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RESUMO

A infec¢do pelo virus da Hepatite C (HCV) ¢ considerada um grande problema de saude
publica, desde a sua descoberta em 1989. Entretanto a terapia mais utilizada atualmente, baseada
no uso de Peginterferon, tem sucesso em aproximadamente 50% dos pacientes com o gendtipo 1.
Embora os mecanismos envolvidos nesta resisténcia viral ainda ndo sejam esclarecidos, sugere-se
que fatores virais e do hospedeiro participam deste. A proteina ndo-estrutural SA (NS5A) esta
envolvida em diversos processos celulares e ¢ um componente essencial para o HCV. Entretanto,
sua estrutura e fun¢do ainda ndo foram bem elucidadas. A partir destes fatos, os objetivos do
presente estudo foram elaborar um modelo tedrico da NS5A e investigar as propriedades
estruturais e funcionais in silico. Foram analisadas 345 sequéncias da proteina NS5A do HCV de
23 pacientes infectados com o gendtipo 1 ou 3. As composi¢des de aminoacidos e de estrutura
secundaria demonstraram que ha diferenga entre os gendtipos, podendo indicar que hé diferencas
nas intera¢des proteina-proteina entre os gendtipos, o que pode estar relacionado com a diferenga
da taxa de resisténcia ao tratamento. A analise funcional foi realizada com o ProtFun, que sugeriu
que a NS5A estaria envolvida nas fungdes celulares de metabolismo intermedidrio central,
traducdo, crescimento, tranporte, ligacdo e hormonio. Estas fun¢des variaram entre os dominios,
suportando a hipdtese de que a NS5A € uma proteina multifuncional. A andlise pelo PROSITE
indicou varios sitios de glicosilagdo, fosforilagdo e miristoilagdo, que sdo altamente conservados e
podem ter funcdo importante na estabilizacdo da estrutura e funcdo, sendo assim possiveis alvos
de novos antivirais. Alguns deles estdo em regides relacionadas com a resposta ao tratamento.
Outro sitio altamente conservado encontrado foi o sitio de ligagdo a integrina (RGD), relacionado
com a localizagdo nuclear e perinuclear de outras proteinas e pode estar ligada com formas
nucleares da NS5A. Por meio da técnica de threader, modelagem molecular comparativa e
dindmica molecular foi elaborada a estrutura 3D da NS5A completa, que podera ser utilizado
posteriormente para outros estudos. A analise das alteracdes de estrutura/fungdo de NSS5SA
mutantes, mostrou vdrias alteracdes estruturais e/ou bioquimicas atuando na perda de fungdo da

proteina.

Palavras-chave: Bioinformatica Estrutural, Hepatite C, HCV, NS5A



ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) infects almost 3% of people worldwide and it is considered the
main cause of liver chronic diseases and transplants. Until today, there is no effective vaccine and
the current most used therapy, based on Peginterferon, is successful only in 50% of patients
infected by genotype 1. Although the outcomes of this treatment resistance are unclear, it is
suggested host and virus factors may participate in this mechanism. Non-structural SA (NS5A)
protein is involved in several cellular and virus processes and it is a critical component of HCV.
However, its structure and function are still uncertain. Regarding these facts, the present study
attachments were to elaborate a model of the NS5A protein and to investigate NS5A structural and
functional features, using in silico tools. It was analyzed 345 sequences of HCV NS5A protein
from 23 patients infected by genotypes 1 or 3. Residues and secondary structure composition of all
sequences demonstrated that there are differences between genotypes. It may indicate that there
are differences in interactions between genotypes, which could be related with the distinct average
of treatment resistance. In addition, among those that varied between genotypes, there were amino
acids in regions that studies suggested as related with virus persistence. Functional analysis was
performed with ProtFun. It suggested that NS5A is involved with central intermediary
metabolism, translation, growth, transport, ligation and hormone functions in the cell. These
functions vary between the domains, strengthening the hypothesis that NS5A is a multifunctional
protein. Prosite motif search indicated that there are many glicosilation, fosforilation and
myristoilation sites, which are highly conserved and may play an important role in structural
stabilization and function. Some of them are in regions that were related with therapy response. In
addition, it was identified a highly conserved site of integrin ligation, a site related with nuclear
and perinuclear localization of proteins and can be linked to described nuclear forms of NS5A. By
threader, homology molecular modeling and molecular dynamics methods, it was elaborated the
3D structure of complete NS5A, wich will be useful to other protein studies. Evaluation of
alterations in NS5A structure/function in mutants showed many structure and/or biochemical

alterations involved in function disruption of the protein.

Keywords: Hepatitis C virus, HCV, NS5A, Structural Bioinformatics
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1.1. Introducao
1.2.  Historico e Patologia

A Hepatite C é considerada a principal hepatite associada as transfusdes sanguineas e
adquirida na comunidade. A doenca pode evoluir para distirbios malignos cronicos, incluindo
cirrose hepdtica e carcinoma hepatocelular (ALTER et al., 1989; SAITO et al., 1990). A alta
probabilidade de persisténcia da doenca € caracteristica da Hepatite C, uma vez que isto ndo
ocorre em infecgdes por outros virus do mesmo grupo. Essa persisténcia vem sendo relacionada as
estratégias virais ativas e passivas de evasdo do sistema imune (GALE, FOY, 2005). Esta
propriedade e a alta prevaléncia explicam a grande relevancia desta doenga para a medicina

(APPEL et al., 2008).

1.2. Epidemiologia e Transmissio

O agente etiologico da Hepatite C, chamado de virus da Hepatite C (HCV) foi isolado de
chimpanzgés infectados com sangue de pacientes que apresentaram a hepatite ndo-A e nao-B apds
transfusdo (CHOO et al., 1989).

Estima-se que aproximadamente 300 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo HCV
(BROWN, GAGLIO, 2003; CHAMBERS et al., 2005), ¢ a cada ano aproximadamente 3 - 4
milhdes de novos casos surgem (SY, JAMAL, 2006; HUANG, HU, 2006). No Brasil, a
porcentagem de anticorpos anti-HCV detectados apresenta diferentes taxas de acordo com a
regido: 0,9 a 2,4% no Norte, 1,7 a 3,4% no Nordeste, 1,0 a 1,4% no Centro-Oeste, 0,8 a 2,8% no
Sudeste e 1,1 a 2,1% no Sul (CAMPIOTTO et al., 2005).

A transmiss@o do HCV ¢ principalmente via parenteral. Com a introdu¢do de métodos para
a detec¢do de anti-HCV em amostras de sangue a partir de 1990, o niimero novos casos de

Hepatite C por transfusdo de sangue decresceu em varios paises (SOLDAN et al., 2003).
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Entretanto, o uso de drogas intravenosas tornou-se a principal via identificada de transmissao
(ESTEBAN, SAULEDA, QUER, 2008).

Outras vias de transmissdo também sdo estudadas, como a infec¢do ocupacional por meio
de agulhas contaminadas que resulta em soroconversdo em aproximadamente 3% dos casos,
representando um risco de transmissdo intermedidria entre o apresentado pelo HIV e pelo virus da
hepatite B (WASLEY,ALTER, 2000; ESTEBAN, SAULEDA, QUER, 2008). Em um estudo com
481 pacientes, 68% dos usudrios de cocaina intranasal eram portadores do virus, o que torna o uso
de drogas ndo-injetaveis uma possivel rota de transmissdo (CONRY-CANTILENA et al., 1996).

A infeccdo do virus por via sexual ndo ¢ comprovada e estudos nesta area apresentam
resultados contraditorios. As vias de transmissdo vertical (de mae para filho) e a intrafamiliar
também sdo estudadas. No entanto, em mais de 40% dos casos de infeccdo pelo HCV ndo sdo

reconhecidos fatores de risco epidemiologico (MORADPOUR et al., 2001).

1.3. O virus da Hepatite C

O HCV ¢ classificado na familia Flaviviridae, género Hepacivirus, embora seja diferente
em varios aspectos da organizacdo do genoma em relacdo aos demais membros dessa familia
(SIMMONDS, 2004), principalmente quanto a organizacdo das proteinas estruturais e¢ a tradugdo
independente de 5 -cap (LIN et al., 1997).

O RNA gendmico deste virus ¢ uma fita simples de polaridade positiva, com
aproximadamente 9.600 pares de bases. Assim como os flavivirus e os pestivirus, membros da
mesma familia, o genoma viral € composto por uma regido nio-traduzida 5° (5"UTR), uma regido
aberta de leitura que codifica uma poliproteina precursora de aproximadamente 3.000 aminoacidos
e uma regido ndo-traduzida 3" (3" UTR) (LIANG et al., 2007).

A 5’ UTR ¢ altamente conservada e possui um sitio de entrada de ribossomo (IRES),
essencial para a tradu¢do de RNA viral. Esta é seguida das regides codificadoras das seguintes

proteinas estruturais: “core” (Proteina C), Envelope 1 (E1) e Envelope 2 (E2); uma proteina
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associada a membrana (p7) e proteinas ndo-estruturais 2 (NS2), 3 (NS3), 4A (NS4A) ¢ 4B
(NS4B), 5A (NS5A) e 5B (NS5B). Seguido da NS5B, a 3° UTR é composta por uma pequena
regido varidvel, uma cauda poli (U/UC) e uma regido altamente conservada. A poliproteina
traduzida € posteriormente clivada por proteases virais e celulares, produzindo as proteinas
estruturais e ndo-estruturais (MORADPOUR et al., 2001; MORADPOUR; BLUM, 2004; LYRA
et al., 2004; LINDENBACH et al., 2005).

O ciclo de vida proposto para o0 HCV inclui (1) ligacdo na superficie celular por meio de
um receptor de membrana ainda nao identificado e internalizacdo na célula hospedeira, (2)
liberacdo citoplasmatica e desempacotamento do RNA viral, (3) tradu¢do mediada pela IRES (4)
processamento da poliproteina por proteases celulares e virais, (5) replicagdo de RNA, (6)
montagem e empacotamento da particula viral, (7) maturagdo viral e (8) liberacdo da célula

hospedeira (MORADPOUR et al., 2001).

1.4. A proteina NS5A

A proteina ndo-estrutural SA (NS5A) ¢ uma fosfoproteina critica para o HCV de
aproximadamente 447 aminoacidos e pode estar relacionada principalmente a replicacdo de RNA
viral, modula¢do das vias de sinalizagdo celular, resposta ao Interferon, patogenecidade e
regulagdo da apoptose. Entretanto, a funcdo enzimatica e estrutura precisas desta proteina sdo
desconhecidas, estudos apontam para uma funcao através da ligacdo com outras proteinas do HCV
e com proteinas da célula hospedeira. (REED et al., 1997, MACDONALD, HARRIS, 2004;
LIANG et al., 2007; LOVE et al., 2009).

A NS5A do HCV ¢ constituida de trés dominios: o dominio I (residuos 1 a 213), o dominio
IT (residuos 250 a 342) e o dominio III (residuos 356 a 447) (TELLINGHUISEN et al., 2004,
2005). No dominio I (NS5A-D1), os primeiros 30 aminodcidos no N-terminal da NS5A sio
correspondentes a um dominio de ligacdo a membrana (cddigo de acesso ao PDB: 1R7C), que

apresenta uma hélice alfa anfipatica na membrana modelo e pode ser responsavel pela localiza¢do
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da proteina no reticulo endoplasmatico. (LIU et al., 2006, BRASS et al., 2002). Recentemente, foi
observado que monomeros do dominio I podem interagir entre si, formando dimeros tanto por
meio da cristalizagdo como in vivo. Esse estudo também indica que a dimerizagdo da NS5A pode
apresentar papel importante na ligacdo do RNA durante a replicagdo viral e/ou na maturagdo e
formagao das particulas virais (LOVE et al., 2009).

Tellinghuisen e colaboradores (2005), por meio da técnica de difracdo por raios X,
demonstraram que a estrutura do NS5A-DI ¢ altamente conservada. Baseando-se na estrutura
tridimensional, o mesmo estudo dividiu o dominio I em dois subdominios: 1A e IB (Figura 1)
(TELLINGHUISEN et al., 2005).

O subdominio TA (Figura 1) consiste em um aminoterminal com uma hélixe alfa anfipatica
de ligagdo a membrana, uma extensa conformacdo em “fita” adjacente a uma folha beta anti-
paralela com trés fitas e uma hélice alfa. Esses elementos constituem a estrutura do sitio de ligacdo
ao zinco (cdodigo de acesso ao PDB: 1ZHI), composto por quatro residuos de cisteina (Cys)
altamente conservadas Cys 39, Cys 57, Cys 59 e Cys 80. A propriedade de ligacdo ao zinco ¢
essencial para a replicacdo do HCV (GALE et al., 1998). O subdominio IB (Figura 1) consiste de
duas folhas beta anti-paralelas circundadas por uma extensiva espiral randomica

(TELLINGHUISEN et al., 2005).



CRS

Subdominio 1A Subdominio IB

Figura 1. Estrutua do NS5A-DI. A regido em verde representa o aminoterminal ¢ em laranja, o
carboxiterminal. A esfera cinza representa o atomo de zinco e CRS indica a regido onde esta a hélice
anfipatica. (Adaptado de Tellinghuisen et al., 2005).

O dominio II da NS5A (NS5A-D2) do HCV tem sido relacionado a varias vias de
regulagdo biologica. Esse dominio interage com a NS5B (SHIROTA et al.,, 2002), além de
compreender a regido determinante de sensibilidade ao Inferferon (ISDR), o dominio de ligacdo a
proteina quinase ativada por RNA (PKR) (LIANG et al., 2007) e uma regido rica em prolina,
semelhante ao motivo de ligacdo ao Homologo SRC 3 (SH3). Esse motivo é encontrado em
diversos grupos de proteinas virais e celulares de sinaliza¢do da transdugdo (KRAJCSI, WOLD,
1998).

Os dominios II e III se caracterizam por apresentarem enovelamento ndo-definido.
Proteinas sem enovelamento demonstram alta flexibilidade, caracteristica que pode permitir a
adaptacdo da estrutura local ou global ao ambiente celular. Essa flexibilidade intrinseca da
estrutura permite o reconhecimento de um grande nimero de ligantes sem comprometer a

especificidade protéica (WRIGHT, DYSON, 1999). O dominio II ¢ apontado como uma regido



| 6
multifuncional, que pode interagir com varias proteinas incluindo a NS5B, a PKR, a TRAF2 (fator
associado ao receptor do fator de necrose tumoral) ¢ GRB2 (proteina adaptadora do receptor do
fator de crescimento), participar na ativacdo de transcri¢do, suprimir a IRES e apresentar fung¢io
anti-apoptotica (LIANG et al., 2007).

O dominio III indica ndo ser essencial para a o processo de replicagdo do RNA viral, mas
foi demonstrado que participa da montagem do virion. Além disso, foram identificados diversos
sitios de fosforilacdo neste dominio (HUGHES et al., 2009; APPEL et al., 2008).

Uma evidéncia da relacdo entre a seqiiéncia viral e a resposta ao tratamento foi
demonstrada pela interagdo da proteina NS5A com a PKR. Esta proteina tem sido relacionada a
ativacdo de apoptose celular e a resposta imune mediada por Interferon, a interagdo com a NS5A
parece inibir esta func¢do. (SIMMONDS, 2004).

Enomoto e colaboradores (1996) encontraram uma associacdo entre a resposta ao
tratamento e uma regido no dominio II da NS5A denominada de regido determinante da
sensibilidade ao Interferon (ISDR). Como a ISDR com mais 26 aminoacidos C-terminal forma a
PKR-binding, foi sugerido que o mecanismo de ligacdo a PKR seria um determinante crucial na
persisténcia viral e potencial na determinagdo de outros aspectos da interagdo virus-hospedeiro
(SIMMONDS, 2004). Além disso, muta¢des no dominio V3, localizado no dominio III e na ISDR
também vém sendo relacionadas a resposta ao tratamento (Figura 2) (PUIG-BASAGOITI, 2005).

A NS5A ¢ comumente detectada no citoplasma celular, proxima da membrana nuclear ou
do reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi. Um evento de processamento pos-traducional da
NS5A por caspases celulares pode ativar o sinal de localizagdo nuclear (NLS) (dominio III),
resultando na forma da NS5A de 31kDa. A forma de 31 kDa foi localizada no nucleo, sugerindo
que a NS5A pode agir como ativador transcricional (TANIJI et al., 1995). Outros estudos indicam
que a presenca da regido N-terminal de 27 aminoacidos (dominio I), denominada sinal de retengao
citoplasmatica (CRS) ¢ capaz de manter a NS5A no citoplasma, mostrando uma atividade

dominante sobre a NLS (Figura 2) (IDE et al., 1996). Mais tarde, foi demonstrada a CRS era
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responsavel pela associagdo da NS5A a membrana do reticulo endoplasmatico, essencial para a
formagdo do complexo replicativo e consequentemente para a replicagdo viral (BRASS et al.,,
2006).

As formas nucleares da NS5A ainda possuem fun¢do obscura, mas estudos indicam que
estas possam exercer papel importante na regulacdo da transcri¢do. Outro importante dado € que
esses mutantes podem carregar para o nucleo proteinas associadas, como a quinase c-RAF

(tirosina quinase de proteina receptora de tirosina), responsavel pela sinalizacdo de diversas vias

celulares (BURCKSTUMMER et al., 2006; SAUTER et al., 2009).

Figura 2. Esquema das estruturas e principais regides conhecidas da proteina NSS5A.CRS: sitio de retengio
citoplasmatico, Zn-bd: dominio de ligagdo ao zinco, NS4B-bd: sitio de ligacdo a NS4B, ISDR: regido de sensibilidade
ao Interferon, PKR-bd, sitio de ligagdo a PKR, NLS: sinal de localizagdo nuclear, V3: regido variavel V3 (Baseado em
HOFMANN. ZEIIZEM. SARRAZIN. 2005)



1.5. Variabilidade viral

Estudos sugerem que a infeccdo pelo HCV € um processo dindmico, ou seja, apresenta alta
taxa de producdo e destrui¢do de virions. Neumann e colaboradores (1998) mostraram que a meia-
vida viral ¢ de apenas 2,7 horas ¢ a média de produgao e liberagdo do virion ocorre em taxas de
aproximadamente 1,3.10'%/paciente em um dia. Desse modo, juntamente com a auséncia de
atividade de corre¢do da polimerase viral, a alta taxa replicacdo determina a base para a
variabilidade genética do HCV (MORADPOUR et al., 2001).

Além disso, 0 HCV coevolui com as populagdes humanas por séculos, ou até por milénios
o que resultou numa ampla diversidade genética (PYBUS et al., 2001). Desse modo, atualmente o
HCV ¢ classificado em trés categorias: genoétipos, subtipos e guasipecies (SIMMONDS, 1994).
Até o momento, reconhecem-se sete grandes gendtipos do virus (1 a 7), que podem ser divididos
em mais de 50 subtipos (denominados por letras minusculas) (KUIKEN, SIMMONDS, 2009).

O termo quasispecies refere-se a uma populacdo de genomas relacionados de HCV,
coexistindo em um mesmo individuo infectado (MORADPOUR et al., 2001). Uma das hipdteses
para a persisténcia viral inclui a alta heterogeneidade do virus, que permite a emergéncia de
variantes resistentes ao tratamento. Varios estudos focaram a composicdo de quasispecies como
fator preditivo da resisténcia viral ao tratamento. Entretanto, esses dados ainda sdo controversos,
pois diferentes resultados podem ser obtidos dependendo do tipo de estudo realizado, das técnicas
utilizadas e da regido analisada (OKADA et al., 1992; GONZALEZ-PERALTA et al., 1996;

GRAHOVAC etal., 2001; THELU et al., 2001; TANG et al., 2002; SALMERON et al., 2006).

1.6. Tratamento e Tipos de Respostas ao Tratamento

A resposta ao tratamento antiviral do HCV pode ser classificado em trés grupos: resposta
virolégica sustentada ou respondedor (R), resposta ao final do tratamento e recorréncia da
infeccdo (RFT), e ndo-resposta (NR). A R ¢ definida pela auséncia de deteccdo do RNA de HCV

seis meses apds o término do tratamento. Os pacientes com resposta transitéria (RFT) apresentam
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auséncia do RNA viral durante o tratamento e detec¢do apds final da terapia. Os pacientes NR
apresentam RNA de HCV detectado durante e apos o término da terapia (FELD, HOOFNAGLE,
2005).

A monoterapia com Interferon alfa forneceu o primeiro tratamento do virus para os
pacientes com hepatite C cronica. Essa substancia ndo inibe uma fun¢do enzimatica especifica do
virus, mas induz modificacdes nas respostas do sistema imune e estabelece um estado antiviral
inespecifico nas células infectadas pela ativacdo de diferentes genes celulares. Dessa forma, a
inibicdo da replicagdo do HCV ¢é uma conseqiiéncia, em parte, da inibicdo generalizada de
tradu¢do na célula infectada (MORENO et al., 2006).

Recentemente, formas peguiladas de Interferon vém sendo desenvolvidas e a terapia mais
utilizada trata-se de uma combinacdo de Peginterferon e Ribavirina, um andlogo de nucleosideo.
Com essa combinacgdo, o tratamento tem sido mais eficaz. Por essa razdo, Peginterferon alfa-2a e
Peginterferon alfa-2b sdo as ultimas inovacdes para o tratamento da hepatite C (FRIED,
HADZIYANNIS et al., 2004).

No entanto, as terapias atualmente disponiveis para o tratamento do HCV séo efetivas em
apenas uma fracdo dos pacientes, apresentando sucesso em aproximadamente 40% dos individuos
infectados com HCV gendtipo 1 e 80% para os genotipos 2 ¢ 3 (KLENERMAN et al., 2009;
HUANG, HU, 2006). A baixa susceptibilidade a tratamentos antivirais e a alta taxa de persisténcia
das infec¢des provavelmente estio relacionados a uma complexa relagdo entre fatores virais e do
hospedeiro (TORRES-PUENTE et al., 2008). Os fatores virais incluem o gendtipo do HCV, nivel
de replicagdo (carga viral) e complexidade genética da populacio de quasispecies antes do inicio

do tratamento (MORENO et al., 2006).

1.7. Bioinformatica aplicada ao estudo estrutural e funcional de proteinas
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A bioinformatica tem varias defini¢des. De forma geral, mas ndo ampla, a bioinformatica é
uma darea interdisciplinar envolvendo biologia, informdtica, matematica e estatistica com o
objetivo de analisar dados de seqiiéncias biologicas e predizer a fung¢do e estrutura de
macromoléculas bioldgicas (BAYAT, 2002).

Nos ultimos anos, o rapido progresso no campo da biologia molecular, juntamente com o
avanco na tecnologia gendmica, resultaram no crescimento explosivo de informagdes biologicas
distribuidas em uma variedade de bases de dados bioldgicos. Dessa forma, atualmente € preciso
saber como analisar em conjunto a grande quantidade de dados produzir novos conhecimentos
biologicos (YE, 2008).

Assim, um dos grandes desafios da bioinformatica comega a aparecer na era pds-gendmica,
na qual a protedmica se torna um dos principais alvos de estudo juntamente com o entendimento
estrutural e funcional de proteinas. Por exemplo, ferramentas de bioinformadtica sdo utilizadas na
identificacdo e caracterizagdo funcional e estrutural de uma proteina por meio de buscas em
bancos de dados biologicos publicos € no manuseio do vasto e complexo conjunto de dados de
cristalografia de raios X e RMN para predizer modelos 3D de moléculas de proteinas por
modelagem molecular comparativa, quando utilizadas pelos biologos estruturais (BURLEY et al.,
1999).

A bioinformatica pode ser util em diversos campos da biologia molecular por utilizar
métodos computacionais robustos (processamento paralelo, redes neurais, etc.) e por aplicar
técnicas analiticas quantitativas a modelagem de sistemas e problemas bioldgicos (GIBAS,
JAMBECK, 2001).

O foco inicial da bioinformatica fora o desenvolvimento de ferramentas para analise de
sequéncias de nucleotideos e aminodcidos, com a finalidade de identificar relagdes evolucionarias.
A partir do final da década de 80, gradualmente foi-se percebendo que a estrutura tridimensional ¢
mais conservada do que a sequéncia, e desta forma, informacdes estruturais podem revelar

relagdes filogenéticas que estariam ocultas ao nivel seqiiencial. Os dados estruturais auxiliam na
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classificagdo de dominios proteicos em familias e em como entender melhor a evolugdo de novas
sequéncias, estruturas e fun¢des. Além destas linhas, atualmente a bioinformatica também permite
a predicdo de complexos proteina-proteina e proteina-ligante, por meio de ferramentas essenciais

para o desenvolvimento de novos medicamentos baseados em estrutura (ORENGO et al., 2003).
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

A partir de ferramentas de bioinformatica, este estudo tem como objetivo analisar,
comparar e caracterizar as variacdes nas estruturas e investigar a fun¢do da proteina NS5A em
quasispecies do HCV gendtipo 1 e 3, em amostras pré-tratamento de pacientes submetidos

posteriormente a terapia baseada em Interferon e Ribavirina.

2.2. Objetivos Especificos
1) Aplicar a metodologia de modelagem molecular comparativa e dindmica molecular na

obtenc¢do de estruturas-modelo da proteina NS5A do genoétipo 1 e 3 em amostras pré-tratamento;

2) Analisar e comparar as estruturas-modelo quanto as possiveis alteracdes nas
caracteristicas fisico-quimicas entre as amostras de diferentes tipos de resposta e entre os

genotipos 1 e 3;

3) Investigar as possiveis fung¢des da proteina NS5A comparando as seqiiéncias com 0s

bancos de dados de padrdes e motivos como o PROSITE e pelo programa ProtFun;

5) Avaliar se ha correlagd@o entre as alteracdes encontradas e os diferentes tipos de resposta

a0 tratamento.
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3. Materiais e métodos

3.1. Fonte de dados

O seqiienciamento da regido NS5A completa de amostras do gendtipo 1 do virus foi
realizado no projeto de mestrado “Andlise comparativa da varia¢do entre quasiespecies do Virus
da Hepatite C genotipo 1 em amostras pré-tratamento de pacientes tratados com Peginterferon”.
A seqiiéncias do genotipo 3 foram obtidas no projeto de mestrado “Andlise das quasiepecies de
HCV gendtipo 3 pela regido NS5A antes do tratamento”. Estes estudos foram realizados com
pacientes que apresentaram diferentes respostas ao tratamento baseado em Interferon,
acompanhados no ambulatorio de hepatologia do Hospital de Base da Faculdade de Medicina de
Sao José do Rio Preto (FAMERP). A cépia do parecer do Comité de Etica encontra-se no Anexo.
As sequéncias da proteina NS5A foram obtidas a partir da amostra de sangue de 23 pacientes
infectados com o HCV. Destes, 11 foram infectados com o gendtipo 1 (6 com o genétipo la e 5
com o 1b) e 12 com o gendtipo 3. Dos pacientes com o genotipo 1 do virus, 3 responderam ao
tratamento (R), 4 ndo responderam (NR) e 4 apresentaram reincidiva viral apds o término do
tratamento (RFT). Daqueles infectados com o gendtipo 3, 5 pacientes foram respondedores, 4 ndo
respondedores ¢ 3 respondedores ao final do tratamento. Para cada paciente foram obtidas 15
sequéncias da NS5A completa. Desta forma, hd aproximadamente 165 seqiiéncias da proteina
NS5A completa do gendtipo 1 e 180 do genotipo 3. No total, estdo armazenadas no banco
aproximadamente 345 seqiiéncias da NS5A completa. Além destas sequéncias, foram escolhidas
aleatoriamente 9 sequéncias referéncias do Genbank (trés para cada genotipo) para avaliar se os
resultados observados eram caracteristicos da populac@o analisada ou do virus. Para o genétipo la,
foram utilizadas as sequéncias de cddigos AF009606, AF011752 ¢ NC004102. Do gendtipo 1b, as
sequéncias com os cddigos EU256081, D50481 e AF356877 foram utilizadas. Do genotipo 3

foram utilizadas as sequéncias NC009824, AM493623 e D17763.
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3.2. Analise da composi¢cio de aminoacidos e estrutura secundaria da NS5A

completa

A porcentagem de cada aminodcido na proteina e a porcentagem de cada um dos tipos de
estruturas secundarias (hélice a, folha B e coil) foram calculadas no programa PROF (ROST &
SANDER, 1993), contido no pacote de programas do Predict Protein Server
(www.predictprotein.org/) (ROST et al., 2004). Os resultados das andlises das sequéncias
utilizadas como referéncia retiradas do Genmbank e de cada uma das seqiiéncias alvo foram
inseridas em uma tabela com os valores para cada aminoacido e outra para as porcentagens dos
tipos de estrutura secundaria em cada seqiiéncia. Foram calculadas a média da porcentagem para
cada paciente. Estes valores foram analisados juntamente com os valores para as seqiiéncias

referéncias do GenBank.

3.3. Modelagem Molecular Comparativa
A modelagem molecular comparativa é o principal método computacional utilizado para
predizer estruturas terciarias de proteinas. Esta ¢ uma técnica de desenvolvimento de modelos 3D
que parte de uma seqii€ncia primaria conhecida de uma proteina cuja estrutura 3D ¢ indeterminada
e utiliza como molde uma ou mais seqiiéncias de proteinas cujas estruturas 3D ja foram resolvidas
e, que possuem similaridade com a proteina de interesse. Portanto, a modelagem molecular
comparativa consiste em algumas etapas que sio (SANCHEZ, SALI, 1997):
1. Busca por moldes: consiste em realizar uma busca por proteinas que possuem suas
estruturas tridimensionais resolvidas. Esta busca ¢ realizada em bancos de dados de estruturas
terciarias de proteinas, sendo que o principal deles € o Protein Data Bank (PDB) (BERMAN, et

al. 2000) (http://www.rcsb.org/pdb). O principal parametro usado para realizar a busca dos

moldes ¢ a porcentagem de identidade (superior a 30%) entre a seqiiéncia primaria do molde e
seqiiéncia da proteina que serd modelada. Existem varias ferramentas na Internet que realizam

esta busca.
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2. Alinhamento: para construir o arquivo de alinhamento de entrada que serd utilizado pelo
programa Modeller na constru¢do do modelo, foi utilizado o préprio alinhamento executado por

este programa que utiliza o comando ALIGN2D, o qual ¢ baseado também no algoritmo de

programacdo dindmica (NEEDLEMAN & WUNSCH, 1970).

3. Construcio do modelo tridimensional: nesta etapa, o software escolhido ira receber
como entrada o arquivo contendo as seqiiéncias alinhadas e o arquivo contendo as coordenadas
tridimensionais do molde. Dessa forma, o programa ira construir a estrutura tridimensional da
proteina alvo baseado nas coordenadas tridimensionais do molde. Com exceg¢do da etapa de
analise, todas as outras etapas acima descritas podem ser realizadas pelo programa Modeller
(SANCHEZ et al., 1997), no presente estudo utilizou-se a versao 9v6 do programa.

4. Avaliacdo dos modelos: A qualidade do modelo predito determina a informagdo que pode
ser extraida dele. Assim, estimar a precisdo do modelo 3D da proteina ¢é essencial para interpreta-
lo. O modelo pode ser avaliado como um todo bem como em regides individuais, com base na
similaridade entre as seqiiéncias do molde e do alvo, observando residuos importantes em regides

da proteina como o sitio ativo e sua conservacio (SANCHEZ & SALI, 1997).

3.3.1. Modeller

O ponto inicial para constru¢do do modelo, utilizando o programa Modeller é quando o
alinhamento ¢ feito entre a seqiiéncia de aminodcidos alvo e a(s) seqiiéncia(s) de aminoacidos do
molde (GIBAS, JAMBECK, 2001), um outro arquivo que também € essencial para construir o
modelo 3D da seqiiéncia de aminoacidos alvo é o arquivo de coordenadas atomicas 3D do molde.
O programa Modeller gera, a partir da estrutura do molde, um conjunto de restrigdes que sdo
aplicadas a seqiiéncia de aminoacidos alvo a ser modelada. Estas restri¢des limitam, por exemplo,
a distancia entre dois residuos no modelo que esta sendo construido, sendo esta distdncia baseada

naquela entre os dois residuos equivalentes na estrutura molde. Esse célculo de restricdes também
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¢ aplicado nas ligagdes angulares (entre trés atomos) e nos angulos diedrais (entre quatro atomos)
(SALI & OVERINGTON, 1994; SALI et al., 1995).

O célculo das restricdes ¢ baseado em andlises estatisticas entre estruturas comparativas.
Além dessas restricdes um campo de for¢as também controla as propriedades estereoquimicas
entre os atomos, aplicando restrigdes quimicas, adicionais na conformagio molecular 3D (SALI &
BLUNDELL, 1993). Finalmente, o modelo € obtido pela otimizagdo da fun¢do objetiva no espago
cartesiano. Varios modelos ligeiramente diferentes podem ser calculados variando a estrutura

inicial (SALI & OVERINGTON, 1994; SALI & BLUNDELL, 1993).

3.3.2. Ferramentas de analise dos modelos

Um requerimento basico para um modelo ¢ ter uma boa qualidade estereoquimica. Os
programas utilizados para este tipo de analise foram o programa PROCHECK (LASKOWSKI et
al., 1993) que pertence ao pacote CCP4 (Collaborative Computational Project N° 4) e o programa
WHATCHECK (HOOFT et al., 1996). As caracteristicas bioquimicas de um modelo que sdo
checadas por estes programas incluem comprimento de liga¢do, adngulo de ligacdo, ligacdo
peptidica e planaridade de anéis da cadeia lateral, quiralidade, dngulos de tor¢do da cadeia
principal e da cadeia lateral e choques entre pares de atomos nio ligados.

Para analisar quanto ao desvio da posi¢cdo de cada 4&tomo da estrutura modelada em relagdo
aos parametros observados por ENGH e HUBER, (1991) utilizamos o desvio médio quadratico
(RMSD) da geometria ideal (KEARSLEY, 1989), que ¢ calculado como uma func¢do de cada um
dos atomos de uma estrutura protéica (ENGH & HUBER, 1991). O RMSD da geometria ideal
utiliza como parametros o comprimento e angulo de liga¢do ideal, derivados de uma andlise
detalhada (ENGH & HUBER, 1991) de estruturas de pequenas moléculas em Cambridge
Structural Database (CSD) (ALLEN et al., 2002). O programa X-PLOR (BRUNGER, 1992;
SCHWIETERS et al., 2003) foi utilizado para executar os calculos de comprimento e dngulos de

ligacdo.
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3.4. Threading aplicado ao dominio Il e dominio IIT

As técnicas experimentais, apesar de apresentarem uma precisdo superior aos demais
métodos, sdo lentas e caras, pois necessitam de equipamentos, laboratérios e pessoas
especializados. Por outro lado, as aplicagdes tedricas s@o mais acessiveis, sendo realizadas em
qualquer computador. Dentre elas, os métodos no campo empirico mais conhecidos sdo a
modelagem por homologia (MARTI-RENOM et al., 2002) ¢ o threading (HIGGINS, TAYLOR,
2000). O programa mGenTHREADER reconhece o tipo de enovelamento protéico através de uma
busca baseado em métodos de perfil-perfil. Atualmente, os melhores métodos de identificacdo de
dobramento da proteina sdo aqueles que aplicam este método. Varios estudos demonstraram que o
método perfil-perfil apresentam desempenho superior aos métodos baseados em sequéncia-perfil.
Além disso, métodos baseados em perfil-perfil permitem a detec¢do de maior nimero de
homologos remotos com maior confiabilidade (OHLSON et al., 2004; MCGUFFIN et al., 2006).
0 programa mGenTHREADER ¢ disponivel no enderego eletronico:

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/. Um exemplo de sucesso na aplicagdo desta técnica, utilizando-

se multiplos templates foi a predi¢do da proteina Ycdx (codigo do PDB: 1M65), uma proteina de
E. coli. Por meio da técnica de threading, foram encontrados quatro templates com componentes
estruturais comuns. A predi¢do se mostrou correta para as seis primeiras folhas beta de oito que
compdem a proteina (BUINICKI, 2008). Como ndo estio disponiveis estruturas dos dominios Il e
IIT da NS5A obtidas experimentalmente, as sequéncias dessas regides foram submetidas ao
programa mGenTHREADER. Os possiveis templates identificados foram utilizados na montagem
de um “template quimérico” contendo partes de diversas proteinas. Este template foi utilizado na

modelagem comparativa das sequéncias completas da NS5A.
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3.5. Dindmica Molecular
Existem duas abordagens na modelagem computacional de estruturas protéicas. A primeira
¢ baseada em métodos que aplicam parametros extraidos de uma base de dados de estruturas
existentes para avaliar e aperfeigoar estruturas ou predizer a estrutura de uma sequéncia. A
segunda abordagem ¢ baseada na simulagdo de forgas fisicas e dindmica molecular. As simulagdes
fisico-quimicas sdo utilizadas para testar como modelo protéico dobra-se em sua compacta e

funcional, forma nativa de uma nao-funcional, ndo-compacta, forma desnaturada (GIBAS,

JAMBECK, 2001).

Na dindmica molecular, a energia ¢ adicionada ao sistema da proteina pela simulagdo de
um “aquecimento”. A energia adicionada ao sistema promove uma for¢a oposta que movimenta os
atomos na molécula para fora das conformagdes tradicionais. As agdes e reagdes de centenas de
atomos em um dado sistema molecular podem ser simuladas utilizando esta abstragdo (GIBAS,

JAMBECK, 2001).

3.5.1. Pacote de simulacio

Para a realizagdo das simula¢des optamos por utilizar o programa NAMD (PHILLIPS et al.
2005) na versdo 2.7b 1, que consiste de um conjunto de programas capazes de executar todos os
passos necessarios para a simulagdo da dindmica molecular, desde a preparagdo dos sistemas até a
analise dos resultados obtidos. Esse programa se trata de um dos mais conhecidos programas de
simulag@o, o que lhe confere inlimeras vantagens. Dentre elas destacamos o fato de existir uma
grande comunidade de usudrios, o que facilita a busca por informa¢des novas, troca de

conhecimento e solug@o de possiveis problemas.

3.5.2. Minimizacio de energia
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Cada sistema a ser simulado passou por um processo de minimizagdo de energia, processo
este que tem por finalidade reduzir a energia potencial do sistema pela busca de minimos de
energia, o que favorece a correta termalizagdo do sistema, pois em uma simulacdo de dindmica
molecular, ocorre constantemente a conversio de energia potencial em cinética, e picos de energia
potencial podem levar ao aparecimento de regides com temperatura acima do esperado, o que

pode comprometer o resultado final obtido. Todas as simulagdes foram equilibradas por 300 ps.

3.5.3. Procedimentos de simulacao

Todas as simulag¢des de dindmica molecular foram realizadas conforme amostra isotérmica
e isobarica em temperatura de 310 K. O passo de integracdo utilizado foi de 2 fs e o tempo real de
5 ns, o campo de forca e o arquivo de topologia escolhidos foram o do programa CHARMM?22
(BRUNGER, 1992).

O tratamento eletrostatico foi feito com raio de corte (Cut-off) tanto para as interagdes de
Coulomb quanto para as de Van der Waals, com valor para estes raios de corte de 1,4 nm, o que ¢
sempre menos que a metade do comprimento do menor lado da caixa de simulagdo. Esse cuidado
com o valor do raio de corte garante que nenhum atomo ou molécula presente na caixa de

simulacdo seja considerado mais de uma vez nos célculos das interagdes eletrostaticas.

3.5.4. Analise dos dados de dinamica molecular

Em simulagdes de Dinamica Molecular (DM), mesmo apds a etapa de equilibrio e
termalizag¢@o, quando os atomos do sistema atingem uma distribui¢do de velocidades compativel
com a temperatura, o relaxamento das estruturas ainda continua por tempos que vdo além de
centenas de picosegundos (ps). Isto ocorre geralmente devido as diferengas entre o ambiente
aquoso da simulag¢do de macromoléculas bioldgicas e a estrutura cristalina inicial. Para avaliar o
comportamento global das estruturas foi calculado a Raiz do Desvio Médio Quadratico (RMSD)

para os sistemas, no tempo, tomando como referéncia a estrutura apds as minimizagdes. Estas
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andlises permitem acompanhar dinamicamente as varidveis da estrutura em relagdo a estrutura

antes da dindmica molecular.

O programa VMD foi utilizado para visualizar as estruturas geradas ao longo do processo

de dindmcia molecular.

3.6. Predicio de Regides Transmembranicas
A predicdo de regides transmembranicas foi desenvolvida no programa MEMSATS3,

disponivel no endereco eletronico http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html. Este programa

utiliza a metodologia de redes neurais para a predi¢do de regides transmembranicas em proteinas,
demonstrando uma precisdo de até 80% e uma baixa taxa de falsos positivos (0,5%) (JONES,

2007). Todas as sequéncias alvo e referéncia foram submetidas a este programa.

3.7. Predicao de Sitios na NS5A

A predicdo dos padrdes e motivos da proteina NS5A foi realizada em todas as sequéncias
alvo e nas sequéncias referéncia do Genbank, na base de dados do PROSITE (BAIROCH et al.,
1997), contido no Predict Protein Server (ROST et al., 2004).

O PROSITE ¢ um banco de dados de padrdes, os quais ndo estdo desenvolvidos
fundamentadas em uma analise automatizada. Em vez disso, sdo cuidadosamente selecionados
com base em dados publicados na literatura basica ou em pesquisas descrevendo a funcionalidade
de determinados grupos de proteinas (BAIROCH et al., 1997).

Um padrido de seqiiéncia ¢ uma regido localmente conservada de uma seqiiéncia ou um
pequeno padrdo de seqiiéncias compartilhado por um conjunto de seqiiéncias. O termo padrdo
geralmente se refere a qualquer padrio de seqiiéncia que pressuponha uma fun¢do de uma

proteina, uma caracteristica estrutural ou membro de uma familia. O uso mais comum das andlises
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baseadas em padrdes € a deteccdo de padrdes de seqiiéncia que correspondem a caracteristicas
estruturais ou funcionais das proteinas (GIBAS, JAMBECK, 2001).

Os padroes s3o gerados a partir de alinhamentos de varias seqiiéncias e podem ser exibidos
como padrdes de aminoacidos como os do banco de dados PROSITE. Podem ser criados para
familias de proteinas ou conjuntos de proteinas cujos membros sdo evolutivamente relacionados
(GIBAS, JAMBECK, 2001).

Os motivos encontrados foram comparados de acordo com os grupos de resposta ao
tratamento e de acordo com os genotipos. Para a montagem das ilustragdes foi utizado o programa

Pymol e o modelo gerado por modelagem molecular comparativa da sequéncia referéncia

AF009606 (1a).

3.8. Predicao de Funcao da NS5A

Para predicdo de fungdo nas sequéncias alvo e referéncia da proteina NS5A dos genotipos
1 e 3 foi utilizado o programa ProtFun (JENSEN et al., 2002). Este programa utiliza outros
inimeros servidores de predicdo de propriedades protéicas para obter informagdes de varios
aspectos pos-traducionais e de localizagdo intracelular, informagdes que sdo integradas para a
predicao final da sequéncia alvo em uma das 12 fungdes celulares segundo o esquema de Riley;
uma classe enzimatica (EC) se esta for uma enzima ; umas das 14 categorias de ontologia genética
(JENSEN et al., 2002). A bio-ontologia ¢ um recurso de bioinformdtica que captura informacdes
biologicas de forma estrutural. Essa ciéncia integra dados compartilhados por diversas bases de
dados ¢ sdo utilizadas como base para extrair propriedades decorrentes de grandes datasets
produzidos por andlises de transcriptomas e proteomas. Atualmente, a ferramenta mais utilizada
da bio-ontologia ¢ a Ontologia do Gene (GO), que ¢ utilizado para representar as fungdes dos
produtos genéticos e se tornou uma ferramenta chave para a gendmica funcional. Embora o uso do
GO tenha sido primariamente focado no modelo de espécies eucariotas, ele também pode ser

utilizado para descrever e modelar fungdes genéticas em patogenos e em organismos de vida livre



| 22
(NANDURI et al., 2005; SEVERINO et al., 2007; RHEE et al., 2008). Através da GO nio ¢
possivel descrever todos os tipos de dados biologicos, esta € limitada para trés fungdes de produtos
génicos que sdo centrais para a fisiologia (assim como para a patofisiologia): fungdes moleculares
individuais, processos bioldgicos gerais e localizagdo celular. Além disso, a GO ndo descreve
diretamente os processos genéticos, fungdes ou componentes que ndo unicamente atribuidos a
mutantes ou doengas. Por exemplo, tumorigénese ndo ¢ uma fun¢do valida nos termos da GO, pois

a formacao de tumor ndo ¢ uma fun¢do normal de células eucariotas (RHEE et al., 2008).

3.9. Analise de mutantes da NS5A

No banco de sequéncias da NS5A completa utilizado, foram encontradas alteragdes
descritas na literatura como comprometedoras da fun¢do da NS5A por Penin e colaboradores

(2004) e em Tellinghuisen e colaboradores (2008) em estudos in vitro.

As formas mutantes encontradas em nosso banco de dados passaram pela predi¢do de
estrutura por modelagem molecular por homologia, threading e dindmica molecular. As estruturas
resultantes foram analisadas em comparacdo com estruturas das sequéncias referéncia do Genbank

do gendtipo correspondente.

Para visualizag@o, confec¢do de figuras de cada mutante (hidrofobicidade e carga) foram

utilizados os programas Pymol e Molegro Molecular Viewer.
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4. Resultados

4.1. Analise da composicio de aminoacidos e estrutura secundaria da NSSA
completa

Todas as 345 sequéncias-alvo da NS5A foram analisadas quanto a porcentagem de cada
um dos vinte aminoacidos em sua sequéncia. A partir destes dados, foi gerado um grafico com a
média por gendtipo da porcentagem de todos os aminodcidos. A Figura 3 resume esses dados,
mostrando apenas os valores dos aminodcidos que variaram de acordo com o gendtipo e/ou
subtipo. Podemos observar que a composicao de alanina (apolar) na NS5A apresenta uma pequena
variacdo entre os subtipos do genotipo 1 e entre o genotipo 1 e 3. A composi¢do de acido
glutamico (polar acido), glutamina (polar neutro) e tirosina (apolar) apresentou diferenca do
genodtipo la para 1b e 3. Além disso, todas as quasispecies do genotipo la apresentaram
exatamente 2% de tirosina, enquanto que para os genotipos 1b e 3 este valor apresentou pequena
variacdo em algumas sequéncias. A composi¢cdo de cisteina (apolar), valina (apolar) e treonina
(polar neutro) apresentaram valor diferente entre os genotipos 1 e 3. Nao houve variagdo da
composi¢do de aminoacidos quanto ao tipo de resposta ao tratamento do paciente.

Da mesma forma, para a analise da composi¢do de estrutura secundaria na NS5A, todas as
sequéncias-alvo foram submetidas ao programa. Os resultados da andlise de estrutura secundaria

sdo resumidos na Figura 4.

Nao foi possivel observar relagdo entre a composi¢do de estrutura secundaria e o tipo de
resposta. Entretanto, pode-se observar que ha uma diferenga entre os genotipos. O gendtipo 1

tende a apresentar maior quantidade de folhas beta e menor de coil do que o genotipo 3.
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Figura 3. Média da quantidade (%) de cada aminodcido na NS5A completa por gendtipo. Azul — 1a, Vermelho — 1b e
Verde - 3.

Figura 4. Média da quantidade (%) e cada forma de estrutura secundaria resumida por tipos de resposta ao tratamento
e/ou genotipo. Azul — Hélice, Vermelho — Folha e Verde — Coil.
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4.2. Modelagem Molecular Comparativa

A procura por estruturas ja determinadas da NS5A no PDB com identidade de seqiiéncia
primaria superior a 30% resultou em duas estruturas parciais da proteina. A estrutura com cédigo
IR7C correspondia aos residuos 1 a 31 (regido de ancora de membrana), obtida a partir da
sequéncia AF009606 (gendtipo 1a) do Genbank. A estrutura 1ZH1 correspondia aos residuos 36 a
198 (dominio de ligagdo ao zinco), obtida a partir da sequéncia BAH08638 (gendtipo 1b). Desta
forma, foram encontrados moldes para os residuos 1 a 198, praticamente todo o dominio I

(residuos 1 a 213).

Como ndo foram encontrados moldes a partir do residuo 199 utilizando o método de
alinhamento seqiiencial, foi utilizado o método de alinhamento estrutural no programa
mGenThreader. Os moldes encontrados com similaridade estrutural dos residuos 199 ao 448/452
sdo descritos na Tabela 1. A partir destes moldes, foram gerados femplates quiméricos diferentes
para o genoétipo 1 e 3, contendo estruturas de sequéncias parciais de outras proteinas com perfil

estrutural semelhante ao da NS5A (Tabela 1 e 2).

Tabela 1. Moldes utilizados para montagem do modelo tridimensional do genoétipo 1.

Regido da NSS5A  Regiio do molde Cod. PDB Nome da proteina

01-31 01-31 IR7C NSS5A (parcial)

36 - 198 36 - 198 1ZH1 NSS5A (parcial)
199 - 325 09 - 142 1VON Malato Dehidrogenase
329 -360 62 -165 10QY Proteina de Reparo de
382 - 448 DNA
363 - 381 92-118 2C3F Hialuronidase

Tabela 2. Moldes utilizados para montagem do modelo tridimensional do genotipo 3.

Regido da NSSA Regido do molde Cod. PDB Nome da proteina

01-31 01-31 IR7C NSS5A (parcial)

36 - 198 36 - 198 1ZH1 NSS5A (parcial)
199 - 325 09 - 142 1VPY Hialuronidase
329 - 360 62 -165 10QY Proteina de Reparo de
382 - 452 DNA
363 - 381 92-118 2C3F Hialuronidase

A partir destes moldes, foram modeladas 9 sequéncias referéncia (trés de cada gendtipo).

Para cada sequéncia foram gerados 1000 modelos. Destes, foi selecionado aquele que apresentou
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melhor qualidade estereoquimica utilizando o programa Procheck e a fungdo objetiva do

Modeller.

O programa Procheck foi utilizado para analisar a geometria global dos modelos através do
Diagrama de Ramachandran (avalia os angulos de ligag@o phi () e psi (), referentes as ligagdes
Ca-N e Coa-C, respectivamente) e o G-factor (verifica os angulos de ligacdo e a geometria
covalente da proteina). Uma estrutura de boa qualidade deve ter 90% ou mais de seus residuos nas
regides favoraveis. As dareas em branco correspondem a regides onde existem choques
estereoquimicos na proteina, valido para todos os aminoécidos exceto a glicina que ¢ o Unico
aminoacido que ndo tem cadeia lateral e pode adotar os angulos de tor¢do em todos os quadrantes
do diagrama. As areas em amarelo sdo regides limitantes, porém permitidos e as areas vermelhas
correspondem a conformacdo onde ndo hd nenhum choque estereoquimico, ou seja, regides
permitidas aonde se encontram os aminoacidos em hélices e folhas. Todos os modelos escolhidos
apresentaram boa qualidade estereoquimica, com mais de 90% dos residuos em regides favoraveis

como mostra a Figura 5.
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Figura 5. Diagrama de Ramachandran mostrando a avaliagdo geométrica do modelo gerado para a sequéncia
AF009606 (1a). As areas em vermelho representam regides altamente favoraveis (85,2% dos residuos) para hélice-
alfa (a) e folha-beta(b), em amarelo escuro regides permitidas (12%), em amarelo claro regides generosamente
permitidas (1,6%) ¢ em branco regides ndo permitidas (0,5%).

O G-factor global ¢ uma medida da qualidade estereoquimica da estrutura como um todo.
O G-factor médio dos angulos de tor¢do e geometria covalente representa uma medida do desvio
de uma dada propriedade estereoquimica para cada residuo de aminoacido da estrutura. O valor
ideal deste fator deve ser acima de -0,5. Valores no intervalo de -0,5 a -1,0 significam que existem
residuos na proteina que devem ser investigados e, valores abaixo de -1,0 indicam que os modelos
apresentam qualidade estereoquimica ruim e devem ser investigados. O G-factor global é a melhor
medida da qualidade estereoquimica total de uma molécula, pois representa a média de todos os
G-factor obtidos para cada aminoacido da estrutura. Os valores de G-factor médio e global
calculados para os modelos gerados indicam que a estrutura elaborada possui boa qualidade
estereoquimica e compativel com o molde utilizado, uma vez que todos os valores estdo acima de

-0,50 (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores do G-factor para os modelos gerados das sequéncias referéncias do Genbank da
proteina NS5A do HCV gendtipos 1 e 3.

Nome da sequéncia Gendétipo  G-factor médio dos G-factor médio da G-factor
referéncia Angulos de tor¢io  Geometria covalente Global
AF009606 la -0,12 -0,31 -0,19
AF011752 la -0,17 -0,44 -0,26
NC004102 la -0,12 -0,31 -0,19
EU256081 1b -0,14 -0,35 -0,22

D50481 1b -0,11 -0,33 -0,19
AF356877 1b -0,15 -0,37 -0,22
NC009824 3 -0,11 -0,36 -0,20
AM493623 3 -0,12 -0,35 -0,21

D17763 3 -0,11 -0,36 -0,20

Através do programa Whatcheck foi constatado que os ambientes quimicos de residuos
individuais se enquadram nos padrdes freqiientemente encontrados em estruturas protéicas.
Segundo os valores de referéncia do programa para modelagem molecular, os modelos finais
podem ser considerados de boa qualidade; os relatorios ndo serdo apresentados aqui por serem

extensos.

Para analisar o desvio médio da posi¢ao dos d&tomos de uma estrutura, calculou-se a raiz do
desvio-médio quadratico (RMSD) da geometria ideal (Tabela 4). O valor do RMSD da geometria
ideal para o comprimento e angulo de ligacdo foi calculado através do programa X-PLOR, que
gera um arquivo com os valores do RMSD para as ligagdes e angulos diedros e improprios bem
como contatos ndo ligados. Valores ideais para o comprimento e dngulo de ligacdo devem estar
abaixo de 0,06A e 10,0°, respectivamente, para que a geometria da proteina como um todo esteja
em equilibrio. Os valores de RMSD calculados para o comprimento de ligagdo (0,021 A) e para o
angulo de ligacao (de 2,377° a 2,898°) indicam que a geometria do modelo teodrico elaborado para
a NS5A completa dos genotipos 1 e 3 estd em equilibrio.

A partir destas avaliagdes foi constatado que por meio do template quimérico elaborado ¢
possivel realizar a modelagem molecular comparativa com sucesso para a proteina NS5A dos

genotiposl e 3.
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Tabela 4. Valores do desvio médio-quadratico (RMSD) para os modelos gerados das sequéncias
referéncias do Genbank da proteina NS5A do HCV gendtipos 1 e 3.

Nome da sequéncia Genotipo RMSD para o RMSD para o angulo
referéncia comprimento de ligacio de ligacio
AF009606 la 0,021 A 2,618°
AF011752 la 0,021 A 2,796°
NC004102 la 0,021 A 2,618°
EU256081 1b 0,021 A 2,898°

D50481 1b 0,021 A 2,621°
AF356877 1b 0,021 A 2,672°
NC009824 3 0,021 A 2,377°
AM493623 3 0,021 A 2,648°

D17763 3 0,021 A 2.377°

O modelo gerado da seqiiéncia referéncia AF009606 ¢ mostrado na Figura 6. Outros
modelos da proteina NS5A do HCV resultantes da modelagem molecular por homologia e

threading sao mostrados nas Figuras 8A, 9A e 10A.

Figura 6. Modelo estrutural da NS5A gerado por seqiiéncia-referéncia AF009606 (genétipo 1a), mostrando
em azul o dominio I, em amarelo o dominio II e em vermelho o dominio III.

4.3. Dinamica Molecular

As simulagdes de dindmica molecular foram realizadas com o objetivo de avaliar a

estabilidade do modelo gerado e investigar o possivel dobramento da proteina NSS5A. Os
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resultados das andlises de RMSD para os modelos sdo mostrados na Figura 7 . Podemos observar
que os modelos conseguem se estabilizar numa mesma faixa de valores. O RMSD dos modelos
também mostra que a estrutura vai sofrendo mudangas em sua conformacdo ao longo do tempo

por isso o aumento gradativo.

Passaram por esta andlise todas as sequéncias referéncia do Genbank e sequéncias que
apresentaram alteragcdes descritas na literatura como comprometedoras da fungdo in vitro

(descritas na Tabela 6, pag.44).

Na Tabela 5, sdo mostrados um resumo dos parametros utilizados na dindmica molecular
da NSS5A. Através dessa andlise foi possivel constatar que houve compactagdo de todas formas
analisadas da proteina ao final da dindmica, como também podemos conferir comparando os

modelos antes e depois da aplicagdo da dindmica (Figuras 8 a 10).

A dindmica molecular de anelamento nao foi realizada, pois a grande quantidade de regido
ndo-estruturada da proteina ndo permitiria o retorno a sua forma apds a diminui¢do de

temperatura.

Tabela 5. Ficha técnica das condi¢des gerais das simulagdes realizadas por dindmica molecular.

Tempo de simulagio Sns (5000000 passos de 2fs)
Programa NAMD 2.7b 1
Campo de Forca CHARM?22
Interacio Eletrostatica Raio de Corte
Raio de Corte (Coulomb) 1,4° angstrons
Interacio de van der Waals Raio de Corte
Raio de Corte (van der Waals) 1,4 angstrons
Outros Temperatura constante de 310K (Berendsen)

Pressao Constante de 1 atm (Berendsen)
Condicdes Periddicas de Contorno (PBC)




| 31

RMSD x Tempo

16

14
12

10

RMSD
o

1 51 101 151 201 251 301 351 401 451 501 551 601 651 701 751 801 851 901 951
Tempo (ps)

Figura 7. Grafico mostrando a alteragio de RMSD durante a dindmica molecular. Cada linha representa uma
sequéncia diferente da NS5A.

Figura 8. Modelos estruturais da proteina NS5A antes (A) e apds (B) a analise por dindmica molecular da sequéncia
referéncia AF009606 (genotipo 1a).

A

Figura 8. Modelos estruturais da proteina NS5A antes (A) e apos (B) a analise por dinamica molecular da sequéncia
referéncia D50481 (gendtipo 1b).
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Figura 9. Modelos estruturais da proteina NS5A antes (A) e apos (B) a analise por dindmica molecular da sequéncia
referéncia D17763 (genotipo 3).
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4.4. Predicio de regioes transmembranicas

Todas as sequéncias-alvo e as sequéncias referéncia, analisadas pelo MEMSAT3 da NS5A
completa dos gendtipos 1 e 3 apresentaram a predicdo de uma regido transmembranica proximo ao

N-terminal, entre os residuos 32-51 (Figura 11).

1: (im) 32-51 (-3.18)

10 20 30 40 50 &l Legenda:
Fbb bR R R+ T T T T OO X 00000 - — - —— — = — =

SGSWLRDIDWICEVLSDFRIWLEAKLMPQLPGIPLVSCORGYRGVWRGDGIMHTRCHCGA + - Dentro do IOOp

- : Fora do loop

X : Segmento da hélice

130 140 150 160 170 180 trasmembranica central
RQVGDFHYVTGMTTDNLECPCQVPSPEFFTELDGVRLERFAPPCKPLLREEVSFRVGLHE I : Dentro da capa da
hélice
130 200 210 220 230 240

EPGDFDLSDGSWSTVISEAGTEDVVCC

Figura 11. Resultado da predigdo de regido transmembranica do programa MEMSATS3.

4.5. Predicao de Sitios na NS5A

As 345 sequéncias e as 9 sequéncias referéncias da NS5A do gendtipo 1 e 3 foram

analisadas quanto a presenca de padrdes, realizado pelo PROSITE. Os resultados mostraram que
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a NS5A apresenta diversos motivos, principalmente de modificacdes pos-traducionais. Os sitios
mais conservados sdo listados a seguir, com modelos demonstrando a localizagdo dos sitios na
sequéncia referéncia AF009609 (1a). Todos os sitios identificados foram localizados em regides
de superficie da proteina. Nao foram identificadas correlagdes entre o numero ou a localizagdo

dos motivos e a resposta ao tratamento ou o genotipo/subtipo.

- Sitios de N-glicosilaciio: Possiveis sitios de glicosilagdo (sequéncia consenso N-{P}-[ST]-{P})
foram encontrados em todas as sequéncias do genotipo 1 e 3. O numero de sitios encontrados
variou de 2 a 5 para o gendtipo 1 e de 3 a 6 para o gendtipo 3. Em duas posigdes, esta sequéncia
apresentou-se conservada. Todas as sequéncias, exceto na referéncia AF011752 (1a) apresentaram
sitio de glicosilag@o na posi¢do 69 e todas as sequéncias, exceto as de um paciente do genotipo 3
(NR) apresentaram na posi¢do 268. Entretanto, todas as sequéncias deste mesmo paciente
apresentaram um sitio em uma regido proxima, na posicdo 258 que ndo foi encontrada em
sequéncias de outros pacientes. Outras posi¢des de glicosilagdo foram variaveis. Nao foi
observada relagdo entre quantidade e/ou localizagdo dos sitios de glicosilagdo e a resposta ao

tratamento (Figura 12).

- Sitio de Fosforilacdo por Proteina Quinase Dependente de cAMP (Adenosina monofosfato
ciclico) e cGMP (Guanosina monofosfato ciclico): A analise pelo PROSITE também encontrou
possiveis sitios de fosforilagdo por proteina quinase dependente cAMP e c¢cGMP (sequéncia
consenso [RK](2)-x-[ST]). O niimero de sitios encontrados variou de nenhum, em sequéncias de
um paciente RFT do gendtipo 1 e dois NR do genotipo 3. As sequéncias dos demais pacientes
apresentaram pelo menos um sitio na posi¢ao 357 (Figura 13).

- Sitio de Fosforilacido por Proteina Quinase C (PKC): Nas 345 sequéncias-alvo e referéncia da
NSS5A, foram identificados varios possiveis sitios de fosforilagdo por PKC (sequéncia consenso
[ST].[RK]). Estes sitios se mostraram altamente conservados nas posicdes 71, 238 e 328, sendo

identificados em todas as sequéncias. Entretanto, as sequéncias de todos os pacientes apresentaram
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pelo menos 5 sitios de fosforilagdo (em sequéncias de dois pacientes com o gendtipo 1, um NR e
outro RFT), podendo variar até o numero de oito (nas sequéncias de um paciente do gendtipo 3
NR) (Figura 14).

- Sitio de Fosforilacdo por Caseina Quinase II (CKII): A analise pelo PROSITE, demonstrou
que a NS5A dos gendtipos 1 e 3 possuem varios possiveis sitios de fosforilagdo por CKII
(sequéncia consenso [ST]-x(2)-[DE]). Nao foram identificadas posi¢des conservadas para esse
motivo, que foi encontrado em regides dos trés dominios. Entretanto, todas as sequéncias
apresentaram este sitio. O nimero de sitios variou de quatro (em sequéncias de um paciente com o
HCV 1a RFT) até oito (em sequéncias de dois pacientes com o HCV la, um RFT e outro NR ¢ um
do gendtipo 3 R) (Figura 15).

- Sitio de Fosforilacdo por Tirosina Quinase: A busca por padrdes referentes ao sitio de
fosforilagdo por tirosina quinase (sequéncia consenso [RK]-x(3)-[DE]-x(2)-Y ou [RK]-x(3)-[DE]-
x(2)-Y) em todas as sequéncias da NS5A completa, resultou na identificacdo de um possivel sitio
altamente conservado nas posi¢cdes 122 ou 123. Apenas trés quasispecies do HCV de trés
pacientes (um do genotipo 1 RFT e dois do gendtipo 3 NR) ndo apresentaram nenhum sitio de
fosforilagdo por tirosina quinase. As sequéncias de um paciente com o HCV do gendtipo 1a NR

apresentou um possivel sitio na posi¢do 406 também (Figura 16).

- Sitio de N-miristoilacdo: Possiveis sitios de N-miristoilagdo (sequéncia consenso G-
{EDRKHPFYW}-x(2)-[STAGCN]-{P}) foram encontrados em todas as sequéncias, com variagao
de numero e localiza¢do, mesmo entre sequéncias da NS5A obtidas da amostra de um mesmo
paciente. O numero de sitios identificados variou de quatro (em um paciente NR infectado com o
HCV 3) até oito (em cinco pacientes com o HCV 1 que apresentaram diferentes respostas ao

tratamento) (Figura 17).

- Sequéncia de Ligacdo Celular: A busca por padrdes da sequéncia de ligacdo celular (sequéncia

consenso RGD) encontrou um motivo em todas as sequéncias-alvo e referéncia na posi¢do 48. Este
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sitio apresentou-se altamente conservado quanto a localizagdo e nimero em todas as sequéncias da

NS5A do genétipo 1 e 3 (Figura 18).

Figura 12. Representag¢do em carfoon da NS5A completa, de acordo com a sequéncia referéncia AF009606 (genotipo

1a), demonstrando os sitios de N-glicosilagdo representados em stick e superficie.
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Figura 13. Representacdo em cartoon da NSSA completa, de acordo com a sequéncia referéncia AF009606 (gendtipo
1a), demonstrando o sitio de fosforilagdo dependente de cAMP e ¢ GMP representados em stick e superficie.

Figura 14. Representacdo em carfoon da NS5A completa, de acordo com a sequéncia refeéncia AF009606 (genotipo
1a), demonstrando os Sitios de fosforilagdo por PKC representados em stick e superficie.
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Figura 15. Representacdo em cartoon da NS5A completa, de acordo com a sequéncia refeéncia AF009606 (gendtipo
1a), demonstrando os sitios de fosforilagdo por CKII representados em stick e superficie.

Figura 16.
Representagdo em cartoon da NS5A completa, de acordo com a sequéncia refeéncia AF009606 (genotipo la),
demonstrando o sitio de fosforilagdo por Tirosina Quinase da representado em stick e superficie.
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To

Figura 17. Representacdo em cartoon da NS5A completa, de acordo com a sequéncia refeéncia AF009606 (gendtipo
1a), demonstrando os sitios de n-miristoilagdo representados em stick e superficie.

Figura 18. Representacdo em cartoon da NS5A completa, de acordo com a sequéncia refeéncia AF009606 (genotipo
la), demonstrando o sitio de ligag@o celular da referéncia AF009606 (genotipo 1a) representados em stick e superficie.
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4.6. Predicao de Funciao da NS5A

Foram analisadas no ProtFun as sequéncias completas da proteina NS5A e os dominios
separados. Para a NS5A completa, 60% das sequéncias foram classificadas na categoria funcional
de metabolismo central intermediario e outras em fung¢des regulatorias, purinas e pirimidinas e
replicacdo e transcrigdo (Figura 19). Todas as sequéncias foram classificadas como enzimas de

classe desconhecida e categoria de ontologia do gene de regulagao e transcrigao.

As sequéncias do dominio I foram todas classificadas na categoria funcional de
metabolismo energético. Todas foram classificadas como enzimas, entretanto 99% das sequéncias
ndo tiveram classe enzimatica definida, 1% fora classificada como hidrolase. De todas as
sequéncias, 82% foram classificadas como fator de crescimento e 17% como regulagdo da
transcri¢do na categoria de ontologia do gene (Figura 20). A anélise do dominio II demonstrou que
64% das sequéncias foram classificadas na categoria funcional de tradugdo, 30% na categoria de
transporte e ligagdo e 5% na categoria de metabolismo energético (Figura 21). Sessenta e um
porcento (61%) foram classificadas em enzimas e 39% em ndo-enzimas (Figura 22). Todas as
sequéncias classificadas como enzimas ndo tiveram classe enzimatica definida pelo programa.
Dentre as categorias de ontologia do gene, 52% das sequéncias do dominio II foram classificadas
como fator de crescimento, 26% como transcricdo e outros como hormoénio, canal de ion
dependente de voltagem, resposta imune, regulagcdo da transcri¢do ou desconhecida (Figura 23).
As sequéncias do dominio III foram classificadas na categoria funcional de transporte e liga¢do
(99%) ou fungdes regulatdrias (1%) (Figura 24). Todas as sequéncias foram classificadas na
categoria de ndo-enzima. O ProtFun classificou 44% das sequéncias na categoria ontologica de
fator de crescimento, 35% em hormdnio, 17% em categoria desconhecida e as outras em resposta

ao estresse, transdutor de sinal ou canal de ion dependente de voltagem (Figura 25).
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Categoria Funcional - NS5A completa
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Figura 19. Grafico demonstrando a porcentagem (eixo y) de sequéncias da NS5A completa em cada uma das
categorias funcionais (eixo x) classificadas pelo ProtFun. Cada barra representa as sequéncias de um paciente
diferente, exceto a barra com os valores indicados que representam as porcentagens levando em consideragio todas as
sequéncias.
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Figura 20. Grafico demonstrando a porcentagem (eixo y) de sequéncias da NS5A-DI em cada uma das categorias de
ontologias do gene (eixo x) classificadas pelo ProtFun. Cada barra representa as sequéncias de um paciente diferente,
exceto a barra com os valores indicados que representam as porcentagens levando em consideragdo todas as
sequéncias.
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Categoria Funcional - Dominio Il
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Figura 21. Grafico demonstrando a porcentagem (eixo y) de sequéncias da NS5A-DII em cada uma das categorias de
ontologias do gene (eixo x) classificadas pelo ProtFun. Cada barra representa as sequéncias de um paciente diferente,
exceto a barra com os valores indicados que representam as porcentagens levando em consideragdo todas as
sequéncias.
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Figura 22. Grafico demonstrando a porcentagem (eixo y) de sequéncias da NS5A-DII na classificacdo de enzima ou
ndo- enzima (eixo x) do ProtFun. Cada barra representa as sequéncias de um paciente diferente, exceto a barra com os
valores indicados que representam as porcentagens levando em considerago todas as sequéncias.
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Categoria de Ontologia do Gene - Dominio Il
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Figura 23. Grafico demonstrando a porcentagem (eixo y) de sequéncias da NS5A-DII nas categorias de ontologia do
gene (eixo x) classificadas no ProtFun. Cada barra representa as sequéncias de um paciente diferente, exceto a barra
com os valores indicados que representam as porcentagens levando em consideragio todas as sequéncias.
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Figura 24. Grafico demonstrando a porcentagem (eixo y) de sequéncias da NS5A-DIII nas categorias de ontologia do
gene (eixo x) classificadas no ProtFun. Cada barra representa as sequéncias de um paciente diferente, exceto a barra
com os valores indicados que representam as porcentagens levando em consideragéo todas as sequéncias.
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Figura 25. Grafico demonstrando a porcentagem (eixo y) de sequéncias da NS5A-DIII nas categorias de ontologia do
gene (eixo x) classificadas no ProtFun. Cada barra representa as sequéncias de um paciente diferente, exceto a barra
com os valores indicados que representam as porcentagens levando em consideragio todas as sequéncias.

4.7. Analise de mutantes da NSS5A

De acordo com as mutag¢des descritas como comprometedoras da fungdo da NSS5A por
Penin et al. (2004), que analisou a ancora de membrana (residuos 01 a 33), foram econtradas 2
posi¢des com substituicdo de aminodcidos no gendtipo 1 e 6 para o genodtipo 3, incluindo uma
delecdo dos residuos 03 a 27 encontrados em na amostra de dois pacientes respondedores ao final
do tratamento. A andlise baseada nas muta¢des no dominio II e III descritas por Tellinghuisen et
al. (2008) como comprometedoras da fun¢@o, mostraram que das sequéncias analisadas da NS5A,
2 posigdes de alteragdo foram encontradas no gendtipo 1 e 2 no gendtipo 3. Alteragdes para
aminoacidos de propriedades semelhantes a da sequéncia nativa ndo foram analisadas. Nao foi
encontrada nenhuma alteragdo que pudesse ser relacionada ao tipo de resposta ao tratamento. A

descri¢do de todas as alteragdes encontradas por posicao ¢ detalhada na Tabela 6.
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Tabela 6. Resumo das alteragdes encontradas da NS5A descritas como comprometedoras da
fun¢do na literatura.

Forma nativa*® Forma mutante* Numero de sequéncias
com alteracio
02 Glicina (A) Acido Aspartico(P+) 2 (Genotipo 1)
06 Arginina(P-) Cisteina(P0) 1 (Genotipo 3)
. (delegdo) 2 (Gendtipo 1)
09 Triptofano(A) Ayl ) (Caitn 3)
10 Acido Aspartico(P+) Treonina(P0) 1 (Gendtipo 3)
11 Triptofano(A) Arginina(P-) 1 (Gendtipo 3)
16 Leucina (A) Serina(P0) 1 (Genotipo 3)
3-27 CRS (delegdo) 2 (Genotipo 3)
326 2 328 Leucina(A), Acido Triptofano(A),
Glutamico(P+), Asparagina(P0), 1 (Genotipo 3)
Serina(P0) ~ Arginina(P-)
335 a 337 Valina(A), Prolina(A), Acido glutamico(P+), o
Prolina(A) Prolina(A), Isoleucina (A) | (Caeties L)

342 Prolina(A) Serina(P0) 1 (Genotipo 1)

* caracteristica do aminoacido (+) — acido, (-) — basico, (0) — neutro, (P) — polar, (A) - apolar

Através da andlise estrutural e bioquimica das alteragdes, pode-se observar que a
substituicdo na posi¢do 02 de glicina para acido aspartico causa alteragdo da hidrofobicidade do
inicio da hélice que forma a ancora de membrana (Figura 26). Essa altera¢do foi encontrada em

duas sequéncias na amostra de um paciente NR ao tratamento do gendtipo 1.

A alterag@o na posi¢@o 06 de arginina para cisteina na proteina NS5A causa uma alteragdo
na carga desta posi¢@o, uma vez que a arginina é positivamente carregada, enquanto que a cisteina
¢ neutra (Figura 27). Essa substitui¢do foi encontrada em uma sequéncia extraida de um paciente

respondedor ao final do tratamento, infectado com o HCV genétipo 3.

A dele¢do do aminodcido triptofano no residuo 09 causa a perda de uma volta da hélice da
CRS. Em adigdo, a auséncia desse residuo causa diminui¢do de hidrofobicidade desta regido, uma
vez que o triptofano ¢ um residuo de alta hidrofibicidade (Figura 28). Esta delecdo foi presente em
duas sequéncias do gendtipo 1, de um paciente ndo-respondedor e de um respondedor. Nesta
mesma posi¢do, foi encontrada uma substitui¢do de triptofano para arginina, que causa uma

mudanga de polaridade e carga nesta regido de hélice, uma vez que diferente do triptofano, o
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aminoacido arginina é polar e basico. Além desta alteragdo, ¢ possivel que a helice seja
“quebrada” nesta regido, pois a arginina é um residuo com menor probabilidade de formar hélices
(Figura 29). Esta substituicdo foi encontrada em duas sequéncias do gendtipo 3, presentes em

amostras de um mesmo paciente respondedor ao final do tratamento.

A alteragdo no residuo 10 de acido aspartico para treonina, causa uma alteragdo de carga
no local, uma vez que a treonina € neutra e ndo acida (Figura 30). Essa substitui¢cdo foi encontrada
na sequéncia da NS5A do genotipo 3, da amostra de um paciente respondedor ao final do

tratamento.

A substituicdo de triptofano para arginina na posi¢@o 11 alterou a hidrofobicidade e a carga
da regido da CRS. O triptofano é um residuo apolar e a arginina ¢ polar com caracteristica basica
(Figura 31). Essa alteragcdo foi detectada em uma sequéncia do genotipo 3, em um paciente que

respondeu ao tratamento.

No residuo 16 foi encontrada uma substitui¢do de leucina para serina. Esta alteragcdo causa
uma alteragdo na hidrofobicidade desta regido, uma vez que o primeiro ¢ apolar e o segundo ¢

polar. Essa alteracdo foi encontrada em uma sequéncia do genotipo 3 de um paciente respondedor.

Em dois pacientes respondedores ao final do tratamento foram encontrados quasispécies
com dele¢ao total da hélice que compde a ancora de membrana ou CRS. A Figura 32 compara a

alteracdo destes dois mutantes com a sequéncia referéncia do gendtipo 3.

Em uma sequéncia do gendtipo 3 extraida de um paciente respondedor, foi encontrada
substitui¢do na triade leucina, acido glutamico e serina (residuos 326 a 328). Os aminoacidos
encontrados na sequéncia mutante foram triptofano, asparagina e arginina. Como podemos
observar na Figura 33, essas substitui¢des causam uma alteragdo de hidrofobicidade e carga neste
local. A estrutura provavelmente ndo ¢ afetada, uma vez que esta regido possui estrutura

secundaria em coil.
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A triade valina, prolina e prolina nas posi¢des 335 a 337 também ¢ descrita como essencial

na fung¢do da NS5A. Em uma sequéncia do genotipo 1 de um paciente respondedor ao final do
tratamento, houve alteragdo nesta triade para acido glutdmico, prolina e isoleucina. Embora a
isoleucina também seja apolar como a prolina, a substituicdo de valina (apolar) por acido

glutamico (polar 4cido) causa alteragdo na distribuicdo de cargas e hidrofobicidade da regido

(Figura 34).

Por ultimo, na posi¢do 342 foi encontrada uma subtitui¢do de prolina por serina, o que
causa uma alteracdo de hidrofobicidade (apolar para polar) desta regido (Figura 35). Essa
substituicdo foi encontrada em uma sequéncia do genotipo 1 de um paciente respondedor ao final

do tratamento.
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Figura 25. Esquemas da alteragdo na posi¢do 02. A)
Localizagdo, B) Comparagdo da mutacdo em azul com a forma nativa da referéncia AF009606 em rosa, C) Padrdo de
hidrofobicidade na forma nativa e D) forma mutante (azul — hidrofébico, vermelho — hidrofilico, roxo — pouco
hidrofébico).
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Figura 26. Esquemas da alteragdo na posi¢do 06. A) Localizagdo, B) Comparacdo da mutagdo em azul com a forma
nativa da referéncia D17763 em rosa, C) Padrdo de cargas na forma nativa e D) forma mutante (azul — basico,
vermelho — 4cido, branco — neutro).
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Figura 27. Esquemas da alteragdo na posi¢do 09. A) Localizagdo, B) Comparacdo da mutagdo em azul com a forma
nativa da referéncia AF0069606 em rosa, C) Padrio de hidrofobicidade na forma nativa e D) forma mutante (azul —

hidrofébico, vermelho — hidrofilico, roxo — pouco hidrofébico).
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Figura 28. Esquemas da alteragdo na posi¢do 09. A) Localizagdo, B) Comparagdo da mutagdo em azul com a
forma nativa da referéncia D17763 em rosa, C) Padrdo de hidrofobicidade na forma nativa e D) forma mutante
(azul — hidrofobico, vermelho — hidrofilico, roxo — pouco hidrofébico), E) Padrdo de cargas na forma nativa e
F) forma mutante (azul — basico, vermelho — acido, branco — neutro).
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Figura 29. Esquemas da alteragdo na posi¢do 10. A) Localiza¢do, B) Comparagdo da muta¢do em azul com a
forma nativa da referéncia D17763 em rosa, C) Padrdo de cargas na forma nativa e D) forma mutante (azul —
basico, vermelho — 4cido, branco — neutro).
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Figura 30. Esquemas da alterag@o na posi¢do 11. A) Localizagdo, B) Comparagdo da mutacdo em azul com a
forma nativa da referéncia D17763 em rosa, C) Padrao de hidrofobicidade na forma nativa e D) forma mutante
(azul — hidrofébico, vermelho — hidrofilico, roxo — pouco hidrofébico), E) Padrio de cargas na forma nativa e
F) forma mutante (azul — basico, vermelho — acido, branco — neutro).
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Figura 31. Esquemas a forma nativa da referéncia D17763 em rosa com a forma mutante que apresenta
delecdo da CRS em azul. As areas circuladas em vermelho correspondem ao inicio da cadeia polipeptidica da

forma nativa (em rosa claro) e da forma mutante (em azul escuro). Observe que este aminoterminal mutante
ndo apresenta hélice alfa.
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Figura 32. Esquemas da alteragdo na posi¢do 326-328 A) Localizagdo, B) Comparagdo da mutacdo em azul
com a forma nativa da referéncia D17763 em rosa, C) Padrdo de hidrofobicidade na forma nativa e D) forma
mutante (azul — hidrofébico, vermelho — hidrofilico, roxo — pouco hidrofébico), E) Padrdo de cargas na forma
nativa e F) forma mutante (azul — basico, vermelho — 4cido, branco — neutro).
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Figura 33. Esquemas da alterag¢@o na posi¢do 335-337. A) Localizagdo, B) Compara¢io da mutagdo em azul
com a forma nativa da referéncia AF009606 em rosa, C) Padrio de hidrofobicidade na forma nativa e D)
forma mutante (azul — hidrofébico, vermelho — hidrofilico, roxo — pouco hidrofébico), E) Padrao de cargas na
forma nativa e F) forma mutante (azul — basico, vermelho — 4cido, branco — neutro).
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Figura 34. Esquemas da alteracdo na posi¢do 342. A) Localizagdo, B) Comparacdo da mutacdo em azul com a
forma nativa da referéncia AF009606 em rosa, C) Padrdo de hidrofobicidade na forma nativa e D) forma
mutante (azul — hidrofébico, vermelho — hidrofilico, roxo — pouco hidrofébico), E) Padrdo de cargas na forma
nativa e F) forma mutante (azul — basico, vermelho — acido, branco — neutro).
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5. Discussao

E estimado que aproximadamente 170 milhdes de pessoas estejam infectadas com o virus
da Hepatite C. A infeccdo pode causar uma doencga hepatica cronica e progressiva. Atualmente, a
terapia mais utilizada para da Hepatite C é baseada na administra¢do de Peginterferon combinado
a Ribavirina (MORENO et al., 2006; KLENERMAN et al., 2009). No entanto, esse tratamento
ainda ndo ¢ totalmente eficiente: o genotipo 1 apresenta cerca de 45% a 55% de resposta
virologica sustentada, enquanto que o gendtipo 3 apresenta de 75% a 80%. As bases bioldgicas
para essa diferenca ainda ndo sdo conhecidas, pois os genomas destes genodtipos sdo tdo varidveis
que esta diferenca pode ser resultado de alteracdes multiplas e complexas (KLENERMAN et al.,
2009). Além disso, interacdes tanto fatores virais como os do hospedeiro parecem ser importantes
para a resposta viroldogica (HOOFNAGLE et al., 2009). Os fatores virais mais estudados em
relacdo a resposta a terapia s@o o gendtipo, a carga viral e a composicdo de quasispecies
(MORENO-OTERO, 2005). Embora os genoétipos 1a e 1b sejam preditivos de uma baixa resposta
ao tratamento, nenhuma diferen¢a significante nas taxas de resposta viroldgica entre os subtipos
do HCV foi reportada (WOHNSLAND et al., 2007). Além do gendtipo, a alta taxa de variag¢@o do
genoma de RNA pode estar relacionada a persisténcia da infec¢@o viral. A alta variabilidade pode
ser uma forma importante de escape do virus frente ao sistema imune do hospedeiro e ao
tratamento utilizado através do mecanismo de sele¢do das variantes resistentes. Essa caracteristica
torna o desenvolvimento de vacinas e novas drogas eficientes para a Hepatite C em um grande

desafio MORADPOUR et al., 2007; HANOULLE et al., 2009).

Meétodos experimentais como a difragdo de raios X em cristais ou Ressondncia Magnética
Nuclear (RMN), possuem um papel indispensavel na correta compreensdo dos mecanismos
bioquimicos das proteinas, na elaboragdo de modelos experimentais, na construcdo de relagdes
filogenéticas, no desenho de farmacos, no desenvolvimento de vacinas, dentre varios outros.

Entretanto, muitas proteinas ndo possuem sua estrutura tridimensional determinada, como
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acontece com a proteina NS5A do HCV. Por isso as ferramentas computacionais t€ém grande
utilidade na predi¢do de estruturas tridimensionais de proteinas que ainda ndo foram resolvidas por
métodos experimentais (Marti-Renom et al., 2000).

No presente estudo por ferramentas computacionais, ndo foram identificados regides de
variagdo de aminoacidos ou de estrutura que possam estar relacionados a resposta do paciente ao
tratamento. Entretanto, tanto a composi¢do de diversos aminoicidos, como a composi¢do de
estrutura secundéria (Figuras 3-4) apresentaram uma diferenga quanto ao gendtipo. Na literatura,
ndo foram encontrados dados sobre esses dois tipos de composi¢do protéica, entretanto, sabe-se
que o genotipo 1 € associado a manifestagdes mais severas da Hepatite C e menor taxa de resposta
ao tratamento (WOHNSLAND et al.,, 2007). Como a diferenca encontrada foram todos em
aminoacidos localizados na superficie da proteina e na quantidade de coil, podemos sugerir que a
NSS5SA apresenta diferencas na interagdo desta com outras proteinas quanto ao genotipo. Desta
forma, esta diferenca poderia refletir na resisténcia viral, na replicagdo e na interacdo da NSSA
com outras proteinas virais e do hospedeiro que se apresenta diferente nos gendtipos.

A partir do femplate quimérico montado foi possivel elaborar modelos tedricos da proteina
NS5A dos gendtipos 1 e 3 dentro dos pardmetros estereoquimicos e geométricos permitidos
(Figura 5, Tabelas 1 e 2), a partir das sequéncias referéncia do Genbank. Essas estruturas geradas
por modelagem molecular foram utilizadas como ponto de partida para o estudo dinamico de
proteinas utilizando se a técnica de dindmica molecular (DM), a qual nos permite acompanhar a
trajetoria de cada um dos atomos de uma proteina ao longo do tempo. Desta forma, é possivel
observar as mudangas que ocorrem na estrutura da macromolécula. Assim, ambas as técnicas
(MM e DM) foram utilizadas nesse trabalho para que fossem obtidas as estruturas tridimensionais
da NS5A completa do virus da Hepatite C. Durante a dinamica, os modelos gerados por MM
estabilizaram a sua estrutura por volta dos 700ps (Figura 7) que pode ser atribuido as alteracdes
ambientais entre o experimental (s6lido) e o de simulagdo (liquido). Apds esta fase, podemos notar

pequenas flutuagdes na conformagdo decorrentes de acomodagdes dos dtomos. Além disso, pelo
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grafico pela comparagdo das estruturas antes e apoés a DM (Figuras 8-10), é possivel observar que
houve uma compactagdo da estrutura, ou seja, dentre as estruturas geradas por predicdo da NS5A a
forma mais estavel é mais compacta em relagdo a estrutura gerada por MM. Desta forma, a partir
deste modelo gerado por MM e DM sera possivel realizar outros estudos sobre a estrutura/fungéo
da NS5A, como por exemplo para o estudo de inibidores.

A andlise pelo PROSITE mostrou que a NS5A possui diversos potenciais sitios de
modificacdes co- e pos-traducionais, altamente conservados nos genotipos 1 e 3, todos localizados
na superficie da proteina. Embora a localizagcdo dos sitios de N-glicosilagdo tenha sido variavel,
todas as sequéncias apresentaram pelo menos dois sitios (Figura 12). A ligagdo de carboidratos a
proteina pode exercer diversas funcdes, uma delas ¢ de promover epitopos adicionais de
reconhecimento para proteinas receptoras (DRICKAMER, TAYLOR, 1993; PETRESCU et al.,
2004). Estes eventos de reconhecimento estdo envolvidos em diversos processos celulares, como o
trafego de proteinas, inicio inflamatério e defesa do hospedeiro (CROCKER, 2002). Ndo ha
estudos que descrevam glicosilagcdo na proteina NS5A, mas este tipo de modificacdo ¢ comumente
encontrado nas familias protéicas. Em virus, as proteinas glicosiladas s@o essenciais nos processos
de reconhecimento e adesdo celular das proteinas do envelope ou capsideo, inclusive em outros
Flavivirus como o virus da Dengue (TAN et al., 2007), o virus da Encefalite Japonesa (KIM et al.,
2008). Além de atuar na superficie celular, estudos com o capsideo do virus da Hepatite E
demonstrou que mutagdes no sitio de glicosilagdo podem inibir a montagem da particula viral,
pois a sua auséncia poderia alterar a estrutura da proteina (GRAFF et al., 2007). Helenius (1994)
demonstrou que a glicosilagdo promovia um aumento na solubilidade e possivelmente na interag@o
com chaperonas no Reticulo Endoplasmatico, portanto atuavam no enovelamento e estabilizagdo
da forma funcional protéica. Deste modo, estas proteinas poderiam se agregar irreversivelmente
ou sairem do RE sem a associagdo a oligdmeros se a glicosilagdo fosse inibida (HELENIUS,
1994). Seguindo este mecanismo, a glicosilagdo da proteina NS5A pode ser essencial para manter

a sua estrutura funcional, uma vez que a presenca de sitios desta modificagcdo foram presentes em
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todas as sequéncias. Varios potenciais sitios de fosforilagcdo também foram identificados ao longo
da proteina NS5A (Figuras 13 a 16). Assim como os sitios de N-glicosilagdo, estes foram
presentes em todas as sequéncias, embora variassem quanto ao numero ¢ localizacdo. A
fosforilagdo e hiperfosforilagdo da NS5A sdo descritas como essenciais para a montagem do virus.
A auséncia da fosforilagido pode inibir a interagdo com a proteina do core, processo que ¢ essencial
para a montagem da particula viral (MASAKI, et al., 2008). A fosforilagdo é um processo de
modificagdo pds-traducional reversivel, sendo assim um dos fatores que permitem a
multifuncionalidade de proteinas como a NS5A. Diversas proteinas celulares foram identificadas
no processo de fosforilacdo da NS5A e varios estudos sugerem que esta modifica¢do pode atuar na
regulacdo da replicacdo viral e na modulacdo das vias de sinalizag¢do intracelular do hospedeiro
(HUANG et al., 2007). As proteinas quinases celulares com interagcdo identificadas com a NS5A
foram a AKT, p70s6K, MEK, MKKI1, CKI, CKIl e Syk (HUANG et al., 2007
TELLINGHUISEN et al., 2008; INUBUSHI et al., 2008). Nao foram encontrados estudos da
fosforilagdo por PKC ou cAMP, entretanto como o processo de fosforilagdo na NS5A ainda ndo
foi totalmente elucidado, a PKC ¢ o cAMP seriam também candidatos neste processo, uma vez
possiveis sitios de interacdo com estas substidncias foram encontrados em quase todas as

sequéncias de ambos os gendtipos.

Além de varios sitos de N-glicosilacdo e fosforilagdo, foram identificados diversos
possiveis sitios de N-miristoilacdo que também mostrou-se qualitativamente conservada, embora o
nimero e a localizacdo fossem varidveis mesmo em sequéncias provenientes do mesmo paciente
(Figura 17). A ligagdo covalente de miristato € um processo geralmente irreversivel e altera a
hidrofobicidade da proteina. A miristoilagdo em proteinas de diversos virus estd relacionada a
inimeras fungdes como a localizacdo celular da proteina e a interacdo proteina-proteina
(GORDON et al., 1991; FARAZI et al., 2001). O processo de miristoilacdo ndo € descrito para a
proteina NS5A do virus da Hepatite C. Entretanto, como todas as quasispecies analisadas

apresentaram estes sitios, se dados experimentais comprovarem a existéncia desta modifica¢do na



| 62

NSS5A, pode-se sugerir que a miristoilacdo é um importante processo na estabilizacdo da estrutura

e fun¢do da NS5A.

Deste modo, se dados experimentais corroborarem com os resultados de predicdo de sitios
de modificagdo co- e pds-traducionais, a inibi¢do da glicosilacdo, da fosforilagdo e/ou de
miristoilagdo da NSS5A seriam possiveis mecanismos de atuagdo para desenhos de novos

antivirais.

Outro sitio interessante identificado pelo PROSITE foi o sitio de ligagdo celular (RGD),
que se mostrou altamente conservada nos gendtipos 1 e 3, tanto quanto ao niimero quanto a
localizag@o. Todas as sequéncias apresentaram esse motivo no residuo 48-50, apenas (Figura 18).
Esta regido esta dentro da regido transmembranica que foi demonstrada pela predi¢@o do programa
MEMSATS3 (Figura 11). A sequéncia RGD (Arginina, Glicina, Acido Aspartico) é uma sequéncia
de ligacdo a integrinas, proteinas de superficie celular que atuam na ligag@o célula-célula e célula-
matrix extracelular (RUOSLAHTI, PIERSCHBACHER, 1986). Além disso, essa sequéncia foi
identificada como essencial no processo de dobramento correto no Reticulo Endoplasmatico e
transporte intracelular para glandulas secretorias da proproteina convertase 1, mostrando que a

sequéncia RGD também pode possuir fungéo intracelular (ROVERE et al., 1999).

Estudos com micelas de peptideos ciclicos RGD transfectados em célula HelLa, mostraram
que estes se concentraram na regido perinuclear através de microscopia confocal a laser (OBA et
al., 2008). Além disso, experimentos com a proteina L1-CAM humana, uma proteina
superexpressada em diversos carcinomas e regula a expressdo de varios genes, mostraram que
mutantes com a sequéncia RGE infectados em célula HEK293 ndo translocaram para o nucleo
como ocorre com a forma nativa RGD, evidenciando a importancia deste sitio na sinalizag@o

nuclear de L1 e sugerindo que esta é dependente de integrinas (GAST et al., 2008).

Deste modo, a sequéncia RGD encontrada nas sequéncias da NS5A dos gendtipos 1 e 3

poderiam ter papel em (1) no dobramento e transporte intracelular desta e/ou (2) na localizagdo
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nuclear e perinuclear. A NS5A possui um sinal de localiza¢do nuclear (NLS) funcional no seu C-
terminal (IDE et al., 1996). Entretanto, a forma completa da proteina ¢ encontrada
predominantemente no citoplasma (MANABE et al., 1994; IDE et al., 1996; KIM et al., 1999)
e/ou na regido perinuclear (TANJI et al., 1995). Apenas formas contendo delecdo no N-terminal
da NS5A (residuos 1-38) apresentavam localizag@o nuclear predominante (SONG et al., 2000). As
formas com dele¢do no N-terminal ocorrem naturalmente durante a infeccdo, pela acdo de
caspases (HIDAJAT et al., 2004; KALAMVOKI et al., 2006). A funcdo das formas nucleares da
NS5A ainda ndo ¢ esclarecida, mas estas podem ser potenciais reguladores de transcri¢do
(TANIMOTO et al., 1997; FUKUMA et al., 1998; SAUTER et al., 2009). Além disso, um estudo
recente demonstrou que a proteina c-Raf, uma proteina de transdug@o de sinal celular que interage
com o C-terminal da NS5A, é detectada no nucleo em células infectadas com formas da NSS5A
sem o N-terminal (residuos 1 a 31). Além disso, nesta situacdo a replicacio do HCV ¢
comprometida, mostrando que a c-Raf pode ser essencial no complexo replicativo que se localiza

no citoplasma (SAUTER et al, 2009).

Deste modo, podemos sugerir que os fatores que possivelmente participam na localiza¢do
nuclear da NS5A sdo: (1) a deleg@o da regido N-terminal que atuaria como “mascarador” da regido
NLS; (2) presenca da NLS intacta; (3) a possivel interacdo da sequéncia RGD com integrinas que
direcionariam a NS5A para a regido perinuclear; (4) a possivel regido transmembranica (residuos
32-52) que atuaria no transporte através da membrana nuclear. Como foi demonstrado que as
formas nucleares inibem a replicacdo viral, também podemos sugerir que a indug¢do da producdo
de formas nucleares da NS5A pode ser um potencial mecanismo de agdo para novos antivirais.
Entretanto, como demonstrado pela proteina c-Raf, outras proteinas que interagem com a NS5A e
importantes em diversas vias celulares poderiam ser “carregadas” para o nucleo e por isso mais

estudos sobre os efeitos destes mutantes sa0 necessarios.
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A predi¢do de funcdo do ProtFun demonstrou que ha provavelmente variagdo funcional da
NS5A de acordo com o dominio. O dominio I poderia atuar como enzima, enquanto que o
dominio III ndo teria fun¢do enzimatica. Além de possuir uma regido de ligagdo a membrana no
N-terminal, o dominio I possui uma regido de ligag@o ao zinco e possivelmente pode interagir com
RNA (LOVE et al., 2009; TELLINGHUISEN et al., 2005), entretanto nenhuma fun¢ao enzimatica
foi reportada até o momento. O dominio III ¢ uma regido altamente flexivel que pode interagir
com diversas proteinas, mas assim como os resultados deste estudo, nenhuma fungao enzimatica

foi identificada.

A predicdo funcional da NS5A também variou de acordo com os dominios. A sequéncia
completa da NSSA foi classificada principalmente na categoria funcional de metabolismo central
intermediario (Figura 19), enquanto que a ontologia do gene fora classificada em regulagdo da
transcri¢do. Entretanto, quando analisamos os trés dominios da proteina separadamente, nos trés
dominios predomina a predi¢do da categoria de GO de fator de crescimento (Figuras 20, 23 e 25).
Embora esses dados pare¢am conflitantes, ha estudos que indicam que de fato a NS5A pode ser
um regulador na transcri¢do no caso das formas nucleares como citado acima e que ela também se
associa com receptores de fatores de crescimentos, como a proteina Grb2, podendo interferir em
diversos processos celulares como proliferacdo, diferenciacdo, metabolismo, apoptose, dentre
outros (TAN et al., 1999). Deste modo, podemos inferir que estes dados ndo sdo conflitantes, mas
sim adicionais. Além disso, outras categorias como hormonio (Figura 25) e transcricdo (Figura

21), também podem ser candidatos funcionais da NS5A.

Na predigdo de categoria funcional, as sequéncias do dominio I apresentaram em
metabolismo energético, o que condiz com a fungdo relacionada a fator de crescimento. O
dominio IIT apresentou 99% das sequéncias na categoria de transporte e ligacdo (Figura 24).
Embora n3o seja muito clara, podemos inferir que esta fung¢do deve-se a presenga da NLS no

dominio trés, além de sitios de interagdo com proteinas de diversas vias celulares, como a c-Raf
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descrita anteriormente. Apenas o dominio II apresentou sequéncias com diferentes predi¢des em
traducdo (60%) e transporte e ligacdo (30%) (Figura 23). Embora ndo fora encontrada estudos de
interagdo com proteinas diretamente relacionadas a tradugdo, sabe-se que assim como o dominio
III, o dominio II pode interagir com diversas proteinas que participam de inumeras vias celulares
como diversas quinases, proteinas que possuem dominios SH3, dentre varias outras (LIANG et al.,
2007). Deste modo, embora novas fungdes da NS5A ndo tenham sido encontradas, a anélise do

ProtFun reforca a teoria de multifuncionalidade da NS5A, mesmo dentro de um mesmo dominio.

O presente estudo visou analisar estruturalmente e funcionalmente a NS5A do virus da
Hepatite C gendtipos 1 e 3, comparando tanto quanto ao gendtipo quanto a resposta ao tratamento
observada nos pacientes. A partir das ferramentas de bioinformatica, foi possivel a elaboragdo de
um modelo da estrutura protéica completa da NS5A, o que ndo consta na literatura, uma vez que
experimentalmente apenas o dominio I teve sua estrutura determinada. Além disso, esta estrutura
passou por varios programas de avaliagdo que mostraram que suas caracteristicas estereoquimicas

e geométricas estdo de acordo com o permitido nos parametros ja observados.

Nao foi possivel estabelecer uma possivel relagdo entre a resposta ao tratamento e a
estrutura da NSS5SA. Entretanto, como inumeros estudos apontam, varios fatores virais € dos
hospedeiros seriam em conjunto responsaveis pela persisténcia viral. Desta forma, estudos
considerando os resultados da NS5A viral obtidos neste trabalho juntamente com outros fatores do

hospedeiro, poderiam ser mais elucidativos quanto a predicdo da resposta ao tratamento com

Interferon por meio da andlise da NS5A.

Além disso, os resultados de composicdo de aminoacidos e estrutura secundaria indicam
que a NS5A tem diferenga estrutural e talvez funcional quanto ao genotipo, uma vez que estas
diferengas possam afetar nas interagdes da NS5A com outras proteinas virais ¢ do hospedeiro.
Embora os efeitos das diferencas nas sequéncias da proteina entre os genotipos ainda ndo sejam

claros, sabe-se que a infeccdo por alguns gendtipos sdo preditivos de ndo-resposta ao tratamento
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(gendtipo 1), enquanto que em outros a taxa de resposta viroldgica sustentada ultrapassa 90%.
Desta forma, a resisténcia viral observada em alguns gendtipos pode estar ligada a estas diferencas

na composic¢do estrutura primaria e secundaria da NS5A.

Quanto as andlises funcionais, pode-se observar diversos potenciais sitios de modificag¢des
co- e pos-traducionais € um sitio de ligacdo celular na proteina NS5A que ndo s3o descritos na
literatura. Ainda que dados experimentais comprovando a existéncia destes sitios sejam
necessarias, a alta conservacdo observada ¢ um indicativo de que estes sejam essenciais para a
NSS5A. A andlise do ProtFun também demonstrou que a NS5A pode estar ligada a outras fungdes

ndo descritas na literatura.

Além da predi¢do de possiveis fungdes, este estudo também incluiu a andlise de mutagdes
na NS5A que foram descritas in vitro como comprometedoras da fung¢do e que em nossa
populagdo de estudo foram encontrados in vivo. Essas alteracdes foram descritas nos estudos com
a CRS por Penin e colaboradores (2004) e com os dominios II e III por Tellinghuisen e

colaboradores (2008).

As mutagdes na CRS foram encontradas em ambos os genotipos. No gendtipo 1, houve
uma mudan¢a de polaridade e carga na posi¢do 2 e uma dele¢do de triptofano na posi¢do 9
(Tabela 6). Pela Figura 26 , pode-se obeservar que além desta mudanga bioquimica, a alfa-hélice
que compde a ancora de membrana também pode ser desestabilizada por esta alterag@o no residuo
2. Estudos com mutantes que desestabilizavam a estrutura da ancora de membrana, mostraram que
poderia ocorrer atenuacdo da interacdo com a membrana e que mesmo que a alteragdo ainda
mantivesse os requisitos para uma ancora de membrana, a replicagdo da NS5A poderia ser afetada
pelo comprometimento de alguma outra funcdo da CRS ainda desconhecida (PENIN et al., 2004).
No gendtipo 3, também foram encontradas alteragdes de hidrofobicidade e carga de diversas
regides da CRS (Figuras 27, 29 a 31) e uma delecdo da CRS completa em dois pacientes

respondedores ao final do tratamento (Figura 32). Como discutido anteriormente, formas com
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dele¢do no aminoterminal da NS5A tem sido descritas como formas nucleares da proteina.
Embora a fun¢do destas formas nucleares ainda ndo sejam bem esclarecidas, um estudo recente
determinou que estas podem ser geradas por agdes de caspases celulares talvez como um processo

de defesa, uma vez que a replicagdo ¢ inibida in vitro em células infectadas com essas formas da

NSS5A (SAUTER et al., 2009).

Nos dominios II e III, foram encontradas alteragdes consideradas comprometedoras da
funcdo da NS5A em estudos de mutacdo sitio dirigida (TELLIGHUISEN et al., 2008). Foi
encontrada uma alteracdo no genotipo 3 na triade dos residuos 326 a 328 que alterava a
hidrofobicidade e a carga da regido de coil (Figura 33) e duas altera¢des no gendtipo 1 (Figuras 34
e 35), uma na triade 335 a 337 e outra na Prolina 342. Embora ainda haja poucos estudos sobre a
funcdo dos dominios II e III, sabe-se que estes sdo essenciais na replicagdo e montagem do virus
(HUGHES et al, 2009), além de interagirem com diversas proteinas virais e celulares. Nas figuras
estruturais ¢ possivel ainda observar que todas estas alteragdes foram em locais de superficie da
proteina e que portanto, tais alteracdes seriam mais provaveis de estarem alterando regides de
interagdo essencial a replicagdo do que a estabilidade da proteina. Em adi¢@o, essas caracteristicas
(acessibilidade estrutural e conservag@o) tornam estas regides interessantes alvos para inibidores

da NS5A.

Somando a estes resultados, devemos ressaltar que ndo ha estudos que analisem a estrutura
e a funcdo da NS5A a partir de um numero de sequéncias tdo abrangente quanto este estudo que
englobou 345 sequéncias da proteina completa além de 9 sequéncias referéncias retiradas do
Genbank. Como o HCV ¢ um virus com alta variabilidade, estudos com pequeno numero de
sequéncias podem gerar resultados n3o confidveis, uma vez que dados seriam perdidos em

variantes dos virus que ndo fossem analisadas.

A partir dos resultados deste estudo, os modelos gerados e as andlises realizadas poderdo

ser utilizados para investigacdo funcional da NSS5A e interagdo desta com outras proteinas
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celulares e virais por técnicas empiricas e para o desenho de antivirais especificios para a NS5A,

uma vez que esta proteina ¢ essencial para a replicacdo viral e conseqiientemente para a infec¢do

do HCV.
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6. Conclusao

De acordo com os objetivos tragados neste estudo, podem concluir que:

e Este trabalho traz importante contribui¢do na compreensdo das caracteristicas da proteina

NS5A do HCV dos gendtipos 1 e 3;

e A andlise por bioinformatica da estrutura primaria e secundaria mostrou que ha diferengas

entre os gendtipos 1 e 3 da NS5A;

e A modelagem molecular comparativa, o threading e a dindmica molecular sdo poderosas
ferramentas na predicdo de estrutura tridimensional de protéinas de dificil andlise
experimental como a NS5A, gerando modelos com confianga para a aplicacdo de diversas

andlises como a comparagdo de estruturas mutantes;

e A procura de padroes e motivos pelo PROSITE mostrou que a NS5A pode ter
modifica¢des pos-traducionais ainda ndo descritas na literatura como glicosilagdo e

miristoila¢do, além de um sitio de interacdo com integrinas;

e A predicdo de fun¢do mostra que pode haver diferencas na funcdo desempenhadas por

cada dominio da NS5A;

e Mutagcdes na CRS sdo comprometedoras da funcdo principalmente por comprometerem a

funcdo de ancora de membrana;
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e Mutacdes deletérias do dominio II e III podem ser encontradas in vivo, € embora a fungio
destas regides ainda ndo sejam certas, é possivel que esta desempenhe um papel crucial em

interacdes com outras proteinas virais e/ou celulares.

e Nio foram encontradas neste estudo relagdo entre as caracteristicas da NS5A em amostras

pré-tratamento e a resposta do paciente a terapia;

7. Perspectivas

Considerando os resultados obtidos no trabalho e as informagdes obtidas com relagdo a

estrutura e fungdo da NS5A, ainda serdo realizados:

e (Clonagem, expressdo ¢ purificacdo da NSS5A para caracterizagdo estrutural da NS5A por

meio de estudos experimentais como cristalografia, RMN, SAXS e Espectroscopias;

e Comparacdo com os dados experimentais e obtidos por estudos em bioinformatica;

e (aracterizagdo funcional pelo estudo da NS5A em células infectadas com o virus da HCV.
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