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DEVIDES, G. F.; JORGE, M. L. Aspectos Imunolégicos e Vacinais do Virus da
Hepatite C: uma revisao bibliogréfica. 2019. 66f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagéo em Biomedicina) — Centro Universitario S&o Camilo. Sao Paulo. 2019.

O virus da hepatite C (HCV) é um virus hepatotropico, significativo para a saude
pUblica mundial, pois detem alto indice de morbimortalidade em consequéncia de
cirrose e carcinoma hepatocelular. Anualmente, as hepatites virais provocam
aproximadamente 1,4 milh&o de obitos e o HCV é responsavel por grande parte
desta mortalidade. Este estudo visa abordar aspectos imunolégicos da infecgao pelo
HCV, enfatizando aspectos vacinais. Dos diferentes agentes causais de hepatites
mais frequentes no Brasil — A, B e C — o HCV ¢ o Unico para qual ainda néo existe
uma vacina profilatica. Pesquisas quanto ao desenvolvimento da mesma é o foco de
diversos pesquisadores ao redor do mundo, que medem esforgos para criar uma
vacina preventiva na tentativa de combater o virus e encontram desafios no
percurso, como sua hipervariabilidade genética. O HCV tem 7 gendtipos e diversos
subtipos, além de diferentes quasispecies circulantes em diferentes individuos.
Diversas linhas de pesquisas vacinais como, vacinas de DNA, proteinas
recombinantes, peptideos e vacinas baseadas em vetores virais chegaram a ensaios
clinicos de fase | e Il. Com o atual desenvolvimento dos novos antivirais de agao
direta (DAAs), o tratamento da doenga avangou surpreendentemente, com aumento
da resposta viroldgica sustentada (RVS) em mais de 90%, propiciando um
panorama otimista em relagéo a eliminagéo do virus mundialmente. Apesar disso, a
vacinacdo é uma intervengéo de salde pulblica bem-sucedida e uma das medidas
preventivas mais importantes dos tempos modernos, tratando-se de um fator crucial
no combate ao virus.

Palavras-chave: antivirais: Hepacivirus; Hepacivirus-imunologia; Hepacivirus-
terapia; hepatite; vacinas-prevengao e controle.




DEVIDES, G. F.; JORGE, M. L. Immunological and Vaccine Aspects of Hepatitis
C Virus: a literature review. 2019. 66f. (Bachelor in Biomedicine) - Centro
Universitario Sao Camilo. Sdo Paulo. 2019.

Hepatitis C virus (HCV) is a hepatotropic virus, which is significant for global public
health, since it has a high morbimortality index as a consequence of cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Viral hepatitis causes approximately 1.4 million deaths
annually and HCV accounts for a large part of this mortality. This study aims to
address immunological aspects of HCV infection, emphasizing vaccine aspects. Of
the different causative agents of hepatitis most frequent in Brazil - A, B and C - HCV
is the only one for which a prophylactic vaccine does not yet exist. Research on the
development of the virus is the focus of several researchers around the world, who
are trying to create a preventive vaccine in an attempt to fight the virus and find
challenges along the way, such as its genetic hypervariability. HCV has 7 genotypes
and several subtypes, besides different quasispecies circulating in different
individuals. Several lines of vaccine research, such as DNA vaccines, recombinant
proteins, peptides and vaccines based on viral vectors, have reached phase | and I
clinical trials. With the current development of the new direct action antivirals (DAAs),
the treatment of the disease progressed surprisingly, with an increase in sustained
virological response (SVR) over 90%, providing an optimistic scenario regarding the
elimination of the virus worldwide. Despite this, vaccination is a successful public
health intervention and one of the most important preventive measures of modern
times, being a crucial factor in combating the virus.

Keywords: antiviral drugs; Hepacivirus; Hepacivirus-immunology; Hepacivirus
therapy; hepatitis; vaccines-prevention and control.
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1 INTRODUGAO

Hepatites virais sdo doencas causadas por diferentes agentes causais,
distribuidos universalmente, tendo o hepatotropismo em comum. As hepatites virais
mais frequentes no Brasil, séo A, B e C; o virus da hepatite C (HCV) é o Unico para
qual nao ha uma vacina (FERREIRA; SILVEIRA, 2004).

O HCV & um virus de genoma RNA da familia Flaviviridae, que foi inicialmente
detectado no soro de um individuo com hepatite ndo-A/néo-B. O periodo médio de
incubacao do virus varia de 6 a 8 semanas. Cerca de 95% dos portadores do virus
nao apresentam manifestagdes clinicas na fase aguda da infecgdo. A cronicidade
juntamente com o carater silencioso da infecgéo leva ao desenvolvimento de cirrose
e hepatocarcinoma, tratando-se de um dos principais responsaveis por doencas
hepaticas em estagio terminal em todo o mundo (MARTINS, 2010;: CHOO et al.,
1989; NGUYEN, L.H; NGUYEN, M. H, 2013 apud ANDRADE, 2013).

A transmiss&o pode ocorrer por via parenteral, apos exposigdes percutaneas
diretas ao sangue, como por transfusao ou transplante de doadores infectados e uso
de drogas injetaveis (MARTINS, 2010). Além disso, pode ser transmitida pelo
contato com materiais perfuro-cortantes, além de relagdes sexuais desprotegidas,
apesar deste Ultimo ser menos comum. Apods o desenvolvimento do primeiro teste
de identificagdo de anticorpo contra o HCV em 1992, as transfusées sanguineas
tornaram-se mais seguras (STRAUSS, 2001 apud ANDRADE, 2013). No entanto, os
outros mecanismos de transmissdo mencionados séo determinantes para a infecgéo
viral (ANDRADE, 2013).

Visto que o HCV é responsavel por uma proporgéo consideravel de doencas
hepaticas mundialmente, com 170 milhdes de pessoas infectadas, uma vacina
profilatica representa um grande avango que seria de grande beneficio para o
sistema publico de salde, uma vez que vacinas tém se mostrado como a estratégia
mais bem sucedida e de melhor custo-beneficio para prevenir infeccbes
(ZINGARETTI; FRANCESCO; ABRIGNANI, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Compor revisdo bibliografica acerca dos aspectos essenciais e também
particularidades do virus da hepatite C (HCV), seus mecanismos de

desenvolvimento, quadro e epidemiologia.

2.2 Objetivos especificos

Destacar as bases da terapia antiviral e alguns estudos vacinais em

andamento.



3 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo bibliografica descritiva em livros relacionados ao
tema de microbiologia e imunologia e artigos cientificos em bases de dados como
PubMed, Medline e Google Académico, além dos portais de revistas eletrénicas
LILACS e Scielo. Foram utilizados como filtros de pesquisa: idioma (portugués e
inglés), periodo (1989-2019) e operadores booleanos “and” e “or”. Os descritores

utilizados foram: HCV; hepaititis C; vaccine; DAAs; direct-acting antiviral; immunology

of hepatitis C; HCV genome,; HCV life cycle, entre outros.
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4 ViRUS DA HEPATITE C (HCV)

4.1 Genoma

O HCV & um virus RNA da familia Flaviviridae, com genoma em fita simples
de polaridade positiva medindo 9,7 kilobases de comprimento (ROSEN; GRETCH,
1999 apud STRAUSS, 2001). Seu genoma contém uma fase de leitura aberta, do
inglés Open Reading Frame (ORF), que codifica para uma poliproteina precursora
flanqueada por regides néo codificantes, do inglés untranslated region (UTR), nas
extremidades denominadas 5° UTR e 3’ UTR. A regido 5’ UTR (~341 nucleotideos) &
altamente conservada, regido esta onde encontra-se um hairpin’  altamente
estruturado, que inclui os primeiros 30-40 nucleotideos da regido codificadora da
proteina core (44-383 nucleotideos). A regido 3' UTR possui uma estrutura tripla
com uma sequéncia variavel upstreamz, seguida por uma sequéncia poli-U de
comprimento variavel e uma sequéncia altamente conservada de 98 nucleotideos

downstream®, regido essencial para a replicagao viral (ARGENTINI et al., 2009).

As proteinas estruturais (core, E1 e E2) estdo localizadas na regiao N-
terminal da poliproteina precursora e as proteinas nao-estruturais (NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A e NS5B) estédo localizadas na regiao C-terminal. Uma sequéncia
codificante para a pequena proteina denominada P7 esta localizada entre os

elementos estruturais € ndo estruturais (figura 1) (ARGENTINI et al., 2009).

' Fragmento de mRNA que se dobra e forma pares de bases com outra segao da mesma cadeia. A
estrutura resultante tem forma de U (SCITABLE, 2014).

2 Na fita de RNA, qualquer coisa em diregéo a 5’ de um ponto de referéncia esta ‘upstream’ a este
ponto (OMICS INTERNATIONAL, 2019).

3 Na fita de RNA, qualquer coisa em diregéo a 3' de um ponto de referéncia esta ‘downstream’ a este
ponto (OMICS INTERNATIONAL, 2019).



e T o —

16

Figura 1 — Proteinas codificadas pelo HCV.

«— Regido codificante da poliprotefna precursora —>
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Fonte: (Adaptado de ASHFAQ et al., 2011). O HCV & formado por um envelope viral que
abriga seu RNA viral simples fita de polaridade positiva. O genoma contém uma fase de
leitura aberta que codifica para a poliproteina precursora que da origem a 10 proteinas

diferentes, estruturais e ndo estruturais.

4.2 Proteinas estruturais

As proteinas estruturais codificadas pelo HCV s&do as glicoproteinas do
envelope (E1 e E2) e do nucleocapsideo (core) (figura 2) (ARGENTINI et al., 2009).

A regido que codifica para a proteina core é altamente conservada e faz parte
do nucleocapsideo viral. Trata-se de uma proteina citosdlica ligada a membrana
encontrada associada ao reticulo endoplasmatico, lipideos, mitocondrias e nucleo. A
proteina core interage com numerosas proteinas celulares e afeta as fungées

celulares do hospedeiro, como transcrigédo génica, metabolismo lipidico, apoptose,
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assim como varias vias de sinalizagdo e esta associada diretamente ou

indiretamente na hepatocarcinogénese e esteatose hepatica (ASHFAQ et al., 2011).

As proteinas do envelope sao constituidas por duas proteinas glicosiladas, El
e E2, e possuem um papel importante na invasao celular. A subunidade E1 tem
como fungdo a fusdo na célula hospedeira e a glicoproteina E2 atua como
subunidade de ligagao ao receptor do HCV (ASHFAQ et al., 2011).

Figura 2 - Modelo da particula viral do HCV

Glicoproteinas
virais
(E1eE2)

ey

Nucleocapsideo
ApoA1,B,C E < ss (+) RNA

Membrana lipidica
de VLDL ou LDL

50-60 nm (virion)

A
3

70-80 nm (LVP)

Fonte: (MOROZOV; LAGAYE, 2018). O HCV é formado por uma RNA viral simples fita de
polaridade positiva, abrigado por um nucleocapsideo. As glicoproteinas virais, E1 e E2,
encontram-se parcialmente inseridas na membrana lipidica, esta formada por lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). Contem em sua

membrana as apoliproteinas A1, B, C e E.
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4.3 Proteinas nao estruturais

As proteinas néo estruturais codificadas pelo HCV sao: NS1 (P7), NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (ASHFAQ et al., 2011).

O HCV codifica a proteina P7 (NS1), localizada entre os genes E2 e NS2, que
atua como canal idnico e possui importante funcéao na infecgao viral; trata-se de uma
proteina essencial para a montagem de particulas virais e liberagdo dos virions
infecciosos (ASHFAQ et al., 2011).

NS2 é uma proteina transmembrana essencial para o término do ciclo da
replicagéo viral tanto in vivo como in vitro. Ja a NS3 é uma proteina multifuncional; a
regido N-terminal atua como serina protease e a regidao C-terminal atua como
helicase. A proteina NS3 é ligada a membrana do reticulo endoplasmatico, assim
como a proteina NS4A. A proteina NS3 também contém uma sequéncia consenso
que interage com a subunidade catalitica da proteina kinase A (PKA); uma interacéo
que interrompe a entrada da PKA no nucleo. A PKA tem como fungdo a adigéo de
grupos fosfatos a proteinas, alterando suas fungées; portanto, a interagdo NS3/PKA
acarreta na desregulagao de sinalizagées intracelulares. A proteina NS4A atua como
cofator da proteina NS3 (ASHFAQ et al., 2011).

NS4B é uma proteina integral de membrana que possui papel importante no
recrutamento de outras proteinas virais; interage com a proteina NS4A e
indiretamente com as proteinas NS3 e NS5A (ASHFAQ et al., 2011).

A proteina NS5A possui papel importante na replicagao viral, modulagéao da
sinalizagdo intracelular e resposta contra interferon (ASHFAQ et al., 2011). Uma
regido altamente conservada da proteina na regido C-terminal mostrou-se ligar aos
dominios SH3 do dominio Grb2, amplamente distribuidos entre proteinas de
sinalizagéo (TAN et al., 1999 apud MACDONALD et al., 2004). Ja a proteina NS5B
atua como RNA polimerase, com importante atuagédo na sintese de novas moléculas
de RNA viral (ASHFAQ et al., 2011).
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4.4 Replicacao viral

A entrada do virus na célula hospedeira envolve uma complexa série de
eventos que incluem: adsor¢édo, penetracao e fusdo. A adsorgéo inicial do virus ao
receptor/co-receptor pode envolver a regido hipervariavel 1 (HVR1) da proteina E2
do virus, facilitado por proteoglicanos de sulfato de heparanas expressos na
superficie dos hepatocitos. Enquanto os receptores de LDL (LDLR) se ligam ao HCV
e promovem sua entrada, a interagdo HCV-LDLR pode ser ndo produtiva e levar a
degradacao da particula viral. Ap6s ligagao com fatores que promovam sua entrada,
o HCV é internalizado nas células-alvo através de endocitose dependente de pH e
mediado por clatrina (KIM; CHANG, 2013).

Diversos receptores celulares e fatores de entrada viral do HCV foram
identificados, incluindo: scavanger receptor class B (SRB1), CD81, assim como
proteinas de jungao de oclusao, claudina 1 (CLDN1) e ocludina (OCLN) (figura 3).
Outros fatores de entrada recentemente identificados incluem o receptor de tirosina-
quinases (RTK), o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), o receptor
de efrina A2 (EphAZ2) e o receptor de absorgao de colesterol Niemann-Pick C1-like 1
(NPC1L1) (KIM; CHANG, 2013).
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Figura 3 - Esquema da entrada do HCV no hepatécito.

Virus da Hepatite C

I V.V W 3

Hepatocito

95
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Fonte: (Adaptado de RICE, 2011). A imagem mostra alguns dos receptores e fatores de
entrada viral do HCV nos hepatdcitos. GAGs indicam as glicosaminoglicanas; LDLR,
receptor de lipoproteina de baixa densidade; SR-B1, Scavanger receptor type B1; CLDN-1,
claudina-1; OCLN, ocludina.

Ap6s entrada do virus no hepatécito, o genoma de RNA viral & liberado no
citoplasma (figura 4); a poliproteina do HCV é traduzida no reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) com o RNA de fita positiva como molde. A tradugao das proteinas é
feita via IRES, do inglés Internal Ribossomal Entry Site, na extremidade 5° UTR e da
origem a uma poliproteina precursora de aproximadamente 3000 amino&cidos;
posteriormente & processada por proteases celulares e virais (NS2, NS3/4A)
gerando 10 tipos de proteinas virais, incluindo as proteinas estruturais e nao
estruturais. Foi visto que no decorrer das etapas de processamento da poliproteina,
as proteinas virais aparecem associadas a uma rede membranosa, que inclui
vesiculas de membrana dupla, contendo as proteinas e RNA do HCV, membranas
do RE e goticulas lipidicas. A replicagdo do RNA viral aparentemente ocorre nessas

redes membranosas, com o RNA de polaridade positiva como molde para que a
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) de NS5B gere o RNA de polaridade
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negativa para posteriormente gerar genomas de polaridade positiva (KIM; CHANG,
2013).

O processo de montagem do HCV parece estar intimamente ligado ao
metabolismo lipidico, que induz uma mudanga intensa na distribuicéo intracelular de
goticulas lipidicas - armazenamento de triacilglicerdis e ésteres de colesterol
cercados de uma camada de fosfolipideos em células nao infectadas - para
acumulagao ao redor da regido perinuclear em células infectadas pelo HCV (KIM;
CHANG, 2013; POPESCU; DUBUISSON, 2010). A associacéo do core do HCV com
as goticulas lipidicas parece ser critica na montagem viral e intervengoes que
bloqueiam essa interagéo interrompem a producao do virus (KIM; CHANG, 2013). A
expressdo da proteina core em camundongos transgénicos inibe a atividade da
proteina de Transferéncia de Triglicerideos Microssomais, do inglés Microsomal
Triacylglycerol Transfer Protein (MTP), proteina responsavel pela transferéncia dos
triacilglicerois para a apoB. Esta inibigao impede a formagdo e subsequente
secrecdo de lipoproteina de muito baixa densidade, do inglés, very low density
lipoprotein (VLDL) (POPESCU; DUBUISSON, 2010; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2013). A associagéo entre as goticulas de lipideos e a proteina core
do HCV é uma peculiaridade observada apenas no genoma dos Hepacivirus da
familia Flaviviridae e tem fundamental importéncia no recrutamento de outras
proteinas virais e consequente formagéo do virion. Isso ocorre devido a um dominio
denominado D2 presente na proteina core, que permite a associagao da core com
goticulas de lipideos, levando ao recrutamento da proteina NS5A atraves de
interagoes diretas (MASAKI et al, 2008: POPESCU; DUBUISSON, 2010). O
complexo NS5A-core é importante para associacdo da proteina core com o RNA
viral (MASAKI et al., 2008).

Presume-se que todas as proteinas virais desempenhem um papel
fundamental no processo de montagem viral, centrando-se em torno das goticulas
lipidicas onde a montagem & desencadeada na rede membranosa e rica em lipideos
pelas proteinas do HCV (core / E1/E2/p7 / NS2) e o complexo de replicagao (KIM;
CHANG, 2013).
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Figura 4 - Ciclo replicativo do HCV.
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Fonte: (Adaptado de PAWLOTSKY; CHEVALIEZ, MCHUTCHISON, 2007). Representagao
esquematica do ciclo viral do HCV. (1) Ligagéo do virion aos receptores/fatores de entrada
viral; (2) Internalizagdo por endocitose dependente de pH e mediado por clatrina; (3) Fuséo
e desnudamento da particula viral, (4) A poliproteina precursora é traduzida no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER); (5) Proteases celulares e virais realizam o processamento da
poliproteina, gerando 10 proteinas, estruturais e ndo estruturais; (6) Formagao do complexo
de replicagdo, composto por proteinas virais, componentes celulares e cadeias de RNA
geradas; (7) Abertura da dupla fita de DNA. A fita simples de RNA se dobra para formar
dupla fita, pois, para reconhecimento da RdRp NS5B, é necessério um iniciador (primer); (8)
Sintese do RNA viral de polaridade negativa a partir de um molde de polaridade positiva; (9)
O molde de polaridade negativa é utilizado como molde para gerar genomas de polaridade
positiva; (10) Montagem viral ocorre em redes membranosas; (11) Maturacdo da

glicoproteina e transporte do virion; (12) Liberagéo do virion do hepatécito.
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4.5 Hipervariabilidade Genética

O HCV é caracterizado por uma heterogeneidade genética significante,
consequéncia do alto nivel de replicagéo viral durante o ciclo replicativo, com
formagao de 1012 particulas virais por dia; assim como do actimulo de mutagoes
devido a um sistema de replicagdo propenso a erros, uma vez que a RdRp nao
possui 0 dominio de maquinaria de reparagéo correspondente a atividade de
exonuclease 5'-3', o que leva ao n&o reparo dos nucleotideos incorporados
erroneamente (ARGENTINI et al., 2009).

As populagdes de virus RNA normalmente abrigam abundante variabilidade
genética e grande parte disso se deve a uma alta taxa de mutagoes e grandes
populagdes virais (SIMON-LORIERE; HOLMES, 2011). A taxa de mutagao é definida
como a probabilidade de uma alteragéo da informagéo genética ser passada para a
nova geragao. Ao nos referirmos a virus, essa geragao se refere ao ciclo de infecgéo
celular, que inclui ligagdo a superficie celular, entrada, expressao génica, replicagao,
montagem, e liberagdo das particulas infecciosas (SANJUAN; DOMINGO-CALAP,
20186).

As taxas de mutagéo viral ndo sdo causadas apenas por erros da polimerase,
mas também pela capacidade de um virus corrigir erros por reviséo ou reparo apds
replicacdo (SANJUAN; DOMINGO-CALAP, 2016).

Os virus RNA de fita simples (ssRNA) tendem a sofrer mutagées mais
rapidamente que os virus de fita dupla (dsRNA), cuja causa nao esta totalmente
elucidada. Uma possivel explicagéo para esta constatagéo € que os acidos nucleicos
dos ssRNA s&o mais suscetiveis a desaminagdo oxidativa e também a outros tipos
de danos quimicos (SANJUAN; DOMINGO-CALAP, 2016).
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4.5.1 Genétipos e Subtipos

Desde a descoberta do HCV no fim de 1980, 7 gendtipos foram apontados
(figura 5). O Ultimo foi reportado por Murphy et al. em 2015, originado na Africa.
Esses genotipos sé@o subdivididos em diversos subtipos que diferem em nivel de
nucleotideos entre 15% a 25%; enquanto os gendtipos diferem em 230%. Os
k genodtipos do HCV possuem uma ampla distribuigdo geografica e revela uma alta
' variabilidade genética (MURPHY et al., 2015).

A maior variabilidade do genoma do HCV concentra-se em regides que

codificam para as proteinas E1 e E2, enquanto que as sequéncias que codificam

para as proteinas nao estruturais sdo mais conservadas (SIMMONDS, 2004).
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Figura 5 - Arvore filogenética do HCV.
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Fonte: (Adaptado de BUKH, 2016). Classificagdo do HCV em 7 gendtipos e uma ampla
gama de subtipos. A arvore é baseada em analises feitas das sequéncias de fase de leitura

aberta. A imagem indica a prevaléncia e distribuicdo de cada genotipo.
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4.5.2 Quasispecies

Quasispecies virais sao distribuicdes de virus mutantes que sao gerados na
replicagao de virus RNA e alguns virus DNA em células e organismos infectados:
séo atualmente definidas como colegcoes de genomas virais intimamente
relacionados, sujeitos a um processo continuo de variacdo genética, competicao
entre as variantes geradas e selecéo das distribuigbes mais adequadas em um
ambiente (ANDINO; DOMINGO, 2015).

Apos primeira descrigao feita por Martell et al. (1992), quasispecies vém
sendo estudadas para entendimento de caracteristicas clinicas da infecgao pelo
HCV. A estrutura de quasispecies é considerada uma propriedade inerente do HCV
a ser avaliada em todos os estudos patogénicos, pois a patogenicidade pode ser
afetada pela evolugao das quasispecies de diferentes modos, principalmente pela

geragao de mutantes que escapam do sistema imune pela modificagdo de

caracteristicas virulentas e pela mutagdo da complexidade do espectro (ARGENTINI
et al., 2009).
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5 EPIDEMIOLOGIA

5.1 Hepatites Virais

As hepatites virais sdo responsaveis por cerca de 1,4 milhdo de ébitos no
mundo anualmente, acarretando em complicagées graves ao figado, como cirrose e
hepatocarcinoma (BRASIL, 2017).

Cinco virus sdo responsaveis pela maior parte de hepatites virais, sendo:
Virus da Hepatite A (HAV), Virus da Hepatite B (HBV), Virus da Hepatite C (HCV),
Virus da Hepatite D (HDV) e Virus da Hepatite E (HEV). Destes, HBV e HCV séo
responsaveis por 96% da mortalidade causadas por hepatites virais, mundialmente
(WHO, 2017).

5.2 Hepatite C no mundo

Diversos estudos sugerem que a incidéncia da infecgdo por HCV diminuiu
desde a segunda metade do século 20. Entretanto, segundo a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) (2017), estimativas obtidas através de modelagem sugerem que
mundialmente, em 2015, ainda havia 1,75 milhées de novas infecgdes por HCV.

As areas com maiores taxas infeccdo s&o localizadas na regiao do
Mediterraneo Oriental (62,5 por 100.000) e a regido Europeia (61,8 por 100.000).
Entretanto, mesmo em regiées do mundo em que a incidéncia era baixa em 2015,
um aumento da transmissao pode ocorrer a qualquer momento. Nos Estados Unidos
da América, por exemplo, apds diversos anos de decréscimo, a incidéncia da
infecgao por HCV dobrou entre os anos de 2010 e 2014 (WHO, 2017).

5.3 Hepatite C no Brasil

Foram notificados no Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagcdo
(SINAN), no periodo de 1999 a 2017, 587.821 casos confirmados de hepatites virais
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no Brasil. Destes, a maior parte, com 218.257 (37,1%) sdo associados ao HBV, em
segundo lugar, 200.839 (34,2%) casos de HCV, depois 164.892 (28%) de HAV e,
por fim, 3.833 (0,7%) de HDV (BRASIL, 2018).

Dados do Boletim Epidemiologico de Hepatites Virais (2018) revelam que, no
Brasil, ébitos por HCV representam atualmente a maior causa de morte entre
hepatites virais. Além disso, dados deste mesmo boletim evidenciam que o nimero
de obitos vem aumentando entre 2000 a 2016. Neste periodo, foram identificados
50.179 obitos relacionados ao HCV.
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6 IMUNOLOGIA DO HCV

6.1 Imunidade Inata e Adaptativa

Durante a replicagéo viral do HCV, ocorre o reconhecimento de antigenos por
receptores de reconhecimento de patoégenos, do inglés pathogen recognition
receptors (PRRs) na célula hospedeira, que identifica e se liga a padrées associados
a patégenos, do inglés, pathogen associated pattern (PAMP) o que leva a ativacdo
de células do sistema imune inato e adaptativo. Participam da resposta imune contra
infecga@o por HCV: hepatocitos, Kuppfer, células dendriticas, natural killer (NK), entre

outras células do sistema imune (HORNER; GALE, 2013).

Como se sabe, a imunidade inata é caracterizada por apresentar uma
resposta rapida a agresséo, independentemente de estimulo prévio, sendo entso, a
primeira linha de defesa do organismo. Seus mecanismos compreendem barreiras
fisicas, quimicas e bioldgicas, componentes celulares e moléculas soltveis. Por isso,
caracteriza-se por diversas etapas intimamente integradas e constituidas pelos
diferentes componentes desse sistema (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000).

Os leucocitos sdo considerados efetores e reguladores da inflamacéo, pois
apresentam capacidade de absorver patégenos, produzir citocinas pré e anti-
inflamatorias além de produzir radicais reativos de oxigénio acarretando no inicio da
manutengao da inflamagao tecidual (figura 6) (SZABO; DOLGANIUC, 2008).




o
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Figura 6 — Inflamagéo tecidual na infecgdo pelo HCV.
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Fonte: (Adaptado de SZABO; DOLGANIUC, 2008). Com a func&o de revestir os hepatdcitos
(H), encontramos as células estreladas (CE) e as células endoteliais biliares (CEB). Além
disso, mondcitos (Mo), macréfagos (Mf), células dendriticas plasmocitdides (pDC) e
mieléides (MDC) e células de Kupffer (KC) sdo encontradas préximas das células
endoteliais. Quando estas células entram em contato com o patégeno, sendo por meio da
corrente sanguinea ou hepatdcitos infectados, as pDCs e MDC s&o responsaveis por criar
um ambiente favoravel para a apresentacdo dos antigenos por meio da producdo de
citocinas e disponibilizar moléculas co-estimulatérias e consequentemente a apresentacao
dos antigenos virais. Linfocitos T e B, células NK reagem com a proliferagéo especifica de
antigeno, citotoxicidade e produgéo de anticorpos ou citocinas. O reconhecimento direto dos
patogenos e a inflamagéo cronica, ativam as CE, que produzem colageno e favorece o
desenvolvimento de fibrose hepatica em estagios mais avangados da doenca, podendo
tambem levar ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (SZABO; DOLGANIUC,
2008).
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A infecgéo viral é reconhecida pelo sistema imune apés o processo de

degradagéo do virus no interior dos endossomos e consequente exposigcédo de
acidos nucleicos que podem ser reconhecidos por receptores foll-like, do inglés, toll-
like receptors (TLR), e também através da via citosdlica, desencadeada por meio da
ligagao do RNA viral ao gene indutivel pelo acido retindico (RIG-I) e também por
meio do antigeno de diferenciagéo do melanoma 5 (MDAS); ambos convergem para
a ativagédo de genes que induzem a produgéo de interferons (IFNs). IFNs s&o as |
citocinas centrais responsaveis pela indugéo do estado antiviral nas células, além da

ativacdo e regulacdo dos componentes celulares de imunidade inata (HEIM; |
THIMME, 2014). |

Os TLRs s&o cruciais na resposta imune inata a patégenos e reconhecem e
respondem a PAMPs. Esses receptores reconhecem 4cidos nucleicos (RNA e DNA)
e glicoproteinas do envelope viral e vigiam os compartimentos extracelulares e
endossomal. RIG-l e MDA5 por sua vez, vigiam o citoplasma quanto a presenca de
acidos nucleicos virais (XAGORARI: CHLICHLIA, 2008).

Quatro tipos de TLRs tém papel fundamental no reconhecimento de acidos
nucleicos virais: TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9. Além destes, dois tipos de TLRs
reconhecem glicoproteinas virais, TLR2 e TLR4. Estes receptores detectam virus
que adentram a célula por endocitose, induzindo a produgéo de diversas proteinas
que levam a ativagéo dos fatores de transcricao NF-kB, IRF3 e IRF7 (XAGORARI:
CHLICHLIA, 2008). A sinalizagdo TLR é mediada pelos adaptadores fator de
diferenciagdo mieloide 88, do inglés myeloid differentiation primary response 88
(MyD88), TIRAP/Mal, do inglés TIR-domain containing adapter protein/MyD88
adapter-like e a molécula adaptadora TRIF, do inglés ftoll-interfeukin 1 receptor—

domain-containing adapter-inducing interferon-B. A associagao inicial de MyD88 ao
receptor leva ao recrutamento e ativacao sequencial de quinases associadas ao
receptor de interleucina-1 do tipo 4 (IRAK4) e do tipo 1 (IRAK1), do inglés interleukin
receptor-associated kinases. A IRAK1 ativada entso se liga ao fator associado ao
receptor do fator de necrose tumoral do tipo 6 (TRAF6), do inglés tumor necrosis
fator receptor-associated factor, apoés o qual o complexo se dissocia do receptor
para outros eventos de sinalizagao incluindo a ativagao do mediador TAK1, do inglés
transforming growth fator B-activated kinase 1. A TAKA1 pode ativar o NF-kB e AP1
para estimular a produgao de citocinas pré-inflamatérias. IRAK1 e TRAF6 também

e
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podem ativar IRF7 para induzir a expressao de interferons do tipo I (figura 7) (IFNs)
(YAMAMOTO et al., 2003; LU; YEH; OHASHI, 2008 apud LEE et al., 2015).

Muitas evidéncias mostram que os componentes do HCV podem ligar-se a
TLRs e ativar a sua via de sinalizagéo ou bloquear a funcao do receptor, interferindo
com intermediarios intracelulares (XAGORARI; CHLICHLIA, 2008). Estudos com
linhagens de macréfagos de camundongos que expressavam as proteinas néo
estruturais do HCV mostraram inibicdo das vias de sinalizacdo de TLR2, TLR4,
TLR7 e TLRO (ABE et al., 2007 apud XAGORARI; CHLICHLIA, 2008).

Fig. 7 - Reconhecimento do HCV pelo hospedeiro.
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Fonte: Adaptado de (CHAN; OU, 2017). Apés a infecgdo, o RNA viral. assim como outros
produtos do virus, podem ativar RIG-I, MDA5 e TLRs para ativag&o de vias de sinalizacao

para a produgédo de IFNs e citocinas pré-inflamatérias.
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As células NK, que constituem cerca de 30% dos linfocitos do figado, sédo
extremamente importantes na resposta imune contra o HCV (AHLENSTIEL, 2011
apud OLIVEIRA, 2015). Estas células exercem fungao através de citotoxicidade e
produgdo de citocinas como IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF) e fator
estimulador de colbnias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), que ativam tanto
células do sistema imune inato quanto adaptativo (CAMPBELL; PURDY, 2011).
Células NK sao capazes de reconhecer e eliminar os hepatécitos infectados,
gerando corpos apoptéticos contendo antigenos do virus que posteriormente séo
reconhecidos por células apresentadoras de antigenos (APC) e apresentados as
células do sistema imune adaptativo, TCD4" e TCD8" via complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e Il (AHLENSTIEL, 2011 apud OLIVEIRA,
2015). O Complexo Principal de Histocompatibilidade, do inglés Major
Histocompatibility Complex (MHC), humano tem grande parte de sua codificacao
genética localizada no cromossomo 6 e contém mais de 200 genes. No homem,
recebeu a designacdo de Antigeno Leucocitario Humano, do inglés Human
Leukocyte Antigen (HLA), por ter sido inicialmente detectado em leucécitos. Os
genes HLA codificam as principais moléculas de apresentagéo de antigenos e séo
os mais polimérficos do genoma humano e, portanto, estdo diretamente
relacionados com a susceptibilidade a patdgenos, assim como outras doencgas
(MAGALHAES; BOHLKE; NEUBARTH, 2004). As moléculas HLA de classe | s&o
expressas na superficie celular de todas as células nucleadas; as moléculas de HLA
de classe Il por sua vez sdo expressas em células apresentadoras de antigenos,
como macréfagos, células dendriticas, celulas de Langerhans e Kuppfer, assim
como linfocitos B (GOLDBERG; RIZZO, 2015).

As células dendriticas (DCs), provenientes de precursores mieléides ou
linféides de células pluripotentes da medula 6ssea, sdo classificadas como: células
dendriticas mieléides (MDC) que apresentam grupamento de diferenciagéo, do
inglés, clusters of differentiation (CD) CD1a, CD11¢, CD13, CD14, CD33", enquanto
as linféides, também chamadas células dendriticas plasmocitoides (pDCs)
expressam CD123 e BDCA-2 em sua superficie. Ambas podem ser encontradas no
sangue periférico quando estdo em estagio imaturo. Células dendriticas imaturas
(iDC) expressam baixos niveis de MHC de classe | e Il e moléculas co-estimulatérias

em sua superficie, sendo eficazes em realizar endocitose e promover o
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processamento de antigenos. Sua maturagao ocorre apos a detecgao de antigenos
microbianos, antigenos proprios, ou por meio de contato com citocinas pro-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) ou apos
a interagéo entre o sistema ligante CD40/CD40L (ZHOU et al., 2012). Quando se
tornam células maturas, séo capazes de atuar na apresentacao dos antigenos virais
aos linfécitos T (LT) naive, no interior dos linfonodos, para que iniciem respostas T
especificas, uma vez que pDCs sdo as principais produtoras de IFN-a e
especializadas em detectar acidos nucleicos virais por meio de sua expressdo de
receptores toll-like, como TLR7 e TLR9 (SZABO: DOLGANIUC, 2008).

Os linfécitos B e T provenientes de células-tronco pluripotentes da medula
Ossea séo células que compdem o sistema imune adaptativo (JUNIOR et al., 2010).
Durante a infecgdo aguda pelo HCV, a resposta imune por células T ocorre
tardiamente. As células T especificas para este virus nao podem ser detectadas no
sangue e no figado até 8 a 12 semanas apds a infeccdo, apesar de haver um
aumento precoce nos titulos de HCV e indugéo precoce de resposta de IFN do tipo |
e lll (THIMME et al., 2002; SHIN et al., 2011 apud SHIN: SUNG; PARK, 2016).

Os linfécitos T reconhecem apenas antigenos apresentados via moléculas de
MHC expressas na superficie de uma célula apresentadora de antigeno. O receptor
de células T, do inglés T-cell-receptor (TCR), € expresso na membrana das células T
em associagdo com um complexo denominado CD3: o TCR é responsavel pelo
reconhecimento do complexo peptidico-molécula de MHC, e CD3 pela sinalizagdo
celular subsequente. As moléculas de MHC de classe | interagem com a molécula
CD8 e as moléculas de MHC de classe Il interagem com CD4 (COICO, 2010).

Respostas de células TCD4* sao observadas na maioria dos pacientes com
infecg@o aguda, no entanto, em pacientes com infecgéo persistente, a proliferagéo
de células TCD4" esta diminuida, assim como a produgéo de IL-2 (SEMMO et al.,
2005; ZUR WIESCH et al., 2012 apud SHIN: SUNG: PARK, 2016).

As células T CD8" sao conhecidas por serem células essenciais no controle
de infecgdes virais via atividade citolitica (mediada por perforina) e por secregéo de
citocinas (que nao requer a destruicio de células infectadas) (figura 8A); a

importancia da atividade citolitica na infeccéo por HCV é evidenciada pelo fato de as

respostas por células T CD8" coincidirem n3o apenas com a diminuicao de titulos de
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RNA viral na corrente sanguinea de individuos infectados, mas também devido ao
pico de alanina aminotransferase sérica (ALT) nestes individuos, um marcador
importante de lesGes hepaticas, uma vez que a via citolitica leva a destruicao de
células infectadas (THIMME et al, 2001; MAJOR et al., 2004 KLENERMAN;
THIMME, 2011 apud SUNG; RACANELLI; SHIN, 2014). O IFN-y secretado por

células T CD8" também exerce acgoes antivirais, pois, durante a infecgdo aguda, o

primeiro declinio do RNA viral do HCV esta correlacionado com o inicio da produgéo
de IFN-y por células T CD8" especificas em humanos (THIMME et al., 2002 apud JO
et al., 2009).

Na infeccdo aguda pelo HCV, os linfécitos T apresentam papel
importantissimo na resolugéo ou persisténcia da infecgdo, como mostrou um estudo
realizado com chimpanzés, onde foi observado que a diminuigdo in vivo de células
TCD4" ou CD8" dificulta a depuragéo do HCV e a recuperagao clinica (SHOUKRY et
al., 2003; GRAKOUI, 2003).

A importancia das células T CD8" na infecgao pelo HCV também é apoiada
por estudos imunogenéticos, como as de McKiernan et al. (2004) e Kim et al, (2011)
que mostraram que haveria uma associagéo entre alétipos de HLA de classe | e um
resultado clinico positivo em individuos com a infecgao. Os alétipos HLA-B27, HLA-
B57 e HLA-A3 mostraram-se associados com uma alta taxa de depuracgao
espontanea na depuragdo do HCV (SUNG; RACANELLI; SHIN, 2014). As células T
CD4" também possuem papel importante na resolugédo espontanea da infeccdo
aguda pelo HCV, pois, assim como as moléculas de HLA pertencentes a classe l,
alétipos da classe Il também foram associados a depuracéo viral do HCV (PEANO et
al., 1994, TIBBS et al, 1996; ZAVAGLIA et al, 1996; GODKIN: THOMAS;
OPENSHAW, 2002; MCKIERNAN et al., 2004).

r Aléem da resposta celular, individuos infectados pelo HCV produzem
anticorpos neutralizantes contra proteinas estruturais e n3o estruturais, como
anticorpos especificos para as proteinas E1 e E2 do envelope viral. No entanto,
anticorpos especificos para as glicoproteinas E1 ou E2 tendem a perder facilmente
sua atividade neutralizadora devido a mutagées virais. Além disso, a transmiss&o
direta célula a célula do HCV pode ajudar o virus a escapar da detecgdo por
anticorpos neutralizantes (DOWD et al., 2009; SHIN; SUNG: PARK, 2016).
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6.2 Mecanismos de evasio do Sistema Imune

A infecgéo pelo HCV gera uma série de eventos intracelulares que culminam
na geragao de um estado antiviral na célula infectada e em células nio infectadas
(GALE JR; FQY, 2005). Para replicar-se e disseminar-se efetivamente, o0 HCV
direciona varias estratégias para fugir da defesa do hospedeiro, resultando em
hepatite crénica na maioria dos pacientes. Na tentativa de relacionar a falha na
resposta imune do hospedeiro e a persisténcia viral pelo HCV, foram propostos
alguns mecanismos de evasdo: mutagées em regides imunogénicas, exaustdo de
linfocitos T efetores, deficiéncia na apresentacdo de antigenos, supressédo de
resposta por proteinas virais, irregularidades na maturacado de linfécitos T e
supressao da resposta imune por células T reguladoras (Treg) (figura 8B) (DUSTIN;
CASHMAN; LAIDLAW, 2014; SPAAN et al., 2012 apud OLIVEIRA 2015).

Com a evolugao de quasispecies virais, ocorrem mutagdes em epitopos alvos
de células do sistema imune, um dos fatores do fracasso da resposta de linfocitos T
especificos. Porém, o fator principal na diminuicéo da resposta destas células é a
exaustao das células T, causada pela estimulagéo antigénica crénica pelo HCV. Na
infecgao crénica, células TCD4" perdem a capacidade de produgao de citocinas e
capacidade proliferativa, assim como as células TCD8", que reduzem sua
capacidade de citotoxicidade (WIELAND; HOFMANN; THIMME, 2017). A exposicao
prolongada a antigenos é caracterizada por uma regulagéo positiva de receptores
inibitérios em linfocitos T, incluindo a proteina 1 de morte celular programada (PD1),
antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos (CTLA4), receptor de célula semelhante a
lectina killer G1 (KLRG1), CD160 e 2B4 (conhecido também como CD244), e por
altos niveis de expressédo de CD39, este (ltimo estando intimamente ligado a
exaustao dos linfocitos T (SHIN; SUNG; PARK, 2016; GUPTA et al., 2015). Em

pacientes com infecgdo crénica, as células TCD8* intra-hepaticas especificas do

HCV séo caracterizadas pela co-expressao de multiplos receptores inibitorios (SHIN:;
SUNG; PARK, 2016).

Pesquisas realizadas com tecido de figado humano infectado com HCV
demonstrou a capacidade que o mesmo apresenta de interferir na indugao de IFNs,
através da ag&o da protease NS3-NS4A, que promove a clivagem de proteinas

B
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mitocondriais de sinalizagéo antiviral, do inglés mitochondrial antiviral signalling
protein (MAVS), independente da sua localizagdo subcelular, podendo ser
encontrada em mitocéndrias, membranas do reticulo endoplasmatico associadas as
mitocondrias, do inglés mitochondria-associated membranes (MAMs) e nos
peroxissomos. (SHIN; SUNG; PARK, 2016). A protease NS3/4A atua como
antagonista na ativagdo do fator regulador de interferon 3 (IRF-3), fator importante
na indugao da resposta antiviral do interferon, e também na ativagéo e expressao de
IFN-B, bloqueando a via de sinalizago do receptor RIG-I e pela interrupcdo da via

de sinalizagdo TLR3, pela clivagem da proteina adaptadora TRIF (GALE JR; FOY,
2005).

Estudos sugerem que ha um aumento de células Treg em individuos
humanos e ndo humanos (primatas) na infec¢éo por HCV. Em humanos, os titulos
de Treg aumentam durante a infeccdo aguda e se mantém durante a infeccao
crénica (BOETTLER et al., 2005; SUGIMOTO et al., 2003: BOLACCH)| et al., 2006;
CABRERA et al, 2004, PERRELLA et al, 2006: ULSENHEIMER et al., 2003;
ALATRAKCHI et al., 2007; EBINUMA et al., 2008 apud DOLGANIUC; SZABO,
2008). A frequéncia aumentada de células Treg no inicio da infeccao foi sugerida
como condigao para previsdo da infecgdo crénica pelo HCV (BOYER et al., 2004

apud DOLGANIUC; SZABO, 2008).




Figura 8 - Sucesso e fracasso do sistema imune adaptativo contra o HCV.
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7 TRATAMENTO PARA HEPATITE C

O principal objetivo do tratamento da hepatite C crénica (HCC) é o controle da
progressdo da doenga hepdtica por meio da inibigdo da replicagédo viral. Deste
modo, o tratamento tem como metas a indetectabilidade do HCV-RNA, medido
através da resposta virologica sustentada (RVS), o aumento da expectativa e a
melhora na qualidade de vida, a redugdo da probabilidade de evolugdo para
insuficiéncia hepatica terminal e a diminuigédo do risco de transmissdo da doenca
(GARCIA et al., 2012).

Para dar inicio ao tratamento, & preciso levar em conta o risco de progressao
da doenga, a probabilidade de resposta terapéutica, os efeitos adversos e a
presenga de comorbidades. Por isso, ao longo dos Uultimos anos, diversas
estratégias para o tratamento da HCC foram empregadas (REI; ROCHA; PEDROTO,
2016).

O IFN foi o primeiro farmaco utilizado para o tratamento da HCC por possuir a
fungéo de estimulagéo direta da resposta imune adaptativa, potencializando a agao
de linfécitos (RODRIGUES; AGUIAR; PEREIRA, 2017).

No final da década de 1990, o Interferon peguilado (Peg-IFN) foi desenvolvido
por meio de modificagées na estrutura da molécula, permitindo uma posologia mais
simples e promovendo uma indicagdo mais segura de esquemas duplos, como a
associagédo entre ribavirina (RBV) e Peg-IFN alfa-2a ou Peg-IFN alfa-2b, utilizadas
durante toda a década passada como tratamento padrdo de HCC e considerada a

opg¢éo mais adequada na tentativa de se erradicar o HCV (VIANA et al., 2017).

Estudos iniciais demonstraram nitida superioridade da terapia combinada
sobre a monoterapia com IFN, tanto em pacientes sem de tratamento prévio como
naqueles previamente tratados e n&do responsivos (RODRIGUES; AGUIAR;
PEREIRA, 2017). Entretanto, durante o periodo de tratamento diversos efeitos
colaterais foram observados, como alopécia, anemia, distlrbios autoimunes,
depress@o ou transtornos do humor, diarreia, sintomas semelhantes aos da gripe,
dor ou eritema no local da injegéo, retinopatia, transtornos do sono, trombocitopenia
e neutropenia, disfungéo da tireoide e perda de peso (MELLO, 2014; GARCIA et al.,
2012).
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Em 2011, deu inicio a nova era no tratamento da hepatite C, com a utilizagao
da terapia tripla de inibidores de protease NS3/4, de primeira geracdo, com o
emprego dos dois primeiros farmacos telaprevir (TVR) e boceprevir (BOC) em
pacientes monoinfectados, sem tratamento e previamente tratados, associado ao
Peg-IFN e ribavirina (RODRIGUES; AGUIAR; PEREIRA, 2017). Pesquisas clinicas
realizadas antes da comercializagdo dos farmacos mostrou um aumento promissor
da chance de cura em relagao a terapia dupla com Peg-INF e RBV. Porém, TVR e
BOC foram retirados das diretrizes brasileiras dois anos apés sua incorporagéo
devido ao perfil de seguranga duvidoso, elevado custo e pelas taxas de RVS, sob
condigbes de vida real, inferiores aquelas observadas nas pesquisas pré-
comercializacdo (BRASIL, 2017).

Segundo Ministério da Salde (2017) no Brasil, os antivirais de agao direta
(DAAs) disponiveis para o tratamento da HCC s&o (1) Daclatasvir (DCV), inibidor do
complexo enzimatico NS5A; (2) Simeprevir (SIM), inibidor de protease NS3/4A; (3)
Sofosbuvir (SOF), um analogo de nucleotideo que inibe a polimerase do HCV; (4)
Associagao entre os farmacos Ombitasvir, inibidor do complexo enzimatico NS5A,
Dasabuvir, inibidor ndo nucleosidico da polimerase NS5B, Veruprevir inibidor de
protease NS3/4A, e Ritonavir um potencializador farmacocinético; (5) Associagéo
entre Elbasvir, inibidor do complexo enzimatico NS5A e Grazoprevir um inibidor de
protease NS3/4A. Estes farmacos atuam interrompendo a replicacdo do HCV e
apresentam vantagens como melhores resultados em comparagéo com tratamentos

anteriormente indicados, com taxa de RVS >90%, menor tempo de tratamento,

menos efeitos adversos, menor necessidade de exames de biologia molecular para
avaliagdo do tratamento e facilidade posolégica (BRASIL, 2017; PAWLOTSKY,
2014; FALADE-NWULIA et al., 2017 apud ROCHE et al., 2018).
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8 VACINA PROFILATICA

A vacinagéo é uma intervengao de salide publica imensamente bem-sucedida
que reduziu consideravelmente a carga de doencas infecciosas no mundo
(WOODLAND, 2018). E uma das medidas preventivas mais importantes dos tempos
modernos em escala mundial. Com os mais recentes avancos em ciéncia e
tecnologia, hoje existem vacinas seguras e eficazes para muitas das doencgas
infecciosas mais comuns, como variola, sarampo, coqueluche, gripe, hepatite A e B,
catapora e difteria, e o uso de vacinas tem sido estimado para salvar milhges de
vidas de criangas por ano (BONANNI, 1999 apud WANG et al., 2017).

Em 1979 alcancou-se um grande marco para a salde global: a variola foi
erradicada pela vacinagao. A Campanha da Erradicacéo da Variola (CEV) foi bem
sucedida e recebeu certificacdo de desaparecimento da doenga por Comissio da
Organizagéo Mundial da Satde (OMS).

Em 1994, o Brasil recebeu a certificagdo de bloqueio de transmissao
autéctone do poliovirus selvagem. O (ltimo caso da doenga ocorreu em 1989, na
Paraiba. O Brasil teve 2.564 casos de pdlio notificados em 1979, caindo para 122
casos em 1981, devido a uma vigilancia epidemiolégica ativa e altas coberturas
vacinais (BRASIL, 2003).

O desempenho do programa nacional de imunizagéo (PNI) brasileiro contra o
sarampo também foi bem sucedido. Em 1992, foi iniciado o Plano de Controle e
Eliminagdo do Sarampo e implementada a vigilancia epidemiolégica em todo o pais.
Entre 25 de abril e 22 de maio ocorrey a vacinagdo de mais de 48 milhdes de
criangas entre 9 meses e 14 anos de idade, atingindo 96% da populagédo alvo. Como
consequéncia da implementacéo da imunizacao, de 45.778 casos registrados em
1990, em 1992 houveram 3.234 casos notificados (BRASIL, 2003). Em 2016, o
Brasil recebeu da Organizagéo Pan-Americana da Satide (OPAS/OMS) o certificado
de eliminagéo da circulagéo do virus do sarampo, e, atualmente empreende esforcos
para manté-lo. Em 2017, foram confirmados casos de sarampo em venezuelanos
que adentraram no estado de Roraima, ocasionando em um surto da doenga no
estado e em 2018 este surto foi ampliado para o estado de Manaus (BRASIL, 2019).
Em 2019, o Fundo Internacional de Emergéncia para a Infancia das Nacdes Unidas
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(UNICEF) alertou para uma alta dos niveis de infecgao por sarampo em todo o
mundo. Dentre os paises com maior aumento de casos entre 2017 e 2018, o Brasil

aparece em 3° lugar, atras da Ucrania e Filipinas. Em respostas a estes surtos, O

governo brasileiro realizou uma campanha contra pélio e sarampo alcangando mais

de 11 milhdes de criangas menores de 5 anos (97,89% de cobertura).

O sucesso desses programas sSe deve ao fato de que as vacinas mais bem
sucedidas sdo caracterizadas pela facilidade de produgéo, administragao simples e
longevidade da protegao. Embora as vacinas tenham levado ao controle de muitas
doencas infecciosas, tem sido dificil produzir vacinas eficazes contra muitas outras
(WOODLAND, 2018), incluindo o HCV.

Na Ultima década, diversas abordagens de vacinas foram avaliadas em
camundongos e primatas, porém, apenas uma pequena fracdo progrediu para
ensaios clinicos em humanos (HALLIDAY; KLENERMAN; BARNES, 2011). Os
motivos pelos quais pesquisadores ~encontraram muitas dificuldades no
desenvolvimento de uma vacina sao: (1) hipervariabilidade genética do virus devido
a mutacdes frequentes; (2) caréncia de animais de pequeno porte para o teste das
vacinas, uma vez que 0S chimpanzés sdo a unica espécie, além dos humanos, a
serem suscetiveis ao HCV; existem restricées éticas, disponibilidade limitada e altos
custos associados aos estudos com chimpanzés e, portanto, outros animais foram
testados quanto sua susceptibilidade a infecgao pelo HCV, porém, até o momento,
nenhuma viremia foi demonstrada em macacos ou outros primatas além de
chimpanzés (VERCAUTEREN; JONG; MEULEMAN, 2015); (3) criagdo de um
sistema de cultura de células suscetivel e permissivo a infecgao pelo HCV para
estudo in vitro do virus ser relativamente recente (ZINGARETTI; FRANCESCO,;
ABRIGNANI, 2014).

Ainda que tenha ocorrido um declinio substancial na transmissao do HCV
devido a melhores estratégias de prevengao e, introducdo de novas terapias
terapéuticas, a hepatite C permanece como um grande problema de saude publica e
existem diversas razbes para continuar em busca de uma vacina profilatica
(ZINGARETT]; FRANCESCO; ABRIGNANI, 2014); aproximadamente 70% dos
pacientes infectados desenvolverao a infecgdo cronica, independente  de

intervencgdes e cuidados medicos avancados. A hepatite C é uma doenga silenciosa,

.
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ou seja, levam-se anos para o aparecimento dos sintomas Caracteristicos da
doenga, postergando o diagnéstico e aumentando o risco de exposi¢do ao virus.
Apesar das altas taxas de cura com as novas drogas antivirais de acao direta, um
numero consideravel de pacientes nao conseguem eliminar a infecgao, tendo como
fator importante ao insucesso do tratamento a resisténcia viral a essas drogas
(PAWLOTSKY, 2016). Além disso, outros fatores que dificultam o tratamento da
hepatite C s&o: alto-custo e recidiva da infecgéo. Estudo realizado por lyengar et al,
(2016) acerca de pregos de alguns DAAs mais utilizados em 30 paises concluiu que
esses medicamentos sdo inacessiveis a nivel mundial. Em regibes onde o
tratamento nzo é subsidiado, é improvavel que individuos infectados consigam
realizar o tratamento. Qutro fator importante é a recidiva da infecgdo. O sucesso do
tratamento é definido como RVS 12-24 semanas apos o término do tratamento.
Porém, segundo Jakobsen et a/. (2018) o uso da palavra “cura” & utilizado de forma
inadequada, uma vez que alguns pacientes que alcangam RVS podem recair anos
depois com virus geneticamente idénticos, sugerindo que o virus permaneceu
latente durante o periodo de indeteccdo do RNA viral. E sabido também que
pacientes que alcangaram RVS podem progredir para uma doenga hepatica, sendo
incerto que os DAAs oferecem beneficio clinico significativo em termos de reducao
das complicagées relacionadas a hepatite C. S40 necessarios mais estudos acerca

de tratamento com DAAs a longo prazo.

Uma vacina eficiente contra o HCV deve estimular as diferentes vertentes da
resposta imune: respostas humorais, T-helper e LTC, porém, a alta heterogeneidade
e mutagenicidade do HCV ainda é um problema na elaboragao da vacina profilatica.
Novos estudos com vacinas de diversas categorias estdo sendo consideradas
promissoras, como as vacinas baseadas em DNA, peptideos, proteinas
recombinantes e vetores, pois apresentam muitas vantagens e foram incluidas em
ensaios clinicos humanos fase |/ || (GUO; ZHONG; LI, 2018).




8.1 Categorias de vacinas

8.1.1 Vacinas de proteinas recombinantes

As vacinas de proteinas recombinantes sdo obtidas a partir do isolamento do
gene codificante da proteina de interesse com posterior clonagem em vetores, como
bactérias, leveduras ou células de mamiferos. As vantagens desse tipo de vacina se
dao por ndo conter o patégeno ou seu material genético e por ndo haver a
necessidade de um sistema de cultura (GUO; ZHONG: LI, 2018). Mas vacinas
baseadas em proteinas recombinantes também possuem desvantagens, uma vez
3 que a maioria delas apresentam imunogenicidade fraca quando administradas
i sozinhas, portanto, requerem uso de adjuvantes* para fornecer uma resposta imune
de maior durabilidade (PEREZ et al., 2012 apud NASCIMENTO: LEITE, 2012).

Exemplos classicos de vacinas de proteinas recombinantes atualmente
administradas em humanos sao da hepatite B (HBV) e papilomavirus humano (HPV)
(NASCIMENTO; LEITE, 2012).

A vacina HCV E1E2/MF59 mostrou-se segura e provocou linfoproliferagao e

resposta humoral em estudo clinico de fase I, realizado em 2010 (FREY et al,

2010). Em 2015, pesquisadores apontaram por meio de um estudo, assim como ja
foi apontado em outros estudos (ZHANG et al., 2007, ZHANG et al., 2009), que
ocorria neutralizagdo cruzada de anticorpos contra anticorpos que reconhecem
: epitopos diferentes da glicoproteina E2, indicando que para melhorar a qualidade e
eficacia de futuras vacinas, seria necessario impedir a indugao de anticorpos contra
o epitopo que abrange os aminoacidos 432-446 (KACHKO et al., 2015).

*  Materiais que aumentam ou  provocam resposta  imune;  substancias
imunopotencializadoras (RESENDE et al., 2004).




8.1.2 Vacinas de peptideos sintéticos

Séo peptideos virais, que normalmente possuem multiplos epitopos,
acoplados a adjuvantes capazes de induzir respostas humoral e celular
(ABDELWAHAB; SAID ZN, 2016; GUO; ZHONG; LI, 2018). Estas vacinas podem
induzir respostas de células T especificas pela apresentacdo do peptideo para
células T via moléculas HLA, sendo, portanto, HLA especificas. Nesta condigéo, a
elaboragao desta vacina possui limitages, uma vez que a alta taxa de variagéo
genetica em populagées virais do HCV em diferentes regibes geograficas dificulta o
uso universal destas vacinas (GUO; ZHONG: LI, 2018).

8.1.3 Vacinas de DNA

A vacina de DNA foi descrita inicialmente em 1990 e desde entdao é
considerada uma das mais promissoras técnicas de imunizagéo contra uma
variedade de patdgenos (GUO; ZHONG; LI, 2018). Esta técnica consiste na
tecnologia do DNA recombinante que envolve a transferéncia de um determinado
gene (transgene), que codifica uma proteina (imundégeno), no interior de um vetor de
expressao para células eucariéticas (WAINE: McMANUS, 1995 apud KANO:
VIDOTTO, O.; VIDOTTO, M. C., 2007).

O vetor ideal deve ser capaz de carrear grande capacidade genémica, ser de
facil produgéo, impedir replicagdo auténoma do DNA, néo ser toxico e nao induzir
reacoes de toleréncia e auto-imunidade (GLENTING: WESSLES, 2005 apud KANO:
VIDOTTO, O.; VIDOTTO, M. C., 2007). J4 as vantagens deste tipo de vacina se da
devido a viabilidade de produgéo, simplicidade de manipulagéo de DNA e respostas
imunes de diferentes origens, tais como células T auxiliares, linfocitos T citotdxicos e
respostas de anticorpos (HU, 2005 apud GUO: ZHONG; LI, 2018).

Na tentativa de desenvolver uma vacina contra o HCV, os estudos se
concentraram principalmente nas propriedades moleculares do virus, o que

demonstrou que seu genoma apresenta uma alta heterogeneidade e




mutagenicidade, implicando na geragao tanto de uma vacina profilatica quanto
terapéutica (GUO; ZHONG,; LI, 2018).

8.1.4 Vacinas de vetores virais

Vetores virais sdo considerados ferramentas potenciais no desenvolvimento
de vacinas. Vetores virais com a capacidade de expressar antigenos estranhos sao
eficazes para induzir imunidade de células T e sdo promissores para a indugdo de
fortes respostas humorais contra doencas infecciosas. Adenovirus, MVA, alphavirus
e paramyxovirus, sdo exemplos de vetores utilizados no desenvolvimento de vacinas
contra o HCV (ABDELWAHAB; SAID, 2016; GUO; ZHONG: LI, 2018).

O vetor de Adenovirus (Ad) & considerado o vetor mais potente por induzir
respostas imunes humorais e de células TCD8" em humanos, porém, a
imunogenicidade do Ad pode ser inatingivel por conta da imunidade anti-Ad pré-
existente, uma vez que titulos elevados de anticorpos anti-vetores podem interferir
com a poténcia imunologica destas vacinas (ABDELWAHAB; SAID, 2016; GUO:;
ZHONG; LI, 2018). Vacinas contra HCV baseadas no vetor Ad sdo bastante
promissoras e encontram-se em ensaios clinicos de fase | e Il (ID: NCT01070407;
NCTO01070407; NCT01436357) (CLINICALTRIALS.GOV).

Outro vetor bastante promissor no desenvolvimento da vacina contra HCV é o
vetor baseado em Modified Vaccinia Ankara (MVA). Assim como vacinas baseadas
no vetor Ad, as vacinas baseadas em MVA, que tém como alvo as proteinas
estruturais e nao estruturais do HCV, mostraram em ensaios pré-clinicos e clinicos
alta resposta de células T (ABRAHAM et al., 2004: ROLLIER et al., 2004;
HABERSETZER et al., 2011 apud GOMEZ et al., 2013). Este vetor vem também
sendo avaliado em ensaios clinicos contra outras doengas, como malaria,
tuberculose e HIV (PAVOT et al., 2017). A vacina MVA-NSmut contra o HCV
encontra-se em  ensaio clinico de fase |l (ID:  NCT01436357)
(CLINICALTRIALS.GOV).




8.1.5 Vacinas baseadas em culturas de células virais

As culturas de células provaram ser indispensaveis para uma variedade de
aplicagdes, dentre elas, na area da pesquisa (RAVI et al., 2014). Sistemas robustos
de cultura de células infecciosas do HCV de isolados de diferentes genétipos
representam ferramentas valiosas para o estudo in vitro da heterogeneidade
genetica do HCV, que desempenha papel importante na progresséo da doenga e
representa um desafio significativo para o desenvolvimento de vacinas (LI et al.,
2014). Até 2005, carecia de um sistema de cultura de células infecciosas para o
HCV, dificultando analises detalhadas do HCV, como estudos do ciclo de vida viral,
dificultando o desenvolvimento de estratégias antivirais (WAKITA et al., 2005).

Estudos como o de Lindenbach et al. (2005) e Wakita et al. (2005) auxiliaram
no progresso ha pesquisa de vacinas contra o HCV. Estes estudos mostraram que a
transfeccdo das estirpes JFH1 e J6/JFH1 do gendtipo 2 do HCV em células Huh?7,
resultava na secregdo de particulas virais que s&o infecciosas para células em

cultura e em chimpanzés.

Em estudos experimentais recentes, camundongos demonstraram a
ocorréncia de produgdo de anticorpos neutralizantes contra o envelope viral do HCV
quando imunizados com vacina derivada de cultura de células (AKAZAWA et al.,
2013; GOTTWEIN; BUKH, 2013 apud ABDELWAHAB; SAID, 2016).

8.1.6 Vacinas baseadas em células dendriticas

Como dito anteriormente, as DCs apresentam papel importante na regulagéo
da imunidade, sendo assim, estudos estdo em desenvolvimento na tentativa de criar
uma vacina baseada em DC para o gerenciamento em estagios iniciais ou até

mesmo na busca da cura da infecgao pelo HCV (ZHOU et al., 2012).

Para que seja possivel, o primeiro impasse é a busca por alternativas para o
desenvolvimento de DCs ex vivo. A estratégia mais utilizada é a geragéo de DC a

partir de monécitos (MDDC), que consiste em um protocolo de cultura de dois
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estagios (1) isolamento dos monocitos, que pode ser feita na corrente sanguinea por
aderéncia ou selegdo positiva utilizando contas imunomagnéticas, sendo
diferenciados em relagao as iDC: (2) indugao de DCs maduras por meio de GM-CSF
e IL-4. Entretanto, uma grande complicagdo encontrada é a variagéo na composicéo
dos meios de cultura, doses dos reagentes, condi¢ées de cultura, coquetel de
reagentes como CD40L e do acido policitidilico, do inglés Polyinosinic, um imuno
estimulante usado na forma de sal de sédio para simular infecgées virais, que
interage com o receptor TLR3, expresso na membrana das células B, macréfagos e
células dendriticas. O periodo total de duragéo da cultura in vitro é em torno de uma
semana (ROUAS, 2004; FIGDOR et al., 2004: ZHOU ef al., 2012).

Algumas pesquisas estdo em andamento, tendo como objetivo final,
desenvolvimento de uma vacina baseada em DCs, como por exemplo, Moriya et al.

(2001) manipularam a protease de fusso da toxina do Antrax contendo o epitopo do
HCV, como veiculo para o transporte do antigeno para DC, e mencionaram que a
imunizagédo com DC induzida por protease de fusdo foi capaz de induzir linfécitos
citotoxicos especificos para o HCV em ratos. Em seguida, estes camundongos
imunizados, foram capazes de induzir LT citotoxicos especificos contra o ndcleo do
HCV. Portanto, considera-se promissor o desenvolvimento de uma vacina baseada
em linfécitos citotoxicos induzidos por células dentriticas contra 0 HCV (MATSUI et
al., 2002; ZHOU et al., 2012).
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A eliminagdo mundial do HCV é um assunto frequente atualmente com o
surgimento dos novos DAAs. Na auséncia de uma vacina eficaz, os DAAs podem
ser fundamentais para atingir este objetivo. No entanto, os custos destes
medicamentos ainda podem ser um obstaculo para o governo de muitos paises

subdesenvolvidos.

r

A vacina, até entdo, é o fator fundamental para a eliminagdo do HCV,
considerando seu histérico de sucesso no combate a doengas como variola,
sarampo e poliomielite. Apesar das dificuldades no desenvolvimento de uma vacina
preventiva, muitos obstaculos ja foram superados, como a criagdo de um sistema de
cultura de células suscetivel e permissivel 3 infecgdo pelo HCV, que permitiu o
estudo do ciclo viral, fator importante para o desenvolvimento de uma vacina. Este
avancgo, portanto, colaborou para os estudos de vacinas que estdo em andamento

atualmente, algumas delas, inclusive, se encontram em ensaio clinico de fase | e |I.

Estudos em torno do sistema imune adaptativo, apontam uma relagao
importante dos linfécitos T na resolugao da infecgéo aguda pelo HCV, sugerindo que
a diminuigéo in vivo de células TCD4* ou CD8" dificultam a depuragédo do HCV e a
recuperacao clinica. Desta forma, as vacinas baseadas em vetores virais, que sao
bem-sucedidas e chegaram a ensaios clinicos de fase Il, se tornam bastante
promissoras. A vacina baseada no vetor viral MVA (MVA-NSmut), por exemplo,
induz alta resposta de células T e, & preferivel ao vetor Ad, uma vez que este Ultimo

pode ter imunogenicidade inatingivel.

Na auséncia de uma vacina, o tratamento de individuos doentes com DAAs

2 juntamente com agées preventivas, como o empenho do Ministério da Salde em

diagnosticar grupos de riscos com a finalidade de diminuir a transmisséao do virus, a
disseminagdo do HCV pode diminuir acentuadamente. Mediante este cenario, a
OMS em 2016 langou um projeto que visa reduzir as novas infecgbes e mortalidade
associadas ao HCV, juntamente com o HBV, em 90% e 65%, respectivamente, até
2030.

Apesar de outros elementos de prevencédo e tratamentos com taxas de

sucesso elevadas, a vacina ainda seria um fator crucial para a eliminagao do virus,
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uma vez que a hepatite C € uma doenga silenciosa e mensurar a incidéncia da
doenga & um fator excepcionalmente dificil, tornando arduo o controle da

disseminacao do virus.
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