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Resumo

Valentin, Elizabeth de Souza. Protocolo para o uso de ferramenta molecular
empregada na producdo da NS3 protease variante do virus da hepatite C de
pacientes cronicos. Rio de Janeiro, 2014. Dissertacdo (Mestrado Profissional de
Formacgdo para a Pesquisa Biomédica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A hepatite C é uma doenca causada pela infeccdo com o virus da hepatite C (HCV). E
considerada um problema de salde publica no Brasil, com 3 milhdes de pessoas
infectadas. Apenas 50% dos pacientes tratados com a terapia convencional (interferon
peguilado e ribavirina, PEG-IFN/RBV), alcangam sucesso. Por conta dos pacientes que
ndo conseguem obter uma boa resposta ao tratamento com a terapia convencional,
outros alvos terapéuticos estdo sendo estudados, especialmente os inibidores da NS3
protease viral (IPs). Em trabalho prévio do nosso grupo, em colabora¢do com o Servico
de Hepatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ, foram
coletadas amostras de 68 pacientes com hepatite crénica C de gendtipo 1, em momentos
diferentes durante o tratamento com PEG-INF/RBV. Em trés destes pacientes foram
identificadas mutagfes de resisténcia descritas aos inibidores de protease na regido da
NS3 protease do HCV. E interessante ter o conhecimento prévio de mutacdes na regiéo
da protease NS3 para a escolha adequada do tratamento eficaz com estes novos
inibidores. Visando a confeccionar um protocolo para o uso de uma ferramenta
molecular empregada na producéo in vitro da NS3 protease do HCV foi construido um

vetor denominado pET17b NS3/4A A dominio protease que possui um tamanho de 4,7

kb e contém: o dominio NS3 helicase e a NS4A de HCV genotipo 1b, uma regido
promotora, um sitio de entrada do ribossomo (IRES) e uma regido terminadora. Com o
objetivo de empregar um protocolo para ensaio fenotipico da NS3 protease destes
pacientes, foi realizada a extracdo do RNA viral destas amostras seguida de transcricdo
reversa e amplificacdo da regido da NS3 protease através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Cada produto de PCR foi clonado no vetor descrito acima, os clones
foram confirmados por sequenciamento e submetidos a transcri¢do e traducédo in vitro
para producdo destas proteases variantes. A caracterizagdo da proteina foi realizada com

ensaio de Western Blot utilizando os anticorpos contra a NS3 de HCV. Foi concluido



que de fato se tratava da NS3 protease variante. De posse deste protocolo poderemos
testar fenotipicamente a NS3 protease variante do virus da hepatite C de pacientes.
Concluimos que a técnica descrita neste estudo possui vantagens em relagdes a outros
ensaios com drogas, pois € uma técnica isenta de sistema de células, o que a torna
menos dispendiosa e complexa e sujeita a eventual utilizacdo em rotina em laboratorios
clinicos, sendo possivel testar se o paciente ira se beneficiar da terapia com IP. Portanto,
o0 protocolo desenvolvido pode contribuir para a escolha do melhor tratamento de IP a

ser aplicado nestes pacientes.



Abstract

Hepatitis C is a disease caused by infection with the hepatitis C virus (HCV). It is
considered a public health problem in Brazil with 3 million people infected. Only 50%
of patients treated with conventional therapy (pegylated interferon and ribavirin, PEG-
IFN/RBV) achieve success. On behalf of patients that cannot get a good response to
treatment with conventional therapy, other therapeutic targets are being studied,
especially the viral NS3 protease inhibitors (PIs). In a previous study from our group, in
collaboration with the Servico de Hepatologia of the University Hospital Clementino
Fraga Filho, UFRJ , samples from 68 patients with chronic hepatitis C genotype 1 were
collected at different times during treatment with PEG-INF/RBV. In three of these
patients have been identified mutations of resistance to protease inhibitors described in
the NS3 protease region of HCV. A suitable choice for the effective treatment with
these new inhibitors is interesting to have prior knowledge of mutations in the NS3

protease region. Aiming to develop a protocol to in vitro producing of the HCV NS3

protease, it was constructed the vector called pET17b NS3/4A A protease domain which
has a size of 4.7 kb and contains: NS3 helicase domain and HCV NS4A genotype 1b, a
promoter, a site of ribosome entry and a terminator region. In order to generate a
phenotypic assay protocol for the viral NS3 protease region of these patients, RNA
extraction was carried out, followed by reverse transcription and the amplification of the
NS3 protease region by polymerase chain reaction (PCR). Each PCR product was
cloned into the vector described above, the clones were confirmed by sequencing and
subjected to in vitro transcription and translation for production of such protease
variants. Protein characterization was performed by Western blot assay using antibodies
against HCV NS3. It was concluded that in fact it was the NS3 protease variant. Using
this protocol we can phenotypically test NS3 protease variant from patient’s hepatitis C
virus. We conclude that the technique described in this study has advantages, compared
to other drug assays, since it is a free cell system technique, which is less costly,
complex and can be used in routine clinical laboratories, which can be tested to predict
if patients will benefit from PI therapy. Therefore, the protocol developed can contribute
to the choice of best PI treatment to be applied to these patients.
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1. Introducéo

1.1  Patologia e transmissao da hepatite C.

A hepatite C é uma doenca infectocontagiosa que atua silenciosamente sobre o
ser humano. Ndo apresenta sintomas especificos, podendo ser confundida com varias
outras enfermidades. Deste modo silencioso, o virus da hepatite C (HCV), descoberto
em 1989 (Choo et al.,1989) e pertencente ao grupo das viroses sistémicas
hepatotropicas, se instala nos hepatocitos e atua no figado do portador. Esta infeccao
pelo HCV produz um quadro de hepatite aguda podendo ser assintomatica ou
sintomatica. Dependendo do genotipo viral, dos niveis virais circulantes e das condi¢cdes
do hospedeiro, pode evoluir para hepatite cronica, cirrose e carcinoma hepatocelular
(CHC).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostra dados nos quais dos 180
milhdes de infectados, 150 milhGes possuem a forma crbnica da doenca podendo
desenvolver cirrose hepatica e/ou CHC. Desde a sua descoberta, 0 HCV € reconhecido
como a maior causa de hepatites cronicas liderando os casos de cirrose e CHC e é a
causa mais comum de transplante de figado em todo o0 mundo (OMS, 2012; Rubin et
al., 2011; Ministério da Saude (MS), 2005; Kim, 2002; EASL, 1999). Os aspectos
clinicos da infecgé@o crbnica s@o heterogéneos e o curso natural da doenca é variavel e

nédo totalmente compreendido (Lauer and Walker, 2001).

A transmissdo do HCV ocorre pelo contato com sangue infectado em virtude de
exposicdo percutanea, transfusdo de sangue e/ou hemoderivados e transplantes de
doadores infectados. Atualmente, destacam-se como importantes formas de transmisséo
do HCV: o compartilhamento de objetos para uso de drogas, confecgdo de tatuagens e
colocacéo de piercings, além de objetos de uso pessoal, tais como laminas de barbear ou
depilar, escovas de dente e instrumentos para pedicure/manicure. O HCV ¢é transmitido
de forma menos eficiente por exposi¢cdo de mucosas ou contato com fluidos corporais.
A transmissdo sexual é pouco frequente, menos de 1%, e ocorre principalmente em
pessoas com mdltiplas parcerias e com praticas sexuais desprotegidas. A coexisténcia de
alguma doenca sexualmente transmissivel (DST), incluindo o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), constitui relevante facilitador para a transmissao. A transmisséo vertical

do HCV é menos frequente quando comparada a da hepatite B e ocorre em cerca de 5%
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dos bebés nascidos de mées portadoras do HCV com niveis virais elevados. O risco de
transmissdo € aproximadamente quatro vezes maior em criancas nascidas de mulheres
coinfectadas com HCV e HIV. Constituem populacGes de risco acrescido para infeccdo
pelo HCV: pessoas que receberam transfusdo de sangue e/ou hemoderivados antes de
1993; usuarios de drogas injetaveis, inaladas ou pipadas, que compartilham
equipamentos contaminados como agulhas, seringas, canudos e cachimbos; pessoas que
compartilham equipamentos ndo esterilizados ao frequentar pedicures, manicures e
poddlogos; pessoas submetidas a procedimentos para colocacgdo de piercing e confeccdo
de tatuagens; pacientes que realizam procedimentos cirdrgicos, odontoldgicos, de

hemodialise e de acupuntura sem as adequadas normas de biosseguranca (MS, 2011).

1.2  Profilaxia da hepatite C.

Atualmente ndo ha uma vacina contra 0 HCV. O que pode ser feito para evitar a
contaminagdo com o HCV € o uso de profilaxias como: monitorar, controlar os centros
de doagdo de sangue e derivados e manter todo cuidado necessario no ambiente de
salde visando a reduzir ao maximo a exposi¢do percutdnea. Como prevengdo deve-se
incluir: o aconselhamento de pessoas que usam drogas compartilhando objetos, que
praticam atos sexuais sem protecdo e que compartilham objetos percutaneos sem a
devida esterilizagdo. Diante das evidéncias de que o tratamento da forma aguda da
hepatite C poderia prevenir a cronificagdo, sugere-se, principalmente nas exposi¢coes de
alto risco com fonte positiva, a realizagdo da pesquisa do RNA viral no 90° dia apds a
exposicdo, para diagnostico e tratamento precoce da possivel infecdo. Imunoglobulinas

e agentes antivirais ndo sdo recomendadas apds o contato com HCV (Strauss, 2001).

1.3 Prevaléncia da hepatite C.

A infeccdo pelo HCV representa um problema de saude publica no Brasil e no
Mundo e sua prevaléncia varia entre os paises (Figura 1). Desde a descoberta do HCV,
em 1989, a hepatite C passou a ganhar especial relevancia entre as causas de doenca
hepéatica crénica no mundo. Os diferentes cenérios epidemiol6gicos e os fatores
associados a infeccdo advém, em grande parte, de estudos de soroprevaléncia realizados
com doadores de sangue, populacdes especificas, estudos-sentinela e, menos

frequentemente, de pesquisas de base populacional. Na auséncia destes, médias
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ponderadas tém sido empregadas para estimar a prevaléncia da hepatite C e subsidiar
acOes de prevencdo e controle. Estima-se que aproximadamente 3% da populacédo
mundial estejam infectados pelo HCV, o que representa cerca de 180 milhdes de
individuos com infec¢do crénica e sob risco de desenvolver as complicagdes da doenca.
De acordo com a OMS, o Brasil é considerado um pais de endemicidade intermediéria
para hepatite C, com prevaléncia da infeccdo situada entre 2,5% e 10% (OMS, 2002).
Entretanto, estudos de base populacional e com doadores de sangue revelam
prevaléncias inferiores as estimadas, colocando o Brasil como de baixa endemicidade
(MS-B, 2010).

Prevalence of
Hepatitis C
Virus Infection

-

() 2.0% -29%
1.0% - 1.9%
8 <1.0%

@ No Data

Figura 1: Mapa geografico mostrando a prevaléncia da infeccdo pelo virus da
hepatite C. Fonte: Centers for Disease Control (CDC), World Map of Hepatitis C,
Marco, 2013.

Tendo como base os dados do ano de 2002, provenientes da rede de
hemocentros de pré-doadores de sangue, a distribuicdo de soroprevaléncia da hepatite C
variou entre as regides brasileiras: 0,62% no Norte, 0,55% no Nordeste, 0,28% no
Centro-Oeste, 0,43% no Sudeste e 0,46% no Sul (Paltanin and Reiche, 2002). Realizado
nas capitais brasileiras, o estudo de prevaléncia de base populacional das infecgdes
pelos virus das hepatites A, B e C encontrou as seguintes prevaléncias de anti-HCV: na
Regido Norte, 2,1% (intervalos de confianca de 95% (1C95%) 1,4-2,8); no Nordeste,
0,7% (1C95% 0,4-1,0); no Centro-Oeste, 1,3% (1C95% 0,9-1,7); no Sudeste, 1,3%
(1C95% 0,9-1,6); no Sul, 1,2% (IC95% 0,8-1,6); e no Distrito Federal, 0,9% (1C95%
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0,4-1,2) (Quadro 1). Os fatores de risco mais relevantes encontrados na populagédo de 10
a 69 anos foram o uso de drogas injetaveis odds ratio (OR=6,7; 1C95% 2,5-17,9) e 0
uso de droga inalada (OR=2,6; 1C95% 1,3-5,0) (MS-A, 2010).

Quadro 1: Estimativas das prevaléncias de anti-HCV e seus respectivos intervalos
de confianca (1C95%) e endemicidade de hepatite C para o conjunto das capitais
de cada regido e Distrito Federal.

Caracteristicas/variaveis Norte  Nordeste Centro-Oeste Sudeste Sul DF

Prevaléncia (%) 10a69anos 21(14-28) 0.7(04-09) 1,3(1.0-17) 1,3(10-16) 1,2(0.8-16) 0,9(0513)
Prevaléncia (%) 10a19anos 1,0(04-16) 0.4(0,1-0,7) 1,0(0515) 1,00513) 05(0,1-0.9) 0,6(01-1,1)
Prevaléncia (%) 20 a69anos 3,2 (20-44) 1,0(0514) 1,6(1,1-21) 1,6(1122) 1,7(1,1-23) 14(0517)

Endemicidade baixa baixa baixa baixa baixa baixa

Fonte: UNIVERSIDADE de Pernambuco. Nicleo de Pés-Graduagdo. Estudo de prevaléncia de base
populacional das infecgdes pelos virus das hepatites A, B e C nas capitais do Brasil. Relatério de
Pesquisa. Brasil, 2010.

1.4 O virus da hepatite C e seu genoma.

O HCV pertence ao género Hepacivirus da familia Flaviviridae. E um virus de
genoma RNA fita simples de polaridade positiva com aproximadamente 9.600 bases. A
particula viral varia entre 50 e 60 nm de diametro, é composta por um envelope de
bicamada lipidica tendo o complexo glicoproteina E1 e E2, que facilita a interacdo
celular entre particula e hospedeiro.

O RNA viral contém uma regido 5’ ndo codificante, que possui 0 Sitio de entrada
de ribossomo (IRES) e uma regido 3’ ndo codificante. O genoma possui uma unica fase
de leitura aberta (open Reading frame — ORF), que codifica polipeptideo precursor de
3.000 aminoécidos. Este é clivado para produzir 4 proteinas estruturais: Proteina do
Core, Proteina do Envelope E1, Proteina do Envelope E2 e o Canal 16nico p7 e 6
proteinas ndo estruturais (NS): Protease NS2-3, a Serino Protease e RNA Helicase NS3,
0 Polipeptideo NS4A e as NS4B, NS5A e a RNA Polimerase dependente de RNA,
NS5B (Figura 2).
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Figura 2: Organizacdo do genoma do virus da hepatite C. Fonte: Bartenschlager et
al., 2013.

Sendo assim, as proteinas estruturais constituem os blocos de construc@es para
0s virus e as proteinas ndo estruturais replicam o RNA viral (Timpe and McKeating,
2008). Essa formacdo viral é associada com uma série de fatores de ligacGes que
incluem as lectinas do tipo C, receptores de lipoproteinas e sulfato de heparano (Zeisel
et al., 2011). O HCV infecta os hepatdcitos através de quatro moléculas de receptores
celulares: a tetraspanina CD81, Scavenger receptors membro da classe B1 também
conhecido como SR-BI, e as proteinas de jun¢des Claudin-1 (CLDN1) e Occludine
(OCLN) (Ploss et al., 2009; Evans et al., 2007; Scarselli et al., 2002; Pileri et al., 1998).

O genoma do HCV por ser RNA possui uma heterogeneidade significante como
resultado de acimulo de muta¢fes durante sua replicacdo. Esta caracteristica pode ser
atribuida a incapacidade de correcdo de erros da RNA polimerase dependente de RNA,
resultando nas quasiespecies (Gao et al., 2005; Martell et al., 1992). As quasiespecies
consistem um ou mais genomas majoritarios, predominantes quantitativamente, e varios
genomas minoritarios, representando proporcGes variaveis do total da populacdo viral
(Farci, 2011), ou seja, € a presenca de diferentes espécies virais de mesma origem
dentro de um Unico individuo hospedeiro a qualquer momento. Esta heterogeneidade
genetica tem sido correlacionada com prognostico e patogenicidade da doenca assim

como com resposta a terapia antiviral, podendo auxiliar o clinico quanto ao tratamento.

O HCV ¢ classificado em seis diferentes genotipos, numerados de 1 a 6, que
contém subtipos que sdo descritos em letras minusculas apés o nimero referente ao
genotipo. Esses genotipos diferem entre si por pelo menos 30% de suas sequéncias
gendmicas (Simmonds et al., 1994). Novas variantes foram descritas na Indonésia,
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Vietnad e Tailandia, sendo originalmente classificadas como gendtipos 7, 8, 9, 10 e 11
(Tokita et al., 1994, 1995, 1996). Porém, com analises feitas posteriormente,
concluiram que os grupos 7, 8, 9 e 11 deveriam ser classificados no genotipo 6a e o tipo
10 agrupado dentro do gendtipo 3a (Mcgarvey et al., 1998; Mizokami et al., 1996). A
distribuicdo dos genotipos de HCV é variavel no mundo e entre as diferentes regides do
Brasil onde se verifica prevaléncia do HCV gendétipo 1b, seguido do genotipo 3
(Altuglu et al., 2008; Lee et al., 2006; Codes et al., 2003; Pereira et al., 2002).

Entre os gendtipos pode haver diferentes prognosticos da doenga. O gendtipo 1
prevalece em 40% a 80% da populagdo mundial de infectados pelo HCV. Este parece
representar o tipo viral mais agressivo, de progndstico menos favoravel e pior
respondedor a terapia com interferon (IFN), quando comparado com os tipos 2 e 3
(Sherlock and Dooley, 2001). Sendo assim, 0s genétipos possuem grande importancia
clinica, pois pacientes infectados com HCV genétipo 1 respondem pior ao tratamento
baseado em IFN e tem menos chances de apresentar resposta viral sustentada (RVS). De
acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C e
Coinfecgbes (MS, 2011), a RVS ocorre pela ndo deteccdo do RNA de HCV no soro,
através de teste de deteccdo qualitativa apos 24 semanas do término da terapia antiviral.

1.4.1 Ociclo infeccioso do HCV e funcdo das proteinas virais.

ApoOs a penetragdo do virus no hepatdcito, que pode ser mediada por diferentes
receptores, 0 genoma do virus é desencapado e a sua traducdo ocorre pelos ribossomos
da célula hospedeira produzindo a poliproteina viral. A replicacdo do RNA genémico se
da pela cépia direta na forma intermediaria replicativa do RNA, de polaridade negativa,
e novamente em RNA gendmico de polaridade positiva, pela enzima RNA polimerase
dependente de RNA viral codificada pelo gene NS5B. As proteinas estruturais sao
subsequentemente montadas com os novos RNAs gendmicos, gerando particulas virais
maduras (Figura 3).

A proteina do core é responsavel pela formacao do nucleocapsideo (McLauchlan
et al., 2002). As proteinas E1 e E2 sdo glicosiladas e formam um complexo ndo
covalente que se acredita ser a unidade que compdem o envelope viral (Dubuisson et
al., 2002). O canal i6nico p7 é essencial para a infeccdo in vivo e especula-se que
possua importante papel na maturacao e liberacao da particula viral (Sakai et al., 2003).

A protease NS2-3, conhecida como auto-protease, € essencial para que o ciclo de
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replicagcdo se complete, seja in vitro ou in vivo (Pietschmann et al., 2006; Kolykhalov et
al., 2000). No complexo NS3-4A, a NS3 é uma proteina multifuncional contendo duas
atividades: uma serino protease na regido N-terminal e uma RNA helicase/NTPase
(nucleosidio trifosfatase) na regido C-terminal e a NS4A é uma proteina acessoria para a
serino protease NS3 (W0lk et al., 2000). A NS4B induz alteragbes na membrana do
reticulo endoplasmatico do hospedeiro que serve como arcabouco para 0 complexo de
replicacdo do HCV (Egger et al., 2002). Acredita-se que a NS5A esteja envolvida nas
interacdes especificas proteina-proteina, essenciais para a formacdo de um complexo de
replicacdo de HCV funcional (Penin et al., 2004). Além do seu papel essencial na
replicacdo, a NS5A foi inicialmente estudada pelo seu potencial de modular a resposta
ao interferon, foi descrita como sendo a regido determinante da sensibilidade ao
interferon (ISRD) (Enomoto et al., 1995). A NS5B foi extensivamente caracterizada

como a enzima-chave responsavel pela replicacdo do HCV.
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Figura 3: Ciclo de replicacdo do virus da hepatite C. 1- O ciclo se inicia com a
ligagdo da particula viral do HCV aos receptores SRB1 e CD81, a particula se envolve
em novas interacdes com as proteinas de jungbes CLDN1 e OCLN e finalmente entra na
célula mediada por receptores da endocitose. 2- O genoma de RNA viral € liberado para
0 citoplasma e traduzido no reticulo endoplasmatico (ER), dando origem a uma
poliproteina que e clivada em proteinas maduras. 3- As proteinas virais, em conjunto
com os fatores das células hospedeiras, induzem a formacdo de compartimentos
membranosos (membranous web, MW), compostos por vesiculas membranosas: Unicas,
duplas e multiplas; assim como por goticulas lipidicas (LDS). 4- A replicacdo do RNA
ocorre em um local ndo especifico dentro da MW e processada uma cdpia via sentido
negativo RNA (-) que serve como um molde para a producao de quantidades excessivas
de RNAs descendentes de sentido positivo (RNA +). A montagem da particula do HCV
provavelmente se inicia em estreita proximidade com o ER e as goticulas lipidicas, onde
acumulam se proteinas do ndcleo e o RNA viral. O envelope viral é adquirido por
brotamento através da membrana do ER num processo que esta ligado a sintese de
lipoproteina. As particulas do HCV sdo programadas para serem langadas através da via
de secrecdo constitutiva. Os fatores celulares do hospedeiro e do virus que sdo
direcionados por inibidores (que estdo indicados na figura acima em caixas de cor azul)
e as etapas do ciclo de replicacdo que sdo promovidas por esses fatores sdo: CYPA,
ciclofilina A; PtdIns4KIIla, phosphatidylinositol 4-kinase Illa. Fonte: Bartenschlager et
al., 2013.
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1.4.2 A protease NS3/4A do HCV.

A NS3 protease possui um peso molecular de 20 kDa e aproximadamente 180aa.
E uma serino protease estruturalmente homodloga as outras serino proteases
extracelulares, tais como tripsina e quimiotripsina, localizada no dominio N-terminal da
proteina NS3. As proteases extracelulares homdlogas apresentam pontes de dissulfeto
para a estabilizacdo da estrutura molecular. Porém, a NS3 ndo contém pontes de
dissulfeto, e sim fons de Zn*? que lhe confere estabilidade molecular através da sua
atividade hidrolitica (Stempniak et al., 1997; De Francesco et al., 1996).

E uma proteina multifuncional com dominio carboxi-terminal que compreende
uma ATPase/helicase, capaz de desenovelar acidos nucleicos de fita dupla (Kim et al.,
1995) e esta envolvida na montagem da particula viral (Ma et al., 2008).

A serino protease tem como funcéo clivar a poliproteina separando NS3 de 4A,
NS4A de 4B, NS4B de 5A e NS5A de 5B (Lin et al.,, 1994; Failla et al., 1994,
Bartenschlager et al., 1994) (Figura 4).

Ao entrar na célula, o virus ativa duas vias de sinalizacdo celulares: RIG-I
(retinoic-acid-inducible gene 1) que é a via da RNA helicase citosdlica acoplada ao
adaptador mitocondrial chamado Cardif (caspase and recruitment domain — CARD —
adaptor inducing IFN-R) e a TLR3 (toll-like receptor 3) que é a segunda via, do
receptor endossomal acoplado ao seu adaptador citosolico TRIF (toll/interleukin-I
receptor-containing adaptor inducing IFN). Ambas levam a inducdo de IFN e da
resposta imune inata. Entretanto, a protease NS3/4A do HCV tem capacidade de clivar
TRIF e Cardif impedindo a indugdo de interferon, desta forma, permitindo o escape do
virus (Breiman et al., 2005; Foy et al., 2003). Sendo assim, a NS3/4A exerce papel na
resposta de defesa celular inata do hospedeiro através da inibicdo da inducdo de
interferon, permitindo ao virus escapar do sistema imune do hospedeiro.

Sequéncias da NS3 protease comparadas entre os flavivirus demostraram a
presenca de trés residuos conservados: a histidina-57 (His-57), a asparagina-81 (Asp-
81) e a serina-139 (Ser-139), que compdem o centro catalitico da enzima (GraKoui et
al., 1993). Através de estudos realizados com a NS3 sem a proteina acessoria NS4A, a
conformacdo da triade catalitica de NS3 fica significativamente distorcida e a protease
ndo apresenta atividade apropriada. Desta forma, o papel proteina NS3/4A no ciclo
viral, na infeccdo celular e na resposta imune do hospedeiro a torna alvo atrativo para

fins terapéuticos.
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Figura 4: Esquema da traducdo e processamento das proteinas do HCV. A
traducdo da ORF gera uma poliproteina de aproximadamente 3.000 aminoécidos
organizada em proteinas estruturais e ndo estruturais. A poliproteina é processada por
um complexo de eventos co- e pos-traducionais, catalisadas por proteases do hospedeiro
e viral, gerando 4 proteinas estruturais (C-Core, E1-Envelopel, E2-Envelope2, P7-
Canal i6nico) (em azul) e 6 proteinas ndo estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e
NS5B) (em verde). Adaptado de: Tellinghuisen et al., 2007.
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1.5  Aspectos clinicos da hepatite C.

O periodo de incubacdo varia entre 4 e 24 semanas, com media entre 7 e 8
semanas, com a grande maioria dos casos assintomaticos ou oligossintométicos na fase
aguda. Em cerca de 15% dos infectados ocorre cura esponténea; cerca de 25%
apresentam infeccdo assintomatica, com alanina aminotransferase  (ALT)
persistentemente normal e auséncia de alteracdes significativas a histologia hepatica; os
demais apresentam niveis elevados de ALT, porém varidveis ao longo do tempo,
geralmente com histologia hepética alterada. A incidéncia anual de CHC nos pacientes
com cirrose € estimada entre 1% e 4% (Sherlock and Dooley, 2004). A prevaléncia de

cirrose ap6s 20 anos de infecgdo pelo HCV foi estimada em 14,8% (Puoti et al., 2010).

A maioria dos portadores de hepatite aguda pelo virus C apresenta a forma
anictérica, com auséncia de queixas ou com manifestacfes inespecificas, ligadas a fase
prodromica da doenca. E comum que a elevacio da ALT seja a Ginica manifestacio da
doenca. Nos casos sintomaticos, predominam sintomas gerais como falta de apetite,
fadiga, cefaléia, artralgias, mialgias, nduseas e vomitos, febre baixa e astenia. A ictericia
é, quando existe, pouco intensa. A hepatite fulminante pelo virus C é um evento muito

raro, embora haja algumas descri¢des na literatura cientifica (Farci et al,. 1996).

Apos a fase aguda, a evolucgdo para a cronicidade, definida como a persisténcia
da infeccdo pelo tempo minimo de seis meses, é a regra, com somente 10% a 15%
alcancando a cura espontanea (Lauer and Walker, 2001; Conte, 2000). A evolugéo da
hepatite C cronica € insidiosa e progressiva, frequentemente com manifestacGes clinicas
discretas ou ausentes nas primeiras décadas da doenga (Aradjo, 2004). A cirrose
hepética representa, usualmente, o estagio final da hepatite cronica pelo virus C,
alcancado geralmente ap0s décadas de doenca. Habitualmente, os pacientes que
apresentam outras condigdes capazes de induzir hepatopatia cronica como: etilismo,
coinfeccdo pelos virus da hepatite B (HBV) ou Delta (HDV) e algumas doencas
metabdlicas (as quais sdo capazes de desencadear cirrose — tais como doenca de Wilson,
hemocromatose hereditaria e deficiéncia de alfa-1 antitripsina) evoluem para cirrose em
menor tempo. Os individuos na terceira idade que adquiriram a infecgéo e individuos do
sexo feminino também apresentam desenvolvimento mais precoce de doenga hepética
avancada (Modi and Liang, 2008).
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O tempo entre a aquisicdo da infeccdo pelo HCV e o surgimento de doenca
hepatica avancada € variavel, com surgimento de cirrose que se manifesta clinicamente
em um quinto dos individuos dentro de 20 anos ou menos; nos demais pacientes, as
primeiras complicacBes podem ser vistas apos 30 anos de infecgdo (Dienstag, 2008).
Além do acometimento hepatico, sdo importantes as manifestacGes extra-hepaticas da
infeccdo pelo HCV associados a processos imunes, provavelmente devido a
possibilidade do virus se replicar nas células linfoides e a deposicdo de
imunocomplexos nos diversos tecidos. Uma diversidade de sindromes autoimunes pode

fazer parte do quadro clinico do portador de hepatite C crénica.

As mortes relacionadas a hepatite C estdo ligadas as complicacGes da cirrose —
hemorragias digestivas, sindromes hepatorrenal e hepatopulmonar, infecces,
encefalopatia hepatica — e a ocorréncia do CHC. A sobrevida em cinco anos é observada
em cerca de 80% dos pacientes com cirrose Child-Pugh A. Por outro lado, a sobrevida

média ndo ultrapassa dois anos a partir do momento em que ja exista ascite.
1.6  Diagnostico da hepatite C.

O diagnostico sorolégico de pacientes infectados pelo HCV é realizado
utilizando-se duas categorias de testes. Testes indiretos, que detectam anticorpos contra
0 HCV (anti-HCV) e diretos, que detectam, quantificam e genotipam a particula viral. A
quantificacdo do RNA do HCV pode ser feita pela amplificagcdo do alvo (RT-PCR). Os
ensaios de RT-PCR em tempo real sdo uma ferramenta promissora por causa da
sensibilidade e larga faixa de linearidade. O Cobas Tagman 48 HCV (Roche) tem um
limite de detecgdo da particula viral entre 10 a 100 UI/mL, o que o torna um ensaio
quantitativo recomendado para uso no acompanhamento do tratamento. A genotipagem
analisa a sequéncia de regido do genoma e permite a identificacdo dos tipos e subtipos
do HCV. Pode ser realizada através de sequenciamento ou hibridacdo com sondas tipo-
especificos e RT-PCR em tempo real. O sequenciamento direto de determinadas regides
do genoma do HCV ¢ considerado o “padrdo ouro” (I Consenso da Sociedade Brasileira

de Infectologia para o Manuseio e Terapia da Hepatite C, 2008).
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1.7  Tratamento da hepatite C e seus efeitos colaterais.

O objetivo do tratamento da hepatite C é a eliminacdo (de forma sustentada) da
replicacdo do virus, para que ndo haja a progressdo da doenca (Ruiz and Zylbergeld
Neto, 2004).

O uso da terapia combinada, interferon (IFN) e ribavirina (RBV), trouxeram
melhores taxas de RVS em comparacdo com a monoterapia de IFN, introduzida nos
anos 90 (Hayashi and Takehara, 2006). O mecanismo de a¢do do IFN-a ¢ RBV ainda
ndo é bem compreendido (Clark and Nelson, 2012; Manns et al., 2007). O IFN é uma
glicoproteina que possui atividades de inibicdo da replicacdo viral e da proliferacao
celular além de atividades imunomoduladoras (Balfour, 1999; Tilg, 1997). ARBV é um
anélogo sintético da guanosina, que possui amplo espectro de atividade antiviral e tem
sido usada para varias doencas virais. Essa atividade antiviral da RBV é exercida
através da mutagénese, incapacitando a infectividade do RNA gendmico (Crotty et al.,
2001).

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para hepatite C, para o0s
pacientes portadores de HCV com gendtipo 1, o tratamento deve ser realizado com 180
pg/semana de IFN peguilado (PEG-IFN) a-2a ou 1,5 pg/kg/semana de PEG-IFN a-2b
associado a 15 mg/kg/dia de RBV por 48 a 72 semanas (Farnick et al., 2010). Em
pacientes com HCV gendétipos 2 e 3, o tratamento pode ser realizado com 3 MUI
(milhdes de unidades internacionais) de IFN convencional 3 vezes por semana
associado a 15mg/kg/dia de RBV por um periodo de 24 semanas ou ainda, para
pacientes portadores destes virus, porém com fatores preditivos de méa resposta ao IFN
convencional, o tratamento deve ser realizado com PEG-IFN a-2a ou a-2b mais RBV.
Com este tratamento, sdo obtidas taxas de RVS de aproximadamente 42% para
pacientes com HCV gen6tipo 1 e em torno de 80% para aqueles com HCV gendtipos 2
e 3 (CDC, 2012).

O tratamento com IFN e RBV para a hepatite C ocasiona diversas alteracfes
laboratoriais e possiveis efeitos colaterais que necessitam de monitoramento clinico e
laboratorial mais rigoroso, com objetivo de melhorar a adesdo ao tratamento e a
adequacdo de doses (Ghany et al., 2009). No Quadro 2 estdo os principais efeitos
adversos comuns e raros devido ao tratamento com IFN e RBV.

A piora na qualidade de vida durante o tratamento pode influenciar

negativamente a confianca e contribuir para um desfecho clinico desfavoravel. O
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suporte multiprofissional na abordagem dos efeitos colaterais, com estratégias de apoio

e motivacao, auxilia a reduzir o risco de abandono precoce do tratamento (MS, 2011).

Quadro 2: Efeitos Adversos do Tratamento com IFN e RBV.

Efeito Adversos Comuns

Efeito Adversos Raros

Distlrbios Autoimunes, Diarréia, Anemia,

Alopecia, Fadiga, Mal Estar, Artralgias,

Ideacdo Suicida ou Paranoide,

Retoma de Consumo de Alcool

Febre, Diminuicdo de Peso, Dificuldade de | ou Drogas, Purpura
Concentracdo,  Distarbios do  Sono, | Trombocitopénica, Nefrite,
Transtornos de Humor, Retinopatia, | Insuficiéncia Renal  Aguda,
iFN | Disfuncéo da Tiredide, Dor ou Eritema no | Proteindria, Agravamento de
local da injecdo, Irritabilidade, Ansiedade, | Insuficiéncia Hepatica, Sepse,
Depressdo, Diminuicdo de Plaquetas e | Diabetes.
Leucocitos, Susceptibilidade a Infecgdo:
Bronquite, Sinusite e Infec¢bes Urinarias.
Nalseas, Anemia hemolitica, Tosse, | Teratogenicidade.
RBY Dispnéia, Gota, Insbnia, Prurido, Rash
Cuténeo, Intolerdncia  Gastrointestinal,
Anorexia.

Fonte: Garcia et al., 2012.

1.8

Novos agentes terapéuticos na hepatite C crénica.

Novos agentes terapéuticos estdo sendo estudados devido as baixas taxas de

RVS com o tratamento atual, principalmente nos pacientes portadores do HCV genétipo

1. Alguns tratamentos foram aprovados por orgdos competentes regulamentadores no

Brasil, Estados Unidos e Europa, e outros estdo em fase avancada de estudo (Gane,
2011; Asselah and Marcellin, 2011; Liu-Young and Kozal, 2008).

Os dois alvos terapéuticos mais promissores no tratamento da hepatite C sdo 0s
inibidores da RNA polimerase dependente de RNA (NS5B) e a serino protease (NS3).
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As polimerases da célula hospedeira ndo possuem atividade RNA polimerase
dependentes de RNA, conferindo a NS5B um alvo especifico para a terapia anti-HCV.
Da mesma forma, a serino protease NS3 tem uma estrutura molecular muito diferente
daquelas das células humanas, possibilitando desenvolver inibidor especifico da
protease viral.

A dificuldade de se obter um sistema de cultura de células capaz de sustentar a
replicagdo do HCV, assim como, a auséncia de um modelo animal de pequeno porte,
dificulta a avaliacdo da eficacia de compostos antivirais tanto in vitro quanto in vivo
(Njoroge et al., 2008). Inicialmente, para estudo do genoma viral, foi desenvolvido o
sistema de replicon subgendmico em cultura de células (Lohmann et al., 1999) e esse é
ainda utilizado em teste de eficacia antiviral de diferentes compostos (Binder et al.,
2011). Porém, esse sistema tinha uma grande desvantagem que era a limitacdo da
observacdo das etapas intracelulares do ciclo infeccioso do HCV por ndo haver a
producdo de particulas virais completas. Recentemente, foi descrito um sistema de
replicons com o genoma completo do HCV, produzindo virions infecciosos (Arai et al.,
2011) e também foi desenvolvido um sistema de cultivo de HCV em células Huh-7 para
genotipo 3a (Asad et al., 2012).

1.8.1 Inibidores de Protease (IPs).

O telaprevir (nome comercial “Incitek”) (Vertex Pharmaceuticals, Inc./Jansen
Pahrma./Tibotec Pharmaceuticals) foi aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e pela Food and Drug Administration (FDA) em maio de 2011
para ser administrado por via oral na dose de 750 mg, 3 vezes ao dia, aos pacientes com
HCV gendtipo 1 nunca tratadas ou que ndo responderam de forma sustentada ao
tratamento atual com IFN peguilado (PEG-IFN) e RBV. O boceprevir (“Victrelis”)
(Schering Plough) foi aprovado pela ANVISA em julho de 2011 (Kwo et al., 2010).

O uso combinado de boceprevir ou telaprevir com PEG-IFN e RBV em
pacientes que nunca foram tratados trouxe taxas de RVS para 70%, reduzindo, portanto,
0 percentual de pacientes ndo respondedores (NR). Em pacientes que ndo responderam
ao tratamento prévio com PEG-IFN e RBV, as taxas de RVS com uso de um inibidor de
protease + PEG-IFN e RBV chegaram a 60% comparado com 21% de RVS quando
retratados com PEG-IFN e RBV por 48 semanas (Berengue and Lopez-Labrador, 2011;
Asselah and Marcellin, 2011). Os inibidores de protease s@o indicados somente para
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pacientes infectados com HCV genétipo 1 pois mostraram atividade limitada para
pacientes com HCV gendtipo 3.

Com o surgimento frequente de resisténcia viral aos inibidores da protease
(Forestier et al., 2007) ha uma limitacdo do uso clinico desses inibidores (Quadro 3).
Em 2008 um importante estudo foi publicado por Bartels e cols., no qual foi relatada
pela primeira vez a prevaléncia natural de variantes relacionados com reducdo da
sensibilidade aos inibidores de protease viral e seus efeitos na resposta a terapia
antiviral. Afinal, o sucesso da terapia também depende de variantes virais existentes
antes do inicio da terapia (Bartels et al., 2008). Varios trabalhos mostraram a presenca
de variantes com mutacGes de resisténcia antes mesmo do uso desses inibidores (Vicenti
et al., 2012; Franco et al., 2011) ou que foram selecionadas com o uso dos inibidores
(Vermehren et al., 2012).

Quadro 3: Mutacdes de resisténcia ja descritas aos diferentes inibidores de

S138T | R155K/'T | A156S/T | D16SA/V | VITOA/T/T
GTQM I HEG
S/’L

protease.

Fonte: Lagacé et al., 2012; Berengue and Lépez-Labrador, 2011; Sarrazin and Zeuzem,
2010; Gaudieri et al., 2009; Liu-Young and Kozal, 2008; Kuntzen, et al., 2008; Tong et
al., 2008 e McPhee et al; 2012.
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Um dos principais desafios do futuro para o regime do tratamento contra 0 HCV
sera 0 campo emergente da combinacdo dos diferentes farmacos antivirais de acédo
direta (DAAS). Barreiras genéticas com baixa resisténcia tém sido relatadas para os IPs
do HCV e os inibidores da polimerase nucleosideos comparados aos inibidores da
polimerase ndo nucleosideos do HCV que parecem ter uma alta barreira genética para a
resisténcia. No entanto, a erradicacdo do HCV ndo pode ser adquirida apenas com
monoterapia de qualquer um dos grupos de drogas. Desta forma, combinacdes de
drogas de ndo resisténcia cruzada deverdo ser avaliadas posteriormente. Além disso, as
variantes de resisténcia pré-existentes e o seu potencial de persisténcia em longo prazo
tém de ser levados em conta para a selecdo de melhor tratamento e estratégias de re-
tratamento. Os riscos de potencias interacdes medicamentosas estdo sendo levados em
consideracdo e os numeros dos doentes tratados com DAAs provavelmente tenderdo a
aumentar (Vermehren and Sarrazin, 2011). A monitorizacdo terapéutica pode,

eventualmente, ter um papel importante na gestio destas interacdes (Seden et al., 2010).

1.9  Replicagéo in vitro do virus da hepatite C derivados de soros de pacientes.

Desde a descoberta do HCV, muitos investimentos tém sido feitos para infectar
células em cultivo com o virus isolado do soro de pacientes infectados pelo virus,
utilizando tanto linhagens celulares humanas de origem hepética como de outras origens
e/ou outras espécies. Em um primeiro estudo sobre a replicacdo do HCV in vitro
inocularam-se células MOLT-4 (linhagem celular humana derivada de células T) com
soro contendo o HCV (Shimizu et al., 1992). Sete dias depois da inoculacao, ndo so foi
detectada a presenca de RNA de cadeia negativa nas células, mas também a expressdo
de antigenos virais do capsideo e a NS4 por imunofluorescéncia, demonstrando que
estas células eram susceptiveis a replicagdo do HCV. No entanto, o nivel de replicacéo
de HCV nestas células era muito baixo e o sistema foi improdutivo para aplicacdo in
vitro. A andlise de outras linhagens de origem linféide levou a identificacdo de um
clone da linhagem celular HPB-Ma (derivada da célula T), capaz de suportar
consistentemente a replicacdo do HCV (Shimizu et al. 1993). Além disso, os autores
demonstraram que havia uma correlacdo entre a infectividade de diferentes inoculos de
HCV in vivo (chimpanzé) e infecciosidade in vitro. Apesar de varios estudos terem
descrito a susceptibilidade das linhagens celulares derivadas de células T, B e

hepatocitos de fetos humanos a infeccdo pelo HCV apéds a inoculagdo com o soro do
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paciente (Bertolin et al., 1993; Carloni et al., 1993; lacovacci et al., 1993; Kato et al .,
1995; Cribier et al., 1995; Nakajima et al., 1996), a manutencéo e a propagacao do virus
nestes sistemas de cultura é bastante complexa, provavelmente devido aos baixos niveis
de replicacdo do HCV in vitro.

O tropismo de HCV pelo figado foi demonstrado pela primeira vez por estudos
in vitro, quando um numero de 6 de 7 soros de pacientes positivos para 0 HCV
preferiram infectar as células PH5CH (linhagem de celulas derivadas hepatocitos
humanos) do que as células MT-2 (linhagem de células humanas derivada da célula T)
(Ikeda et al., 1997). Depois disso, os investigadores se dedicaram as inoculagdes
celulares em linhagens originadas do sistema hepatico. Foi entdo estabelecida a cultura
em longo prazo usando linhagens celulares derivadas do hepatoma humano (Huh7, Hep
G2) (Seipp et al., 1997), no qual se conseguiu infectar culturas primérias de hepatdcitos
humanos com soros de pacientes positivos para HCV (Fournier et al., 1998). No
entanto, os modelos baseados na inoculacdo de cultivos primarios ou diferentes
linhagens celulares com soro de pacientes apresentaram baixa reprodutibilidade e sua
aplicabilidade é limitada a algumas amostras de soro muito selecionadas. Portanto, estes
sistemas foram praticamente abandonados, com a descoberta de replicons subgenémicos
de gendtipos 1a (Blight et al., 2003) e 1b (Blight et al., 2000; Lohmann et al., 1999),
que se replicam de forma autbnoma e, de preferéncia, em subclones selecionados de
linhagens celulares de hepatoma humano Huh7, como Huh7.5 (Blight et al., 2002) ou
Huh7-Lunet (Friebe et al., 2005).

1.9.1 Modelos experimentais para o estudo do virus da hepatite C in vitro.

1.9.1.1 Pseudoparticulas virais (HCVpp).

Durante os anos 1990, devido a falta de um sistema de cultura de células para a
propagacdo do HCV, foram utilizados sistemas celulares cléssicos de expressdo
transitéria ou estavel para estudar a funcdo das proteinas do HCV. Para estudar a
entrada do HCV em suas células-alvo, no ano de 2003, Bartosch et al. e Hsu et al.,
desenvolveram o sistema da infec¢édo pelas pseudoparticulas do HCV (HCVpp). Ambos
0s grupos utilizaram as propriedades dos retrovirus que pode incorporar glicoproteinas
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heterélogas em sua volta, neste caso, as glicoproteinas envoltas do envelope E1 e E2 do
HCV.

As HCVpp séo produzidas por co-transfeccdo de celulas 293T (celulas de rim
embrionario humano) com vetores de expressao que codificam para: a) as
glicoproteinas do HCV, b) as proteinas retrovirais (capsideo e polimerase) e o sinal de
empacotamento, e ¢) um gene reporter (luciferase ou a proteina verde fluorescente, GFP
(green fluorescent protein)). Os vetores retrovirais utilizados para a producdo das
HCVpp estdo baseados em virus da leucemia murina (MVL) ou o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). As HCVpp sdo secretadas para 0 meio de cultura e a
partir de 48 horas apés a transfeccdo, os sobrenadantes séo recolhidos e utilizados para
infectar células alvos, tais como Huh7, e seus derivados. A infecciosidade das HCVpp
foi analisada em diversas linhagens celulares e culturas priméarias de hepat6citos
humanos. Curiosamente, as HCVpp apresentam um tropismo claro para as linhagens de
origem hepatica celular e hepatocitos humanos, ao passo que, em geral, as linhagens
celulares que ndo sdo de origem hepatica, ndo estdo infectadas ou estdo com uma
minima infeccéo.

Notavelmente, o sistema das HCVpp serve apenas para o estudo da entrada de
HCV em células alvo. Mesmo assim, tem sido usado com éxito para estudar os
processos imediatos de ligacdo do virus a célula e a identificacdo dos receptores na
chave de entrada viral, revelando que a entrada do HCV em hepatocitos € muito
complexa e é um processo muito regulado (Hahn and Rice, 2008).

1.9.1.2. Replicon subgendomico.

No ano de 1999 houve um grande avanco no campo da biologia molecular do
HCV quando Lohmann et al. desenvolveu o primeiro HCV replicon subgendmico
funcional. Por definicdo, os replicons sdo moléculas de acidos nucleicos capazes de se
autoduplicarem. No caso do HCV, a primeira geracdo foram replicons derivados de um
genoma de HCV genotipo 1b, em que os genes estruturais foram substituidos por um
gene de resisténcia a neomicina (neomicina-fosfotransferase). Também esta incluido um
segundo elemento, o IRES, que serve para aumentar a traducdo das proteinas néo
estruturais do HCV, que formam o mecanismo de replicacdo do virus. Assim, essas

construcdes subgendmicas e bicistronicas podem autoduplicar-se, através da sintese de
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uma cadeia negativa, e propagar-se em cultura de células durante muitos anos
(Pietschmann et al., 2001). As linhagens celulares mais permissivas para isso Sao:
Huh7.5 e Huh7-Lunet.

Dado que o sistema de replicon subgenémico do HCV ndo contém genes
estruturais ndo é capaz de produzir particulas virais. Portanto, replicons que continham
0 genoma completo de HCV e um marcador de selecdo também foram desenvolvidos
(Pietschmann et al., 2002). Estes replicons gendmicos necessitam de mutacGes
adaptativas ao cultivo celular para replicar de forma eficiente e em niveis
suficientemente altos para a selecdo por genes marcadores. Embora replicons
genémicos de HCV fossem muito promissores, o aparecimento de mutacdes adaptativas
parece interferir com a producdo das particulas (Pietschmann et al., 2009).

Replicons subgendmico tém sido ferramentas valiosas em estudos de
mecanismos de replicacdo do HCV e a caracterizagdo estrutural e bioquimica de
complexos de replicacdo viral (Aizaki et al., 2004; Gosert et al., 2003) e em testes de
novas drogas contra a hepatite C (inibidores da protease e polimerase de HCV),
incluindo a identificagdo da resisténcia aos antivirais (Flint et al., 2009; He et al., 2008;
Lin et al., 2006).

1.9.1.3. Modelo de cultura de células com o virus da hepatite C.

Em 2003, Kato et al. descobriram um replicon subgenémico com base numa
sequéncia de gendtipo 2a, por razbes desconhecidas, replicadas em niveis entre 50 a 500
vezes maior em comparagdo com 0s replicons de uma base, sem a necessidade de
mutacOes adaptativas (Kato et al., 2003). Este replicon foi construido a partir de um
genoma de HCV de gendtipo 2a denominado JFH-1, obtido a partir de um paciente
japonés que sofreu hepatite fulminante (Kato et al., 2001). Dois anos mais tarde, trés
grupos independentes desenvolveram um modelo de cultura de células com o HCV
(HCVcc) baseado no genoma completo do JFH-1, que era capaz replicar e produzir
particulas infecciosas in vitro (Zhong et al., 2005; Wakita et al., 2005; Lindenbach et
al., 2005). Especificamente, a transfeccdo de células Huh7 (ou seus derivados) com o
RNA do JFH implica na producéo e liberagdo de particulas virais no meio de cultura,
que sdo infecciosas somente em cultura de células de chimpanzés e ratos.

Uma melhoria significativa do sistema tem sido a geracdo de virus quimérico

baseado no JFH-1 com grande capacidade de replicacdo. Basicamente, estes genomas
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quiméricos contém as extremidades 3' e 5' e a regido NS3-NS5B do JFH-1 (essencial
para que se produza a replicacdo e producédo de particulas virais) e da regido do nucleo,
NS2 a partir de outra estirpe de gendtipo 2a chamada J6 (Pietschmann et al., 2006). A
quimera J6/JFH-1 replica em cultura celular e os titulos virais produzidos sdo de 100
vezes mais do que a seu genoma parental JFH-1. Além dessa quimera intragenotipica,
também foram gerados virus quiméricos com todos os genotipos do HCV. Ao contrario
da J6/JFH-1 quimera, estas quimeras intergenotipicas precisam das mutacdes
adaptativas para cultura celular (Gottwein et al., 2007; Yi et al ., 2007; Koutsoudakis et
al., 2011). Dado que ndo existe nenhum outro genoma do HCV capaz de reproduzir o
ciclo de vida completo do virus com a mesma eficiéncia do JFH-1 e que o gendtipo do
HCV influencia na resposta ao tratamento antiviral, o fato de dispor de diferentes
genomas quiméricos de gendtipos do HCV é especialmente relevante para o
desenvolvimento de novas estratégias antivirais, a avaliacdo de vacinas e caracterizacao
da resposta imune humoral numa vasta gama de genotipos.

Outras estratégias para otimizar a selecdo de modelos das HCVcc séo clones de
células especialmente permissivos para a replicacdo do virus, do estudo sistematico das
mutagdes adaptativas da cultura de células, especialmente a identificacdo daqueles que
aumentam os valores virais sem afetar a replicacdo (Li et al., 2011), e a geracdo das
HCVcc que contenham genes repdrteres (tais como luciferase ou GFP), para facilitar a
deteccdo da infeccéo (Schaller et al., 2007; Koutsoudakis et al., 2006).
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Justificativa

Sabendo-se da importancia do desenvolvimento de ferramentas para realizagédo
de testes que auxiliem na predi¢do de resposta a terapia anti-HCV, desenvolvemos um
protocolo para a utilizagdo de ferramentas laboratoriais para a producdo da NS3
protease variante do virus da hepatite C de pacientes crénicos em um sistema livre de
célula. Este protocolo ndo requer o uso de animais e de cultura de células, onde é
possivel a realizacdo dos ensaios em um menor tempo com um menor custo, é possivel

a realizacdo de todas as etapas do protocolo em uma semana.

Uma vez que o tratamento para hepatite C cronica apresenta alto custo para o
Sistema Unico de Salde (SUS) tanto pelo custo dos farmacos quanto pelo
acompanhamento dos pacientes, e pelos severos efeitos adversos consequentes, a
conduta clinica na decisdo de tratar ou ainda de quais farmacos deverao ser escolhidos,
torna-se necessario o uso de ferramentas para a otimizacdo da terapia anti-HCV. Isto
evita o tratamento de pacientes com pouca ou nenhuma chance de apresentar resposta

viral sustentada (RVS), ou seja, que se mantenha apds a retirada dos farmacos.

Atualmente, o tratamento da hepatite C para pacientes infectados com virus da
hepatite C genotipo 1 é baseado na tripla terapia com interferon peguilado e ribavirina
associados a um inibidor de protease (IP). Porém, mutacGes de resisténcia a estes
inibidores tém sido descritas tanto como primarias, ou seja, que aparecem antes mesmo
dos pacientes serem submetidos ao tratamento, quanto selecionadas durante o
tratamento. Desta forma, a identificacdo precoce destas mutacGes auxilia na conduta
clinica dos pacientes. Além disso, outras mutagdes nao-sinénimas na regido génica da
NS3 protease de HCV tém sido verificadas e também devem ser identificadas e
ensaiadas pois podem influenciar na atividade da NS3 protease ou ainda na ligacdo do

farmaco no sitio catalitico desta proteina.

Sendo assim, este trabalho faz parte de um projeto mais amplo que objetiva a
identificacdo de fatores tanto virais quanto do hospedeiro associados com resposta a
terapia anti-HCV. Apds a identificacdo das mutacdes descritas como de resisténcia aos
inibidores de protease, torna-se importante a producdo da NS3 protease variante de
forma mais rapida, eficaz e de baixo custo para futura realizacdo de ensaio fenotipico e
avaliacdo de sua atividade na auséncia e presenca de diferentes combinacdes de drogas



40

antivirais. Portanto, para a futura realizacdo de ensaio fenotipico, varias etapas devem
ser cumpridas, desde a coleta de soro dos pacientes até a producdo da proteina NS3
protease. Para isto, desenvolvemos um protocolo para o uso da ferramenta molecular
empregada na produgdo da NS3 variante. Assim, teremos uma otimizagdo de um
protocolo de screening que possibilite sua implementacdo tanto em laboratérios de
pesquisa quanto em laboratérios de rotina, que preconizam procedimentos menos
trabalhosos, mais rapidos, mais facilmente padronizaveis e que mantenham a
reprodutibilidade. A implementacdo pode ser feita tanto em laboratoérios da rede privada
quanto da publica. Desta forma, propomos a reducdo de etapas assim como do tempo

utilizado na execucdo dos procedimentos, até a geracdo da proteina recombinante.
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Objetivos

Objetivo Geral

Desenvolver um protocolo para uso de uma ferramenta de clonagem molecular para
producdo, em sistema livre de células, da NS3 protease de HCV isolado de soro de
pacientes, para futuro ensaio fenotipico.

Objetivos Especificos

e Insercdo no plasmideo denominado pET17b NS3/4A A dominio protease da

regido NS3 protease variante obtida de HCV do soro de pacientes com hepatite

C crobnica.

e Produzir a NS3 protease variante de HCV de pacientes em sistema livres de

células.

e Caracterizar a NS3 protease variante produzida in vitro quanto a sua afinidade

por anticorpo especifico.
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Racional

Estratégia de desenvolvimento de protocolo para uso de ferramenta molecular
empregada na producdo da NS3 proteases variantes de HCV, em sistema livre de
celulas.

O desenvolvimento deste trabalho se dard a partir do racional experimental
citado abaixo onde, a partir da obtencéo de soros de pacientes com hepatite C crénica e
de vetor de expresséo para producdo de NS3 protease de HCV, desenvolvemos um
protocolo para o uso desta ferramenta molecular capaz de sintetizar a NS3 protease
variante com intuito de posterior ensaio fenotipico.

Com o protocolo proposto (Figura 5) pretendemos aperfeicoar a producao e
caracterizacdo da NS3 protease variante possibilitando a implementacdo em laboratorios
de rotina. Para isso, inicia-se com a extracdo de RNA do HCV a partir de soro coletado
dos pacientes com hepatite C. Posteriormente, 0 RNA viral é submetido a transcricdo
reversa para producao de cDNA que serd utilizado na amplificacdo da regido génica da
NS3 protease por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para viabilizar a proxima
etapa, de clonagem do produto de PCR no vetor de expressdo pela recombinagéo
homologa, é necesséria a insercdo de regifes homologas ao vetor nas extremidades do
fragmento amplificado. A utilizacdo de recombinacdo homologa torna possivel uma
clonagem rapida e eficiente na obtencdo de insertos na orientagdo correta sem o uso de
enzimas de restricdo e DNA ligase. Os transformantes gerados sdo sequenciados para
confirmagdo dos clones que séo entdo submetidos a transcrigdo e traducdo in vitro
simultaneas, em sistema livre de células, no qual a proteina é gerada em apenas uma
hora de reacdo. A caracterizacdo da proteina € realizada através de afinidade com
anticorpo especifico.

O vetor de expressdo utilizado, denominado pET 17b NS3/4A A dominio

protease (Hoffmann, 2012), possui o dominio da NS3 helicase e NS4A de HCV
gendtipo 1b, uma regido promotora, um sitio de entrada do ribossomo (RBS- ribosome
entry site) e uma regido terminadora, e contém 4,7 kb. Cddons de terminagdo foram
introduzidos entre os dominios protease e helicase, portanto o peptideo NS3 protease
possuira 25 kDa.
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Figura 5: Racional experimental do desenvolvimento de protocolo para ensaio
fenotipico de proteases NS3 de HCV variantes. Apds selecdo do paciente e extracao
do RNA viral, sera feita a transcricdo reversa seguida de amplicacdo da regido NS3
variante. O fragmento amplificado seré inserido, pela recombinagdo homdloga, no vetor
pET17b NS3/4A A dominio protease, gerando 0s vetores contendo o fragmento
amplificado de HCV dos pacientes 1, 2 e 3 (denominados pNS3_1, pNS3_2 e pNS3_3).
A producdo da NS3 protease recombinante se dara entdo por transcricdo e traducao in
vitro. O produto sintetizado serd analisado por SDS-PAGE e a proteina caracterizada
por afinidade com anticorpo especifico, pela técnica de Western Blotting.
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2. Materiais e Métodos.

2.1 Selecéo dos pacientes.

O Laboratério de Metabolismo Macromolecular Firmino Torres de Castro
(LMMFTC), do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF), da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), vem trabalhando com populacdo de pacientes com
hepatite C cronica juntamente com o Servigo de Hepatologia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF). Neste trabalho, em andamento, temos acesso ao
material biolégico e aos dados clinicos dos pacientes, possibilitando a investigacdo
tanto de fatores virais quanto do hospedeiro associados com resposta ao tratamento
antiviral.

Os pacientes foram selecionados obedecendo aos seguintes critérios de inclusdo:
idade maior ou igual a 18 anos; diagnostico de hepatite C cronica; confirmacao
histopatoldgica de hepatopatia cronica; RNA de HCV detectado no soro por PCR
qualitativo; sem contra-indicacdo ao uso de IFN e RBV; concordaram em usar método
contraceptivo iniciado 1 més antes do tratamento e mantido até 6 meses ap0s o0 término
do tratamento com RBV. Além disso, 0s pacientes assinaram o consentimento livre e
esclarecido (Anexo 2). Os critérios de exclusdo eram: mulheres gravidas ou
amamentando; pacientes em uso de imunossupressores ou em terapia antineoplasica; co-
infeccdo com HIV ou com o virus da Hepatite B (HBV); historia ou evidéncias clinico-
laboratoriais de outras hepatopatias crbnicas; sinais ou sintomas de carcinoma
hepatocelular (CHC); ou contra-indicacgdo ao tratamento com as drogas propostas.

Utilizando esta coorte de pacientes com hepatite C crbnica (caracteristicas
mostradas no quadro 4), nosso laboratdrio trabalhou na investigacdo de mutagdes de
resisténcia aos inibidores de protease através do estudo da variabilidade genética da
NS3 protease do HCV. Dos 68 pacientes portadores de HCV gendtipo 1 tratados com
PEG-IFN/RBV estudados, em trés foram encontradas as seguintes mutaces de
resisténcia: V36L, T54S e V55A (Hoffmann et al.,, 2013; Hoffmann, 2012). Tais
pacientes foram denominados: paciente 1 (p1), ndo respondedor (NR), com a mutacao
T54S; paciente 2 (p2), recidivante (REC), com a dupla mutacdo V36L e V55A; e
paciente 3 (p3), respondedor viral sustentado (RVS), com a mutagdo T54S.



Quadro 4: Caracteristicas dos grupos de pacientes estudados.
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Caracteristica RVS REC NR TOTAL
dos pacientes (n=26) (n=10) (N=32) (n=68)
Mediana da 54.00 56.00 56.00 55.00
Idade
Mediana do 25.96 27.15 24.58 25.49
IMC
Sexo 62 40 56 56
Masculino
(%0)

Fonte: Hoffmann, 2012.

O Quadro 5 ilustra as trocas de nucleotideos nos codons que originaram as

mutagdes tendo como base a sequéncia referéncia de HCV de genétipo 1a AF009606.

Quadro 5: Via mutacional para formacdo das mutactes de resisténcia aos

inibidores de protease V36L, T54S e V55A. Na primeira coluna, a posicdo do

aminoacido na proteina NS3 protease e a respectiva troca de aminoacidos.

Aminoacidoe | Cddon na proteina Codon de Via mutacional
posicao na referéncia resisténcia e
proteina aminoéacido
V36L GTG CTG 1 transverséao
T54S ACT TCT 1 transversao
V55A GTC GCC 1 transicédo

Fonte: Hoffmann, 2012.
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2.2 Preparacao das amostras.

As amostras de sangue foram coletadas em tubo sem anticoagulante e
centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos na centrifuga LS-3 Plus CELM. Os soros
foram identificados, aliquotados em criotubos e armazenados a -70°C para posterior

extracdo do RNA viral.

2.2.1 Extracdo do RNA de HCV dos soros.

Os soros dos trés pacientes descritos acima foram descongelados e foi utilizado
um volume de 100 pL de cada um para a extracdo do RNA viral. Foi utilizado o kit
QIAmMp® MiniElute® Virus Spin (Qiagen), seguindo as instrucdes do fabricante.

2.2.2 Reacéo de transcricéo reversa (RT).

ApoOs a extracdo, o RNA foi submetido a reacdo de transcricdo reversa
utilizando-se o High Capacity cDNA Achive kit (Applied Biosystems, Inc., Foster City,
California, USA), conforme orientacdes do fabricante. A reacdo consiste na mistura do
tampdo 10X, iniciadores randdmicos 10X, dNTPs 25X e a Multiscribe Reverse
Transcriptase (5U/uL). A esta mistura (25 pL) foi adicionado o RNA de volume
aproximado de 25 pL, ou seja, todo RNA obtido na extracdo com o kit QIAMp®
MiniElute® Virus Spin. A incubacédo da reacdo de transcricao reversa foi realizada por
10 minutos a 25°C, seguido de 120 minutos a 37°C e 5 segundos a 85°C, em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Inc., Foster City,
California, USA).

2.2.3 Amplificacao da regido NS3 protease variante do HCV a partir do cDNA.

A PCR foi realizada em duas etapas (nested), utilizando um par de iniciadores
externos na primeira etapa e um par de iniciadores internos na segunda etapa (Quadro
6). O par de iniciadores internos contém 37 bases (senso) e 35 bases (anti-senso) de

homologia com sequéncias que flanqueiam o local desejado para a insercdo por
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recombinacdo no vetor de clonagem (pET 17b NS3/4A A dominio protease). Foram

utilizados 0,15 mM de dNTPs, 2 mM de MgCl,, 20 pmoles de cada par de iniciadores e
1 unidade (U) da enzima Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) e tampéo 1X (10X buffer: 200mM Tris-HCI pH 8,4 e 500mM KCI), em volume
de 50 pL.

Na 12 etapa da RT-PCR foram utilizados 5 uL de cDNA e 45 pL da mistura de
reacdo de PCR. Na 22 etapa da RT-PCR utilizamos 5 pL do produto da 12 etapa da PCR
e 45 uL da mistura da reagédo. A ciclagem consistiu de 5 minutos a 94°C; 30 ciclos de:
30 segundos a 94°C, anelamento; 30 segundos a 55°C, extensdo e 60 segundos a 72°C
por 10 minutos, extensao final. O PCR nested foi realizado em termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, INc., Foster City, California, USA). Apds a
sintese, uma aliquota de 10 pL foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1,5% em
TBE 1X, e foi visualizada por coloracdo de brometo de etidio a 1ug/mL.

Os produtos de PCR foram purificados com o Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal

Filter Devices (Millipore, Billerica, MA, USA), seguindo as orientagdes do fabricante.

Quadro 6: Iniciadores utilizados para amplificacgdo do HCV dos soros dos

pacientes.

Iniciador Sequéncia (5’ para 3°)

NS3 externo_Senso gCDCCYATYACRGCBTAYKCYCARCAgAC

NS3 externo_Anti-Senso | ACYTTRgTgCTYTTRCCgCTRCCRgTggg

NS3 interno_Senso AAQUAJGATATACATATQgCgggCgCDCCYATYACDgC

NS3 interno_Anti-Senso | ACGAgTTgTCCgTgAAGACCgggCggCCgCAATYT

Em verde, as regides de homologia com pET17b NS3/4A A dominio protease. Em azul,
sitios de restricdo para a enzima Notl.

2.3 Linearizacdo e quantificacdo do pET17b _NS3/4A A dominio_protease e do
fragmento da NS3 protease.

Foi feita a digestdo do vetor pET 17b NS3/4A A dominio protease utilizando-se

a enzima de restricdo Notl Fast Digest (Fermentas), obtendo-se o vetor linearizado.
Posteriormente foi realizada a insercdo da regido génica da NS3 protease variante, pela

recombinacdo homdloga, no vetor pET 17b NS3/4A A dominio protease para

subsequente producdo da proteina variante. A reacdo de digestdo foi realizada conforme
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as instrugdes do fabricante, e consiste na mistura de 2 unidades de Notl, seu tampéo na
concentracdo final de 1X, H,O Milli Q e 1,8 ug de vetor. A reacdo foi incubada por 3
horas a 37°C e 5 minutos a 80°C para a inativagdo da enzima. Apds a reacédo de digestdo
foi tomada uma aliquota de 10 pL para a realizacdo de eletroforese em gel de agarose
1% em TBE 1X e visualizacdo por coloragdo de brometo de etidio a 1 pg/mL. Este gel
serviu como preparativo para extracdo dos fragmentos obtidos. Com o uso de aparelho
portatil de emissdo de UV longo, o gel foi rapidamente irradiado para que se pudesse
localizar o fragmento de interesse (de 4,7 kb). Este, foi extraido com o QIAquick® Spin
para QIAquick gel extraction Kit (Qiagen), conforme instru¢cbes do fabricante. Os
fragmentos extraidos foram entdo analisados em eletroforese em gel de agarose a 1%
em TBE 1X, corado em brometo de etideo a 1 pg/mL.

Tanto o fragmento amplificado da NS3 protease variante quanto o vetor_pET
17b NS3/4A A dominio protease linearizado foram quantificados em Nanodrop

(Thermo Scientific), para que pudéssemos calcular a relacdo molar de 3:1 do inserto em

relacdo ao vetor.

2.4 Insergdo da NS3 protease variante no vetor pET 17b NS3/4A A dominio
protease pela recombinagdo homologa.

A clonagem do fragmento de NS3 protease variante amplificado no vetor
PET17b NS3/4 A dominio protease foi feita utilizando-se o In-Fusion® Dry-Down PCR

Cloning Kit (Clontech), conforme instrucdes do fabricante. Este é altamente eficiente na

obtencdo de insertos na orientacdo correta. A reacdo de ligacdo dos produtos

amplificados de NS3 protease e pET17b NS3/4 A dominio protease foi realizada por
incubagdo por 15 minutos a 37°C, 15 minutos a 50°C e posteriormente transferida para

gelo.

2.5 Transformacao Bacteriana e Extracdo do DNA Plasmidial (Minipreparagéo).

Para a transformacéo de bactérias competentes usamos a Escherichia coli DH5a-
F’IQ com eficiéncia de transformacdo de 10’ transformantes/ig de DNA, com 20 pL de
cada reacdo de ligacdo e 200 pL de bactérias, conforme protocolo descrito por

Sambrook and Russel (2001). A inducdo de competéncia foi do tipo quimica baseada no
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método de cloreto de calcio (CaCl,), com protocolo adaptado de Sambrook and Russel
(2001).

A mistura foi distribuida uniformemente sobre o meio LB-agar contendo
ampicilina a 100 pg/mL em placas de Petri. Apds 16 horas a 37° C, as coldnias obtidas
foram removidas para 3 mL de meio LB e ampicilina, para crescimento das bactérias,
sob agitacdo.

Apos 16 horas a 37° C, as bactérias foram centrifugadas por 1 minuto a 13000
rpm na microcentrifuga (MiniSpin Eppendorf) e o sedimento celular foi ressuspenso em
solucéo de glicose 50mM, Tris-HCL 25mM ph 8.0 e EDTA 10mM gelada.

As bactérias foram lisadas em solucdo de NaOH 0,2 e SDS1% e incubadas no
gelo por 10 minutos. O pH da solucdo foi neutralizado com solucdo de acetato de
potéssio 3M pH 4,8 seguido de incubagdo no gelo por 5 minutos e centrifugagéo por 5
minutos a 13000 rpm na microcentrifuga (MiniSpin Eppendorf). O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e tratado com 20 ng/uL de RNase A por 1 hora a 37°C e
posteriormente foi extraido com fenol cloroférmio saturado em 0,1 M Tris—HCI pH 8,0.
Apos homogeneizagdo em vortex e a incubagéo a temperatura ambiente por 2 minutos,
foi centrifugado por 2 minutos a 13.200 rpm na microcentrifuga (MiniSpin Eppendorf).
A fase aquosa foi transferida para outro tubo e o DNA plasmidial foi precipitado com
dois volumes de etanol absoluto gelado. Apos precipitacdo, foi homogeneizado em
vortex e incubado a temperatura ambiente por 2 minutos e a -70°C por 15 minutos.
Apds centrifugacdo por 5 minutos a 13.200 rpm na microcentrifuga (MiniSpin
Eppendorf), o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado em 1 mL de etanol a
70% gelado e centrifugado por 2 minutos a 13.200 rpm na microcentrifuga (MiniSpin
Eppendorf). O sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado foi deixado por
alguns minutos a temperatura ambiente para que pudesse secar. O sedimento do DNA
plasmidial foi ressuspenso em 30 puL de TE (10 mM Tris-HCL pH 8,0; 1 mM EDTA pH
8,0) e armazenado a -20°C.

Apos a obtencdo do DNA plasmidial, as amostras foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose a 1% e corado com brometo de etidio a 1pg/mL para

visualizagdo em transiluminador com luz UV.

2.6 Sequenciamento automatizado dos clones.
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Os clones obtidos foram confirmados por sequenciamento automatico pelo
método de Sanger utilizando-se os iniciadores: NS3 interno_Senso, pET17b Senso e
NS3helicaseAnti-Senso  (Quadro 7). Estes plasmideos contendo a regido NS3
amplificada, passardo a ser chamados pNS3_1, pNS3 2 e pNS3_3, respectivamente

para os pacientes 1, 2 e 3.

Quadro 7: Iniciadores utilizados na reacdo de sequenciamento para confirmacao

dos clones.
Iniciador Sequéncia (5’ para 3°)
NS3 interno_Senso AAggAgATATACATATggCggCCgCgCDCCYATYACDgC
PET17b Senso AgATCTCgATCCCgCgAAA
NS3 helicase Anti-Senso | TQCTCTTgCCgCTACCAgtAggg

A reacdo de sequenciamento foi realizada em sequenciador ABI PRISM® 3500
Genetic Analyzer utilizando o Big Dye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, California, USA). A reacdo de sequenciamento
conteve iniciadores a 3,2 UM, 1 pL de Ready Reaction Premix, 1 pL de BigDye
Sequencing Buffer , 1 pL de H,O MilliQ e 500 ng de DNA. A reacéo foi realizada em
placa de 96 pocos e em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, INc., Foster City, California, USA). A ciclagem foi realizada por 11
minutos a 96°C; e 25 ciclos de 20 segundos a 96 °C, 15 segundos a 50°C ¢ 4 minutos a
60°C. Apds a reacdo de sequenciamento, as amostras foram precipitadas com 10% do
volume inicial de EDTA 125 mM e Acetato de Sédio 3M e 25 L de etanol absoluto.

As sequéncias geradas foram entdo analisadas no software Geneious v. 4.7.6. As
sequéncias obtidas com iniciadores senso e anti-senso foram conferidas manualmente
onde alguns artefatos de sequenciamento foram corrigidos. Foi realizado um

alinhamento de nucleotideos entre as sequéncias obtidas, as sequéncias do plasmideo

usado na geracdo do vetor de expressdo pET17b NS3/4 A dominio protease, 0 pET17b
(Novagen) e a sequéncia referéncia da regido NS3 do HCV (H77, gendtipo 1) (Wenjuan
et al., 2006).

2.7 Transformacao Bacteriana e Extracdo do DNA Plasmidial (Maxipreparacao).
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Os clones confirmados, um para cada um dos trés pacientes, foram submetidos a
maxi-preparacao, utilizando-se o Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra Maxi
Plus (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Germany), seguindo instrugdes do fabricante
e posteriormente dosados no Nanodrop (Thermo Scientific). A maxipreparacdo feita
com o Kit citado acima é realizada para que possamos obter uma quantidade maior de
plasmideos clonados purificados, com isso seguimos para a etapa de producdo das

proteases variantes.

2.8 Producéo das proteases variantes.

A producdo das proteases variantes, a partir dos clones pNS3_1, pNS3_2 e
pNS3_3, foi realizada em sistema de transcricdo e tradugcdo in vitro utilizando-se o
sistema S30 T7 High-Yield Protein Expression Systems. Este sistema é baseado em um
extrato de E. coli, livre de células e que que simplifica a transcricdo e traducédo de
sequéncias clonadas em plasmideo contendo o promotor T7 ja que fornece um extrato
que contém T7 RNA polimerase para transcricdo e todos 0s componentes necessarios
para traducdo. O S30 T7 High-Yield Protein Expression Systems pode produzir
elevados niveis de proteinas recombinantes (até centenas de microgramas de proteina
por mililitro de reacdo dentro de uma hora) a partir de 1ug de DNA plasmidial. Este
método foi desenvolvido pelo método de Zubay (1962) a partir de uma cepa B de E.coli
deficiente de Ompt endoproteinase e de atividade da lon protease, resultando em maior
estabilidade das proteinas traduzidas.

Para 0 S30 T7 High Yield Protein Expression System, as quantidades de DNA
utilizadas foram 1089 ng da maxipreparacdo do clone p_NS3 1, 1065 ng da
maxipreparacdo do clone p_NS3 2, 1292 ng da maxipreparagdo do clone p_NS3 3,
1089 ng da maxipreparacdo do clone p_NS3 Selvagem e 1ug de DNA controle,
segundo instrucdes do fabricante (controle positivo do Kit, pFN6 (HQ) Flexi®Vector
que codifica luciferase de Renilla reniforms). A produgio foi feita a 37°C por 1 hora e
sob agitacdo de 1200 rpm utilizando o Thermomixer Comfort (Eppendorf). Apés a
incubacdo, os tubos contendo o produto da transcricdo e traducdo in vitro foram

incubados no gelo por 5 minutos e depois armazenados a -20°C.

2.9 Andlise das proteinas sintetizadas in vitro.
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2.9.1 Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Os produtos produzidos in vitro pelo sistema livre de celulas foram preparados
para a andlise eletroforética acrescentando-se TBS 1X e RNase A a 1 mg/mL e
incubando-os a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foi acrescentado o
tampdo de amostra contendo R-mercaptoetanol 1X (1,25 mL Tris-HCL 0,5M pH 6,8,
2,5 mL glicerol, 2 ml SDS 10, 0,2 mL 0,5% (w/v) azul de bromofenol, 3,55 mL de H,O
Milli Q) e incubadas por 5 minutos a 96°C-98°C. Apds a incubacdo, as amostras foram
homogeneizadas em vortex e incubadas no gelo ateé a aplicacdo no gel de poliacrilamida.

As amostras foram aplicadas no gel com auxilio de seringa Hamilton de 50 pL.
A corrida eletroforética foi realizada em duplicata em gel SDS-PAGE a 10%, utilizando
0 aparato de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, CA, USA). Durante a corrida eletroforética, Electrophoresis Power
Supply EPS 3.500 (Pharmacia Biotech), a corrente elétrica foi mantida constante, a 25
MA. Foi utilizado como padrdo de peso molecular o Precision Plus Protein™ Standards
Kaleidoscope™ (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA).

Em seguida, foi feita a coloragdo com solugdo de Azul de Comassie [Solucdo A:
Comassie Brilliant 0,59 Blue R-250 (Bio-Rad), 225 mL de metanol (Merck) a 90%,
H,O Milli Q g.s.p. 250 mL e Solucdo B: 50 mL de &cido acético, 200 mL H,O Milli Q.
Solucdes A e B misturadas na propor¢do 1:1], a descoloracdo [metanol a 40%, acido
acetico glacial a 7% e H,O Milli Q] e a secagem utilizando uma solucdo encolhedora
[325 mL de metanol, 2,5 mL de glicerol e H,O Milli Q g.s.p. 500 mL] e posteriormente
seco entre papel celofane por aproximadamente 16 horas a temperatura ambiente. O

segundo gel foi transferido para membrana para posterior western blotting.

2.9.2 Analise do produto de transcricéo e traducdo in vitro por Western Blotting.

O material separado em SDS-PAGE descrito acima, foi transferido para
membrana de nitrocelulose de 0.45 pm e 30 cm X 3 m (Hybond ECL, Code: RPN
303D, GE Healthcare). A transferéncia foi do tipo Umida utilizando-se tampéao de
transferéncia [NaHCO3; 13mM, metanol a 20% e H,O Milli Q] em Mini Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA),

seguindo instrucdes do fabricante.
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A transferéncia foi feita por 16 horas a 4°C utilizando a fonte de eletroforese
EPS 3.500 (Pharmacia Biotech) com corrente elétrica de 17 V e 150 mA. Apos a
transferéncia, para visualizacdo das bandas e confirmacgdo da completa transferéncia do
gel para membrana, a membrana de nitrocelulose foi imersa em solucéo de vermelho de
Ponceau (50 mg Ponceau S, 2,5 mL &cido acético glacial e H,O Milli Q g.s.p. 50 mL).
Em seguida, a membrana foi lavada com H,O Milli Q e bloqueada por 1 hora com 1X
PBS/blot (10X: 100g NaCL, 2,5 g KCl, 14,37 g Na;HPO,, 2,5 g KH,PO,4, H,O Milli Q
g.s.p. 1 litro) e 5% de leite em pd desnatado da marca Molico com agitacdo leve a
temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada por 3 vezes, 5 minutos cada,
com 1X PBS/blot e 0,05% de detergente NP-40 (Sigma). A incubagdo com anticorpo
primario (Hep C NS3 1828 sc69938, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) foi feita por 1
hora em 5% de leite molico e PBS/blot 1X e 0,05% de NP-40. O anticorpo primario
possui como sitio combinatorio os dominios da protease e helicase de NS3 do HCV. A
incubacdo com anticorpo secundario anti-mouse Ig horseradish peroxidase (Amersham)
diluido 1:4.000 foi feita por 1 hora com 5% leite Molico, PBS/blot 1x e 0,05% de NP-
40 e a membrana lavada por 7 minutos 2 vezes e 1 vez por 10 minutos com PBS/blot
1X e 0,05% de NP-40, e 1 vez por 2 minutos com PBS/blot 1X.

A revelagdo foi feita com o ECL™ Western Blotting Detection Reagents
(Amersham/GE Healthcare). Foram misturados os dois reagentes do ECL, 1 e 2, na
mesma propor¢do e aplicados sobre a membrana de nitrocelulose. O excesso foi
removido com o auxilio de papel filtro e a membrana foi coberta com filme PVC para
exposicao ao filme de raios-X (Kodak), a temperatura ambiente. Foi feita a exposicéo

aos filmes em diferentes tempos: 15 segundos, 1 minuto, 5 minutos e 30 minutos.
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3 Resultados

3.1 Obtencédo do fragmento correspondendo a regido NS3 protease do HCV a
partir do soro dos pacientes.

Para o estudo foram utilizados o soro coletado dos 3 pacientes referente ao
altimo ponto em que 0 RNA de HCV foi detectado por PCR qualitativo, ou seja, apds 3
meses de tratamento para o paciente 1, e 7 dias de tratamento com interferon e
ribavirina para os pacientes 2 e 3. Apds a extracdo do RNA viral a partir do soro foi
realizada a reacdo de transcri¢do reversa conforme citado na Metodologia. O cDNA
produzido foi submetido a PCR nested utilizando para este fim um par de iniciadores
para a amplificacdo da regido génica da protease NS3 e de sitios de homologia com o

vetor de expressdo pET17b NS3/4A A dominio protease (Figura 6) que permite a

insercdo do fragmento na direcdo correta. O tamanho esperado do fragmento é de 600

pares de bases.

600 pb

Figura 6: Insercdo de terminais homaologos as regides do vetor pET17b NS3/4A A
dominio protease por PCR nested. Analise eletroforética de fragmentos da regido
génica da NS3 protease contendo as regides de homologia nas extremidades. Seta
indicando os produtos do RT-PCR nested, de tamanho esperado de 600 pb,
correspondendo a regido génica de NS3 protease variante apds purificacdo em coluna.
Raia L: Marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen); Raias 1, 2 e 3: Produto de
RT-PCR dos soros dos pacientes 1, 2 e 3. Analise por eletroforese em gel de agarose a
1,5% em TBE 1X, corado com brometo de etidio a 1 pg/mL.




55

3.2 Preparo do vetor pET 17b NS3/4A A dominio protease.

Para insercdo do fragmento amplificado de NS3 protease de HCV no vetor

pET17b NS3/4A A dominio protease, fez-se primeiramente a linearizacdo do vetor por

digestdo no sitio de clonagem com a enzima de restricdo Notl (Figura 7) .

4.691 pb

4.000 pb 2.0005b

Figura 7: Analise do pET17b NS3/4A A dominio protease linearizado com Notl.
Analise eletroforética da reacdo de digestdo do vetor pET 17b NS3/4A A dominio
protease com a enzima Not | Fast Digest (Fermentas). Raia 1: Marcador de peso
molecular de 1 kb (Invitrogen); Raia 2: vetor pET 17b NS3/4A A dominio Protease ndo
digerido e Raia 3: vetor pET 17b NS3/4A A dominio Protease linearizado por digestdo
com Not I, resultando em um fragmento esperado de 4.691 pb.

O fragmento do vetor de 4.691 pb foi purificado através de separacdo em gel de
agarose utilizando o QIAquick gel extraction Kit (Qiagen), conforme as instrugGes do
fabricante. Tomou-se entdo aliquota do produto de extracdo e analisou-se por

eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio (Figura 8).
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4.072 pb —> 4.691pb

Figura 8: Andlise do plasmideo linearizado purificado por eletroforese em gel de
agarose. Gel de agarose a 1% em TBE 1X, corado em brometo de etideo a 1 pg/mL.
Raia 1: Marcador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen); Raia 2: Fragmento de
interesse de 4.691 pb para realizacao da clonagem da NS3 protease variante.

3.3 Clonagem através de recombinacdo homologa da regido génica da NS3
protease variante amplificada no vetor pET17b NS3/4A A dominio protease.

Apos amplificagdo da NS3 variante e linearizagdo do vetor foi feita a clonagem.
As clonagens dos produtos de PCR referentes a regido génica da NS3/4A protease
variante de cada paciente (pl, p2, e p3), denominadas pNS3_1, pNS3 2 e pNS3 3, em

plasmideos pET17b NS3/4A A dominio protease foram realizadas pela recombinacéo

homologa utilizando-se o In-Fusion® Dry-Down PCR Cloning Kit (Clontech).

3.4 Transformacao Bacteriana e Extracdo do DNA plasmidial (Minipreparagdes).

Com os plasmideos contendo a regido NS3 variante dos pacientes foi realizada a
transformacdo bacteriana, utilizando aliquotas de Escherichia coli DH5a
eletrocompetentes. O plagueamento destes materiais em meio de cultura contendo
antibidtico resultou, ao todo, em 29 coldnias diferentes, correspondendo 12 col6nias do
paciente 1 identificado como pNS3_1, 12 colonias do paciente 2 identificado como

PNS3_2 e 5 col6nias do paciente 3 identificado como pNS3_3.
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Os DNAs plasmidiais dessas 29 coldnias diferentes foram extraidos e analisados
por eletroforese em gel de agarose a 1% para verificacdo do tamanho dos fragmentos
dos transformantes. Nesta andlise, como esperado, verificaram-se dois padrbes de
tamanho do plasmideo determinado pela insercdo ou ndo do fragmento de NS3 (Figura
9).

4072 pb

3054 pb
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——

3054 pb

Figura 9: Analise das minipreparacdes de plasmideos dos transformantes
provenientes da clonagem do fragmento da regido génica da NS3 protease variante
no vetor pET17b NS3/4A A dominio protease. Andlise por eletroforese em gel de
agarose a 1% em TBE 1X, corado com brometo de etideo a 1 pg/mL dos 29
transformantes. Raia L: Marcador de peso molecular de 1kb (Invitrogen). Os clones do
paciente 1, representados por p_NS3 1, nas Raias: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12 e 13;
do paciente 2, representados por p_NS3_2, nas Raias: 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24 e 25; e do paciente 3, representados por p_NS3_3, nas Raias: 11, 26, 27, 28 e 29.
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Apo6s andlise por tamanho, selecionamos as minipreparagfes para o0
sequenciamento. As minipreparagdes que apresentava menor peso molecular observado
pelo gel de agarose, ndo possuiam a regido NS3, ou seja, ndo apresentavam inserto.
Todas as minipreparag0es que apresentavam peso molecular maior foram sequenciadas

em ambas as fitas do DNA, confirmando a regido da NS3 de cada paciente.

3.5 Sequenciamento automatico dos clones

As minipreparacfes que apresentavam peso molecular maior foram
sequenciadas em ambas as fitas do DNA, confirmando a regido da NS3 de cada
paciente.

Nas Figuras 10, 11 e 12 pode-se visualizar os eletroferogramas correspondentes
a uma das fitas do DNA da NS3 dos pacientes (p1, p2 e p3). Podemos observar nos
eletroferogramas a indicacao de sequéncias no vetor, como o promotor do bacteridéfago
T7, que é importante para a producdo dos transcritos e a regido RBS (ribosome entry
site) que € a sequéncia de reconhecimento no RNA para a maquinaria de traducéo de
proteinas.

Observamos, pela indicacdo de setas, as mutacdes nao sindbnimas em relacdo a
sequéncia referéncia do HCV (AF009606). As setas em vermelho indicam aquelas
mutagdes que conferem resisténcia aos novos inibidores de NS3 protease ja relatadas. A
existéncia de sequéncias com codon de parada no desenho da sequéncia indicam que o

peptideo predito devera ter em torno de 25 kDa (Figura 12).
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Figura 10: Eletroferograma resultante do sequenciamento do clone p_NS3 1. Na
sequéncia: em verde, o promotor T7; em rosa, o sitio de entrada do ribossomo (RBS);
em verde, o cddon de iniciacdo ATG; em amarelo, o sitio de restricdo para a enzima
Notl; e em laranja, a regido génica da NS3 protease de HCV. Em vermelho, a mutagéo
de resisténcia aos inibidores de protease e em azul, alteragdes ndo-sindbnimas na
sequéncia da NS3 protease. Figura extraida do software Geneious v. 4.7.6.
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Figura 11: Eletroferograma resultante do sequenciamento do clone p_NS3 2. Na
sequéncia: em verde, o promotor T7; em rosa, o sitio de entrada do ribossomo (RBS);
em verde, o codon de iniciagdo ATG; em amarelo, o sitio de restricdo para a enzima
Notl; e em laranja, a regido génica da NS3 protease de HCV. Em vermelho, as mutacdes
e resisténcia aos inibidores de protease e em azul, alteracbes ndo-sinbnimas na
sequéncia da NS3 protease. Figura extraida do software Geneious v. 4.7.6.
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Figura 12: Eletroferograma resultante do sequenciamento do clone p_NS3_3. Em
laranja, a regido génica da NS3 protease de HCV. Em vermelho, a mutagdo de
resisténcia aos inibidores de protease e em azul, altera¢fes ndo-sindbnimas na sequéncia
da NS3 protease. Em cinza, cddons de terminacdo. Figura extraida do software
Geneious v. 4.7.6.

3.6 Maxi-preparac6es dos plasmideos p_ NS3 1, p NS3 2 e p_NS3_3 para ensaios
de transcricdo e traducao in vitro.

Os clones p_NS3 1, p_NS3 2 e p_NS3_3, selecionados por sequenciamento
automatico, foram produzidos em grande quantidade (maxipreparacdo) para 0S ensaios
de transcricdo e traducdo in vitro. A andlise das maxipreparacGes foi feita por

eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio (Figura 13).
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12,216 pb

506 pb

Figura 13: Analise das maxi-preparacgdes de DNA dos transformantes da clonagem
dos fragmentos de NS3 protease variantes no pET17b NS3/4A A dominio protease.

Na Raia 1: p_NS3 1, Raia 2: p_NS3 2 e Raia 3: p_NS3 3, o DNA plasmidial dos
trés pacientes possuindo um tamanho aproximado de 4,7kb, correspondendo ao vetor
mais a regido génica da NS3 protease variante. Raia L: Marcador de peso molecular de
1 kb (Invitrogen). Anélise em eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE 1X, corado
com brometo de etideo a 1 pg/mL.

3.7 Perfil proteico do extrato de ensaio de sintese in vitro.

Os ensaios de transcricdo e traducgdo in vitro, em sistema livre de células
utilizando o kit S30 T7 High-Yield Protein Expression System, foram realizados como
descrito em metodos.

Apobs 0 ensaio, 0s extratos proteicos da sintese in vitro foram analisados por
SDS-PAGE corado com azul de Comassie (Figura 15). Como controle negativo de

sintese in vitro foi utilizado o plasmideo pET17b NS3/4A A dominio protease sem

inserto e, como controle positivo do ensaio, foi utilizado o plasmideo pFN6 (HQ),
fornecido pelo kit, que codifica a luciferase de Renilla reniforms. Nestes ensaios foram
utilizadas as amostras provenientes dos trés pacientes (p_NS3 1, p NS3 2 e p_NS3 3)
em duplicatas além de uma correspondendo a um clone contendo a regido da NS3
selvagem. Observamos na Figura 14 o perfil proteico das proteinas contidas no ensaio

in vitro utilizando os plasmideos citados acima. Na raia 2 (controle positivo), é possivel
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observar um peptideo de tamanho aproximado de 35 kDa correspondendo a luciferase
de Renilla reniforms. Porém, nas demais raias nao se observa o peptideo correspondente
a NS3 protease (25 kDa). Para determinar se a proteina havia sido produzida utilizamos

0 anticorpo especifico para NS3.
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Figura 14: Perfil do extrato proteico do ensaio da sintese in vitro por SDS-PAGE
corado com azul de Comassie. Gel de poliacrilamida a 10%. Raia K: Marcador de
peso molecular Kaleidoscope (BioRad). Raia 1: Controle negativo da sintese in vitro.
Raia 2: Controle positivo da sintese in vitro. Raias 3 e 7 (duplicatas): Protease NS3
oriunda do HCV do paciente 1 sintetizada in vitro. Raias 4 e 8: Protease NS3 oriunda
do HCV do paciente 2 sintetizada in vitro. Raias 5 e 9: Protease NS3 oriunda do HCV
do paciente 3 sintetizada in vitro. Raia 6: Protease NS3 selvagem sintetizada in vitro.
Foram adicionados 10 pL de extrato proteico por raia.

3.8 Deteccdo por Western Blotting com anticorpo especifico.

A identificagdo da NS3 protease nos ensaios de transcricdo e traducgdo foi
realizada por western blotting utilizando o anticorpo especifico, que possui como
epitopo os dominios da protease e helicase de NS3 do HCV. Como controles negativos
de sintese in vitro de NS3 foi utilizado uma reacdo de sintese com os plasmideos
pET17b _NS3/4A A dominio protease (auséncia da regido NS3) e pFN6 (HQ) que
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codifica a luciferase de Renilla reniforms. Como controle positivo, utilizamos o
peptideo correspondendo a NS3 protease selvagem. Os peptideos correspondentes as
NS3 proteases variantes do HCV dos pacientes foram aplicados ao gel em duplicata. Ao
revelarmos a membrana (Figura 15) observamos peptideos de tamanho esperado de 25

kDa correspondendo ao dominio da NS3 protease.

Kaleidoscépio
pNS3_3

pNS3_2

pNS3_1

pNS3_S

pNS3_3

pNS3_2

pNS3_1

C (+) producdo in vitro
C(-) producdo invitro

KDa

100
75

50

25

k 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 15: Deteccdo por western blotting da protease NS3 sintetizada in vitro.
Membrana de nitrocelulose com 15 segundos de exposicdo ao filme de raio X a
temperatura ambiente. Raia K: Kaleidoscépio (BioRad), marcador de kDa. Raias 1 e 5:
Protease NS3 oriunda do HCV do paciente 3 sintetizada in vitro. Raias 2 e 6: Protease
NS3 oriunda do HCV do paciente 2 sintetizada in vitro. Raias 3 e 7: Protease NS3
oriunda do HCV do paciente 1 sintetizada in vitro. Raia 4: Protease NS3 selvagem
sintetizada in vitro. Raia 8: Controle positivo da sintese in vitro. Raia 9: Controle
negativo da sintese in vitro.
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4. Discussao

A hepatite C é um problema de saude publica no Brasil e no mundo. A infeccdo
pelo HCV ¢é a principal causa de hepatite crbnica, cirrose e CHC, assim como € a
indicacdo mais frequente de transplante hepatico no mundo. Estima-se que haja de 170 a
200 milhdes de pessoas infectadas com o HCV.

Até poucos meses, a terapia padrdo para a hepatite C era baseada na combinacéo
de PEG-IFN/RBV. Uma vez que este tratamento ndo tem eficicia satisfatoria,
particularmente em doentes infectados com HCV geno6tipos 1 e 4, a recente inclusdo de
inibidores da protease viral (IPs) (Telaprevir e Boceprevir) para a terapia anti-HCV, tem
alcancado uma taxa de resposta de até 80% em pacientes infectados com o genétipo 1
(Bacon et al., 2011, Jacobson et al., 2011 e Zeuzem et al., 2011).

A aprovacao desses novos agentes terapéuticos representa um importante avango
no tratamento da hepatite C ja que pela primeira vez serd feito com antivirais de acao
direta (DAAs) no ciclo infecioso do virus. Porém, resisténcia a esses inibidores
frequentemente ocorre e € motivo de preocupacdo para pesquisadores e clinicos ja que
pode interferir na eficacia terapéutica.

As mutacOes de resisténcia aos inibidores de protease NS3/4A do HCV séo
frequentemente mapeadas através de ensaios fenotipicos que indicam se essa
variabilidade genética interfere na atividade de processamento da proteina.

No entanto, este tratamento ndo é igualmente eficaz contra todos os genoétipos de
HCV e em todos os grupos de pacientes, e incita 0 desenvolvimento de uma nova
geragdo de farmacos, sozinhos ou em combinacdo, que poderdo eliminar o virus,
driblando a variabilidade genética, o aparecimento de mutacGes de resisténcias e 0s
mecanismos de defesa do virus.

A pesquisa sobre a biologia molecular do HCV e a sua interagdo com o
hospedeiro tem sido limitada por anos devido a falta de um modelo animal adequado
(de pequeno porte), e um sistema de cultura celular in vitro capaz de reproduzir um
ciclo replicativo completo do HCV, incluindo a producdo de particulas virais
infecciosas. Alem disso, por razbes desconhecidas, o HCV derivado de soros de
pacientes replicam em um nivel muito baixo e muito pouco reprodutivel em culturas
primarias de hepatdcitos humanos e em linhagens celulares derivadas de hepatoma (Ito
et al., 1996; Seipp et al., 1997; Fournier et al., 1998).



65

Na sequéncia viral de genotipo 1, dos pacientes com hepatite C deste trabalho,
foram encontradas as mutacdes de resisténcia: V36L, T54S e V55A. Essas sdo
mutagdes primarias de resisténcia uma vez que foram encontradas antes mesmo dos
pacientes serem submetidos ao tratamento antiviral com inibidores de protease. As
mutagdes V36L e T54S j& haviam sido previamente descritas na populagdo naive
brasileira (Peres-da-Silva et al., 2010). Da mesma forma, essas mutacfes ja foram
descritas na populacdo naive em varios paises. Vicenti e cols., no ano de 2012,
relataram um estudo no qual 9,2% dos isolados virais provenientes de pacientes
italianos apresentavam as mesmas mutacOes de resisténcia encontradas em nosso
trabalho, V36L, T54S e V55A.

A relacdo gendtipo versus fendtipo € essencial para verificar se as mutacdes
encontradas nas sequéncias de nucleotideos e aminoacidos na regido NS3 do HCV irdo
influenciar na atividade de processamento da proteina. Além disso, os pacientes ndo
deveriam ser tratados com inibidores de protease sem antes serem submetidos a teste
fenotipico. A terapia tripla de IP/PEG-IFN/RBV possui um alto custo e causa diversos
efeitos adversos (rash cutaneo; anemia, sendo necessario, em alguns casos, fazer
transfusdes sanguineas; distdrbios psicologicos/psiquiatricos, como depressdo ou
transtornos do humor; distdrbios autoimunes; etc.), influenciando na qualidade de vida
dos pacientes . Sendo assim, é de grande relevancia a implementacdo de protocolo para
0 uso de ferramenta molecular para a producdo da NS3 protease variantes do virus da
hepatite C de pacientes crénicos, protocolo este que é realizado de forma mais répida,
eficaz e de menor custo. Desta forma, ndo € necessario o uso de equipamentos de alto
nivel de biosseguranga, podendo ser implementado tanto em laboratdério de pesquisa
quanto laboratorio de rotina. Podera ser utilizado como um screening em laboratério de
rotina, facilitando os pacientes portadores de hepatite C crénica. Os pacientes poderdo
ter o RNA viral extraido e analisado, em seguida a NS3 protease variante podera ser
produzida para posterior realizacdo de ensaio fenotipico com as drogas disponiveis no
mercado. Desta forma, sera acertada a escolha da melhor droga a ser utilizada de forma
individual. Evitam-se gastos maiores com medicamentos ineficazes para cada paciente,
melhorando a sua qualidade de vida e aumentando as chances de cura. Os ensaios
fenotipicos ja descritos para testes de determinacdo da atividade da protease do HCV
utilizam sistemas de culturas de células, sistemas quiméricos de replicons para
monitoramento fenotipico de isolados clinicos e sistema de infeccdo do HCV genotipo

2a utilizando replicons que selecionam virus resistentes aos inibidores de protease. Tais
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sistemas envolvem uma metodologia onerosa, trabalhosa e requer um laboratorio com
uma infraestrutura adequada, ou seja, um laboratério com todos 0s requisitos
relacionados a biosseguranca atendidos.

Para a producdo de proteinas in vitro & necessario o uso de plasmideos
construidos para serem utilizados em um sistema livre de células. Os plasmideos devem
possuir uma regido promotora, uma sequéncia Shine-Delgarno procaridtica eficiente
(RBS - ribosome entry site) com uma distancia 6tima do cddon de iniciacdo da
tradugdo, um sitio maltiplo de clonagem, e uma regido terminadora. E para um sistema
livre de células, ou seja, em um sistema no qual ndo necessitaremos de condi¢des
laboratoriais para cultura de células, é utilizado um lisado de Escherichia coli para que
seja possivel ocorrer as reac@es de transcricao e traducdo, juntamente com o auxilio dos
vetores otimizados, mencionados acima. Com este sistema, nao é necessaria a etapa de
purificacdo da proteina.

Em nosso trabalho, utilizamos o sistema comercial de transcri¢do e traducdo in
vitro, 0 S30 T7 High- Yield Protein Expression System (Promega). Ele apresenta um
bom rendimento, boa reprodutibilidade, estabilidade da proteina e a reacdo de sintese
ocorrem em apenas uma hora. Foi sintetizado apenas o dominio da protease embora o
clone possua o dominio da helicase em sua sequéncia. O dominio da helicase ndo foi
sintetizado em funcdo da presenca de codons de terminacdo no final do dominio da
protease presente nos clones, conforme mostrado nas figuras dos eletroferogramas do
sequenciamento automatico. Desta forma, € interessante a analise especifica da protease
NS3 variante dos pacientes por tratar-se de amplificacdo de produto menor e posterior
clonagem direcional. Os niveis virais (carga viral) do paciente para tal pode ser feita
com um titulo baixo, de aproximadamente 25 Ul/ml.

A confirmacdo dos processos de amplificacdo, clonagem e producao do peptideo
correspondente ao segmento da NS3 protease de pacientes foi alcangada. A eficiéncia
na producdo da NS3 protease pode variar, porém, esta podera ser executada em 5 dias a
contar da coleta do soro do paciente. Analises preliminares de atividade NS3 protease
sugeriram que é possivel otimizar os ensaios fenotipicos para os testes de resisténcia a
drogas.

A utilizagdo de Kits de transcrigdo e tradugdo in vitro ja foi relatada em estudos de
localizacéo e funcdes de proteinas, inclusive relacionados ao HCV. O kit de ensaio para
transcricdo e traducéo, acoplados no estudo do processamento da poliproteina, mediado

por NS3 ja foram utilizados por D’Sousa e cols. no ano de 1994. Da mesma forma,
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Chard e cols. ja no ano de 2006 utilizaram um kit similar para avaliar a existéncia de
IRES para a traducdo independente de CAP semelhante ao HCV em multiplos géneros
da familia Picornaviridae.

Entdo, neste trabalho, propomos um protocolo para uso de ferramenta molecular
empregada na producdo de NS3 protease in vitro para posterior ensaio fenotipico de
mutacBes de resisténcia utilizando técnica in vitro, em meio livre de células, menos
complexa e passivel de uso eventual em laboratérios de rotina.

Desta forma, neste trabalho desenvolvemos um protocolo para o uso de
ferramenta molecular empregada na produgdo in vitro da NS3 protease variante do virus
da hepatite C em um sistema livre de células, para posterior utilizacdo em ensaios
fenotipicos. Este protocolo podera ser implementado tanto em laboratérios de pesquisa
quanto em laboratdrios de rotina ja que para a sua realizacdo ndo é requerido uma
infraestrutura laboratorial contendo alto nivel de biosseguranca, além de permitir a
producdo da proteina NS3 do virus da hepatite C hum tempo mais rapido e com menos
custo. O estudo das variacdes na regido génica da NS3 do virus da hepatite C é de suma
importancia para a escolha do melhor tratamento com inibidores de protease, pois ja é
descrito na literatura que determinadas muta¢des na sequéncia viral podem levar
resisténcias aos inibidores de protease. Cabe ressaltar que estudos mais aprofundados na
sequéncia para a verificacdo de outras mutagBes nao sinbnimas também € necessario ja
que tais mutacdes podem alterar os aminoacidos, alterando também a conformacéao da

proteina, dificultando a ligacdo da proteina com o farmaco.
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Perspectivas

A producdo da NS3 protease variante do virus da hepatite C de pacientes cronicos
poderd ser utilizada para a realizacao de ensaios fenotipicos frente a substrato especifico
na presenca e auséncia dos inibidores de protease disponiveis no mercado. O estudo
fenotipico € importante, pois verifica se alteragdes nucleotidicas e de aminoacidos no
gene que codifica a protease NS3 ou na sua propria proteina levam a alteracfes na sua
atividade, contribuindo para a melhor escolha do tratamento a ser feito individualmente,

aumentando as chances de resposta e até mesmo obtendo se a cura da hepatite C.
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5. Conclusoes

Resumidamente, as etapas do protocolo desenvolvido para o uso de ferramenta
molecular empregada na producdo da NS3 proteases variantes de virus da hepatite C de
pacientes cronicos, estdo descritas abaixo:

1) Coleta do soro dos pacientes com hepatite C croénica.

Foi realizada a coleta do soro dos trés pacientes selecionados, que possuem mutacdes
descritas como mutacdes de resisténcia e outras mutagdes também ndo sindnimas que

devem ser estudadas de forma mais aprofundada.

2) Extracdo RNA do HCV dos soros.

A partir dos soros contendo o virus da hepatite C foi realizada a extracdo do RNA viral.

3) Amplificacéo da regido génica da NS3 protease variante.

Em posse do RNA viral foi possivel realizar a transcricdo reversa seguida da
amplificagdo da regido génica da NS3 protease variante utilizando a reacdo em cadeia

da polimerase nested com primers especificos.

4) Clonagem do produto de PCR da regido génica da NS3 protease variante no
vetor de expressdo pET 17b NS3/4A A dominio protease através de recombinacado
homdloga.

Apos a PCR foi possivel clonar a regido génica da NS3 protease variante no vetor de
expressao especifico. Essa recombinacdo homdéloga é mais rapida, pois ndo requer o uso
de varias enzimas de restricdes e maior tempo para que ocorra a reacdo de clonagem.
Baseia-se no método de clonagem de infusdo onde na presenca da enzima de infusdo
sdo criadas regides de cadeia simples, nas extremidades do produto de PCR e do vector,
0s quais sdo entdo fundidas, devido a homologia de 15 pares de bases e o clone
resultante pode ser usado para transformar E. coli. Esta reacdo requer apenas 30

minutos.
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5) Transformacéo bacteriana e extracdo do DNA plasmidial (Minipreparagdes).

Os plasmideos contendo a regido NS3 dos pacientes, foram submetidos a transformacgéo
bacteriana, utilizando aliquotas de Escherichia coli DH5a. eletrocompetentes.

6) Sequenciamento dos clones

Foi realizado o sequenciamento dos clones para a confirmacdo da regido génica da NS3

protease variante do HCV.

7) Transformacéao bacteriana e extracdo do DNA plasmidial (Maxipreparagéo).

Para realizar a Transcricdo e Traducdo in vitro foi necesséario a realizacdo de uma
maxipreparagdo dos clones, pois desta forma conseguimos uma quantidade maior de

clones purificados.

8) Transcricdo e Traducdo in vitro simultaneamente em sistema livre de células.

Foram produzidas as NS3 proteases variantes do virus da hepatite C de pacientes
cronicos em sistema baseado em um extrato de E.coli. Este € um sistema de sintese de
proteinas livre de células que simplifica a transcricdo e traducdo de sequéncias clonadas
em plasmideo contendo o promotor T7 j& que fornece um extrato que contém T7 RNA
polimerase para transcricdo e todos os componentes necessarios para traducdo. A
producdo é realizada em apenas uma hora de reacdo e produz elevados niveis de

proteinas recombinantes.

9) SDS-PAGE.

Os produtos produzidos in vitro pelo sistema livre de células foram submetidos a analise
eletroforética e transferido para uma membrana de nitrocelulose para posterior western

blotting.

10) Caracterizacdo da NS3 protease variante através de Western Blotting com
anticorpo especifico.

Para caracterizar a NS3 protease variante foi realizado um western blotting onde o gel

SDS-PAGE foi transferido para uma membrana de nitrocelulose e esta membrana foi
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tratada com anticorpo especifico, que possui como epitopo os dominios da protease e
helicase de NS3 do HCV. E, posteriormente, foi realizada a revelagdo mostrando
atraveés do tamanho molecular que as proteinas reveladas no filme de raio X se tratavam

da NS3 protease.

Portanto, através do desenvolvimento e realizacdo de todas as etapas descritas neste
trabalho foi confeccionado um protocolo para o uso de ferramenta molecular empregada
na producdo da NS3 protease do HCV isolado de soro de pacientes em sistema livre de
células para posteriores testes de atividade enzimatica. Abaixo o protocolo final, onde
foram destacadas as principais etapas que oferecem vantagens comparadas aos métodos

experimentais existentes.
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Protocolo

Extracdo RNA do HCV do soro dos pacientes

V

Amplificacdo da regido génica da NS3 protease variante

\

Clonagem do produto de PCR da regido génica da NS3 protease
variante + pET 17b NS3/4A A dominio protease (recombinacao
homdloga - Kit In-Fusion Dry-Down PCR Cloning)

\

Transformagao bacteriana e extragdo do DNA plasmidial

\

Sequenciamento dos clones

V

Producéo das proteases variantes (S30 T7 High - Yield Protein
Expression Systems)

y

Analise em eletroforese SDS-PAGE

y

Western Blotting (Hep C NS3 1828 sc 69938)
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10 DE JANEIRO
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
7 Comissde de Investigagio Cientifica/11E49/DG

CI-229/05 — CIC/DG
Rio de Janeiro, 14 de dezembro de 2005

Do : Coordenador da CIC (Prof Armando Nogueira)

Ao:(a) Profa Cristiane Alves Villela Nogueira

Servigo: Hepatologia
Prezado Pesquisador (a),

Tendo o seu projeto de pesquisa com o titulo Hepatite Cronica C- Avaliagdo da resposta
viral ao tratamento pelo método do PCR real time. Importancia da diversidade genética do HCV e
de polimorfismo génicos no diagnéstico, prognésticos, tratamento e no custo para o sistema de
saude.” (Aprovado) no CEP e Cadastrado na CIC, com as seguintes numeracgdes, CEP:166/05 e
CI1C:148/05.

Com isso, a CIC, oferece os seguintes servi¢os ao pesquisador, posters e consultoria
estatistica, para projetos desenvolvidos totalmente ou parcialmente no HUCFF.

Agradecemos o envio do projeto a esta Comissdo e contamos com sua visita para que
possamos trabalhar em equipe, para o enriquecimento da pesquisa cientifica no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho.

Obs: Gostariamos de ressaltar que a partir de abril/03 a CIC, vem realizando o servico de
PLOTAGEM, pelo qual é cobrado a quantia de RS 50,00 (cingiienta reais) para o papel fosco,
e RS 60,00 (sessenta reais) para o papel brilhoso com o fundo branco, ¢ RS 70,00(setenta reais)
brilhoso com o fundo colorido, para maiores informacdes telefonar para o ramal 2594.

Atenciosamente,
\
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Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF)
SERVICO DE HEPATOLOGIA

R. Rodolpho Paulo Rocco, 255 - llha do Fundao - Rio de Janeiro — RJ - CEP:
21941-913

Sala 9E 36
Tel.: (21) 2562-2731

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACOES AO PACIENTE

Antes que vocé decida participar deste estudo é importante que vocé
leia com atencéo as informagOes abaixo. Esta folha e as seguintes contém
informacBes sobre coletas de sangue que vocé podera vir a fazer. O
responsavel pelo estudo discutirhA com vocé e responderd a qualquer davida
gue possa ter.

Sua participagdo no estudo é voluntaria e vocé esta livre para retirar-se
do mesmo a qualquer momento.

Titulo do Estudo: Hepatite Crénica C - Avaliacdo da resposta viral ao
tratamento pelo método do PCR real time. Importancia da diversidade
genética do HCV e dos polimorfismos génicos no diagndstico,
prognadsticos, tratamento e no custo para o sistema de saude.

EXPLICACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo que tem por objetivo avaliar a caracteristica do
virus C da hepatite e de algumas caracteristicas dos pacientes que podem
influenciar na resposta para a doenga que vocé esta sendo tratado: a hepatite
C. Durante o seu tratamento vocé sera acompanhado pelo servico de
Hepatologia do HUCFF-UFRJ através de exames clinicos e laboratoriais em
conformidade com a portaria do Ministério da Saude para o tratamento da
hepatite C pelo SUS. Através deste termo vocé esta autorizando a realizacdo
de seus marcadores genéticos como por exemplo a sua tipagem HLA,
polimorfismos no gene da interleucina-10 (IL-10), além da determinacédo de
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caracteristicas virais e sua quantificacdo durante o acompanhamento e
tratamento da hepatite C.

OBJETIVOS

O objetivo deste estudo € verificar se marcadores moleculares como as
moléculas HLA que estdo na superficie das suas células e substancias que
atuam na resposta imunoldgica apresentam caracteristicas particulares em um
grupo de pacientes que possam influenciar na sua resposta ao tratamento da
hepatite C. Este estudo podera ajudar a definir um melhor tratamento para os
pacientes que apresentarem estas caracteristicas particulares em relacdo aos
seus marcadores genéticos. Além disso, o virus serd estudado e permitira
identificar virus que sejam mais resistentes ao tratamento.

PROCEDIMENTOS

Serdo realizadas coletas de seu sangue para o acompanhamento
laboratorial da evolugcdo do tratamento. Uma amostra do seu sangue sera
utilizada na determinacdo da sua tipagem HLA e de polimorfismos génicos,
além dos exames habituais para avaliacdo da quantificagéo viral.

RISCOS

Os riscos de participar do estudo clinico-laboratorial serdo aqueles
decorrentes da probabilidade de vocé apresentar efeitos colaterais ao uso do
interferon e da ribavirina durante o seu tratamento para hepatite C (Termo de
Consentimento especifico padronizado pelo Ministério da Saude). Durante os
procedimentos de coleta de sangue, vocé poderd apresentar um hematoma
(mancha roxa) no local da puncdo venosa para retirada do sangue a ser
examinado.

EU TEREI DE FAZER VISITAS EXTRAS AO MEDICO?

Durante o seu tratamento vocé tera que realizar uma visita quinzenal no
primeiro més e visitas mensais nos meses subsequentes até o 12° més. Antes,
durante e ap6s o seu tratamento vocé sera solicitado a realizar exames de
sangue. As coletas de sangue se realizardo nas seguintes datas: antes do inicio
do tratamento, 48 hs, 7, 30, 90, 180, 360 e 540 dias ap6és o inicio do tratamento.

POSSIVEIS BENEFICIOS

Vocé podera ndo se beneficiar por participar deste estudo, porém vocé
estard ajudando os pesquisadores a compreender melhor esta infeccdo, o que
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podera resultar, no futuro, no aperfeicoamento e/ou desenvolvimento de novos
tratamentos para as pessoas com esta doenga.

Este estudo ser4 submetido ao Comité de Etica e Pesquisa desta
Instituicdo. Sua realizacéo esta de acordo com as normas do Conselho Nacional
de Saude (Resolucdes 196/6 e 251/97) que assegura protecdo aos voluntarios
envolvidos em pesquisas biomédicas.

ORIENTACOES GERAIS

e Vocé ndo é obrigado a participar deste estudo. Vocé pode recusar-se a
participar do mesmo podendo deixa-lo a qualquer momento, sem ter que
fornecer as razdes para tanto. Sua decisdo nao afetara seu direito a
assisténcia médica.

e O médico pesquisador estard a sua disposicdo para esclarecer qualquer
davida que possa surgir a respeito do estudo. Vocé podera comunicar-se
com:

o Dra Cristiane A. Villela Nogueira e Dr. Jorge André Segadas Soares
pelo telefone
2562-2731 para duvidas sobre o seu acompanhamento clinico ou

o Dr. Edson Rondinelli para davidas sobre marcadores genéticos, pelo
telefone 2564-7364.

e As informacbOes pessoais obtidas a seu respeito durante o estudo
permanecerao confidenciais.

e Se voceé decidir participar, serd necessario um consentimento por escrito.
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CONSENTIMENTO FINAL DO PACIENTE

Titulo do Estudo: Hepatite Crénica C - Avaliacdo da resposta viral ao
tratamento pelo método do PCR real time. Importancia da diversidade
genética do HCV e de polimorfismos génicos no diagndstico,
prognaésticos, tratamento e no custo para o sistema de saude.

wn

Nome do paciente

Li o documento de consentimento livre e esclarecido para este estudo.
Recebi as informacfes necessérias sobre a natureza, proposta do
procedimento e o que sera esperado de mim. Minhas duvidas foram
devidamente esclarecidas.

Concordo em participar deste estudo de forma totalmente voluntéria.
Informei ao médico sobre todas as doengas e medicamentos anteriores
ou atuais e sobre qualquer consulta com outro médico nos ultimos trés
meses.

A minha participacdo neste estudo é voluntaria, podendo recusar-me a
participar ou retirar-me do estudo a qualquer momento, sem penalidade
ou perda dos beneficios aos quais tenha direito.

Concordo que os resultados do estudo podem ser comunicados a
comunidade cientifica e publicados em revistas cientificas, mantendo em
sigilo o meu nome e 0 meu endereco.

Autorizo comités de ética, autoridades regulatérias locais ou
estrangeiras, a examinarem, se assim 0 desejarem, estes registros
médicos para confirmacédo das informacdes coletadas.

Assinatura Data

Médico

Eu confirmo haver pessoalmente explicado, para o paciente acima identificado,

a natureza e o propoésito do procedimento.

Assinatura Data

Nome da Testemunha

Assinatura da Testemunha Data
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Dynamics of resistance mutations to NS3
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patients chronically infected with hepatitis C virus
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Abstract: About sixty thousand new cases of Hepatitis C virus (HCV) infection are recorded in Brazil each year.
These cases are currently treated with pegylated interferon (PEG-IFN) and ribavirin (RBV) with an overall success rate
of 50%. New compounds for anti-HCV therapy targeted to the HCV NS3 protease are being developed and some
already form the components of licensed therapies. Mapping NS3 protease resistance mutations to protease
inhibitors or anti-viral drug candidates is important to direct anti-HCV drug treatment.

Methods: Sequence analysis of the HCV NS3 protease was conducted in a group of 68 chronically infected patients
harboring the HCV genotype 1. The patients were sampled befare, during and after a course of PEG-IFN-RBV
treatment.

Results: Resistance mutations to the protease inhibitors, Boceprevir and Telaprevir were identified in HCV isolated
from three patients (4.4%); the viral sequences contained at least one of the following mutations: V36L, T54S and

V55A. In one sustained virological responder, the T54S mutation appeared during the course of PEG-IFN and RBY

therapy. In contrast, V36L and V55A mutations were identified in virus isolated from one relapsing patient before,

during, and after treatment, whereas the T545 mutation was identified in virus isolated from one non-responding
patient, before and during the treatment course.

Conclusions: The incidence and persistence of protease resistance mutations occurring in HCV from chronically
infected patients in Brazil should be considered when using protease inhibitors to treat HCV disease. In addition,
patients treated with the current therapy (PEG-IFN and RBV) that are relapsing or are non-responders should be
considered candidates for protease inhibitor therapy.
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Background
Infection with hepatitis C virus (HCV) is a global health
problem. The World Health Organization (WHQ) [1] esti-
mates that 3% of world’s population is infected with HCV.
Chronic HCV can lead to complications like cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (HCC), which are the main
reasons for liver transplantation [2]. There are three million
people infected with HCV in Brazil, with regional differ-
ences in the infection rates observed across the country [3];
these differences range from 0.28% in central and western
regions to 0.62% in the north. According to the National
Information System on Disease Notification (SINAN) of
the Brazilian Ministry of Health, between 1999 and 2009,
60,908 new cases of hepatitis C were recorded [4].
Treatment of chronic hepatitis C infections with pegy-
lated interferon (PEG-IFN) and ribavirin (RBV) results in a
sustained virological response (SVR) in only about 50% of
the patients treated. SVR is characterized by undetectable
levels of HCV RNA when patients are assessed 24 weeks
post-treatment. Lower response rates are found in indivi-
duals infected with the HCV genotype 1, the most common
genotype worldwide [5].
described the prevalence of genotype 1 [3,6,7]. Hence, many
direct-acting antiviral compounds are being considered for
anti-HCV therapy [8]. The main targets are the viral
protein RNA-dependent RNA polymerase (NS5B) [9]and
the serine protease NS3/4A. Treatment success has been
obtained with the NS3 protease inhibitors (Pls) Telaprevir
[10,11] and Boceprevir [12,13], both of which have been
approved for clinical use by the US Food and Drug Admin-
istration (FDA) and the Brazilian National Agency for
Sanitary Vigilance (ANVISA). Studies on Serine Protease
Inhibitor Therapy (SPRINT) have aimed to establish the
safety and efficacy of boceprevir or telaprevir when added
to standard peginterferon and ribavirin therapy; such stu-
dies have shown that sustained virological responses in
patients can reach 70% [14-16]. However, resistance muta-
tions against HCV PIs can limit the effectiveness of such
treatments. Genetic variants that confer resistance to Pls
are being found in treatment-naive patients [17-23].
Because of the lack of a proofreading mechanism during
HCYV genome replication, extensive sequence variability in
the wviral population can be found in the sera of
HCV-infected patients. The genetic variability of circulating
HCVs can affect the treatment and persistence of the virus,
and poses a great challenge for vaccine development [24].
Nevertheless, few studies have shown the presence of pri-
mary resistance mutations in the Brazilian population [25].

In Brazil, some studies have

In this study, we analyzed the dynamics of the
appearance of primary resistance mutations to NS3
protease inhibitors and identified specific mutations
in the NS3 protease gene in a cohort of Brazilian
patients chronically infected with HCV genotype 1. We
investigated the presence of such resistance mutations

100

Page 2 of 5

in the cohort before, during, and after treatment with
PEG-IFN and RBV.

Results

Genetic variability of the HCV isolates

Blood samples were taken from 81 patients before treat-
ment (naive) with PEG-IFN and RBV. However, 13 patients
were removed from the study due to their loss at follow up.
Viral RNA was extracted from the serum of the remaining
68 patients from which the NS3 protease gene region was
amplified and sequenced. Of the 68 patients analyzed, 26
achieved a sustained virological response (SVR) (38.2%),
10 were relapsing (REL) (14.7%), while 32 were non-
responders (NR) (47.1%). Table 1 summarizes the main
characteristics of the study population. The 38 men and
30 women (median age 55) possessed body mass indices
ranging from 25 to 27.

The evolutionary parameters, dN and dS, along with
dN/dS ratios were calculated to evaluate whether evolu-
tionary selective pressures had acted on the predominant
HCYV sequences. The results of these tests showed nega-
tive selective pressure on the sequences as all of the dN/
dS ratios were <1 (0.05 — 0.06). No statistically significant
differences in genetic diversity were observed in the study
groups using AMOVA and Fst analysis (data not shown).

Monitoring NS3 protease resistance mutations over time

Despite the presence of NS3 amino acid mutations in
viruses isolated from the 68 patients studied, 3 (4.4%)
had well-known resistance mutations to NS3 protease
inhibitors, namely, V36L, T54S and V55A mutations.
The temporal dynamics of these mutations were moni-
tored before, during and after treatment with PEG-IFN
and RBV in the patients (Table 2). The T54S mutation
was detected on the seventh day of treatment in one
SVR patient. In contrast, the V36L and V55A mutations
in one REL patient were detected before, during and
after treatment. There was a period where HCV RNA
became undetectable during treatment. Six months after
the treatment ended, however, the mutations became
detectable once more as a result of relapse responses.
Otherwise, one NR patient had the NS3 T54S mutation at
all of the time points until the treatment was interrupted.

Table 1 Characteristics of the study groups

Patient Characteristics SVR REL NR Total
(n=26) (n=10) (n=32) (n=68)
Median Age 54.00 56.00 56.00 55.00
Median BMI 2596 2715 24.58 2549
Male (%) 62 40 56 56

REL, Relapsing; NR, Non-Responder; SVR, Sustained Virological Response; BM),
Body Mass Index.

No statistically significant differences were observed between the SVR, REL
and NR groups (p > 0.4, G-test and Chi-square test).
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Table 2 Dynamics of well-known protease inhibitor
resistance mutations in the viral NS3 protease gene over
time from patients infected with the Hepatitis C virus

Treatment Time Patient ID
(Genotype - Treatment response — Mutation)
PEG-IFN/RBV Pat A Pat B Pat C
(lb-SVR-T54S) (la-REL- (1la-NR-
V36L/V55A) T54S)
Before T 36L/55A S
During 48 h T 36L/55A S
7d S 36L/55A S
30d waw P S
Im P S
6m S
12m - - Nb
After 18 m 36L/55A Nb

SVR, Sustained Virological Responder; REL, Relapsing; NR, Non-Responder, -,
Undetectable HCV RNA; Nb, No blood was collected. h, hours; d, days;

m, menths.

Viral loads ranged from 4 x 10* to 4 x 10° unless indicated by *. Viral load: *
7.0 107, ** 2.6 % 10%, and *** <500 1U/ml.

No amino acid substitutions in the catalytic triad H57,
D81, and S139 of the NS3 protease (which leads to
nonfunctional enzymes) were detected in any of the
isolates studied (data not shown).

Discussion

This study evaluated heterogeneity in the HCV NS3
protease sequences isolated from HCV from a group of
Brazilian patients with chronic hepatitis C whose responses
to PEG-IFN and RBV treatment (SVR, REL and NR) were
being monitored. We assessed genetic variability and the
presence of protease inhibitor resistance mutations in the
NS3 protease in the isolates before, during, and after treat-
ment in patients with viral loads > 500 IU/ml. We investi-
gated specific protease inhibitor resistance mutations,
namely, V36A/L/M/G, Q41R, F43C/S, T54S/A, V55A,
Q80R/K, S138T, R155K/T/G/1/Q/M/S/L and A156S/T/V/1.
Of the 68 patients analyzed 3 (4.4%), had at least one of the
mutations known to confer telaprevir and boceprevir resis-
tance (V36L, T54S and V55A). These resistance mutations
have been described previously [17-22]. In Brazil, know-
ledge is lacking about the temporal changes that occur in
PI resistance mutations during the course of IFN/RBV
treatment. One report [25] described the presence of V36L
and T54S in HCVs in a group of Brazilian patients chroni-
cally infected with HCV. Recent studies have also high-
lighted the presence of naturally ocurring mutations in the
NS3 protease in patients. For example, a study of four
Spanish patients identified V36A, T54A, V554, R155S, and
A156T/V mutations in the NS3 protease [26]. In addition,
a Japanese study identified T54S, Q80K, 1153V and D168E
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NS3 protease mutations among 261 patients (13.4%
had a single mutation, while 2.3% had double mutations)
[27]. NS3 protease mutations (V36L, T54S, V55A/1, and
Q80K/L) were also observed in 29% of genotype la
patients in an Italian population [28].

In the present study, V36L, T54S and V55A mutations
were identified in Brazilian patients treated with PEG-IFN
and RBV. To assess the maintenance of protease mutation
variants, this analysis was performed before, during and
after treatment completion, thus allowing us to determine
the fate of the genetic variants over an 18 months period.
Negative selective pressure was observed acting on the
NS3 protease region analyzed here. In addition, the
observed mutations may confer resistance to telaprevir
and boceprevir, making it possible to predict that patients
harboring viruses with such mutations may not benefit
from a future treatment with these drugs; therefore, the
null responder patients should be engaged in the new
Protease Therapy Protocol [10,12,16,29]. These two drugs
(Boceprevir and Telaprevir), already approved by FDA
and by ANVISA in Brazil [30], are now components of
licensed therapies. Thus, mapping NS3 protease resistance
mutations to protease inhibitors may be an important tool
to direct anti-HCV treatment.

Methods

Study population

Patients were recruited between April 2006 and August
2008 at the Hepatology Clinic of the Hospital Universitdrio
Clementino Fraga Filho (HUCFF), Rio de Janeiro (R]),
Brazil. Patients chronically infected with HCV showing
liver disease and detectable HCV RNA were treated with
PEG-interferon a-2b (1.5 ug/kg once a week) and ribavirin
(1,000-1,250 mg/day according to body weight and patients
weighing more than 75 kg received 1,250 mg/day) for
12 months. Patients with undetectable serum HCV RNA
6 months after treatment were considered to have sus-
tained virological responses (SVR). REL are patients that
have undetectable viral loads (serum) during treatment
and relapses after 6 months of treatment. Patients who fail
to suppress serum HCV RNA by at least 2 logs after three
months of treatment were considered to be non-
responders (NR). Blood samples were collected from 68
patients infected with the HCV genotype 1a (n=37) or 1b
(n = 31) before (treatment-naive), during (48 hours, 7 days,
30 days, 3 months, 6 months, 12 months) and 6 months
after the end of treatment to evaluate SVR.

Ethical approval

Written informed consent was obtained from every
patient, previously approved by the ethics committee of
the Hospital of Federal University of Rio de Janeiro by
the number 166/05 in 2005.
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Viral RNA isolation

HCV RNA was isolated from 100uL of serum using a
QIAamp® MinElute® Virus Spin kit (Qiagen Inc., Valencia,
CA). Isolation was performed according to manufacturer’s
instructions.

RT-PCR amplification of the NS3 protease gene

Reverse transcription (RT) was done using the High
Capacity ¢cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Inc.,
Foster City, California, USA) according to manufacturer’s
instructions. A nested PCR was done to amplify the NS3
protease gene using degenerate external forward (5 GC
DCCYATYACRGCBTAYKCYCARCAGAC 3') and reverse
(5" ACYTTRGTGCTYTTRCCGCTRCCRGTGGG 3') pri-
mers and internal forward (5 CBTAYKCYCARCAGACR
MGRGGC 3') and reverse (5 GGRGWBGARTTRTCY
GWRAABACCGG 3') primers. The PCR mixture for both
rounds of nested PCR contained 0.15 mM dNTPs, 2 mM
MgCl,, 0.3 mM forward and reverse primers and 1
unit of Platinum 7Tag DNA polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). The PCR protocol consisted of
5 min at 94°C, 30 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 55°C and
60 s at 72°C, and a final 10 min at 72°C. The resulting
555-bp PCR products were purified using the Montage
PCR Centrifugal Filter Devices (Millipore, Bedford, MA,
USA) before sequencing.

Sequence analyses of the viral NS3 protease gene
Purified PCR products were directly sequenced using
internal forward and reverse primers. Amplicons were
sequenced using a Big Dye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Inc., Foster City,
California, USA) and ABI Genetic Analyzer 3130. Sequence
analysis was done using Geneious 4.7.5 [31] and MEGA 4.1
software. All of the sequences obtained were submitted to
GenBank under the following consecutive accession num-
bers: JX106306 to JX106345. Amino acid sequences were
aligned and compared to the HCV reference sequence (la
genotype H77) (accession number AF009606) [32,33]. Evi-
dence of evolutionary selective pressure on several aligned
predominant sequences was determined by calculating the
dN/dS ratio, where dN represents a non-synonymous site
in which the nucleotide alteration leads to an amino acid
change, while dS is a synonymous site in which the nucleo-
tide alteration does not change the corresponding amino
acid. dN/dS ratios were calculated using the Synonymous
Non-Synonymous Analysis Program (SNAP) [34]. Genetic
diversity (d) between the most common sequences was
assessed using MEGA 4.1 software with the nucleotide
model Maximum Composite Likelihood. An Analysis of
Molecular Variance (AMOVA) and population pairwise Fst
vales were assessed using Arlequin software with the
Tamura 3 parameter as the distance method.
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