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RESUMO



O virus da Hepatite C (VHC) é um importante patégeno associado com doenca hepatica
crdnica sendo que alguns infectados podem desenvolver cirrose e carcinoma hepatocelular.
O tratamento da hepatite C crbnica visa a resposta viroldgica sustentada (RVS), definida
como niveis de RNA viral indetectaveis no soro por seis meses depois do término do
tratamento. Atualmente, a terapia padréo ouro é a combinagdo de interferon a peguilado e
ribavirina, porém esse esquema terapéutico vem se mostrando eficaz em, apenas, 50% dos
pacientes infectados com o gendtipo 1, o mais prevalente no Brasil. Portanto, novas drogas
mais eficazes e menos téxicas estdo sendo desenvolvidas para melhorar a assisténcia aos
pacientes infectados pelo VHC, entre as quais merecem destaque os inibidores da serina
protease NS3, a qual é uma enzima essencial para a replicacdo do VHC e assim um
potencial alvo para novas terapias antivirais. Entretanto, a emergéncia de variantes
resistentes € o maior obstaculo para o sucesso da terapéutica. Variantes resistentes ja
foram isoladas em pacientes tratados com os inibidores de protease e, estdo associadas
com a faléncia terapéutica. Porém o impacto dessas variantes resistentes em pacientes
virgens de tratamento ainda né&o foi esclarecido e, esse tipo de informagdo pode avaliar o
impacto dos inibidores de protease na terapia antiviral. O objetivo deste estudo foi avaliar a
presenca de mutacdes de resisténcia e polimorfismos genéticos na regido genémica NS3 do
VHC em 37 pacientes virgens de tratamento com inibidores de protease infectados com
genadtipo 1. RNA viral sérico foi utilizado como fonte para amplificacdo e seqiienciamento da
regido NS3 do VHC e, avaliar a presenca de mutacdes de resisténcia e polimorfismos nesta
regido. Os resultados mostraram que apenas 07 (18,9%) amostras apresentavam variantes
resistentes, sendo que as mutagdes ja reportadas previamente T54A, T54S, V55A, R155K e
V163L foram detectadas com igual freqiéncia (2,7%) na populacdo estudada e, a
substituicdo A156T foi encontrada com uma frequéncia superior as demais (5,4%), e duas
substituicbes simultdneas ndo foram encontradas em uma mesma amostra. Com relagéo
aos polimorfismos genéticos 315 modificacbes de aminoacidos foram detectadas na
amostra analisada, sendo que além das 07 mutacdes de resisténcia previamente relatadas
foram encontradas outras substituicdes em cédons de resisténcia como: T54N, V55D, V55F,
A156D, V158E, V163G, V163K, V163R, V163M, 1170V, 1170F, todas com freqiéncia de
2,7% exceto a V163G que apareceu com uma freqiéncia um pouco superior (5,4%). Os
resultados obtidos demonstram a conservacdo da triade catalitica e dos aminoacidos de
ligacdo ao zinco e; ocorréncia do maior numero de substituicbes nos codons 153 (94,6%),
40 (67,5%) e 91 (67,5%). Algumas substituicbes podem potencialmente desarranjar a
estrutura tridimensional da protease NS3, resultantes de alteracBes elétricas com
modificagBes de carga eletrostatica que modificam as interagdes entre os residuos. Assim,
novos estudos de modelagem molecular podem facilitar o entendimento dos achados aqui
apresentados.

Palavras-chave: VHC, protease NS3, inibidores de protease.



ABSTRACT



The Hepatitis C Virus (HCV) is an important pathogen associated with chronic hepatic
disease and some infected patients can develop cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The
treatment of chronic hepatitis C aimed the sustained virological response (SVR), defined as
having undetectable serum HCV RNA at the end of therapy for at least 6 months. Currently,
the gold standard therapy is a combination of pegylated interferon-a and the ribavirin,
however this treatment present efficacy in only 50% of patients infected with genotypes 1,
the most prevalent in Brazil. Then, new drugs more effective and less toxic have been
developed to improve the attendance of the HCV infected patients as the serine protease
NS3 inhibitors, which is an enzyme essential to HCV replication and main target of new
antiviral therapies. However, the emergence of drug resistant variants has been the major
obstacle to therapeutic successful. Resistant variants have already been isolated in patients
treated with protease inhibitors and, these resistant variants are associated with non
response to treatment. But the impact of the resistant variants in naive protease inhibitors
patients is unclear yet and, this information can evaluate the impact of protease inhibitors in
antiviral therapeutic. The goal of this study was evaluate the presence of resistance
mutations and genetic polymorphisms in the NS3 genomic region of HCV in 37 protease
inhibitors-naive genotype 1 HCV infected patients. Serum viral RNA was used as source to
amplification and sequencing of NS3 region of HCV and, evaluates the presence of
resistance mutations and polymorphisms in this region. The results showed that only 07
(18.9%) samples presented resistant variants, the mutations previously described T54A,
T54S, V55A, R155K e V163L were detected with the same frequency (2.7%), the substitution
A156T was found with a higher frequency than others (5.4%), and two simultaneous
substitutions weren’t found in the same sample. The analysis of these genetic
polymorphisms showed 315 amino acids modifications in the studied sample, besides the 07
resistance mutations previously described were found others substitutions in resistance
codons as: T54N, V55D, V55F, A156D, V158E, V163G, V163K, V163R, V163M, 1170V,
1170F, all a frequency of 2.7% except V163G which present a frequency of 5.4%. The
obtained results demonstrated the catalytic triad conservation and also the amino acids that
binds to the zinc ion; and a higher occurrence of substitutions in codons 153 (94.6%), 40
(67.5%) e 91 (67.5%). Some substitutions can potentially dismantle the tridimensional
structure of NS3 protease, resulting from electric alterations with electrostatic charge
modifications that can change the interaction between the residues. Therefore, new studies
using molecular modeling can facilitate the understanding of the findings of this study.

Key-words: HCV, NS3 protease, protease inhibitors.
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A hepatite C constitui um problema de saude global com 170 milhdes de
infectados pelo Virus da Hepatite C (VHC) no mundo, sendo 3 a 4 milh6es de novos
casos por ano (WHO, 2003). No Brasil, estima-se que 1,0 a 1,9% da populacao
brasileira esteja infectada pelo VHC (Alter, 2007).

Clinicamente, a infec¢do apresenta diferentes formas de evolucdo, em 15%
dos casos, a infeccdo pelo VHC apresenta clareamento espontaneo, ou seja,
presenca de RNA indetectavel no soro do paciente com sorologia reagente para
anticorpos anti-VHC, sendo esta ocorréncia mais frequente em mulheres e
individuos jovens, enquanto que homens afro-americanos e individuos com infecgéo
aguda assintomatica estdo mais propensos a cronicidade (Hoofnagle, 2002; Seeff,
2002).

A cirrose hepética ocorre em aproximadamente 20% dos casos, geralmente
apos 15 a 20 anos de infeccdo e o hepatocarcinoma € detectado em 1 a 3% dos
casos de cirrose ao ano. No entanto, a evolucdo para cronicidade esta na
dependéncia de fatores virais, como carga viral e genodtipo do VHC e fatores do
hospedeiro como sexo, idade, uso de alcool ou coinfeccdo com outros virus
(Strauss, 2001).

O VHC, virus da familia Flaviviridae, foi descrito pela primeira vez em 1989
como sendo 0 agente etioldgico associado a hepatites ndo-A e ndao-B por Choo e
colaboradores. Possui genoma constituido por uma uUnica fita de RNA de polaridade
positiva com 9500 nucleotideos e uma unica fase aberta de leitura (Open Reading
Frame, ORF), a qual codifica uma unica poliproteina de, aproximadamente, 3000
aminoacidos, a qual posteriormente seré clivada por enzimas virais e do hospedeiro

produzindo 10 polipeptideos (Lyra, 2004).

O genoma viral € constituido por regides génicas que codificam proteinas
estruturais e nao estruturais, flanqueadas por duas regides nao traduzidas altamente
conservadas, de aproximadamente 341 e 230 nucleotideos, denominadas 5’'UTR e

3'UTR (Figura 1a). Essas regides possuem elementos que desempenham papéis
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essenciais no ciclo replicativo viral. A regido 5"UTR contém uma regido denominada
internal ribosome entry segment (IRES) que direciona a traducao independente de
cap da poliproteina viral e um sinal de RNA sobreposto que € necessario para a
replicacdo viral. Ja a regido 3'UTR possui estruturas que se mostraram necessarias

para a replicacdo viral e para uma infeccdo produtiva (Ivanyi-Nagy et al., 2006).

A heterogeneidade do genoma do VHC conduz a uma alta variabilidade
genética que distingue, atualmente, seis gendétipos (1 a 6), varios subtipos e
quasiespecies (Simmonds et al., 2005). O gendtipo 1 apresenta uma distribuicéo
global, sendo o mais frequente. O gendtipo 4 é prevalente na Africa do Norte e
Oriente Médio e 0 5 e 6 na Africa do Sul e Hong Kong, respectivamente (Zein, 2000).
No Brasil, os gendétipos 1, 3 e 2 sdo os mais freqientes nesta ordem, com
predominéancia do genoétipo 1 na maioria dos estados (Campiotto et al., 2005).
Recentemente, foi descrito um novo gendtipo designado gendtipo 7 (Murphy et al.,
2007).

Independente do gendtipo viral, durante a replicacdo do VHC ocorre a sintese
da poliproteina viral que, ao ser clivada origina as proteinas estruturais, liberadas da
por¢cdo amino-terminal, que incluem a proteina do nucleocapsideo C (core), duas
glicoproteinas do envelope (E1 e E2) e uma proteina p7 gerada pelo processamento
de um precursor do E2-p7 (Lohmann et al., 1996) e, as proteinas ndo estruturais,
NS2,NS3,NS4A,NS4B,NS5A,NS5B (Figura 1b) (Penin et al., 2004).

As proteinas ndo estruturais estdo relacionadas funcionalmente com varias
etapas do ciclo replicativo viral. A proteina ndo estrutural 2 (NS2) é uma cisteina
protease hidrofébica transmembrana de 23 kDa necessaria a infectividade viral
(Jones et al., 2007).
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5UTR 3UTR
(@)

(b)

Figura 1. Representacdo esquematica do (a) genoma do VHC, evidenciando regides génicas
codificadoras das proteinas estruturais (vermelho) e ndo estruturais (amarelo), flanqueadas pelas
duas regides nao traduzidas (5"UTR com IRES e 3 "UTR); (b) poliproteina viral sintetizada com as

proteinas core, E1 e E2 (vermelho) e ndo estruturais (amarelo) (Adaptado de Penin et al., 2004).

A proteina néo estrutural 3 (NS3) é um membro da superfamilia protéica das
helicases DExH/D-box, da familia tripsina/quimiotripsina (Kim et al. 1996; Love et al.,
1996), com 67kDa € constituida por um dominio serina protease e um dominio RNA
helicase, se relaciona a separacao das fitas de RNA positiva e negativa, durante a
replicacdo, além de apresentar atividade NTPases (Hahm et al., 1995). A proteina
NS3 é responsavel pela clivagem da poliproteina viral durante o ciclo replicativo do
VHC (Penin et al., 2004).

Uma triade catalitica constituida por trés residuos de aminoéacidos histidina,
acido aspartico e serina localizados respectivamente nas posi¢des 57, 81 e 139 da
proteina (Figura 2a) foi identificada pelo alinhamento de sequéncias da proteina NS3
do VHC e de muitas proteases virais e celulares conhecidas, pertencentes também a
superfamilia de proteases serinas (Bazan e Fletterick, 1989; Bazan e Fletterick,
1990; Gorbalenya et al., 1989; Miller e Purcell, 1990).
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Esta triade catalitica esta localizada em uma fenda entre dois sub-dominios,
com o0s aminoacidos histidina e acido aspartico no subdominio N-terminal e serina
no C-terminal. O sub-dominio C-terminal (residuos 96 a 180) contém seis estruturas
secundarias [B-pregueadas, comum na maioria dos membros da familia
quimiotripsina, seguido de uma estrutura em a-hélice estruturalmente conservada. O
sub-dominio N-terminal consiste em oito estruturas B-pregueadas, sendo sete
provenientes da proteina NS3 e uma do NS4A. No sub-dominio C-terminal existe,
ainda, um sitio formado por trés residuos de cisteina (nas posicées 97, 99 e 145)
(Figura 2b) e uma histidina da posicédo 149, localizados de maneira oposta a triade
catalitica na proteina, o qual constitui o local de ligacdo de um ion metdlico, o zinco
(Lin, 2006). Estudos demonstraram que substituicdo de qualquer residuo de cisteina
envolvido no sitio de ligacdo do zinco por uma alanina conduzem a uma reducao
significativa na atividade da protease, enquanto que, uma mutacdo na histidina é
menos significativo (Hijikata et al.,, 1993). Os resultados destes estudos e a
localizacdo do atomo de zinco em relacdo a Ser-139 sugerem que o papel
desempenhado pelo zinco é mais de natureza estrutural do que catalitico, como no
caso de outras proteases virais (Sommergruber et al., 1994; Voss et al., 1995; Yu e
Loyd, 1992). Nesta mesma linha, estudos jA mostraram que a proteina NS3
expressa em E. coli ndo adquiriu a estrutura adequada no espacgo e, portanto, sua
atividade proteolitica foi deficiente (De Francesco et al., 1996; Stempniak et al.,
1997).

A substituicdo de qualquer residuo da triade catalitica anula a clivagem das
quatro juncdes (NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B), porém nao
tem nenhum efeito na clivagem de outros locais da poliproteina do VHC, os quais
estdo localizados anteriormente no genoma aos sitios de clivagem dependente da
protease serina NS3 (Lin, 2006). A atividade funcional da protease é determinada
pelos 180 primeiros aminoacidos da porcdo N-terminal da proteina NS3. Delecdes
maiores que 22 aminoacidos dessa regido conduzem a uma perda significante de
eficiéncia no processamento da poliproteina, e qualquer dele¢cdo na porcdo C-
terminal desse dominio da protease anula completamente a atividade proteolitica
(Bartenschlager et al., 1994; Failla et al., 1995; Tanji et al., 1994).
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura da protease NS3 do VHC, evidenciando as
estruturas B-pregueadas (verde), (a) a triade catalitica de His-57, Asp-81 e Ser-139 e, (b) os trés
residuos de cisteina nas posi¢bes 97, 99 e 145 (amarelo), uma histidina na posicao 145 (vermelho) e

o ion de zinco (verde claro) (Adaptado de Lin, 2006).

O esclarecimento da atividade funcional da protease foi facilitado pela
nomenclatura atribuida pelos pesquisadores Schechter e Berger (1967),
amplamente aceita, na qual o substrato alvo de clivagem é constituido de 10
peptideos, sendo seis residuos na por¢do N-terminal e quatro residuos na porcéao C-
terminal, o qual é descrito NH, — P6 — P5 - P4 - P3 -P2-P1-P1 - P2-P3 - P4’ -
OH. Os produtos da clivagem desse substrato seriam do lado P (NH, — P6 — P5 — P4
—P3 - P2-P1-0H)edolado P’ (NH; - P1' - P2’ - P3’ - P4’ - OH). Os sitios da
protease NS3/4A nos quais a cadeia do produto P1 se liga recebem as designacdes
S1, S2, S3, S4, S5 e S6 e, para o produto P’ a denominacgéo sera S1’, S2’, S3’ e S4'.
Alinhamento de sequéncias mostram a presenca de um residuo acido (Asp ou Glu)
em P6, um residuo com terminacdo -SH (Ser ou Thr) na posi¢do P1, e um residuo

de cadeia lateral pequena (Ala ou Ser) na posicado P1°(Schechter; Berger, 1967).

No entanto, a acdo de NS3 é dependente da atividade de uma das fracdes da

proteina ndo estrutural 4 (NS4). Depois da clivagem, a proteina NS4A funciona
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como cofator para a acdo de NS3 (Bartenschlager et al., 1994; Bartenschlager et al.,
1995; Failla et al., 1994; Lin et al., 1994; Taniji et al., 1995), enquanto a funcéo de
NS4B permanece desconhecida (Penin, 2003).

Desta forma, NS3 é responséavel pelo inicio da clivagem da poliproteina viral
durante o ciclo replicativo do VHC por meio de um corte intramolecular entre NS3 e
NS4, dando origem a proteinase heterodimérica ativada NS3/4A, a qual processa
primeiro NS5A/5B, originando a polimerase viral madura, NS5B, seguida de uma
clivagem entre NS4A e NS4B, e finalmente processando a juncdo NS4B/NS5A (De
Francesco et al, 2000). A NS5A atua na regulacdo da resposta ao Interferon
(Moradpour e Blum, 2004) e, a NS5B constitui a RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp) viral, importante na replicacdo do VHC (Penin et al., 2004).

A proteina NS5B constitui a RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp),com um motivo proteico Glicina — Acido Aspartico — Acido Aspartico em seu
sitio ativo (Lesburg et al. 1999) responséavel por catalisar a polimerizacdo do RNA
durante a replicacdo. Constitui uma proteina integral de membrana e, inicia a
sintese da fita de RNA de polaridade negativa complementar utilizando como molde
o0 genoma viral (de polaridade positiva). Uma vez sintetizada a fita negativa funciona
como molde para a sintese de novos genomas virais (fitas positivas) (Schmidt-
Mende et al. 2001).

Da mesma forma que outras enzimas da mesma classe, sua estrutura
cristalina permite distinguir uma imagem associada a figura de uma mao
apresentando subdominios como “dedos” (fingers), “palma” (palm) e “polegar”
(thumb) (Schmidt-Mende et al. 2001). Sua funcdo é dependente de ions magnésio,
sendo tolerante a variacbes na concentracdo salina do meio e com atividade 6tima

em pH proximo a 7,5 (Behrens et al., 1996).

A RNA polimerase ndo apresenta atividade proofreading, sendo incapaz de
corrigir erros que ocorram durante o processo de sintese da fita de RNA e,
conduzindo a um nivel de 10® a 10° mutacdes por nucleotideo por replicacdo
gendmica (Duffy et al., 2008).
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Desta forma, para o sucesso da replicacdo do VHC, embora seja necessaria
uma atividade coordenada das proteinas virais sdo extremamente importantes a
NS3 e a NS5B, as quais atuam em cooperacdo para a replicacdo do RNA (Paolini et
al., 2000, Piccininni et al., 2002, Zhang et al., 2005) além da NS3 atuar na clivagem

proteolitica da poliproteina resultante do processo de traducao.

As atuais terapias anti-VHC n&o sao efetivas em todos os casos e, portanto,
existe uma necessidade crescente de novas abordagens terapéuticas mais

eficientes e menos téxicas (Water e Nelson, 2006).

O tratamento da infeccdo pelo VHC tem como objetivo 0 alcance da resposta
virolégica sustentada (RVS), que corresponde a persisténcia da viremia indetectavel
seis meses apo6s o final do tratamento (Zeuzem et al.,, 2004). A primeira droga
utilizada no tratamento da hepatite C cronica foi o Inferferon alfa recombinante (IFN-
a), o qual demonstrou eficiéncia limitada. A associacdo com a Ribavirina (RBV)
melhorou a eficacia do esquema, potencializando o efeito do IFN-a (Fried, 2002). Em
2003, foram desenvolvidas formas modificadas de interferon e, a utilizacdo do
Interferon Peguilado, ainda associado com a RBV, demonstrou uma melhora
significativa na porcentagem de RVS, sendo considerado o esquema terapéutico

padrédo ouro no tratamento da Hepatite C atualmente (Zeuzem et al., 2004).

No entanto, alguns fatores influenciam na resposta ao tratamento como
caracteristicas imunolégicas do hospedeiro e genotipo viral. Pacientes infectados por
virus de gendtipos 1 e 4 do VHC apresentam menores indices de RVS, quando
comparados a portadores de VHC de outros gendétipos. Desta forma, a escolha do
esquema terapéutico, bem como o tempo de tratamento estdo na dependéncia do
genatipo viral (EASL, 1999).

No Brasil, a indicacdo do esquema terapéutico para a doenca obedece a
Portaria 34/SVS/MS, a qual recomenda que portadores de VHC de gendtipo 1 sejam
tratados com Interferon-a Peguilado associado com Ribavirina por até 48 semanas;
enquanto portadores de virus de gendtipo ndo-1 devem receber Interferon a

convencional associado com Ribavirina por 24 semanas (Brasil, 2007).
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Apesar da melhora significativa no tratamento da hepatite C com a introducéo
do Interferon-a Peguilado, o esquema terapéutico é efetivo em apenas 50% dos
infectados para portadores de virus de gendtipo 1. Dessa forma, outros agentes
antivirais alternativos vém sendo estudados. Neste grupo estdo incluidos os
medicamentos inicialmente designados Terapia Alvo-Especifico para o VHC, do
inglés, Specifically Targeted Antiviral Therapy for HCV ou STAT-C, atualmente
designados Direct Acting Antiviral (DAA), entre os quais estdo incluidos os inibidores
de protease e da polimerase do VHC. Essas drogas estdo em desenvolvimento
clinico e, demonstraram eficacia antiviral potente, alcangcando redugédo no nimero de
cOpias de virus no paciente em tratamento precoce (Thompson e McHuntchison,
2009).

A protease codificada pela regido NS3/4A cliva a poliproteina viral do VHC e a
RdRp codificada pela regido NS5B que sintetiza a fita de RNA durante a replicagéo,
Sao essenciais para a sobrevivéncia e permanéncia do virus no organismo do
hospedeiro, portanto séo, atualmente, os locais alvo para o desenvolvimento de

novas terapias.

Uma vantagem para o desenvolvimento de drogas que tem como alvo as
enzimas virais € que apesar do VHC mostrar uma heterogeneidade genética
substancial (Choo et al., 1991), essa diversidade nédo é distribuida uniformemente no
genoma. Estudos anteriores com o genoma completo levam a acreditar que o
dominio NS3 do VHC é a regido menos variavel do genoma (Houghton, 1996; Farci
e Purcell, 2000).

Os inibidores de protease bloqueiam a acdo da serino-protease NS3 por
inibicdo competitiva e, conseqientemente impedem a replicacdo do VHC. Duas
principais classes de drogas foram desenvolvidas com esta finalidade que divergem
na forma de ligacdo a protease. O primeiro grupo inclui medicamentos capazes de
inibir a protease por ligagdo ndo covalente e, no segundo grupo estdo compostos
que se ligam a protease por ligacdes covalentes reversiveis (De Francesco e Carfi,
2007).
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O Telaprevir (VX-950) foi desenvolvido pela Vertex Pharmaceuticals e, é um
inibidor da protease NS3 do VHC peptidomiméticos que age fazendo ligacdes
covalentes reversiveis (Lin et al., 2006). Esse medicamento mostrou um reducao
significativa na carga viral de pacientes portadores do virus da hepatite C de
gendtipo 1 tratados com ele por um periodo de 14 dias (Reesink et al., 2006).
Estudos multicéntricos realizados com o telaprevir vém demonstrando resultados
promissores nos Estados Unidos e Europa, principalmente em pacientes virgens de
tratamento e infectados com o virus de gendtipo 1 (Kieffer et al., 2007;
McHuntchison et al.,, 2007). O objetivo dos ensaios clinicos vem sendo definido
como obtencdo de RVS com RNA do VHC indetectavel por 24 semanas depois do
final do tratamento. Foram usados grupos que usaram o regime terapéutico baseado
em IFN-a peguilado combinado com RBV, e também a terapia combinada de
interferon mais o telaprevir (Lopez-Labrador, 2008). Os pacientes dos EUA
mostraram RVS por 12 e 24 semanas pos-tratamento em 61-67% dos pacientes nos
grupos que combinaram interferon e a terapia antiviral, comparado com 41% que
mostraram RVS usando apenas a terapia baseada em interferon (McHuntchison et
al., 2008). Ja o grupo da Europa indicou que 62-68% dos pacientes atingiram RVS
por 12 e 24 semanas poés-tratamento no grupo que usou o IFN+RBV+telaprevir
comparado com 48% que atingiu RVS usando apenas IFN+RBV (Dusheiko et al.,
2008). Desta forma, o uso do telaprevir vem demonstrando eficacia na inibicdo da
replicacdo viral, principalmente quando utilizado em associacdo as drogas

atualmente prescritas.

O Boceprevir (SCH503034) foi desenvolvido pela Schering-Plough, e é um
inibidor de protease baseado em carboxiamida oral. Avancou para ensaios clinicos
depois de demonstrar uma eficiéncia em reduzir a carga viral em pacientes
infectados pelo VHC, ndo respondedores a terapia de IFN combinado a RBV,
principalmente em infectados com virus de genotipo 1 (Zeuzem et al., 2005). Testes
clinicos ainda estdo sendo conduzidos usando dois grupos: um submetido a terapia
de IFN+RBV e outro submetido a uma terapia de IFN+RBV+ boceprevir. Dados
preliminares mostraram uma RVS em 55-57% dos pacientes usando a terapia

antiviral combinada com interferon (Kwo et al., 2008).
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Os inibidores da polimerase do VHC apresentam dois mecanismos de agao
distintos; podem atuar como finalizadores de cadeia, competindo com o0s
nucleotideos endogenos pela incorporacéo na cadeia de RNA, bloqueando a sintese
da nova fita de RNA, sendo, neste caso, denominados de inibidores de polimerase
analogos nucleosideos (NIs); ou, agindo por inibicdo alostérica, alterando a
conformacdo da enzima bloqueando a ligacdo do substrato natural, os quais
recebem a designacéo inibidores de polimerase ndo analogos nucleosideos (NNIs)
(Thompson e McHuntchison, 2009).

No entanto, um obstaculo a utilizacdo das drogas anti-VHC com alvo
especifico € a emergéncia de variantes resistentes (Kieffer et al., 2007). Quando se
considera o aparecimento da resisténcia é importante definir as diferentes variantes

virais que podem estar presentes em um individuo infectado.

Uma variante viral selvagem, do inglés wild-type € um organismo genético
padrdo, encontrado na natureza, enquanto que, uma variante mutante é aquela de
carater genético novo decorrente de uma ou mais substituicdes em seu genoma
resultando em uma caracteristica ndo encontrada no selvagem (Tanamy et al.,
2008).

A elevada atividade replicativa do VHC associada a auséncia de atividade de
reparo da polimerase viral induzem uma grande variedade de mutagbes em seu
genoma e, em um mesmo individuo infectado pode existir uma diversidade de
variantes virais geneticamente distintas, sdo as denominadas quasispecies (Kuntzen
et al, 2008). Desta forma, naturalmente diferentes populagdes virais coexistem em
um mesmo individuo infectado sendo que, o principal fator que determina qual
destas variantes se tornara predominante € a capacidade replicativa viral ou fitness,
a qual pode ser influenciada pela pressédo seletiva do sistema imunolégico do
hospedeiro (Kuntzen et al., 2007) ou presenca de mutacdes de resisténcia as drogas

antivirais (Sarrazin et al., 2007).

No contexto da utilizacdo das novas terapias baseadas nas drogas que
bloqueiam a acdo das enzimas virais torna-se importante determinar a presenca de

variantes resistentes. A resisténcia a drogas antivirais aparece como resultado de
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substituicdes de aminodcidos na proteina NS3 e/ou NS5B produzindo mudancgas
conformacionais que interferem na interacdo da droga com o0 seu alvo

(Bartenschlager e Lohmann, 2000).

Quando se considera a resisténcia existem duas situagbes a serem
consideradas, a resisténcia primaria e a secundaria. A resisténcia primaria
caracteriza-se pela presenca natural de variantes resistentes e, cria condi¢cdes para
uma rapida selecdo nos individuos tratados com o DAA (Bartels et al, 2008).
Estudos recentes sugerem que variantes resistentes podem ja estar presentes em
baixas frequéncias entre as quasiespecies em pacientes virgens de tratamento, 0
que pode favorecer a emergéncia destas depois do inicio do tratamento (Kieffer et
al, 2007; Sarrazin et al, 2007). Desta forma, a resisténcia primaria pode ser um

obstaculo ao sucesso terapéutico.

J& a resisténcia secundaria envolve o tratamento com os novos inibidores, 0s
quais podem induzir a selecdo de mutantes resistentes, que apresentam vantagem
seletiva crescente sobre os virus selvagens e tornam-se rapidamente variantes

dominantes (Cubero et al., 2008).

A fim de ser efetiva e resultar em RVS, um regime terapéutico usando drogas
que inibem a replicagdo do VHC precisa ser capaz de inibir a replicacdo tanto da
variante selvagem quanto das resistentes pré-existentes para alcancar um estado de

eliminacao sustentada do VHC (Kwong et al, 2008).

Devido a alta taxa de mutacdo e as grandes populacfes de virus de RNA,
essencialmente todo tipo de substituicdo nao-letal de aminoacidos possivel estara

presente no inicio da terapia (Koev e Kati, 2008).

Quando se consideram o0s esquemas terapéuticos que utilizam inibidores da
protease serina NS3 alguns estudos ja demonstraram que algumas substituicoes
podem alterar o arranjo tridimensional da enzima e conduzir a alteracdes de carga
como as substituicdes Q68H, C97R, S174D e P131H, modificando a interacdo entre
0os residuos na estrutura protéica. Porém, a perpetuacdo das substituicbes se

encontra na dependéncia da tolerancia da extensédo da alteracdo, por exemplo, as
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mutacdes S139P e D81G que ocorrem nos aminodcidos que formam a triade
catalitica, conduzem a perda da funcdo enzimatica e, portanto, sdo letais para a

funcao da proteina e, ndo se perpetuam (Vallet et al, 2005).

Mutacdes em posi¢cdes que constituem os sitios S1 e S2, sitio de ligacao do
inibidor, podem alterar a preferéncia por aminoacidos do substrato nas posi¢ées P1
e P2 (Schechter e Berger, 1967). Os polimorfismos de residuos coadjuvantes na
atividade de protease NS3 e de ligacdo ao substrato, mesmo que eles aparecam
aleatoriamente na auséncia da selecdo pelos inibidores, podem sugerir a
participacdo destes como mutacBes acessoérias que contribuem para resisténcia a

terapia com inibidores de protease (Doyon et al, 1996; Zennou et al., 1998).

Um estudo realizado por analises de sequéncias de clones da protease NS3
de um grupo de pacientes submetidos a monoterapia com telaprevir, revelou varias
mutacOes desconhecidas previamente ao tratamento associados com resisténcia
(Sarrazin et al., 2007). Véarias mutacBes ja foram associadas a resisténcia ao
telaprevir in vitro (A156S/T/V) e in vivo (V36A/M, T54/A, R155/K/T e A156S/T/V) (Lin
et al., 2004; Lin et al., 2005; Sarrazin et al., 2007). O perfil de resisténcia obtido pelo
uso do telaprevir mostrou um grande numero de variantes com uma alta
variabilidade durante a monoterapia e aparenta ser comum para o VHC (Susser et
al., 2009).

Ja para o boceprevir, foram encontrados mutacfes em seis posicdes na
protease NS3 associadas com diferentes niveis de resisténcia, localizadas nos sitios
V36, T54, V55, R155, A156 e V170 (Susser et al., 2009). As variantes resistentes
previamente identificadas incluem T54A, A156S/T, V170A, identificadas in vitro e
V36A/L/IM, FA3C/S, T54A/S, R155K/Q/T/M, A156S, V170A/T, in vivo (Tong et al.,
2006; Tong et al., 2008; Susser et al., 2008; Qiu et al., 2009).

Outras mutagdes vém sendo relatadas como a V55A, descrita pela primeira
vez em 2009, em pacientes em tratamento com boceprevir (Qiu et al., 2009; Susser
et al., 2009), sendo esta mutacdo também importante no uso do telaprevir (Qiu et al.,
2009). A mutacdo V170A confere uma resisténcia mais forte ao boceprevir quando

comparado com o telaprevir evidenciado por um ensaio fenotipico, sendo que esta
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mutacdo j& havia sido descrita para o uso do boceprevir, porém nao haviam sido
descrita com muita frequéncia em pacientes tratados em monoterapia com telaprevir
(Susser et al., 2009). Em 2009 uma nova mutacdo associada ao boceprevir foi
revelada, a V158l, que foi detectada em populacdes virais minoritarias devido a
utilizacdo de um método de seqiienciamento de maior sensibilidade (Qiu et al.,
2009).

Estudos recentes vém mostrando a relevancia das mutacdes V36A/M, T54A,
R155K/T e A156V/T/S no que se refere a caracterizacdo de mutantes duplos, como
a presenca da associacdo dos mutantes nos cédons 36 e 155 ou 36 e 156. Analises
fenotipicas dessas variantes mostraram que o V36A/M, T54A e R155K/T conferem
uma resisténcia menos importante ao telaprevir, e A156V/T e os mutantes duplos
conferiram uma resisténcia mais importante. Diferentemente da aids, na qual as
variantes resistentes geradas durante a terapia antirretroviral mal-sucedida séo
arquivados na forma de provirus latentes integrados nas ceélulas T, nenhuma reserva

tdo antiga vem sendo encontrada para o VHC (Sarrazin et al, 2007).

No entanto, quando se considera a emergéncia das variantes resistentes um
importante fator que afeta a dindmica da infeccao viral € a capacidade replicativa do
virus ou fitness, que vem se mostrando um parametro critico para a persisténcia viral
e como valor progndstico (Martinez-Picado et al., 2000). Estudos vém demonstrando
que algumas mutacdes que conferem altos niveis de resisténcia reduzem o fitness
viral (Croteau et al., 1997; Maguire et al.,, 2002), sendo que o aparecimento de
mutacBes compensatorias restabelecem a capacidade replicativa viral mantendo a

viabilidade da variante selecionada (Yi et al., 2005).

Estudos clinicos ja demonstraram que tratamentos prolongados com
boceprevir conduziram a emergéncia tardia de variantes resistentes e 0 aumento
concomitante na prevaléncia da mutacdo A156T. A resisténcia a droga neste caso
ocorreu devido a reducdo de ligacdo do inibidor ao seu substrato. Entretanto, a
mutacdo A156T gradualmente desapareceu da populacéo viral e foi substituida pela
V170A. Essa modificacdo pode ser explicada pelo desempenho relativo das duas

variantes sob condi¢cbes seletivas. A mutacdo A156T, apesar de conferir uma
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resisténcia mais importante, possui um desempenho replicativo tdo ineficaz, que
eventualmente as variantes com a mutagcdo V170A se tornam a populacdo

majoritaria (Tong et al., 2006).

E importante considerar que 0os mutantes resistentes podem ja estarem
presentes nas populagbes minoritarias, em uma frequéncia inferior a 1%, entre as
quasispecies do paciente infectado (Lu et al., 2007; Cubero et al., 2008), podendo
emergir rapidamente depois de poucos dias do inicio do tratamento (Kieffer et al.,
2007; Sarrazin et al., 2007) embora, algumas mutacdes de resisténcia ja foram
detectadas em populacdes majoritarias de pacientes virgens de tratamento com

inibidores de protease (Colson et al., 2008).

Diante dos aspectos aqui expostos torna-se evidente que o conhecimento do
perfil de mutacbes de resisténcia em um paciente infectado pelo VHC é
extremamente importante para que o esquema terapéutico adequado possa ser
utilizado uma vez que variantes resistentes podem ser rapidamente selecionadas
pela pressdo exercida pelo inibidor de protease durante o tratamento antiviral,
conduzindo a faléncia da terapia e desenvolvimento de resisténcia cruzada a outros

medicamentos da mesma classe (Lin et al., 2005; Tong et al., 2008).

No Brasil, os inibidores de protease ainda nao estdo disponiveis para
utilizacdo clinica, nos Estados Unidos e Europa espera-se a introducdo destes
medicamentos para o ano de 2011 (FDA, 2010) e, com a disponibilizacdo desta
nova classe de drogas na terapéutica o desenvolvimento de técnicas rapidas e com
bom custo-beneficio, capazes de detectar variantes resistentes entre as
quasiespecies de um paciente infectado ira tornar-se vital para o monitoramento da
eficacia da terapia como DAA, especialmente para avaliar os avangos virais (Bartels
et al., 2008). Estes testes poderdo estar também disponiveis para deteccdo de
resisténcia primaria, sendo realizado precocemente, na tentativa de prever a
eficiéncia dos inibidores de protease (Kim et al.,, 2009). No entanto, atualmente

testes de resisténcia a esta classe de drogas ndo estao disponiveis comercialmente.

Nesse cenario, a finalidade deste estudo foi propor uma metodologia in house

para um teste de resisténcia as drogas para os inibidores de protease do VHC e,
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determinar a presenca de mutacdes na regido NS3 em pacientes com hepatite C

cronica, a fim de avaliar a resisténcia primaria aos inibidores de protease do VHC.



OBJETIVOS
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v Padronizar uma metodologia in house para genotipagem da regido genémica

NS3 do VHC para analise de resisténcia aos inibidores de protease;

4 Avaliar a presenca de mutacbes e polimorfismos genéticos na regido
codificadora da proteina NS3 do VHC, em pacientes que nao utilizam inibidores de

protease;

4 Inferir sobre a resisténcia primaria aos inibidores de protease na infeccéo pelo
VHC;



CASUISTICA E METODOS
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CASUISTICA

Foram incluidos neste estudo 37 pacientes atendidos no Ambulatorio de
Hepatites da disciplina de Gastroenterologia Clinica, Departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), com sorologia positiva para o VHC, os quais apresentavam RNA viral
detectado por técnicas de Biologia Molecular e, eram portadores de virus de
genatipo 1 determinado pela metodologia de hibidizacao reversa com o kit comercial
INNO-LIPA® v.1.0. (Roche Molecular Systems, Alameda, CA). As caracteristicas

demograficas, clinicas e virologicas dos pacientes estdo expressas na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas demograficas, clinicas, viroldgicas dos pacientes

infectados pelo VHC de subtipo la incluidos no estudo (n=37).

Caracteristica (N =37)
Idade, anos [média (IQR)] 47 (40-54)
Sexo, Masculino [N (%)] 27 (72,97)

Tratamento* [N (%)]

Virgens de terapia 9 (24,32)

Peguinterferon e ribavirina 28 (75,68)

Grau da Fibrose* [N (%)]

Leve a moderado (FO, F1, F2) 18 (48,65)
Avancado (F3, F4) 15 (40,54)
N&o realizada 4 (10,81)

IQR, intervalo interquartil, *informacé&o retirada do prontuario médico.
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Este estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP mediante oficio de n°471/2009, em 07
de dezembro de 2009.

METODOLOGIA

A genotipagem da regido gendbmica NS3 do VHC foi realizada por

sequenciamento automatico de DNA utilizando protocolo otimizado in house.

a) Extracdo de RNA Viral

A extracdo do RNA viral a partir do plasma foi realizada utilizando o QIAmp
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA), segundo especificacbes do

fabricante.

b) Transcricdo Reversa

O RNA extraido foi utilizado como fonte para a sintese da cadeia de DNA
complementar (cDNA) utilizando o High-Capacity cDNA Archive kit (Applied

Biosystem, CA, USA), segundo as especificagdes do fabricante.
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c) Amplificacdo daregido gendmica NS3 do VHC por Nested-PCR

A amplificacdo da regido NS3 foi realizada utilizando, na primeira reacdo de
amplificacdo, uma mistura de reacao contendo 0,5 puM de cada um dos primers
(Tabela 2), 1X Tampéao Tris-HCI, 0,2mM de dNTP, 2,0mM de MgCl,, 5,0U de Taq
Platinum DNA Polymerase (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e
10puL de cDNA em um volume total de 50uL de reacdo. As condi¢des de ciclagem
foram 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 45
segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com uma etapa final de extensdo a
72°C por 10 minutos.

Uma segunda reacdo de amplificacdo (Nested-PCR) foi realizada utilizando
5uL do produto amplificado na primeira reacdo em uma mistura de reacdo com 0,5
UM de cada um dos primers (Tabela 2), 1X Tampé&o Tris-HCI, 0,2mM de dNTP, 2,0
mM de MgCl,, 2,5U de Easy Tag DNA Polimerase (LGC Biotecnologia, Sao Paulo,
Brasil). As condi¢cfes de ciclagem foram 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por
30 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com uma

etapa final de extenséo a 72°C por 10 minutos.

Tabela 2: SeqUéncia dos primers utilizados nas reacdes de amplificagédo da regido
gendmica NS3 do VHC.

Primer Sequéncia (5" 2 3) Posicédo* Referéncia
NS2_487_1a GAR CCM GTC GTC TTC TCC 2915- 2932 Mello et al. **
NS3_F3AS 1la TGG TGG ACA GAG CRA CCT CCT 4109- 4089 Mello et al. **
NS3_F2AS 1la GGT RGA GTA CGT GAT GGG G 3886- 3868 Mello et al. **
NS3_F2_1la TACTTG AAAGGC TCCTC 3479- 3495 Mello et al. **

NS: ndo estrutural, AS: antisense. R= A ou G; M= A ou C.
* Posicao de acordo com a sequéncia VHC-1 (n° de acesso no GenBank: M62321).

**Dados ndo publicados.
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d) Revelacdo dos Produtos Amplificados por Eletroforese em Gel de
Agarose

A visualizacdo dos resultados obtidos nas reacbes de amplificacdo foi
realizada em gel de agarose 2% com 0,25ng/ul de brometo de etidio, a 80V, 4mA
por 40 a 60 minutos em tampé&o TBE (Tris-Borato 45SmM/EDTA 1mM). A revelagéo
foi realizada por exposicdo a luz ultra-violeta (UV) e foram consideradas positivas
amostras que exibiam uma banda de, aproximadamente, 910 pares de bases (pb)
para a regido NS3 usando como marcador de peso molecular o DNA Ladder 1Kb
(LGC Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil).

e) Purificacdo do Produto Amplificado

Os produtos amplificados foram purificados utilizando duas metodologias
distintas na dependéncia do rendimento da reacdo de PCR. Quando a reacdo de
PCR apresentou alto rendimento a purificagdo do produto amplificado foi realizada
utilizando o Invisorb® Fragment Clean Up (Invitek, Berlin, Germany), no entanto
guando o rendimento da PCR foi baixo a purificacdo do produto da PCR foi realizada
o Charge Switch — PCR Clean Up (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), ambos segundo as especificacdes dos fabricantes.

f) Reacéo de Marcacao Fluorescente

A reacao de marcacdao fluorescente foi realizada em microplaca de 96 pocos
utilizando o kit ABI Prism® Big Dye™ terminator Cycle Sequencing v.3.1. (Applied
Biosystems, CA, USA), utilizando um volume de 20ul de reagdo com 0,5uM de um
dos primers (forward ou reverse), 4ul de Big Dye e, de 30 a 50ng de produto
purificado.

Para a regido genbmica NS3 foram realizadas trés reacdes, utilizando os
primers NS2_487 1la (forward), NS3_F2_1la (forward), NS3_F2AS _1a (reverse).
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As condicdes de ciclagem foram 95°C por 5 minutos; 40 ciclos de 95°C por 10

segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos.

g) Precipitacéo

Finalizada a reacdo de marcacdo fluorescente, procedeu-se a etapa de
precipitacdo com a finalidade de retirar os reagentes n&o incorporados. A reacéo
foram adicionados 80ul de isopropanol 75% (Merck S.A.), deixando a placa em
repouso por 15 minutos envolvida em papel aluminio a temperatura ambiente.
Procedeu-se a centrifugacdo desta mistura a 1700g por 50 minutos a 25°C.
Concluida esta fase, o isopropanol foi removido e foram adicionados 200ul de etanol
70% a placa, procedendo-se, entdo a centrifugacdo as mesmas condices
anteriores por 20 minutos. Finalizada esta etapa todo o etanol foi removido e, uma
incubacéo final da placa a 94°C por 2 minutos em termociclador foi realizada com o

objetivo de eliminar o etanol residual.

h) Desnaturacdo do DNA e Sequenciamento

Depois da precipitacdo procedeu-se a desnaturacdo do DNA utilizando 2ul de
uma mistura contendo 5 partes de formamida deionizada Hi-Fi (Applied Biosystems,
CA, USA) para 1 do tampéo de carreamento blue dextran (Applied Biosystems, CA,
USA) e aquecimento a 94°C por 3 minutos.

A eletroforese foi conduzida no equipamento ABI Prism 377 (Applied
Biosystems,CA, USA) utilizando gel de poliacrilamida desnaturante Acrigel 29:1
(LGC Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil) em uma concentracéo de 4,75% preparado
segundo especificagcbes do fabricante. A duracdo da eletroforese foi de 7 horas
sendo que os parametros de corrida e analise dos dados resultantes obedeceram as

orientacdes do fabricante.
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i) Anéalise dos Dados

A gualidade dos cromatogramas foi avaliada com o software Phred (Ewing et
al., 1998; Ewing et al., 1998a). Para a validacado dos cromatogramas foi utilizado um
escore de 20. As sequéncias de boa qualidade obtidas com primers forward e
reverse foram posteriormente analisadas por meio do software BioEdit (Hall et al.,
1999) e, as sequéncias consenso foram obtidas . As sequéncias consenso foram
entdo submetidas pelo HCV-Blast disponivel no banco de dados The Los Alamos
HCV Sequence (HTTP://hcv.lanl.gov) (Kuiken et al., 2005), para validagdo do
fragmento sequenciado.

A partir da sequéncia consenso de nucleotideos foi obtida a sequéncia de
aminoacidos da proteina no frame correto utilizado as ferramentas do software
BioEdit (Hall et al., 1999).

A identificacdo de cdédons de resisténcia e polimorfismos nas regifes
gendmicas foram realizadas por alinhamento multiplo com sequéncias referéncia da
regido NS3 do VHC de gendtipo 1a (AF009606, NC_004102, AF011751, AF011753,
AF011752, AF290978, AF511950, AF271632, AF511948, AF511949, AY695436,
AY695437, AB520610, AY956465, AY956468, AY956466, AY956469, AY615798,
AY956464, AJ278830, AY956463) disponivel nos bancos de dados The Hepatitis C
Virus (HCV) Database Project (http://hcv.lanl.gov/content/index) e com a sequéncia
referéncia do genoma completo do VHC-1 (n° de acesso: M62321) disponivel no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando o software ClustalX (Higgens et al.,
1996).



RESULTADOS E DISCUSSAO
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Padronizacdo da Metodologia para Genotipagem da regido NS3 do VHC

A hepatite C cronica constitui um problema de salde publica e, no Brasil seu
tratamento segue a Portaria 34/SVS/MS, a qual determina a utilizacdo de interferon-
a para portadores de virus de gendtipos 2, 3 e 5 e interferon-peguilado para
portadores de virus de genotipos 1 e 4, ambos em associacdo com a ribavirina
(Brasil, 2007). No entanto, esse tratamento apresenta eficiéncia em, somente 50%
dos casos, sobretudo quando se considera virus de genoétipo 1. Desta forma,
justifica-se o desenvolvimento de novas classes de medicamentos a serem
utiizados no tratamento da infeccdo pelo VHC, principalmente drogas que
bloqueiam enzimas envolvidas no ciclo replicativo viral (Soriano; Peters; Zeuzem,
2009).

No entanto, a utilizagcéo destas classes de medicamentos acaba selecionando
variantes virais resistentes, as quais sdo consequéncia da alta taxa de mutacoes
que ocorrem naturalmente resultantes da intensa atividade replicativa viral e

auséncia de atividade de reparo da polimerase do VHC (Kieffer et al., 2007).

7

O desenvolvimento de resisténcia ja € bem documentado na literatura
cientifica (Bartenschlager e Lohmann, 2000) e, ressalta a importancia do
desenvolvimento de testes de resisténcia para detectar, precocemente, a presenca

destas mutacdes de resisténcia.

O conhecimento do perfil de um individuo candidato ao tratamento com
drogas antivirais é critico para selecionar qual combinacdo de terapia seria
apropriada para este determinado caso.

Atualmente ndo existem, no Brasil, tecnologias, na forma de kits comerciais,
disponiveis, em nivel de assisténcia a saude, para a deteccdo de mutagles
associadas a resisténcia a drogas na infeccdo pelo VHC. No modelo de assisténcia
brasileiro, um dos programas que disponibiliza o teste de resisténcia a drogas, para
inferéncia de faléncia de um esquema terapéutico é o oferecido pelo Departamento

de DST-AIDS e Hepatites Virais para a infeccdo pelo HIV, pelo teste de
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Genotipagem para o HIV-1, o qual busca a deteccdo de mutacbes em cddons
especificos do genoma do virus associados com reducdo da suscetibilidade aos

antirretrovirais.

Seguindo este modelo implantado para o HIV, a primeira etapa deste trabalho
foi a padronizacdo de um protocolo in house para a genotipagem da regidao NS3 do

VHC para inferéncia sobre resisténcia aos inibidores de protease.

A etapa de extragdo do RNA a partir do soro foi realizada com sucesso
segundo o protocolo proposto, uma vez que o kit utilizado é considerado padréo
ouro para obtencdo de RNA viral, principalmente pela utilizacdo do carreador de
RNA, o qual permite a recuperacédo de maior quantidade de RNA da amostra isenta

de células por realizar uma concentracdo da mesma (Qiagen, 1999).

Na fase de amplificacdo (RT-PCR) varias limitacdes técnicas estiveram
presentes. O protocolo inicialmente proposto quando realizado resultou na
amplificacdo do fragmento de 910 pb desejado, correspondente a regido genémica
NS3, no entanto, um grande numero de fragmentos inespecificos também foram
observados (Figura 3), evidenciando condicfes inadequadas de anelamento dos

primers.

© @ @ O (@ b

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 2%: (a) marcador de peso molécula 1lkb (LGC
Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil), (b), (c), (d), (e), (f), (g): amostras, (h) controle negativo da RT-PCR.

A otimizacdo da reacédo foi realizada alterando os padrbes de ciclagem da

primeira PCR para 94°C por 5 minutos, 5 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por
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45 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, em seguida, 35 ciclos de 94°C por
30 segundos, 56°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com uma
etapa final de extensdo a 72°C por 10 minutos. As concentracdes dos reagentes e,
as condicdes de ciclagem da Nested-PCR se mantiveram inalteradas. Depois destas

alteracbes a reacdo se mostrou mais eficiente e especifica (Figura 4).

(@) (b) (c) (d) (e) () (9 () () ()

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2%: na porcdo superior da figura evidencia-se (a) marcador
de peso molécula 1kb (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil), (b), (c), (d), (e), (f), (g), (h), (i), (j):
amostras; na porcao inferior: (a) marcador de peso molécula 1kb (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo,

Brasil), (b): amostra (c): controle negativo da RT-PCR.

Além das condi¢Bes de ciclagem, outros fatores limitantes nesta fase de

amplificacdo foram a qualidade e concentracdo do RNA extraido.

Amostras ndo detectadas por RT-PCR para o VHC nao foram passiveis de
amplificacéo, pois a quantidade de RNA viral presente na amostra é extremamente
pequena e, portanto ineficiente para a amplificacdo. Seguindo o modelo proposto e,
atualmente utilizado no teste de resisténcia a drogas para o HIV (Genotipagem para
o HIV-1) pacientes com RNA viral inferior a 2.000 copias de RNA/mL no plasma ndo

sdo submetidos ao teste. A principal justificativa para se estabelecer este valor
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minimo de RNA detectavel envolve limitagcdes técnicas, uma vez que quantificacdes
de RNA viral plasméticas muito baixas, sobretudo inferiores a 1000 cépias de
RNA/mL dificultam a amplificacdo por PCR impossibilitando o sequenciamento e a
conclusdo do exame (Learn et al., 1996; Gunthard et al.,, 1998; Schuurman et al.,
1999; Shafer et al., 2001).

O sucesso da amplificacdo se mostrou dependente da qualidade da amostra,
na qual foram fatores determinantes condicbes de transporte e armazenamento,
visando a manutengdo da integridade do RNA viral (Van der Poel et al.,, 1991 e
1991a).

A utilizacdo de RNA como material fonte em analises de biologia molecular
apresenta inumeras limitacdes técnicas principalmente devido a baixa estabilidade
do RNA. Moléculas de RNA podem ser rapidamente degradadas por endonucleases
especificas e inespecificas se a amostra ndo for estabilizada em um curto periodo
de tempo apOs a coleta. Atualmente, varias estratégias para estabilizacdo do RNA
na amostra vém sendo propostas como a utilizagéo de tubos de coleta com solucdes
estabilizadoras de RNA (Fan e Hegde, 2005). No entanto, tais estratégias acabam

aumentando o 6nus financeiro do exame (Qiagen, 2009).

No que se refere a coleta da amostra o primeiro aspecto a ser considerado é
a utilizacdo da fracdo adequada da amostra na realizagéo do teste. Considerando o
ciclo replicativo do VHC o RNA viral pode ser detectado em amostras de soro ou
plasma, de forma que estas fracbes devem ser obtidas a partir de amostras de
sangue total provenientes dos pacientes infectados. Na prética laboratorial, estudos
vém demonstrando que a utilizacdo de tubos de coleta que utilizam gel separador
denominados Plasma Preparation Tubes (PPT) apresentam vantagem de fornecer
um sistema fechado de coleta e transporte da amostra minimizando as etapas de
manipulagdo na fase pré-analitica (Rainen et al., 1998). As amostras utilizadas no
presente estudo foram coletadas por profissional habilitado no setor de coleta de
amostras do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, em tubo
Vacutainer® PPT™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA), com gel separador

garantindo a integridade do RNA viral. Para a realizagdo do teste de resisténcia a
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garantia da integridade do RNA, no que se refere, ao transporte da amostra ao
laboratério, se deu pela rapida separacao do soro (periodo inferior a 4 horas) depois

da coleta.

7

Outra condicdo critica na manutencdo da integridade do RNA é o
armazenamento da amostra. As condi¢@es fisicas de armazenamento das amostras

também afetam a eficacia do PCR (Van der Poel et al., 1991a).

O armazenamento das amostras em temperaturas inferiores a 4°C pode
reduzir a eficiéncia da PCR (Van der Poel et al., 1991a). Na pratica laboratorial, 0
descongelamento do soro ou plasma armazenado, e a sua exposi¢cao a temperatura
ambiente sédo frequentemente inevitaveis. Por outro lado, amostras descongeladas
uma unica vez e, submetidas a temperatura ambiente somente no momento da
utiizagdo minimizam a degradagdo do RNA e eleva a qualidade dos resultados
obtidos na reacdo de PCR (Wang et al., 1992). Neste trabalho foram utilizadas
amostras armazenadas a -70°C, as quais foram descongeladas uma Unica vez,

visando a manutencao da integridade do RNA viral.

No que se refere a amplificacdo da regido gendémica de interesse para este
estudo, a utilizacdo de enzimas de alta especificidade com atividade proofreading foi
a melhor abordagem para obtencé&o de um produto amplificado de qualidade. O uso
de DNA polimerase permite andlise precisa da diversidade atual de quasispecies
(Malet et al., 2003). A utilizacdo deste tipo de enzima limita interpretacdes errbneas
da heterogeneidade das variantes virais presentes no paciente infectado pelo VHC
(Mullan et al., 2001).

Embora a maior parte das limitacBes técnicas observadas se relacionava a
fase de amplificacdo por RT-PCR, a etapa de sequienciamento também conduziu a
alguns problemas técnicos. Algumas das sequéncias geradas ndo apresentaram
qualidade adequada (Figura 5), dificultando a montagem do contig e, andlise das

mutacdes de resisténcia.

Muitos estudos vém encontrando dificuldades semelhantes (Dunne et al.,
2001; Shafer et al., 2001). A qualidade do produto da reacdo de PCR é muito
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importante para a obtencdo de sequéncias de alta qualidade (Figura 6), o que pode
ser obtido com a purificagcdo do produto da PCR. As impurezas podem inibir a
reacao de marcacao fluorescente. Os picos eletroforéticos devem ser claros e bem
definidos (Shafer et al.,2001).

O sequenciamento detecta a variante majoritaria e, algumas populacdes
minoritarias, na dependéncia da sensibilidade da tecnologia utilizada. Algumas
variantes podem ser indetectaveis por sequenciamento, havendo necessidade de
utilizacdo de técnicas mais sensiveis. No entanto, problemas de qualidade de
sequéncia podem ocorrer devido a presenca de quasispecies na amostra, que
podem gerar grande numero de picos sobrepostos de dificil interpretacdo (Ballard;
Cane; Pillay, 1998).

Para estas amostras novas abordagens técnicas, como clonagem do produto
de PCR em etapa anterior ao sequenciamento podem ser empregadas a fim de

obter sequiéncias de melhor qualidade que possibilitem a andlise destes dados.

Figura 5: Parte de um cromatograma da regido NS3 do VHC evidenciando ma definicdo dos picos,
sobreposi¢do de bases e linha de base alta e mal definida, exemplificando um seqiienciamento de

qualidade ruim.

Figura 6: Parte de um cromatograma da regido NS3 do VHC evidenciando a boa definicdo dos picos,

sem sobreposicéo de bases, exemplificando um sequienciamento de boa qualidade.
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O sequenciamento automéatico para deteccdo de mutacdes de resisténcia na
regido NS3 do VHC, apesar de laborioso e de alto custo representa uma alternativa
metodoldgica para avaliacdo da utilizacdo das novas terapias para o tratamento da

infeccdo pelo virus da hepatite C.

Avaliacdo da Resisténcia Primaria aos Inibidores de Protease

Quando se considera o desenvolvimento de medicamentos antivirais para
utilizacdo clinica, a modelo do sucesso obtido com a utilizacdo dos inibidores da
protease viral no tratamento da infec¢cdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) a partir de 1996, e, os grandes beneficios terapéuticos advindos de sua
introdugdo na terapéutica antirretroviral; a protease serina NS3 do VHC foi
considerada um alvo potencial para o desenvolvimento de inibidores especificos
visando bloquear o ciclo replicativo do virus, permitindo o restabelecimento da

imunidade natural (Li et al., 2005).

Embora ja tenha sido demonstrado que a regido gendémica que codifica a
protease serina NS3 do VHC é uma das regides menos variaveis do genoma
(Houghton, 1996; Farci e Purcell, 2000), estudos mostraram maior variabilidade

desta regido nos subtipos 1a e 1b do VHC (Lopez-Labrador et al., 2008).

A replicacdo das quasispecies virais em um paciente infectado associada a
pressdo seletiva seleciona variantes minoritarias, menos suscetiveis a presséao e,
que por isso, apresentam uma vantagem replicativa. Assim, a dinamica da
populacdo viral € alterada e, variantes resistentes podem se tornar a populacao

predominante no individuo infectado (Hammer et al., 2006).

Esta dindmica assume particular importancia quando se considera o paciente
virgem de tratamento aos inibidores de protease, nos quais estas variantes
resistentes apresentam potencial para emergir rapidamente no inicio da terapéutica.

Se as variantes resistentes forem predominantes entre as quasispecies antes da
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instituicdo da terapia os inibidores da protease podem ser ineficientes para bloquear

a replicacao viral (Colson et al., 2008).

No presente estudo 37 sequéncias da regido genémica NS3 provenientes de
pacientes virgens de tratamento com inibidores de protease, portadores de virus de
gendtipo 1 foram analisadas, revelando que a triade catalitica constituida pelos
residuos histidina, acido aspartico e serina localizados respectivamente nas
posicdes 57, 81 e 139 da proteina se mantinha conservada em 100% dos casos.
Este dado é concordante com estudos anteriores (Lépez-labrador et al., 2008; Vallet
et al., 2005; Cubero et al., 2008; Kuntzen et al., 2008; Bartels et al., 2008), uma vez
que a substituicdo de qualquer residuo da triade catalitica anula a clivagem das
quatro juncBes (NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B), interferindo
com a atividade da enzima (Lin, 2006). Substituicdes de aminoacidos préximas ao
sitio ativo enzimético sado pouco toleradas conduzindo a reducdo do fitness viral

prejudicando a viabilidade da variante (Bartels et al., 2008).

No que se relaciona a presenca de mutagdes de resisténcia ja documentadas,
apenas 07 (18,9%) amostras apresentavam variantes resistentes, sendo que as
mutacOes ja reportadas previamente T54A, T54S, V55A, R155K e V163L foram
detectadas com igual frequéncia (2,7%) na populacdo estudada e, a substituicdo
A156T foi encontrada com uma frequéncia superior as demais (5,4%) (Tabela 3), e

duas substituicdes simultdneas nao foram encontradas em uma mesma amostra.

No entanto, deve-se observar o resultado aqui obtido considerando que a
amostra era constituida de pacientes com infeccdo pelo VHC néo tratados com
inibidores de protease. Quando se considera a frequéncia total de variantes
resistentes (18,9%) nota-se certa divergéncia com relacdo aos estudos anteriores,
gue vem relatando uma freqiiéncia muito inferior, proxima a 1% em pacientes sem
tratamento com inibidores de protease (Bartels et al., 2008, Kuntzen et al., 2008). No
entanto, esta divergéncia pode ser resultado do tamanho amostral utilizado, pois
quando se considera a frequéncia individual das mutacbes de resisténcia
encontradas neste estudo (Tabela 3) os resultados sdo muito préximos (2,7%) aos

da literatura.
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Tabela 3: Mutacbes associadas a resisténcia aos inibidores de protease

encontradas na populacéo estudada (n=37).

CODON AMINOACIDO SUBSTITUICAO QUANTIDADE, n (%)
54 T A 1(2,7)
54 T 1(2,7)
55 V A 1(2,7)
155 R K 1(2,7)
156 A T 2 (5,4)
163 V L 1(2,7)

Muitas mutacdes em codons especificos da proteina do NS3 ja foram
descritas em estudos com pacientes em tratamento com inibidores da protease
serina NS3, evidenciando a emergéncia das variantes resistentes frente a pressao
seletiva exercida pela droga, principalmente as substituicdes V36M, T54A/S, V55A/I,
R155K, A156S, V158I, V163L e V170A (Qiu et al., 2009).

As substituicbes de aminoacidos na proteina NS3 encontradas neste estudo
(T54A, T54S, V55A, R155K) possuem potencial para conduzir a resisténcia
associada aos inibidores de protease. A T54A é uma mutacdo frequentemente
encontrada relacionada com resisténcia ao boceprevir e mostra diferentes niveis de
resisténcia ao telaprevir (Susser et al., 2008). A substituicdo T54S ja foi encontrada
previamente com uma frequéncia de 1,9% em pacientes virgens de inibidor de
protease (Kuntzen et al., 2008), resultado bastante similar ao encontrado neste

estudo.

A V55A caracteriza resisténcia tanto ao boceprevir quanto ao telapreuvir,
porém causa maiores danos a acao do boceprevir. Os estudos anteriores realizados
em pacientes nao tratados com inibidores de protease nado relataram esta
substituicdo, a qual foi encontrada em baixa frequéncia neste estudo. No entanto,
mutacOes que conferem uma resisténcia mais significativa ao boceprevir como a

V170A nédo foram encontrados na amostra analisada (Susser et al., 2008).
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Analises in silico mostraram que a V55A interagindo com mutac¢des no cédon
139 ou 155 podem ser responsaveis por interferir na ligagcdo do boceprevir com a
proteina (Susser et al., 2008) e, embora a substituicdo V55A tenha sido encontrada
em uma amostra deste estudo a mesma nado exibia substituicbes em nenhum dos
codons citados. A mutacdo V55A vem sendo relatada em amostras clinicas de
pacientes apds exposi¢cdo aos antivirais (Susser et al.,, 2008) e, um estudo relatou
sua presenca em amostra clinica de paciente ndo exposto a inibidor de protease,

mas apos presséao seletiva do medicamento in vitro (Bae et al., 2010).

A mutacdo R155K encontrada no presente estudo ja foi descrita como
associada a resisténcia aos inibidores da protease, no entanto, principalmente em
relacdo ao telaprevir esta mutacdo parece ndo comprometer totalmente a acédo da
droga, quando isolada. No entanto, quando combinada com outras substituicdes,
como a V36A/M pode conduzir a bloqueio de acdo do medicamento (Sarrazin et al.,
2007). Na amostra em questdo, na qual foi encontrada a substituicdo R155K, néo foi
encontrada alteracdo no codon 36, sugerindo que a variante apresentaria ainda
suscetibilidade ao telaprevir. Esta substituicdo (R155K) tem sido muito discutida
quando se considera pacientes nao tratados com inibidores de protease, pois
variantes com esta mutacao foram relatadas como populagcdo dominante entre as
qguasispecies em pacientes virgens de terapia com esta classe de drogas (Colson et
al., 2008).

Ainda, em relacéo ao telaprevir uma mutacdo de destaque € a A156V/T, que
pode conferir uma reducdo de 95% no desempenho do medicamento como
(Sarrazin et al., 2007), a qual foi encontrada em duas das 37 amostras analisadas
nesse trabalho. Interessantemente, a variante A156T confere um maior grau de
resisténcia, porém exibe o menor fitness viral em relacdo ao boceprevir (Reesink et
al., 2006; Zeuzem et al., 2005).

Existem ainda outras posicoes relevantes descritas, que n&o conferem
resisténcia ao boceprevir ou telaprevir, pois se localizam fora do sitio de acdo dos
medicamentos, mas podem comprometer outras drogas em desenvolvimento clinico

como os cédons 163 e 168 (Sarrazin et al., 2007). O cédon 168 apresentava o
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aminoacido selvagem nas amostras analisadas neste estudo sugerindo que as
novas drogas em desenvolvimento clinico podem ter acdo sobre as variantes
circulantes nestes pacientes. Por outro lado, o cédon 163 apresentou 01 amostra

com a mutacdo V163L, alteracdo previamente associada a resisténcia.

Novamente na mesma linha da interpretacdo dos testes de resisténcia
genotipica para o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) muitas vezes uma
mutacdo € insuficiente para reduzir a suscetibilidade a um medicamento, sendo
necesséria a interagdo entre uma ou mais substituicdes para bloquear o efeito
farmacoldgico da droga (Qiu et al., 2009). Neste aspecto € importante o conceito de
barreira genética, ou seja, a distancia genética para o0 desenvolvimento da
resisténcia completa a um antiviral e pode relacionar-se ao niumero de mutacdes
necessérias para diminuir a atividade do antiviral, & facilidade de selecdo de
mutacdes e ao perfil de mutacbes necessarias para a resisténcia a uma associacao
de antivirais (Diaz, 2007).

Embora estudos tenham demonstrado que os inibidores de protease
apresentem uma menor barreira genética quando comparados aos inibidores da
polimerase analogos nucleosideos (McCown et al., 2008), diferencas vem sendo
observadas quando se comparam o0s subtipos virais 1la e 1b (Bartels et al., 2008).
VHC de subtipo la apresenta menor barreira genética aos inibidores de protease,
quando comparados a variantes de subtipo 1b, sendo que um menor nimero de
substituicdes ja compromete a eficacia do medicamento (Kieffer et al., 2007). Desta
forma, a interpretacdo da presenca das mutacdes deve ser realizada na
dependéncia do subtipo viral. No presente estudo nenhuma associagdo com o
subtipo viral pode ser realizada, pois todas as amostras apresentavam virus do

subtipo 1a.

Além da barreira genética, outro fator importante que afeta a populacéo viral
resistente é o fitness, o qual € um parametro critico para a viabilidade da variante
resistente como populacdo majoritaria entre as quasispecies do paciente infectado
(Martinez-Picado et al., 2000) e, tem influéncia na resisténcia primaria, pois somente

variantes prevalentes serdo transmitidas (Blower et al., 2001; Brenner et al., 2002).
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Embora de maneira geral, variantes resistentes parecam ter menor fitness
quando comparadas as variantes selvagens e, mutacdes relacionadas a baixo nivel
de resisténcia apresentam um efeito minimo no fitness viral (Sarrazin et al., 2007),
variantes portadoras da substituicdo R155K ja foram relatadas como predominantes
em pacientes virgens de terapia com inibidores de protease, com fithess comparavel

ao virus selvagem (Colson et al., 2008).

Algumas hipoteses tém sido discutidas para explicar a presenca desta
variante em pacientes nao tratados como ser resultado de um evento aleatério ou a
substituicdo ser resultante de pressdo do sistema imunoldgico do hospedeiro por
esta regido constituir um epitopo para reconhecimento antigénico (Lauer et al., 2004;
Schulze et al., 2005). Neste estudo uma amostra apresentou a substituicdo relatada,
a qual também é objeto de preocupacdo quando se considerada sua relacdo com
resisténcia cruzada ao telaprevir e boceprevir, potenciais inibidores de protease a

serem liberados para utilizacao clinica.

Muitas vezes, diante da ocorréncia de uma substituichio que gera uma
variante resistente e, consequente reducdo do fitness viral podem ocorrer
modificacdes adaptativas ou compensatorias, na tentativa de melhorar a capacidade
replicativa da variante (Qiu et al., 2009). Alguns cdédons ja foram identificados como
alvos de mutacdes compensatorias para recuperacdo do fitness viral como os
codons 86, 89, 162 e 176 (Cubero et al., 2008). Neste estudo, ndo foram

encontradas alteracdes de aminoacidos nestes coédons.

O presente estudo analisou 655 nucleotideos da regido genémica
codificadora da serina protease NS3, correspondente aos 218 primeiros
aminoacidos da proteina possibilitando uma analise ndo somente quanto as
mutacdes de resisténcia previamente reportadas na literatura, mas também quanto

aos polimorfismos genéticos presentes nas variantes virais estudadas.

Algumas substituicbes podem potencialmente desarranjar a estrutura
tridimensional da protease NS3, resultantes de alteracbes elétricas com
modificacdes de carga eletrostatica que modificam as interacdes entre os residuos
(Vallet et al., 2005).
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A figura 7 mostra os resultados obtidos para as 37 amostras analisadas
considerando os 218 aminoacidos da sequéncia da proteina NS3 analisada neste

estudo, bem como a frequéncia em que cada substituicdo foi detectada.

As figuras 8 e 9 ilustram o alinhamento completo de aminoacidos da regiao

NS3 das 37 amostras analisadas neste estudo.
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acidos na regido NS3 do VHC. Os

a direita

bscrito

0O numero su

aminoacidos da sequéncia consenso sdo representados em azul,

corresponde a posi¢do do aminoacido na sequéncia da proteina. Acima de cada aminoacido esta

representada a substituicdo e, sua freqiiéncia absoluta. Destaque para a triade catalitica (circulos

vermelhos) e residuos de ligacdo ao zinco (sublinhado verde).
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Figura 8: Parte inicial (c6don 1 a 120) do alinhamento mdltiplo das sequéncias da regido gendmica
NS3 do VHC realizada no programa ClustalX: sequéncia referéncia (AF009606) é mostrada na
primeira linha do alinhamento (seta vernelha); cada linha representa uma sequéncia viral sendo que
0os aminoacidos concordantes com a sequéncia referéncia sdo vistos como ponto () e o0s

discordantes pela respectiva sigla do amino&cido substituto.
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Figura 9: Parte final (cédon 120 a 215) do alinhamento multiplo das sequéncias da regido genémica
NS3 do VHC realizada no programa ClustalX: sequéncia de referéncia (AF009606) é mostrada na
primeira linha do alinhamento (seta vermelha); cada linha representa uma sequéncia viral sendo que
0s aminoacidos concordantes com a sequéncia referéncia sdo vistos como ponto () e 0s

discordantes pela respectiva sigla do aminoacido substituto.
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Quando se analisou as substituicbes encontradas na amostras estudadas
nota-se a presenca de 315 modificacbes de aminoacidos em relacdo a seqiéncia
referéncia da NS3 (Figura 7), nUmero muito superior ao que poderia ser atribuido a
artefatos técnicos. A utilizacdo de uma Tag DNA polimerase de alta especificidade,
com atividade proofreading possibilita uma andlise das quasispecies com precisao,
minimizando substituicbes que possam ocorrer devido a incorporacdo errbnea de
nucleotideos durante a amplificacdo (Malet et al., 2003). Estudos ja demonstraram
gue enzimas de alta especificidade devem ser as de primeira escolha para anélise
genética do VHC (Mullan et al., 2001), limitando a interpretagdo equivocada da
heterogeneidade das variantes circulantes. Portanto, as substituicbes encontradas
nos isolados da protease NS3 podem ser consideradas polimorfismos genuinos e,

nao variacao artefatual.

7

Para avaliar o significado destas substituicbes é importante determinar as

modificacdes quimicas sofridas pela proteina.

Os aminoéacidos sao classificados em Aminoacidos com grupos R nao-
polares, os quais sdo hidrofébicos e as cadeias laterais tendem a se agrupar dentro
das proteinas estabilizando a estrutura protéica por meio de interacdes hidrofébicas,
como a alanina (Ala ou A), valina (Val ou V), Leucina (Leu ou L), Isoleucina (lle ou I),
Glicina (Gly ou G), metionina (Met ou M) e prolina (Pro ou P); Aminoacidos com R
aromaticos ou polares neutros, que sao, relativamente, ndo polares ou polares
neutros como a fenilalanina (Phe ou F), tirosina (Tyr ou Y) e triptofano (Trp ou W);
Aminoacidos Polares, cujos grupos R sdo mais sollveis em agua pois formam
pontes de hidrogénio com a agua, como serina (Ser ou S), treonina (Thr ou T),
cisteina (Cys ou C), asparagina (Asn ou N) e Glutamina (GIn ou Q); Aminoacidos
com R carregados positivamente, basicos e mais hidrofilicos como a lisina (Lys ou
K), arginina (Arg ou R) e histidina (His ou H); Aminoacidos com R carregados
negativamente, sao acidos como aspartato (Asp ou D) e glutamato (Glu ou E)
(Lehninger, 2006).

Desta forma, algumas substituicbes podem alterar a estrutura tridimensional

da proteina NS3 e exercer algum efeito em sua atividade (Vallet et al., 2005). A
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tabela 4 distribui as substituicdes encontradas nas amostras analisadas segundo as

caracteristicas fisico-quimicas.

Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimicas das substituicbes encontradas nas

amostras analisadas (n=37).

Polar para polar
Polar para ndo-polar

Polar para polar neutro
Polar para acido
Polar para bésico

Polar neutro para polar neutro
Polar neutro para polar
Polar neutro para ndo-polar
Polar neutro para bésico
N&o-polar para ndo-polar

N&o-polar para polar

N&o-polar para polar neutro
N&ao-polar para acido
Nao-polar para basico

Basico para basico
Bésico para acido
Basico para polar
Basico para ndo-polar
Acido para acido
Acido para basico
Acido para polar
Acido para ndo-polar

S20T, N27S, N27T, T54S, T54N, T61S, T63S, S66T, Q73N, S91T, T98S,
S138T, N174S, S181C, S189T, S196T

T4P, T10M, T19A, S37P, T38l, T40A, T40G, T54A, T63A, S66L, Q80L, Q89P,
S91A, S91G, T95I, T98A, S101A, S102L, S122G, C145G, T177A, T178A
C16Y, C47Y, C52F, S101Y, S128F, S133F, S138F, C159Y, S189Y

N27D

Q9R, Q9H, S20T, N49H, T61R, Q80R, N77K, Q80K, T108K, S125K, T177K,
N187H, N187K

FA43Y, F184Y, F197Y

Y75C, Y134Q, F154S

W53G

W85R

A5V, V29A, V29M, V33G, V33l, A39G, A39V, V51IM, V55A, G58V, A59G,
A59P, G60L, 164L, AG5V, V83L, P86A, P86A, A87V, V107A, V116L, V116A,
G120V, L127A, L127P, P129A, P142L, L143M, L144V, P146L, A147P, V151G,
V151L, L153Il, V163G, V163L, V163M, A164V, A164L, A166V, V167G, 1170V,
M179L, A192V, V193G, V193M, P194A, P194L

G12S, G31C, G31S, A39T, A39S, 164S, P67S, G69S, L82S, P88S, G90C,
P96S, L106Q, G120S, 1132N, G141N, A150S, G152S, A156T, A164S

G15W, V55F, P86Y, L94W, V113F, L127F, L135F, L144Y, 1170F

V51E, V55D, G58E, G60E, G69D, V83E, G124D, A156D, V158E, G162E

P70H, G84R, L104H, 1114K, G120R, P155H, V163R, V163K, A166R,

R11K, R117H, R155K, R161H, R180K

K136E

K26N, K68N, K68Q, H110Q, H110C, R123S, R161C

R62I

D79E, D103E, D121E, D186E

E32K, D79H, D103H, D112H, E173K, E176R, E176K

D121N

D25A, E30V, D103G, D168G, D168G, E173G
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Das 315 variagcbes de aminoacidos encontradas 19 (6%) ocorreram em
codons de resisténcia, das quais apenas 6 (31,6%) (Tabela 3) constituiam mutacfes

ja associadas a resisténcia aos inibidores de protease.

Além das mutacdes citadas anteriormente, ja associadas a resisténcia aos
inibidores de protease, outras modificagbes de aminoécidos em cbédons de
resisténcia foram detectadas: T54N, V55D, V55F, A156D, V158E, V163G, V163K,
V163R, V163M, 1170V, I170F (Figura 7), todas com frequéncia de 2,7% exceto a

V163G que apareceu com uma freqiiéncia um pouco superior (5,4%).

Destas alteracdes em codons de resisténcia a T54N, V163G, V163M e 1170V
ndo exibiram alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas dos aminoacidos
substituintes em relagcdo ao original (Tabela 4), no entanto, a implicagcdo destas
alteracdes na resisténcia ainda ndo é clara, uma vez que mutacdes de resisténcia ja
descritas podem apresentar substituintes de mesma caracteristica fisico-quimica do

aminoacido selvagem.

Todas as demais alteragcdes geraram modificacdes fisico-quimicas na
proteina. As substituicbes V55D, A156D e V158E envolvem a troca de um
aminodacido ndo polar por um aminoacido eletricamente carregado, acido. Da mesma
forma, as substituicdes V55F e 1170F mostram a presenca de um aminoacido polar
neutro na posicao que deveria ser ocupada por um néo polar e; a V163R e V163K
evidenciam a troca de um aminoacido ndo polar por um eletricamente carregado,
basico. A modificacdo da interacdo entre os aminoacidos pode alterar a
conformacdo da proteina NS3 e contribuir para o aparecimento de resisténcia. Um
maior nimero de amostras deve ser analisado para avaliar o significado destes

achados.

Os resultados obtidos demonstram varios polimorfismos genéticos nas
variantes virais estudadas, no entanto destaca-se a conservacao da triade catalitica
e dos aminoacidos de ligagcdo ao zinco e; a ocorréncia do maior numero de
substituices nos codons 153 (94,6%), 40 (67,5%) e 91 (67,5%). A tabela 5 mostra

as substituicdes encontradas nos cédons 40, 91 e 153.
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A substituicdo T40A que envolve a troca de uma treonina por uma alanina
pode ser sugestiva de alteracdes nas interacdes entre os residuos de aminoéacidos
da serina protease NS3. A treonina (T ou Thr) € um aminoacido nao-carregado ou
polar, o qual possui seus grupos R mais sollveis em agua ou mais hidrofilicos, por
possuir seu grupo funcional polar hidroxila capaz de formar pontes de hidrogénio
com a agua. Por outro lado, a alanina (A ou Ala) € um amino&cido que possui grupos
R alifaticos, portanto, ndo-polares. Os grupos R dessa classe sdo hidrofobicos e
suas cadeias laterais tendem a de agrupar dentro das proteinas, estabilizando a

estrutura protéica por meio de interacdes hidrofébicas (Lehninger, 2006).

A troca de uma treonina por uma alanina no cédon 40 da proteina,
provavelmente, localizada em um dobra B, conduz a uma mudanca de carga e,
embora, esse residuo ndo esteja localizado nos sitios mais criticos como a triade
catalitica, no sitio de ativacdo ao NS4A e ao sitio de ligagdo do zinco, analises por
modelagem molecular podem avaliar se este polimorfismo pode, de alguma forma,

alterar a funcdo enzimatica.

Tabela 5: Polimorfismos genéticos na regido da serina protease NS3 nao

associados a resisténcia aos inibidores de protease (n=37).

POSICAO AMINOACIDO  SUBSTITUICAO QUANTIDADE, n(%)
40 T A 26 (64,86)
40 T G 01 (2,700)
91 S A 22 (48,65)
91 S T 04 (10,81)
91 S G 03 (8,11)
153 L | 40 (94,6)

A substituicdo S91A envolve a troca de uma serina por uma alanina. A serina (S

ou Ser) estd agrupada com a treonina e, assim, mais hidrofilico e capaz de formar
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pontes de hidrogénio com a agua (Lehninger, 2006). A posi¢cdo 91 estd localizada
numa estrutura B, e devido a sua localizacdo mais proxima de um dos residuos da
triade catalitica, a mudanca de carga deve ser avaliada com cautela. Estudos de

modelagem molecular podem ser Uteis na elucidagéo do papel desta substituicéo.

7

Segundo Love e colaboradores (1996), o “caminho hidrofébico” é vale longo,
estreito e superficial com uma superficie molecular continua e néo-polar localizada
principalmente na segunda conformacédo B. Especificamente, o caminho é formado
pelas cadeias laterais de residuos conservados Val-33, Val-35, Leu-44, Leu-94, Val-
107, Leu-127, Ala-111, Val-113, Pro-115, Pro-142, Leu-144, Tyr-105 (porgao
aromatica) e Arg-109 (porcédo da cadeia alquil). Desde que interacdes hidrofébicas
sdo frequentemente componentes chave do reconhecimento molecular, a
associacdo de duas estruturas B com o caminho hidrofébico pode simular uma ou

mais interacdes moleculares que ocorrem durante o processamento da poliproteina.

A Ultima substituicdo que foi encontrada numa frequéncia altissima foi a
L153I, onde ocorreu uma substituicdo de uma leucina (L ou Leu) por uma isoleucina
(I ou lle), em todas as amostras analisadas. Tanto a leucina quanto a isoleucina sé&o
da familia dos aminoacidos néo-polares, e desta forma, sugere-se que a alteracao
pode ndo afetar a estabilidade da estrutura da proteina. Além disso, é importante
considerar que 09 amostras apresentaram a L153| associada a G152S, dado que
deve ser visto com cautela, pois pode sugerir uma provavel associacdo de

substituicdes.

Estas substituicbes T40A, S91A e L153l podem estar associadas a algum
grau de resisténcia a inibidores como telaprevir e boceprevir, e suas interagdes com
outros polimorfismos e muta¢cdes podem inteferir no desempenho dos medicamentos
(Bae et al., 2010)

Portanto, € importante a analise de mutacdes e polimorfismos genéticos em
associacdo, uma vez que embora ndo associados diretamente a resisténcia a
drogas a presenca deles pode afetar a atividade enzimética e prejudicar a replicacao
viral, além de que pode existir sinergismo ou antagonismo de substituicbes com

potencializacdo ou reducdo de uma resisténcia. As interacbes entre as mutacoes
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podem trazer mais obstaculos ao desenvolvimento desses tratamentos com alvo

especificos (DAA) do que as mutagdes Unicas.
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