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comecar com duvidas, ele terminara com certezas”.

Sir Francis Bacon
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RESUMO

A hepatite C é a inflamacdo do figado decorrente da infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV),
frequentemente evolui para quadros crénicos, sendo considerada mundialmente a maior causa de
cirrose e carcinoma hepatocelular. Estima-se que cerca de 71 milhdes de pessoas estejam
cronicamente infectadas pelo virus e que dois milhGes de novos casos surjam anualmente. A
principal via de transmissdo do HCV ¢é parenteral e os tratamentos atuais sdo baseados em
antivirais de acdo direta (DAAS) de segunda e terceira geracao associados ou ndo ao interferon
peguilado e ribavirina. Esses tratamentos apresentam diversos efeitos colaterais, alto custo e
mutantes resistentes ja foram reportados. Portanto, novos tratamentos efetivos, menos custosos,
com maior espectro e com menor nivel de efeitos colaterais vém sendo buscados. Assim, 0
objetivo do presente trabalho foi desenvolver um pré-farmaco com acéo direcionada para células
infectadas pelo HCV e eficiente contra mais de uma etapa do ciclo replicativo do virus. Para
tanto, foi realizada uma triagem inicial de seis peptideos sintéticos avaliados quanto a toxicidade
e replicacdo viral nos replicons subgenémicos do HCV SGR-Feo JFH1 (gendtipo 2a) e S52/SG
(gendtipo 3a) estavelmente expressos na linhagem celular de hepatoma humano Huh-7.5. O
peptideo mais eficiente, GA-Hecate foi avaliado nos replicons completos do HCV, J6/JFH-1
RLUC e JFH-1, para todas as etapas do ciclo infeccioso do virus, e posteriormente modelado para
producdo de um pré-farmaco baseado no sitio de clivagem da protease NS3/4A do HCV
VVCCDD. O peptideo GA-Hecate apresentou em sua maxima concentracao segura, eficiéncia de
inibicdo de 85%, 95%, 50% e 99% para replicacdo, entrada, liberacdo e infectividade
respectivamente. Seu mecanismo de acdo foi associado a alteragdes na fluidez da membrana
celular, redistribuicdo e reducdo de droplets de lipideo, bem como intercalacdo em dsRNA. O
desenvolvimento do Pré-famaco preveniu a toxicidade em células ndo infectadas pelo HCV e
induziu a inibicdo do virus, mas ndo foi absolutamente inativo na presenga de particulas virais
livres e eritrocitos. O estudo proposto prova o conceito do uso de sitio de clivagem da protease
NS3 do HCV como direcionador de farmacos. Entretanto mais estudos ainda sdo necessarios para

atingir um pro-farmaco completamente inerte em células ndo infectadas.

Palavras-chave: HCV; Hecate, GA-Hecate, lipid droplets, pré-farmaco, antivirais



ABSTRACT

Hepatitis C is the liver inflammation arising from Hepatitis C virus (HCV) infection, frequently it
evolves to chronic conditions, and has been considered the major world cause of cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Is estimated that around 71 million people are chronically infected by
this virus and 2 million of new cases arise by year. The main pathway of transmission is
parenteral and current treatments are based on second and third generation of direct-acting
antivirals (DAAs), associated or not to pegylated interferon and ribavirin. These treatments
present many side-effects, high cost and resistant mutants have been reported. Therefore, new
effective treatments with low costs, major spectrum and less side effects have been sought. Thus,
the aim of this study was to develop a prodrug with direct action to HCV-infected cells and
efficient for more than one step of virus replication cycle. For this, an initial screening was
performed testing six synthetic peptides concerning its toxicity and its effect on HCV
subgenomic replicons SGR-Feo JFH1 (genotype 2) and S52/SG (genotype 3) replication, stably
expressed in the hepatoma cell line Huh-7.5. The most efficient peptide, GA-Hecate was assessed
in the HCV complete replicons J6/JFH-1 RLUC and JFH-1 for all steps of viral infectious cycle
and then modeled to produce a prodrug based on HCV protease NS3/4A cleavage site VVVCCDD.
Peptide GA-Hecate presented at its maximum safe concentration, inhibition of 85%, 95%, 50%
and 99% for replication, entry, release and infectivity respectively. Its mechanism of action was
associated with alteration in membrane fluidity, redistribution and reduction of lipid droplets
quantity, as well as, dsRNA intercalation. The prodrug development prevented the toxicity in
non-HCV-infected cells and induced the virus inhibition, but was not absolutely inactive in the
presence of free virus particles and erythrocytes. The proposed study proves the concept that the
use of NS3 protease cleavage site as a drug carrier. However, more studies are still needed for

reaching a prodrug completely inert in non-infected cells.

Keywords: HCV; Hecate, GA-Hecate, lipid droplets, prodrug, antivirals
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1 INTRODUCAO

A hepatite C é a inflamacdo do figado decorrente da infeccdo pelo virus da Hepatite C
(HCV). A existéncia deste patogeno foi completamente reconhecida em 1975 quando Feinstone
et al. demonstraram que a maior parte dos casos de hepatite pos-transfusionais ndo eram
associadas a infeccdes pelos virus da Hepatite A (HAV) ou B (HBV) e assim definiu a doenca
denominada Hepatite ndo-A, ndo-B (NANB) (Feinstone et al., 1975). Na sequencia, estudos de
transmissdo em chimpanzés demonstraram que esta infec¢do era provavelmente causada por um
pequeno agente envelopado e finalmente em 1989, Choo e colaboradores clonaram e
sequenciaram o genoma do novo agente e em 1990 denominaram essa nova particula infeciosa de
virus da Hepatite C (HCV) (Choo et al., 1989). Desde entdo vérios trabalhos subsequentes
elucidaram a organizacdo e a diversidade do virus (Choo et al., 1991; Bartenschlager et al.,
2013).

A infeccdo pelo HCV foi associada tanto a infe¢fes agudas quanto crénicas, podendo variar
de uma doenga sutil e autolimitada durando semanas a uma infec¢do cronica progressiva com
duracdo de décadas. A infeccdo aguda pelo HCV € frequentemente assintomatica e muito
raramente associada a casos graves. Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), entre 15 e
45% dos pacientes infectados podem espontaneamente se curar da infeccdo apos seis meses, sem
auxilio de nenhum tratamento (WHO, 2016). A resposta imunoldgica a essa infec¢cdo ainda é
controversa devido a auséncia de um modelo animal adequado para o estudo da patologia
associada ao virus, mas é senso comum que o sistema imune falhe em gerar uma resposta
adaptativa adequada e que a principal resposta adaptativa contra a infec¢do seja associada as
células T CD4" e CD8" e que a exaustdo destas Gltimas € a principal causa do estabelecimento da
infeccdo cronica (Rehermann, 2013). Assim, a evolugdo para a cronicidade acontece entre 55 e
85% dos casos (Lavanchy, 2011; WHO, 2016) sendo estimados atualmente cerca de 71 milhdes
de pacientes cronicamente infectados pelo HCV, dos quais 70 % desenvolvem algum tipo de
patologia no figado que inclui 15 a 30 % de cirrose hepéatica em cerca de 20 anos (WHO, 2016).
A morte por hepatite C é lenta e de 1 a 5 % dos pacientes chegardo a 0bito como consequéncia de
cirrose ou hepatocarcioma (CDC, 2017). O tratamento da infecgdo cronica pelo virus gera um
gasto de bilhdes de ddlares anualmente. Além disso, a cada ano, mais de 399 mil 6bitos séo

relacionados a cirrose, doencas hepéticas em estdgio terminal e do carcinoma hepatocelular
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6 CONCLUSAO

O peptideo Hecate e seus cinco derivados com modificagdo na regido N-terminal
apresentaram alta capacidade de inibicdo da replicagdo do HCV, sendo GA-Hecate o derivado
com menor toxicidade frente a sua capacidade de inibicdo do virus e inibindo todas as principais

etapas do ciclo infeccioso do HCV.

GA-Hecate inibiu a entrada e liberacdo do HCV através da alteracdo da fluidez da
membrana e do espalhando as goticulas lipidicas (lipid droplets), além de inibir a replicacdo
através dessa propriedade e da intercalacdo em RNA de dupla fita.

A tentativa de desenvolver um pré-farmaco baseado na estrutura do GA-Hecate mostrou-
se pouco produtiva sendo que a estrutura inicial apresentou baixo rendimento e a producdo
subsequente, baseada na adicdo de um amino&cido lisina com sintese ortogonal do peptideo
aumentou a toxicidade do produto liberado. Embora a clivagem pela NS3 do HCV do pré-
farmaco gere fragmento de tamanho semelhante ao farmaco livre e ndo apresente toxicidade em
células Huh-7.5 até um limite de especificidade, este apresentou atividade fora da célula,
mantendo interacdo com particulas livres e sendo ainda altamente hemolitico em todas as
concentrages testadas.

Assim, o presente trabalho conclui que a possibilidade do uso de um sitio de clivagem
para direcionar antivirais € uma possibilidade viavel, mas que métodos de estabilizacdo e

inativacdo da molécula precursora devem ser melhorados em abordagens futuras.






