos-tratamento esta representado na
figura 4 por meio da evolucdo do FIB-4 e dos parametros cujos resultados sdo utilizados para

o seu célculo.

Figura 4 — Analise do impacto da RVS em longo prazo por meio da evolugdo do FIB-4 e dos
parametros clinicos utilizados para o célculo do escore.
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ALT: alanina aminotransferase. AST: aspartato aminotransferase. FIB-4: Fibrosis-4. RVS: resposta virolgica
sustentada.

*p < 0,05 (indica diferenga estatisticamente significativa, em relacdo ao ponto pré-tratamento, pelo teste de
ANOVA de medidas repetidas, com posterior analise por post-hoc Bonferroni).

A regressao linear evidenciou que individuos cirrdticos apresentaram reducdo
significativamente maior do FIB-4 [F(1,96) = 7,314, p = 0,008; R? = 0,062]. A figura 5
representa o impacto da RVS nos momentos um e trés anos pds-terapia, entre os individuos

com CH no baseline, por meio das analises das evolugdes de Child-Pugh e MELD.

Figura 5 — Analise do impacto da RVS por meio da evolugdo dos escores de Child-Turcotte-
Pugh e de MELD entre os individuos com CH.
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Child: escore Child-Pugh-Turcotte. MELD: escore Model for End-stage Liver Disease. RVS: resposta viroldgica
sustentada.

Os desfechos em longo prazo (trés anos) de todos os pacientes que apresentavam
dados de resposta ao tratamento estéo representados na figura 6.
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Figura 6 — Desfechos em longo prazo (trés anos pos-tratamento) de todos os individuos
incluidos no estudo.

Individuos que apresentavam dado de resposta ao tratamento

(n=118)

RVS (n=104) Nio RVS (n=14)
Ambulatorio de hepatites virais Ambulatorio de hepatites virais
n =67 (644%) n==6(429%)
Ambulatorio de CHC Ambulatério de CHC
n=7(6,7%) n=2(143%)
Ambulatorio de TH Ambulatorio de TH
n=>5(48%) n=3(214%)
Obito Obito
n=>5(4.8%) n=2(143%)
Alta do servigo Alta do servico
n=28(7,7%) n=0(0,0%)
Perda de acompanhamento Perda de acompanhamento
n=29(8,7%) n=1(7.1%)
Transferéncia Transferéncia
n=3 (2,9%}) n=0 (0,0%})

CHC: carcinoma hepatocelular. TH: transplante hepético. RVS: resposta viroldgica sustentada.

Considerando os individuos que alcancaram RVS, sete foram encaminhados para
acompanhamento no ambulatério de CHC, dos quais seis foram diagnosticados com cancer
primario de figado ap6s o fim do tratamento medicamentoso. Esses receberam terapia
alternativa ao transplante hepético. Entre aqueles que se encontravam em acompanhamento
no ambulatorio de transplante no 3° ano ap6s o fim do tratamento, dois foram transplantados
em decorréncia de descompensacdo da doenca hepatica, um por CHC diagnosticado pré-
tratamento, um por CHC diagnosticado ap6s a terapia e o ultimo apresentava historia de CHC
no baseline, com recidiva pos-tratamento. Sobre os ébitos, todos foram causados pela doenca
hepética. Entre esses, dois pacientes foram diagnosticados com CHC antes do tratamento,
submetidos ao transplante de figado apoOs a terapia e morreram por complicagdes pos-
transplante. Outros dois morreram pelo CHC diagnosticado apos o tratamento, mas ndo foram

submetidos a transplante. O ultimo recebeu o diagnostico de CHC durante o uso do regime
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farmacoldgico para HCC, foi transplantado logo apds o tratamento e faleceu nove meses apos.
Os individuos que receberam alta do servigo apresentavam fibrose leve ou moderada.

Com relacdo aos pacientes que ndo alcancaram RVS, seis permaneceram em
acompanhamento no ambulatério de hepatites virais. Entre estes, apenas um havia sido
retratado com sucesso até o 3° ano pés-falha ao tratamento estudado. Trata-se de um paciente
que teve a terapia com SOF + PEG + RBV descontinuada por evento adverso e que foi
retratado com DCV + SOF = RBV. Nenhum outro teve acesso a terapia farmacologica
alternativa para retratamento. Dois individuos foram encaminhados ao ambulatorio de CHC e
receberam tratamento alternativo ao transplante de figado. Um desses foi diagnosticado com
cancer de figado pré-tratamento e o outro pos-tratamento. Outros trés pacientes foram
encaminhados ao ambulatério de transplante hepatico e submetidos ao transplante por CHC
diagnosticado pos-tratamento. Além disso, houve dois dbitos. Um apresentou a doenca
hepéatica como causa relatada, porém sem diagnostico de CHC, e o segundo ndo apresentava
causa da morte citada em prontuario.

Levando-se em conta apenas aqueles pacientes com RVS (n = 104), 10 individuos
(9,6%) foram diagnosticados com CHC apds a confirmacdo da resposta ao tratamento para a
HCC. Entre os ndo respondedores (n = 14), 4 (28,6%) receberam diagnostico de CHC ap6s o
fim da terapia. Todos os pacientes, com ou sem RVS, que evoluiram para CHC, transplante
hepatico ou 6bito tinham CH.
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5 DISCUSSAO

A andlise descritiva das variaveis clinicas referentes ao baseline mostrou alta
prevaléncia de CH na populacdo de estudo (76,9%). Este achado pode ser explicado pelos
critérios de tratamento preconizados nos protocolos brasileiros publicados pelo Ministério da
Saude durante o periodo de inclusdo dos pacientes. O PCDT de 2015 recomendava a
prescricdo de terapia farmacoldgica para individuos com HCC pelo gen6tipo 3, sem histéria
de uso de DCV e/ou SOF, que apresentavam fibrose hepética avancada (METAVIR F3 ou
F4). Pacientes com condicdes clinicas determinadas, tais como, coinfeccdo pelo HIV, MEHS,
doenca renal crénica, historia de transplante de figado ou outro érgdo sélido, insuficiéncia
hepéatica com auséncia de CHC, doengas hematoldgicas malignas ou grau de fibrose hepética
F2 demonstrado por bidpsia hepatica realizada ha mais de trés anos também poderiam ser
tratados, independentemente do grau da fibrose hepatica (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
O PCDT de 2017 manteve a recomendacao de uso dos esquemas farmacoldgicos para virgens
de tratamento com as DAAs estudadas que apresentavam fibrose hepética avancada ou
condices clinicas especificas (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Apenas no ano de 2018,
com a publicacdo de um novo PCDT, o tratamento para HCC passou a ser recomendado para
todos os pacientes com esta condi¢do, sem qualquer critério adicional quanto ao estadiamento
da doenca ou & condicéo clinica (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Estas novas diretrizes
representaram um avango importante do cuidado aos pacientes com HCC no Brasil, uma vez
gue o tratamento precoce tem o potencial de prevenir a progressdo da fibrose e da doenca
hepatica, reduzir transmissdo e diminuir custos ao sistema de salde relacionados ao manejo
de complicacdes da HCC.

A prevaléncia de DM2 na populacdo de estudo (28,9%) foi cerca de trés vezes maior
do que as prevaléncias de DM na populacdo geral adulta no Brasil e no mundo (IDF, 2021).
Duas metanalises, publicadas em 2016 e 2019, analisaram a relacdo entre HCC por diferentes
genotipos virais e DM2 e encontraram, respectivamente, prevaléncias de DM2 de 15% e 19%
nos grupos com HCC (YOUNOSSI et al., 2016, 2019). Evidenciou-se, em ambas, diferenca
estatisticamente relevante em relacdo aos dados referentes aos grupos controle sem infecgéo.
As prevaléncias inferiores de DM2 entre os individuos com HCC nesses estudos em relagdo
ao resultado do nosso trabalho pode ter relagdo com o perfil de pacientes que se refere ao
gendtipo viral. HA maior risco de DM2 em pessoas acometidas pelo gendétipo 3 quando
comparadas aos pacientes infectados por outros gendtipos (AMPUERO; ROMERO-GOMEZ;

REDDY, 2014). A alta frequéncia de cirréticos pode também estar relacionada com a maior
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prevalénca de DM2. Ha evidéncias de que CH seria um fator de risco adicional para DM2
entre aqueles individuos que ttm HCC (HAMMERSTAD et al., 2015). Conforme
mencionado anteriormente, Rl é um conhecido fator de risco para progressao da fibrose
hepéatica e 0 DM2 se caracteriza por ser uma MEH da HCC. O HCV se replica nas células
do péncreas, o que causa reducdo da reserva destas células. Em adi¢do, por meio de suas
proteinas estruturais e ndo estruturais, afeta vias de sinalizacdo da insulina e inibe a expresséo
de receptores desse hormonio (MAZZARO et al., 2021; SALAMA et al., 2022).

Dados sobre obesidade na populacdo geral do estudo evidenciaram prevaléncia de
29,8%, maior do que aquelas observadas no Brasil e globalmente. Estima-se que cerca de
22% e que aproximadamente 15% dos adultos tenham IMC > 30 Kg/m? no Brasil e no
mundo, respectivamente (WHO, 2017b; WOF, 2022). Sabe-se que a obesidade é um fator de
risco para a progressdo da doenca hepatica (CHAUDHARI et al., 2021; LESLIE et al., 2022).
Dessa forma, € plausivel que a maior prevaléncia de pessoas obesas tenha alguma relagdo com
a alta frequéncia de CH na populacdo estudada. Em suma, os resultados encontrados de
prevaléncia de DM2 e obesidade sugerem que estas condi¢des, que fazem parte da sindrome
metabolica, tém relagdo com a progressédo da fibrose para CH.

Sobre o estudo das SARs, ha dois métodos de analise genotipica que podem ser
usados para a deteccdo de substituicdes nas proteinas NS5A e NS5B: o sequenciamento
populacional (Sequenciamento Sanger) e o deep sequencing (Sequenciamento de nova
geracdo). Ambos, a partir da sequéncia de nucleotideos do RNA do HCV, identificam a
sequéncia de aminoacidos e inferem a presenca de SARs. O deep sequencing € um método
que detecta SARs em cepas mutantes pouco frequentes que representam cerca de 1% da
populacédo viral. Portanto, € um método de maior sensibilidade e seu uso esta relacionado a
um custo maior (AASLD; IDSA, 2022). Por sua vez, 0 método Sanger tem uma sensibilidade
de deteccdo a partir de 10% (PAWLOTSKY, 2016). Para decis@es clinicas, as SARs presentes
em, ao menos, 15% da populagéo viral sdo aquelas com potencial para reduzirem a chance
dos individuos com HCC tratados com DAAs alcangarem a RVS (AASLD; IDSA, 2022).
Portanto, o uso do método Sanger para a analise genotipica foi adequado, considerando o
objetivo do estudo de analisar substituicdes de aminoécidos clinicamente relevantes. A
respeito da amplificacdo dos genes, a eficiéncia acima de 90% para a NS5A foi similar aquela
encontrada por Walker et al. (2017). Por outro lado, a eficiéncia de amplificagdo do gene
NS5B foi inferior a encontrada pelos mesmos autores. O gene NS5B, que codifica a proteina

NS5B, é maior que a regido gendémica NS5A (LI; LO, 2015). Em adicdo, pela necessidade de
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andlise de todo o gene, a amplica¢do da NS5B foi um processo mais complexo que envolveu a
fragmentacéo da regido. Isso justifica a menor eficiéncia encontrada.

A andlise das SARs no baseline mostrou elevada frequéncia de substituicbes na
posicdo 62 da NS5A (63,3% dos pacientes tratados com DCV apresentaram a SAR A62S e
24,1% apresentaram a A62T). O sitio 30 da mesma proteina apresentou uma frequéncia de
10,1% para a A30T/K e n&o foi detectada SAR na posi¢do 93. Estes resultados de frequéncia
de SARs no baseline estdo de acordo a literatura. Dois estudos que analisaram as prevaléncias
de mutacdes de resisténcia na NS5A no periodo pré-tratamento mostraram que substituicdes
na posicdo 62 foram as mais frequentes. Em ambos, cerca de um tergo dos individuos com
HCC pelo gendtipo 3 apresentavam SAR no sitio 62 (MCPHEE; HERNANDEZ; ZHOU,
2017; KYUREGYAN et al., 2020). Em relacdo as SARs na posicdo 30, Rahimi et al. (2021),
por meio de um estudo que envolveu a andlise de prevaléncia de SARs de ocorréncia natural
na NS5A, encontraram uma frequéncia de 9,5% das substituices A30T/K no gendtipo 3.
Trabalho conduzido no Brasil por Santos et al. (2021) e o estudo realizado por McPhee,
Hernandez e Zhou (2017), que incluiram apenas amostras de pacientes com doenca cronica
pelo gendtipo 3, indicaram prevaléncias de 11,2% para a SAR A30K e de 10,3% para A30,
respectivamente. Sobre a Y93H, a literatura estd em consonancia com os achados descritos ao
mostrar que essa SAR ndo €, em geral, encontrada com alta frequéncia em pacientes com
HCC pelo genétipo 3 virgens de tratamento com as DAAs (MCPHEE; HERNANDEZ;
ZHOU, 2017; WELZEL et al., 2017; BERTOLI et al., 2018; KYUREGYAN et al., 2020;
RAHIMI et al. 2021). No estudo brasileiro supracitado, a Y93H foi identificada em apenas
dois pacientes (1,2% do total de amostras amplificadas para a NS5A). Nos dois casos,
identificou-se outras SARs concomitantemente (SANTOS et al., 2021).

Considerando a NS5B, ha evidéncias robustas sobre a menor frequéncia de SARs em
relacdo a proteina NS5A (WELZEL et al., 2017; MALANDRIS et al., 2021). A S282T ¢ a
principal mutagdo potencialmente causadora de resisténcia ao SOF in vitro para todos 0s
gendtipos virais (SARRAZIN, 2016; SORBO et al., 2018; YOUNAS et al., 2022). Né&o foi
encontrada nenhuma SAR na posicdo 282 a partir das analises pré-tratamento, 0 que
corrobora os achados de outros trabalhos (BERTOLI et al.,, 2018; RAHIMI et al. 2021,
SANTOS et al., 2021). Ao mesmo tempo em que a S282T causa resisténcia in vitro, o fitness
viral das cepas virais que desenvolvem essa SAR é substancialmente reduzido em relagéo ao
virus selvagem (CENTO; CHEVALIEZ; PERNO, 2015; AASLD; IDSA, 2022).
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Com relagdo ao total de pacientes em cada braco do estudo, houve uma diferenca
consideravel entre 0 nimero de individuos que utilizaram o regime DCV + SOF + RBV (n =
105) e aqueles que foram tratados com SOF + PEG + RBV (n = 15). O planejamento e o
inicio do estudo ocorreram em um periodo de transicéo entre a exclusdo da orientacdo de uso
de esquemas que envolvem o PEG dos principais guidelines e o comeco da era interferon free.
Nesse periodo, recomendava-se 0 uso de SOF + PEG + RBV com base em ensaios clinicos
gue mostraram taxas de RVS proximas a 90% (FOSTER et al., 2015; LAWITZ et al., 2015).
Conforme discutido previamente, a populacdo do estudo tem uma alta frequéncia de pessoas
com CH. Sabe-se que 0 uso de PEG esta associado a elevada incidéncia de eventos adversos
graves que, em muitos casos, causa descontinuidade e falha da terapia, especialmente em
pacientes cirroticos (EASL, 2015). Em adicdo, 43,8% dos individuos incluidos no estudo
apresentavam historia de uso prévio de INF ou PEG. Nesse sentido, o maior nimero de
individuos que utilizaram DCV + SOF + RBV tem provavel relacdo com um critério médico
que considerou o melhor perfil de seguranca.

A comparacdo das efetividades dos regimes terapéuticos entre os dois bracos do
estudo ndo evidenciou diferenca estatisticamente significativa. Este resultado esta de acordo
com outros estudos que encontraram taxas de RVS similares para os dois regimes de
tratamento estudados, incluindo trabalhos conduzidos em um contexto de vida real (NELSON
et al., 2015; FOSTER et al., 2015; DALGARD et al., 2017; WEHMEYER et al., 2018;
ZAREBSKA-MICHALUK et al., 2018). Sobre o esquema SOF + PEG + RBV, a taxa de
RVS de 100%, quando analisados apenas 0s pacientes que completaram a terapia
medicamentosa, evidenciou que trata-se de um regime terapéutico efetivo para a HCC pelo
genotipo 3, particularmente para pessoas cronicamente infectadas sem CH ou que apresentam
CH compensada. Tal esquema tem o seu uso limitado pela seguranca desfavoravel. Todos os
pacientes desse grupo que ndo alcancaram a RVS tiveram suas terapias descontinuadas por
RAM:s.

A andlise da associacdo das variaveis clinicas e demograficas categorizadas com a
RVS mostrou que individuos com CH tém um risco significativamente maior de nao
alcancarem a RVS, se considerados a populacdo geral e o brago DCV + SOF = RBV. A
regressdo logistica binaria corroborou os resultados e confirmou a forca dessa associa¢do. No
grupo SOF + PEG + RBV, mostrou-se um risco 50% maior de ndo RVS entre os cirroticos
(RR = 1,500). A ndo associacdo estatistica tem provavel relacdo com o n reduzido do grupo.

Todos os pacientes incluidos no estudo, que ndo responderam ao tratamento, apresentavam
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CH. Intmeros trabalhos que incluiram pacientes com HCC pelo genétipo 3 também
encontraram associacdo entre CH e ndo resposta a terapia antiviral com DAAs. O ALLY-3,
um ensaio clinico de fase Ill, avaliou efetividade e seguranca de DCV + SOF por 12 semanas
em pessoas cronicamente infectadas pelo genoétipo 3 e encontrou uma taxa de RVS de 96%
entre aqueles sem CH e de 63% entre os cirrdticos (NELSON et al., 2015). Hézode et al.
(2017) realizaram um estudo de vida real que analisou a efetividade do regime DCV + SOF £
RBYV, indicado para uso por 24 semanas, em 333 pacientes com HCC pelo genotipo 3. Foi
evidenciado que CH é um fator de risco para ndo RVS. Dois estudos multicéntricos europeus
ja citados, que estudaram a infeccdo pelo genédtipo 3 e o impacto de diferentes esquemas
farmacoldgicos, entre os quais DCV + SOF + RBV por 12 ou 24 semanas e SOF + PEG +
RBV por 12 semanas, mostraram taxas de RVS menores entre os cirroticos em relacdao
aqueles sem CH (DALGARD et al., 2017; ZAREBSKA-MICHALUK et al., 2018). Outros
trabalhos sugerem que o manejo de pacientes com CH cronicamente infectados pelo gen6tipo
3 sdo o maior desafio da era interferon free também quando séo analisados outros DAAS cujo
uso é atualmente recomendado pelos principais guidelines publicados (LLANERAS et al.,
2019; MARGUSINO-FRAMINAN et al., 2020).

Historia de uso prévio de INF/PEG + RBV foi outra variavel que associou-se de forma
significativa a ndo RVS pela anéalise da populacgdo geral, o que foi demonstrado pelo RR e IC
95%, além da regressao logistica binaria que mostrou associacdo independente. As analises de
cada braco do estudo, especialmente do grupo DCV + SOF = RBV, sugere essa relagdo,
embora ndo tenha sido observada associacao estatistica. Por meio de um estudo de vida real,
que incluiu cerca de 3000 pacientes com HCC pelo genétipo 3, Belperio et al. (2019)
avaliaram a efetividade de DCV + SOF = RBV e de VEL + SOF £+ RBV e evidenciaram a
associacdo entre historia de terapia prévia com INF/PEG + RBV e ndo resposta ao tratamento
com os esquemas envolvendo DAAs, em todos os subgrupos analisados. Resultados
semelhantes foram encontrados por dois outros trabalhos de vida real. O primeiro incluiu
apenas individuos com infec¢do crénica pelo gendtipo 3 e encontrou relacdo entre a variavel
terapia prévia com INF/PEG e ndo RVS, especialmente entre os cirréticos (taxa de RVS de
90,9% entre os cirrdticos ndo experimentados e de 81,8% entre aqueles com CH tratados
previamente com INF/PEG) (SARWAR et al., 2019). O segundo estudo analisou
aproximadamente 16000 pacientes com HCC por diferentes tipos virais, incluindo o gendtipo

3, tratados com diferentes regimes de tratamento, entre os quais SOF + PEG + RBV e SOF +
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LDV + RBV. Uma das varidveis que impactou negativamente na taxa global de RVS foi a
historia de tratamento prévio com INF/PEG (DANIEL; SAEIAN; RIZV1, 2020).

Além da inclusdo de pacientes ter sido iniciada com a publicacdo do primeiro
protocolo brasileiro que recomendou o uso de DAAs a pessoas com HCC pelo gendtipo 3
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015), observou-se poucos pacientes com falha aos DAAs para
retratamento durante a conducdo do projeto, como consequéncia das altas taxas de RVS. Por
ultimo, as possibilidades de retratamento recomendadas nos PCDTSs, publicados no periodo de
estudo (MINISTERIO DA SAUDE, 2015, 2017, 2018), eram escassas. Portanto, o pequeno
ndmero de pacientes experimentados com DAA na amostra impossibilitou a analise de
associacao entre a variavel histéria de uso de DAA e RVS. Estudo multicéntrico de vida real
realizado por Xie et al. (2022), que analisou fatores associados a ndo resposta a diferentes
regimes de tratamento com DAAs, incluindo DCV, SOF e outros cujo uso é atualmente
recomendado, encontraram que valores maiores de transaminases aumentaram o risco de nao
RVS em pacientes com HCC pelo gendtipo 3. Embora ndo tenha sido constatada associacéo
estatistica, nossos resultados mostraram taxas de RVS cerca de 10% superiores entre 0s
pacientes com valores menores de transaminases no baseline (inferiores a um valor que
supera em trés vezes o limite superior da normalidade), particularmente na populagéo geral e
no grupo DCV + SOF + RBV.

Sobre a possivel associacdo entre presenca de mutacdo no baseline e resposta
terapéutica, a andlise do grupo DCV + SOF + RBV evidenciou que SAR na NS5A
previamente ao tratamento reduz significativamente a chance de cura viroldgica. Todos 0s
individuos nao respondedores tratados com DCV, que tiveram amostras de sangue coletadas e
amplificadas, apresentaram, pelo menos, uma SAR na NS5A em cada uma das amostras
analisadas (pré e pds-tratamento). Este achado esta de acordo com a literatura que indica alta
prevaléncia de SARs na NS5A em pacientes ndo respondedores a esquemas com inibidores
dessa proteina (PETRUZZIELLO et al., 2016; CECCHERINI-SILBERSTEIN et al., 2018;
SHARAFI; ALAVIAN, 2018). Este impacto seria maior em pacientes cirrdticos com HCC
pelo genotipo 3 (NELSON et al., 2015; SHARAFI; ALAVIAN, 2018; BAGAGLIO et al.,
2019).

As SARs na NS5A sdo mais estaveis, ou seja, causam menor efeito sobre a capacidade
replicativa do HCV. Por isso, em geral, variantes virais com SAR apenas nessa regido tém um
fitness viral mais proximo das cepas selvagens. MutacGes na NS5A desenvolvidas pela

pressdo do tratamento podem persistir por anos e impactar na resposta ao retratamento de
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pacientes com falha aos DAAs. Por outro lado, SARs na NS5B e na NS3, desenvolvidas sob
tratamento, sdo menos persistentes e tendem a desaparecer em poucos meses (CENTO;
CHEVALIEZ; PERNO, 2015; SORBO et al., 2018; AASLD; IDSA, 2022). Ademais,
inibidores da NS5A sdo parte de todos os regimes de tratamento recomendados nos principais
guidelines (EASL, 2020; AASLD; IDSA, 2022; MINISTERIO DA SAUDE, 2023). Como
consequéncia, as SARs na NS5A e as variantes virais que as possuem tém uma destacada
relevancia clinica. Segundo a European Association fot the Study of the Liver, médicos que
tém acesso a testes de resisténcia confiaveis no baseline devem leva-los em consideracdo no
momento da decisdo sobre a indicacdo da farmacoterapia, especialmente em regides do
mundo onde 0s esquemas que sdo menos impactados pelas SARs ainda ndo estdo disponiveis
(EASL, 2020).

SubstuicBes no sitio 62 e a A30K, que foram as SARs mais comumente detectadas nas
amostras coletadas no periodo pré-tratamento em pacientes tratados com DCV + SOF + RBV,
sdo citadas na literatura pelo seu potencial de reduzir o efeito farmacoldgico de diferentes
inibidores da NS5A quando esses sdo indicados ao tratamento da doenca cronica pelo tipo 3
do HCV (CECCHERINI-SILBERSTEIN et al., 2018; EASL, 2020). Os resultados ndo
mostraram associacao entre a presenca isolada da A62S no baseline e a ndo RVS. Entretanto,
essa mutacdo foi observada no pds-tratamento em todos os individuos que ndo alcangaram
RVS, apresentavam a A62S no pré-tratamento e cujas amostras foram amplificadas ap6s a
falha a terapia. Nesses pacientes, a SAR A62S foi detectada, sempre concomitantemente a
SAR Y93H, apos a pressao exercida pelo tratamento. Ha evidéncias robustas de que a Y93H é
a SAR mais relevante e que mais impacta negativamente nas taxas de RVS de pacientes com
HCC acometidos por diferentes genotipos tratados com inibidores da NS5A. A SAR Y93H
confere, considerando o genoétipo 3, um Fold-Change (FC) in vitro de 2154 a 3733 para o
DCV e de 724 para o VEL. Ressalta-se que as SARs que promovem um FC superior a 100
sdo aquelas relacionadas a um alto nivel de resisténcia in vivo (HARRINGTON et al., 2018;
SORBO et al., 2018). A ocorréncia concomitante da A62S com a Y93H pode ser explicada
por um possivel efeito compensatorio da primeira em relacdo a segunda no sentido de
aumentar a capacidade replicativa e o FC. Estudos indicam que variantes que carregam a
Y93H, sem efeito compensatdrio, apresentam fitness viral reduzido (KELLY et al., 2017;
JEONG et al., 2018; ZHOU et al., 2018).

Ainda sobre as substituicfes na posicdo 62 da NS5A, a SAR AG62T, assim como a

A62S, mostrou uma alta frequéncia entre os ndo respondedores, quando analisadas as
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amostras do ponto pré-tratamento. A despeito da ndo associacdo estatistica, os resultados
indicaram um risco 20% maior de ndo resposta para os individuos que apresentavam a A62T
no baseline (RR = 1,200). Também de forma similar a A62S, a A62T se manteve apos a
pressdo do tratamento. Embora as SARs no sitio 62 ndo sejam citadas na literatura como
mutacgdes cuja presenca afete de forma importante o FC, nossos achados sugerem que essas
podem ter impacto nas taxas de RVS de terapias farmacoldgicas envolvendo o DCV e na
dindmica de selecdo viral. Um paciente (caso 8, tabela 6) foi tratado com DCV + SOF + PEG
+ RBV, por 24 semanas, e ndo alcancou RVS. Este paciente apresentou apenas a A62T no
pos-tratamento. Outro individuo ndo respondedor apresentou a A62T concomitantemente a
Y93H. Estudo publicado por Campos et al. (2021) evidenciou que a SAR Y93H pode
produzir um efeito de aumento da resisténcia quando associada a outras mutacdes na NS5A.
McPhee, Hernandez e Zhou (2017) analisaram amostras de pacientes infectados pelo genotipo
3 tratados com DCV e encontraram que a presen¢a da A62L com a Y93H aumentou em trés
vezes 0 FC em relacdo a presenca da Y93H isolada. SARs associadas a falha da terapia viral
com inibidores da NS5A sdo desenvolvidas durante a terapia, entretanto, a pressao seletiva
imposta pelos DAASs pode alterar a populacdo de quasispecies ao selecionar substitui¢cbes que
circulavam em menor frequéncia previamente ao tratamento ou no baseline. A pressdo
exercida pelo DCV, associada ao efeito compensatorio das SARs no sitio 62, explicaria a
emergéncia e deteccdo da Y93H no pos-tratamento.

O impacto negativo das SARs no sitio 30 da NS5A sobre a resposta a terapia
farmacoldgica com DAAs em diferentes gendtipos é conhecido e bem descrito (CENTO;
CHEVALIEZ; PERNO, 2015; HARRINGTON et al., 2018; SORBO et al., 2018; EASL,
2020). A SAR A30K, presente em seis pacientes no baseline, confere um FC de 117 para o
DCV e de 50 para VEL em relacdo ao genétipo 3 (CECCHERINI-SILBERSTEIN et al.,
2018; HARRINGTON et al., 2018; AASLD; IDSA, 2022). FC entre 20 e 100 resulta em risco
intermediario para resisténcia, indicando resisténcia possivel (SORBO et al., 2018). Em todos
0s pacientes que apresentaram a SAR A30K no baseline, houve detec¢do concomitante de
uma mutacdo na posicao 62 (trés pacientes apresentaram a A30K e a A62S e em outros trés
identificou-se a A30K e a A62T). Destaca-se que, entre esses, apenas 0S pacientes que
apresentaram A30K + A62T ndo responderam a terapia e que as duas SARs foram mantidas
apos a pressdo do tratamento. Estes resultados sugerem um efeito compensatorio entre a
AB2T e a A30K, o que ndo foi observado entre a A62S e a A30K, e reforga a possivel relagdo

da A62T com a falha ao tratamento. Presenca concomitante de SARs no sitios 30 e 62 causam
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um aumento da FC ao DCV para valores acima de 10000 para o genétipo 1a (SORBO et al.,
2018).

Outra SAR observada entre os ndo respondedores ao esquema de tratamento com
DCV + SOF £ RBV foi a E92D. Essa substituicdo foi identificada com a A30K e a A62T que,
conforme ja discutido, foram detectadas em outros ndo respondedores que ndo apresentaram a
mutacdo no sitio 92. A despeito de ser possivel que a SAR E92D tenha sido um fator que
contribuiu para a ndo resposta, a frequéncia reduzida desta mutacdo na amostra limita a
analise sobre o seu impacto na resposta ao tratamento. A literatura sugere que SARS na
posicdo 92 da NS5A teriam uma maior relevancia quando presentes ao mesmo tempo que
outras SARs em individuos com HCC por outros tipos virais (CECCHERINI-SILBERSTEIN
et al., 2018; SORBO et al., 2018). Dados sobre a relacdo destas SARs com o0 genotipo 3 sdo
€sCassos.

Embora o DCV tenha sido excluido dos guidelines que tratam do manejo da HCC em
regibes mais desenvolvidas, esse medicamento permanece como opgdo ao tratamento da
doenca cronica pelo HCV, especialmente em paises de renda média ou baixa a partir de
apresentacdes genéricas de custo mais acessivel (EASL, 2020; WHO, 2021a). Em adicdo, a
resisténcia cruzada entre os inibidores da NS5A é uma caracteristica da classe, portanto, o
estudo de SARs na NS5A € relevante pelo possivel impacto das mutacGes sobre a efetividade
de outros farmacos de mecanismo de acdo similar. Além do impacto das SARs, como, a
Y93H e a A30K, sobre a resposta ao tratamento com o VEL, a identificacdo dessas SARS ao
mesmo tempo em individuos com HCC pelo gendétipo 1 ou gendétipo 3 pode reduzir as taxas
de RVS de regimes de tratamento envolvendo o PIB (KRISHNAN et al., 2018; SORBO et
al., 2018).

Considerando a analise das SARs da NS5B, a L159F foi encontrada em um individuo
ndo respondedor (paciente 2, tabela 4). Esta SAR pode conferir resisténcia contra o0 SOF por
meio de sua relacdo estrutural com o residuo S282, situado no sitio catalitico da RNA
polimerase. E possivel, por meio da visualizagio da estrutura terciaria da NS5B, observar que
as regides L159 e S282 estdo separadas por apenas quatro angstrons de distancia. Supde-se
que ha uma interacdo que levaria a alteracdo do sitio catalitico e a uma possivel influéncia na
atividade do SOF (TONG et al., 2014; DONALDSON et al., 2015).

Trabalhos de vida real indicaram que terapias mais longas (24 semanas) e prescricdo
de RBV poderiam amenizar o impacto das SARs em cirroticos (BELPERIO et al., 2019;
CHARATCHAROENWITTHAYA et al., 2020). O guideline americano reconhece que a
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RBV aumenta as chances de RVS em determinadas situa¢fes e recomenda o acréscimo de
RBV ao esquema com VEL + SOF para individuos com HCC pelo gendtipo 3, cujo teste
prévio ao tratamento identifique a Y93H (AASLD; IDSA, 2022). Entretanto, ndo houve
associacdo entre tempo de tratamento ou uso de RBV com a RVS no grupo DCV + SOF +
RBV, resultados que corroboram o0s achados de um estudo de vida real conduzido na
Alemanha que encontrou uma taxa de RVS maior entre os individuos tratados com DCV +
SOF em relacdo aqueles que utilizaram a terapia tripla (WEHMEYER et al., 2018). Nesse
mesmo estudo, ndo foi encontrada associacéo entre o tempo de tratamento (12 semanas x 24
semanas) e RVS entre os pacientes cirréticos tratados com DCV + SOF + RBV ou LDV +
SOF + RBV. Resultados similares foram observados por Alonso et al. (2017) que, por meio
de um estudo multicéntrico, também ndo encontraram associacao entre o acréscimo de RBV a
esquemas com DCV + SOF ou LDV + SOF e a RVS, tampouco entre tempo de tratamento
(12 semanas x 24 semanas) e RVS. No brago DCV + SOF + RBV da presente coorte, um
Unico paciente ndo usou RBV e nédo alcangou RVS.

Conforme mencionado previamente, um paciente ndo respondedor (identificado como
paciente 13 na tabela 6) apresentou as SARs A62T e Y93H na NS5A apds o tratamento. Trés
anos apos o fim da primeira terapia com DAAS, esse individuo foi submetido ao retratamento
(paciente 14, tabela 6). O teste genético prévio ao segundo tratamento identificou apenas a
mutacdo A62T. Este resultado evidencia que as variantes virais que carregavam a Y93H nao
se mantiveram entre as mais prevalentes trés anos apds o uso do primeiro regime terapéutico e
sugere que a A62T € uma SAR com um fitness viral mais pronunciado em relacdo a Y93H.

Sobre a seguranca dos esquemas de tratamento estudados, foi evidenciado que o0s
individuos do braco SOF + PEG + RBV apresentaram maior risco de descontinuidade da
terapia por evento adverso (83,3% dos pacientes cuja terapia farmacologica foi descontinuada
estavam em uso de PEG) e incidéncia significativamente maior de RAMs hematoldgicas, de
descompensacao hepética, de eventos neuropsiquiatricos, de reacdes dermatoldgicas, perda de
apetite, tosse seca e reagoes flu-like. Estudo de vida real que comparou efetividade e
seguranca dos esquemas DCV + SOF = RBV e SOF + PEG + RBV encontrou maior
incidéncia de descontuidade de tratamento por evento adverso entre aqueles pacientes tratados
com PEG (ZAREBSKA-MICHALUK et al., 2018). Ensaios clinicos pré-comercializagéo,
que foram importantes para a aprovacédo de uso de SOF + PEG + RBV, também encontraram
elevadas incidéncias de eventos, como, anemia, neutropenia, trombocitopenia, reacoes flu-

like, irritabilidade, tosse e perda de apetite (incidéncias superiores a 10%) (FOSTER et al.,
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2015; LAWITZ et al., 2015). A respeito dos eventos neuropsiquiatricos e da descompensacao
da doenca hepética, o uso de PEG + RBV &, inclusive, contraindicado se ha diagnostico
prévio de quadros graves de depressdo ou psicose, ou de doenca hepética avancada (Child-
Pugh C) (EASL, 2015). A conhecida relacdo entre a ocorréncia de eventos adversos graves e
0 uso de INF/PEG era um dos maiores desafios das terapias baseadas nesses medicamentos e
contribuiu decisivamente para os esforgos que objetivaram a aprovacao de novos farmacos.

Quando analisada a associacdo entre a indicacdo da RBV e a ocorréncia de eventos
adversos mais comuns no grupo DCV + SOF + RBV, evidenciou-se uma incidéncia
significativamente maior de anemia no subgrupo que utilizou RBV. Um estudo multicéntrico
relizado na Italia, com pacientes cirréticos cronicamente infectados pelo genétipo 3, analisou
os efeitos terapéuticos e a seguranca de DCV + SOF £ RBV por 24 semanas. Foi mostrada
maior incidéncia de eventos adversos no grupo que utilizou RBV, sendo anemia a RAM mais
comum. Em um terco dos pacientes com anemia, foi necessaria a reducdo da dose da RBV
(LIONETTI et al., 2019). O ajuste de dose da RBV é recomendado pelo PCDT de 2019. A
reducdo deve ser considerada nos casos que evoluem com hemoglobina entre 8,5 e 10 g/dL e
0 medicamento deve ser descontinuado se observada queda da hemoglobina para valores
inferiores a 8,5 g/dL (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Os resultados do nosso estudo
evidenciaram que esquemas livres de PEG sdo mais seguros e que a presenca de RBV
aumenta as incidéncias de eventos adversos.

A analise dos desfechos em longo prazo, especialmente em populacbes que
apresentam alta prevaléncia de individuos com fibrose hepética avancada é relevante, uma vez
que o impacto da RVS na reducéo do risco para complicages, como, o desenvolvimento de
CHC seria menor nesses individuos (OKANOUE et al., 1999; SALAMA et al., 2022). A
manutencdo do acompanhamento dos pacientes com fibrose hepéatica F3 ou com CH é
recomendada por diferentes guidelines (MINISTERIO DA SAUDE, 2019; EASL, 2020). Para
pacientes com doenca avancada, sem CHC diagnosticado, deve ser mantido o rastreio para
CHC por meio de exames, como, 0 ultrassom de abdome, a cada seis meses. Além disso, para
aqueles com CH, sugere-se rastreamento de hipertensdo portal por meio de endoscopia
digestiva alta para investigacdo da presenca de varizes gastroesofagicas. O acompanhamento
deve envolver ainda orientacdes sobre possivel reinfeccdo e cuidados com o controle de
outros fatores de risco para progressdo da fibrose no figado, tais como, sobrepeso, etilismo e
RI (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
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O impacto da RVS no acompanhamento em longo prazo foi analisado por meio da
evolucdo das médias dos valores de FIB-4. Mostrou-se uma queda significativa dos valores
entre 0 baseline e o ponto um ano pds-terapia, com posterior estabilizacdo entre 0s momentos
um ano pos e trés anos pos-tratamento. A reducgéo evidenciada tem relacdo com a eliminacao
do HCV como um fator de agressao ao figado proporcionada pela RVS. A estabilizacdo entre
0s pontos um ano e trés anos pos-tratamento pode ser justicada pelo fato de ndo haver HCV-
RNA presente nos dois momentos. Este resultado corrobora achados de estudos que
analisaram o impacto da RVS pela evolucdo do escore FIB-4. Nakajima et al. (2022) também
analisaram o FIB-4 p6s-RVS em pacientes com HCC e mostraram resultados similares no que
se refere & queda importante entre o pré-tratamento e o ponto um ano pds-terapia, com
posterior estabilizacdo. Os mesmos autores evidenciaram que a queda do FIB-4 ocorreu as
custas das reducdes dos valores de AST e ALT dos pacientes com cura viroldgica, resultados
que também estdo de acordo com o0 nosso trabalho. Outro estudo, que comparou o FIB-4 antes
e 12 semanas apds o tratamento em individuos com HCC pelo genétipo 1 tratados com
DAAs, encontrou resultados similares, ou seja, reducdo de FIB-4 associada a importante
reducdo das transminases (MELENDEZ-MENA et al., 2021). Por sua vez, Kwan et al. (2023)
evidenciaram melhora relevante dos escores FIB-4 e APRI pela comparacdo dos valores do
ponto 12 semanas pos-tratamento com o baseline. Nesse estudo, foram incluidos pacientes
infectados por diferentes gendétipos tratados com PIB e GLE. A melhora das
aminotransferases reflete a melhora da inflamacdo no figado (VAN DER MEER,;
BERENGUER, 2016; NAKAGAWA et al., 2023). Por fim, evidenciou-se que pacientes com
CH apresentam uma melhora mais importante do FIB-4 em relacdo aos ndo cirréticos. Esse
resultado justifica-se pelo maior efeito da reducdo das aminotransferases sobre valores mais
elevados de FIB-4 que tém uma margem maior para queda. Valores mais altos do escore (>
3,25) caracterizam estagio de fibrose hepatica F3 ou F4.

Regressdo da fibrose e melhora da gravidade da doenca hepética podem ser
observadas, apés a RVS, a partir de qualquer estagio de fibrose hepética. Se analisados
individuos cirréticos, as evolucbes dos escores de Child-Turcotte-Pugh e MELD s&o
parametros que indicariam essa melhora (VAN DER MEER; BERENGUER; 2016). Nao
foram evidenciados impactos importantes sobre tais parametros, o que tem provavel relagédo
com o perfil da populacdo de estudo. Cerca de 82% dos pacientes com CH apresentavam
doenga compensada no baseline (Child-Pugh A, escore 5 ou 6). Em relagdo ao MELD, mais

de 90% dos cirréticos encontravam-se nos dois estagios de menor gravidade.
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Sobre a andlise dos desfechos trés anos apos o tratamento, aproximadamente 10% dos
pacientes com RVS foram diagnosticados com CHC ap0és a terapia medicamentosa. Entre o0s
individuos tratados que ndo alcancaram RVS, a incidéncia de diagnéstico de CHC pos-
tratamento foi trés vezes maior. Tais resultados sugerem que a RVS reduz o risco de CHC
entre os pacientes com HCC acometidos pelo gendtipo 3. A incidéncia de CHC de cerca de
10% em trés anos no grupo que alcangou cura viroldgica e os resultados que mostraram que
todos os pacientes do estudo que evoluiram para CHC, transplante hepético ou 6bito apos o
tratamento apresentavam CH no baseline corroboram dados de estudos que referem que ha
um risco importante de CHC em cirr6ticos, mesmo ap6és a RVS (OKANOUE et al., 1999;
SALAMA et al., 2022), e a recomendacdo de manutencdo de acompanhamento de pacientes
curados, que tém fibrose avancada, em centros especializados no manejo de doencas hepaticas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019; EASL, 2020). Ainda sobre os desfechos de longo prazo,
somente um paciente, do total de seis que falharam ao tratamento e que permaneceram em
acompanhamento no ambulatério de hepatites virais, foi retratado com sucesso, 0 que
evidencia a escassez de opcdes para retratamento de individuos com falha a terapias com
DAAs durante a conducdo do estudo. Conforme discussdo prévia, os PCDTs publicados a
partir de 2018 trouxeram importantes avangos ao permitirem tratamento mais precoce,
independente do estagio da fibrose hepética, e ao recomendarem esquemas farmacol6gicos
especificos para o retratamento de pacientes experimentados com DAAs (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018, 2019, 2023).

O estudo apresentou limitacbes. Uma dessas limitacdes se refere ao tamanho amostral
que inviabilizou ou limitou a robustez de algumas analises de associacdo, considerando a
populacdo geral e, especialmente, os subgrupos. Por se tratar de um estudo de vida real
conduzido no contexto do SUS, a selecdo de pacientes e a indicacdo dos regimes de
tratamento foram condicionadas pelos PCDTs publicados pelo Ministério da Sadde durante a
realizacdo do trabalho. N&o foram coletadas ou amplificadas amostras de sangue para a
analise da associacdo das SARs com a resposta ao tratamento de todos os pacientes em todos

0s momentos definidos na metodologia.
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6 CONCLUSAO

Considerando a populagdo incluida no estudo, os esquemas de tratamento com 0s
novos DAAs estudados foram mais efetivos em relacdo as terapias baseadas em INF/PEG
previamente disponibilizadas para o tratamento da HCC pelo gendtipo 3, sendo o esquema
DCV + SOF + RBV mais seguro quando comparado a SOF + PEG + RBV. As variaveis
clinicas CH e presenca de SARs na proteina viral NS5A foram fatores associados a menor
chance de RVS ao tratamento de individuos com HCC pelo gendtipo 3 tratados com DCV +
SOF + RBV. A anélise do comportamento do virus da hepatite C sob pressdo da terapia
farmacol6gica com DCV e SOF mostrou que as SARs, particularmente aquelas detectadas no
sitio 62 da NS5A, a A30K e a Y93H, podem impactar na resposta, especialmente quando
presentes de forma concomitante, por um provavel mecanismo compensatério. A
identificacdo do gendtipo viral e 0 estudo das mutacBes de resisténcia sdo estratégias que
devem ser consideradas em regides onde o tratamento envolve inibidores da NS5A de primeira
geracdo, como, o DCV ou quando pretende-se tratar pacientes com reconhecida menor chance
de RVS, como aqueles infectados pelo gendtipo 3 que apresentam CH. Por Gltimo, os dados
do presente estudo ratificam que, embora a RVS tenha um impacto importante para a reducéo
da inflamacdo do figado e da incidéncia de desfechos desfavoraveis, como, o CHC, a
manutencdo do acompanhamento de pacientes com fibrose hepatica avancada em centros
especializados, ap6s a cura viroldgica, é uma conduta fundamental no sentido de oferecer

diagnostico e manejo adequados de eventuais complicacdes da doenca hepatica.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da efetividade e da seguranga de esquemas de tratamento envolvendo
daclatasvir e/ou sofosbuvir indicados a pacientes com hepatite C cronica infectados
pelo gendtipo 3 do HCV.
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.317.982

Apresentacao do Projeto:

No estudo “Estudo da efetividade e da seguranga de esquemas de tratamento envolvendo daclatasvir e/ou
sofosbuvir indicados a pacientes com hepatite C cronica infectados pelo genétipo 3 do HCV”, os autores
estudardo o uso das drogas descritas acima no tratamento de portadores de hepatite C infectados com o
genotipo 3.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: “verificar a efetividade e a seguranga dos esquemas de tratamento do HCV envolvendo DCV e/ou
SOF e os fatores associados a efetividade em pacientes com hepatite C crénica infectados pelo genétipo
3”. Especificos: “Avaliar a associagdo de fatores sociodemograficos (sexo e idade) e de outras morbidades
com a RVS; Verificar a associagéo entre tipo de tratamento prévio, carga viral pré-tratamento e grau de
fibrose hepatica com a RVS; Analisar o papel das mutagdes de resisténcia ao DCV e ao SOF prévias ao
tratamento com a RVS; Avaliar a associagao entre a emergéncia de mutagdes de resisténcia ao DCV e ao
SOF durante o tratamento e a RVS; Verificar persisténcia de mutacdes de resisténcia até 24 semanas apos
o tratamento farmacoldgico; Mensurar a incidéncia de reagdes adversas aos novos FAA; Mensurar as taxas
de RVS de acordo com o esquema de tratamento farmacolégico prescrito”
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O melhor entendimento da efetividade e seguranga das drogas pode resultar em resultados relevantes do
ponto de vista de saude publica e para potenciais usuarios das drogas no futuro. Mas a simples inclusdo dos
participantes no estudo néo trara beneficio direto a eles, isto deve ficar claro no texto.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo prospectivo a ser realizado no ambulatério de hepatites do HCFMRP-USP, que
recrutara portadores de hepatite C infectados com o genétipo 3 do HCV, que iniciaréo uso das medicagoes
descritas acima. “serao coletadas informacdes sociodemograficas (idade, sexo) e valores basais de fungéo
renal (creatinina e ureia), valores basais de lesdo e fungédo hepaticas (ALT, AST, gama-GT, fosfatase
alcalina, bilirrubina direta, bilirrubina indireta, bilirrubina total, albumina e TP), além dos valores de
hemoglobina, leucdcitos, plaquetas e a carga viral basal do HCV. Também serdo levantadas informagdes
clinicas como presenca ou auséncia de morbidades associadas (hipertensao arterial, diabetes mellitus,
obesidade, sindrome metabdlica, esteatose hepatica, etilismo), tratamento prévio para HCV, tipo de
resposta ao tratamento prévio e grau de fibrose hepatica. Serdo coletados ainda resultados dos exames
citados realizados durante o tratamento com os novos FAA segundo protocolo adotado no hospital que
prevé a realizacdo mensal de exames de funcéo renal, lesdo e funcado hepaticas e de hemograma
(hemoglobina, leucdcitos e plaquetas). A quantificagdo do HCV-RNA (carga viral) é realizada na quarta
semana de terapia, ao final do tratamento e nas 12 e 24 semanas apods o tratamento”

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram apresentados TCLE, cronograma e orgamento, riscos e beneficios, porém solicita-se substituir a
palavra “paciente” por “participante” em todo o texto.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS 466/2012, o projeto de pesquisa e o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, assim como o Biorrepositério e o Termo de guarda de material biolégico, podem ser
enquadrados na categoria "APROVADQO".

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislagéo vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatérios parciais
anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatdrio final ao término do trabalho. Qualquer modificagao
do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova versao, de
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forma objetiva e com justificativas, para nova apreciagao.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacées Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 06/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 589403.pdf 15:14:14
Outros TCLE_Biorrepositorio.pdf 06/10/2015 |Joao Paulo Vilela Aceito
15:12:44 |Rodrigues

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 06/10/2015 |Joao Paulo Vilela Aceito

Assentimento / 15:11:33 |Rodrigues

Justificativa de

Auséncia

Outros Autorizacao_Biorrepositorio.pdf 06/10/2015 |Joao Paulo Vilela Aceito
15:10:37 _|Rodrigues

Projeto Detalhado / |PROJETO.pdf 06/10/2015 |Joao Paulo Vilela Aceito

Brochura 15:08:35 |Rodrigues

Investigador

Outros Autorizacao_Orcamento.pdf 06/10/2015 |Joao Paulo Vilela Aceito
15:07:35 | Rodrigues

Outros Carta_ao_CEP.pdf 06/10/2015 |Joao Paulo Vilela Aceito
15:02:30 Rodrigues

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 06/10/2015 |Joao Paulo Vilela Aceito
15:00:44 Rodrigues

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
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(Coordenador)
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Tabela Suplementar 1: Primers e temperaturas de anelamento usadas em cada reacdo de PCR

para NS5A e NS5B.
Region | Reaction Primer 5°-> 3’ Sequencing Annealing
temperature
H.NS5AP-F4 (Forward) TTGCCCGCCATACTATCT
PCR H.NS5A1.R2 (Reverse) TTCTTGAAACACTCTGCAGC 47° C
NS5A H.NS5AN-F4 (Forward) GTVCAGTGGATGAACAG
NESTED H.NS5AL.R1 (Reverse) CACGGACACTTGAGCTCATC 45° C
G3.NS5BP.F (Forward) | GATAACACCATGTAGTGCTGAGG
PCR G3.NS5BP.R (Reverse) AGAAAGATGCCTACCCCTAC 50°C
NS5B G3.NS5BN.F (Forward) | TATTCAACGTCGTCTAGAAGCGC
NESTED | G3.NS5BN.R (Reverse) AAAGCAGCAAATGGCGGGTT 53° C
Tabela suplementar 2: Primers usados nas reacGes de sequenciamento para a regido NS5B

amplificada a partir das amostras coletadas.

NS5B 5° = 3’ Primers NESTED

NS5B 5° 2 3’ Internal Primers

G3.NS5BN.F G3.NS5BI.F
TATTCAACGTCGTCTAGAAGCGC GGTATAGTGCGAAGGACGT

G3.NS5BN.R G3.NS5BI.R
AAAGCAGCAAATGGCGGGTT GAGAGTAACTGTGGAGCGT




APENDICES

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto

Programa de Pés-Graduacio em Clinica Médica
Av Bandeirantes, 3900 - Fone: (0xx16) 3602-2842/3602-3366
14.049-900 - Ribeirao Preto/SP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa “Estudo da
efetividade e da seguranca de esquemas de tratamento envolvendo os novos farmacos de a¢io direta
indicados a pacientes com hepatite C cronica” a ser realizada no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP/USP) com colaboragdo do
Laboratorio de Estudos Genomicos do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Departamento
de Biologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Sao José do Rio Preto. O objetivo da
pesquisa € avaliar a seguranga e os fatores relacionados a efetividade do tratamento da hepatite C cronica
que envolve os medicamentos daclatasvir, simeprevir e/ou sofosbuvir. Para a realizagao do trabalho, serao
coletadas informagoes pessoais, a respeito de sua condigao de satide e sobre os medicamentos utilizados.

Partipando desta pesquisa, o(a) Sr(a) contribuira para que o tratamento da hepatite C cronica com
os medicamentos citados seja avaliado e para que o atendimento aos pacientes seja qualificado por meio
do maior conhecimento a respeito dos novos medicamentos.

Informamos que sua participagdo € totalmente voluntaria e que o(a) senhor(a) nido pagara e
também nao sera remunerado(a) por sua participacao. Caso aceite participar, podera desistir a qualquer
momento da pesquisa. Em caso de aceite e posterior desisténcia, o(a) Sr(a) devera comunicar o
pesquisador por meio dos contatos presentes neste documento. E, caso nao aceite participar, ou desista,
isto ndo acarretara em qualquer prejuizo ao seu tratamento neste hospital. Dessa forma, garantimos que
todos os seus direitos serdo assegurados e que sua autorizagdo e participagao nio sio obrigatorias.

Neste tipo de estudo, os riscos a sua participagdo sao minimos. Ha o risco com relagao a exposi¢ao
de sua identidade ou das informagdes sobre sua satde. Garantimos que sua identidade ndo sera divulgada
e que as informagdes obtidas serdao resguardadas por um unico pesquisador e utilizadas apenas para
publicagdes cientificas ou apresentagcdes em congressos. Caso o(a) Sr(a) tenha qualquer desconforto
durante a realizagao do estudo, podera, conforme ja mencionado, retirar seu consentimento e interromper
sua participa¢ao na pesquisa

Além dos exames que fazem parte da rotina do tratamento e do hospital, serdo realizadas coletas de

sangue para a realizagao de testes que verificam caracteristicas genéticas do(a) Sr(a) e do virus da hepatite
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C que podem influenciar a resposta ao tratamento. Estas coletas podem, eventualmente, originar inchagos
ou hematomas. Para prevenir este risco, a coleta sera realizada por pessoal treinado, utilizando-se de
materiais com qualidade comprovada e descartaveis o que ameniza ainda riscos de contaminagao. A
identificagao do sangue coletado durante transporte e armazenamento sera relizado por codificacao.

O(a) Sr(a) recebera uma via deste documento para que fique ciente e respaldado(a) das condigdes
aqui descritas. As informagoes coletadas ficarao sob a guarda do pesquisador responsavel por um periodo
de cinco anos apos a conclusao do estudo e serao incinerados (queimados) apds este periodo.

Agradego sua colaboragao e coloco-me a disposi¢ao para esclerecimentos relacionados a pesquisa
e a seus resultados.

Ribeirdo Preto, de de 2019.

Pesquisador: Joao Paulo Vilela Rodrigues
Telefones: (16) 981162360 ou (16) 33150254; e-mail: jpvilela@fcfrp.usp.br
Comité de Etica HCFMRP/USP — Campus Universitario, telefone: (16) 36022228

O(a) Sr(a) declara,

apos ter recebido as devidas informacgoes e estar ciente dos seus direitos, que concorda em participar da
pesquisa “Estudo da efetividade e da seguranca de esquemas de tratamento envolvendo os novos farmacos

de acao direta indicados a pacientes com hepatite C cronica” como sujeito.

Assinatura do entrevistado: data  / /
Pesquisador responsavel: data  / /
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO
PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO- HCFMRPUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO

“Biorrepositorio de amostras de material biologico de pacientes infectados pelo HCV
que tenham indicac¢io de tratamento com daclastavir, simeprevir e/ou sofosbuvir”
Responsavel pelo Biorrepositorio: Prof. Dra. Ana de Lourdes Candolo Martinelli.

Departamento de Clinica Médica, Divisao de Gastroenterologia.

O Sr(a) esta sendo convidado(a) a autorizar a guarda de amostras de sangue para
fins de pesquisa e analise cientifica. Sua participagao é voluntaria, desse modo o Sr(a) tem
liberdade de aceitar ou ndo que sua amostra seja guardada, sem risco de qualquer
penalizagao ou prejuizo no atendimento que lhe vem sendo prestado nesta Institui¢ao. O(a)
Sr(a) também tem o direito de retirar seu consentimento a qualquer momento.

As coletas de sangue (aproximadamente 10 mL ou uma colher de sopa) serdo
realizadas por um profissional capacitado, sem necessidade de jejum, em uma veia do
brago, do mesmo modo que é realizada na rotina deste Hospital. As amostras serao
guardadas no laboratorio de Gastroenterologia do HCFMRP-USP. Os riscos da coleta de
sangue sao os mesmos de uma coleta de rotina, ou seja, hematoma (mancha roxa) e dor no
local da pungao.

O(a) Sr(a) nao tera nenhum beneficio imediato ou ganho financeiro ao concordar
com a guarda de sangue.

A equipe de pesquisa se compromete com a identificagao por numeros das amostras
e dos dados pessoais coletados, de modo que possam ser garantidos o sigilo e a
confidencialidade dos doadores. Os resultados serao utilizados apenas para fins de
pesquisa.

Solicitaremos seus dados de contato para que, caso necessario, possamos lhe
localizar para prestagao de informagoes relacionadas a pesquisa. O(a) St(a) tem o direito de
solicitar as informagdes de seu interesse relacionadas a pesquisa, a qualquer momento,
através do numero de telefone: (16) 3602-2454 (Profa Dra. Ana Martinelli, HCFMRP-
USP).
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Caso concorde em participar, apos esclarecimentos das duvidas, duas vias deste
termo de consentimento serao assinadas pelo St(a) e pelo responsavel pela obtencao do
mesmo, devendo todas as paginas serem rubricadas. O(a) Sr(a) ficara com uma via e a outra

sera arquivada nesse centro de pesquisa.

Local:
Nome do Paciente — letra de forma
/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano
Telefones para contato:
Paciente nao alfabetizado (impressao digital)
Local:
Nome da testemunha
/ /
(Assinatura da testemunha) dia més ano
Local:
Nome do responsavel pela obten¢ao do TCLE
/ /
(Assinatura do responsavel pela obtengao do TCLE) dia més ano
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