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ABSTRACT

The  reason  for  low  rates  of  sustained  viral  response  (SVR)  in  HCV  patients  remains 

unknown.  Several  studies  suggest  that  viral  load  is  closely  associated  to  viral  and  host 

factors, such age, sex,  body weight, transaminase levels and HCV genotype. Moreover, an 

strong  CD8+  T-cell  immunity  in  acute  resolving  hepatitis  C  is  matched  by  strong  and 

sustained CD4+ T-cell proliferation to multiple recombinant structural and non-structural viral 

proteins is responsible for the control of viraemia in HCV infection.

Here, we investigate the differences in CD8 epitopes frequencies from Los Alamos database 

between groups of patients that showed distinct response to pegylated alpha interpheron with 

ribavirin  therapy,  and test  for  evidence  of  natural  selection  on  virus  in  treatment  failure 

group, using five maximum likelihood evolutionary models. 

Our results indicated no evidence of positive selection by using pairwise models, however we 

identify  evidence  of  positive  selection  in  non  responder  group  by  applying  maximum 

likelihood  models.  The  epitope  mapping  showed  that  the  epitope  VLSDFKTWL  was 

associated with efective therapy outcome, with statistical support.

Those  results  suggest  that  the  immune  response  increase  during  the  treatment  period, 

allowing the virus clearance.

We also developed a tool for automatic mapping of epitopes of HCV that tests for evidence of 

natural selection by applying maximum likelihood models.

Keywords: C Hepatitis, Therapy, Epitopes, Positive selection.



RESUMO

As taxas de resposta viral ao tratamento com Interferon-α associado com Ribavirina ainda 

não estão bem definidas. Muitos estudos associam vários fatores virais e do hospedeiro, tais 

como a idade, sexo, peso, etnia, nível de enzimas hepáticas, estágio de fibrose, genótipo do 

HCV com os níveis de RNA viral. Outros estudos associam as células CD8+ específicas para 

epítopos do HCV com o controle da viremia. O objetivo desse trabalho foi verificar se há 

aumento na pressão seletiva contra o vírus nos pacientes em tratamento com Interferon-α 

associado à Ribavirina respondedores em comparação com os pacientes não respondedores e 

associar esse aumento com a ação antiviral do tratamento e/ou com o aumento da resposta 

imune devido à ação imunomoduladora do Interferon-α, utilizando-se modelos de máxima 

verossimilhança, de cálculo da razão dN/dS e realizando o mapeamento dos epítopos das 

proteínas NS5A.

Nossos resultados demonstram que usando modelos par a par não foi detectado evidência de 

seleção positiva, entretanto utilizando modelos de máxima verossimilhança nós observamos 

evidência no grupo que não responde a terapia. O mapeamento dos epítopos revelou que o 

epítopo VLSDFKTWL estava associado com a resposta efetiva do tratamento com suporte 

estatístico.

Estes  resultados  indicam  que  a  resposta  imunológica  aumenta  durante  o  período  de 

tratamento, auxiliando na eliminação do vírus.

Além das análises, foi desenvolvida uma ferramenta de mapeamento automático dos epítopos 

do HCV e análise de seleção natural aplicando modelos de máxima verossimilhança.

Descritores: Hepatite C, Tratamento, Epítopos, Pressão Seletiva.
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1 – INTRODUÇÃO

A palavra  vírus,  no  latim,  significa  veneno  ou  toxina.  Atualmente  esta  palavra 

caracteriza  pequenos  agentes  infecciosos  que  possuem material  genético  próprio mas  são 

incapazes de se replicar sem estar inserido em uma célula viva de um organismo (Koonin et  

al., 2006). Os vírus têm tamanhos que variam entre 20 e 300 nm de diâmetro e possuem 

representantes que infectam desde bactérias até animais e plantas.

A maioria dos vírus codifica enzimas próprias responsáveis pela replicação dos seus 

genomas de DNA ou RNA. Essas enzimas são polimerases que possuem uma taxa de erro na 

inserção de nucleotídeos maior que as polimerases de eucariotos,  além de não possuírem 

atividade de correção. Esse fator, juntamente com a modificação de nucleotídeos causada por 

atividade de enzimas celulares do hospedeiro, a alta taxa de replicação viral e o processo de 

recombinação genética de alguns vírus, podem induzir diversos tipos de mutações além de 

inserções  ou  deleções  no  genoma viral  (Domingo e  Holland,  1997).  Essas  características 

observadas na maioria dos vírus explicam a evolução rápida apresentada por alguns tipos 

virais.  Por  exemplo,  os  vírus  de  RNA apresentam taxas  de  substituição  nucleotídica  que 

variam entre 10-2 e 10-5 substituições por sítio por ano (subs/sítio/ano), e a maioria possui 

taxas de 10-3 subs/sítio/ano. No caso do vírus da Hepatite C, que possui um genoma de 9.400 

nucleotídeos, é o equivalente à fixação de 9,4 substituições por genoma por ano (Jenkins et  

al., 2002). 

Essa informação é resultado de um aumento nos estudos sobre frequência de mutações 

realizados com Bacteriófagos, iniciados na década de 1940, que revelou que os vírus são bons 

sistemas para estudo de evolução e o conhecimento gerado sobre sua biologia molecular, 

replicação  e  ciclo  celular  permitem  uma  comparação  com  os  processos  evolutivos, 

fisiológicos  e  celulares  de  outros  organismos.  Além disso,  o  conhecimento  das  taxas  de 

substituição e de fixação de mutações permite realizar análises comparativas de dados reais 

gerados em cultura com as hipóteses evolutivas e com o desenvolvimento de modelos de 

evolução mais realistas.

Entretanto, a rápida taxa de substituição durante o ciclo replicativo apresentada pelos 

vírus  contribui  significantemente  para  sua  adaptabilidade.  Essa  característica  dificulta  a 

descoberta de novas regiões alvo para intervenções terapêuticas, pois frequentemente os vírus 

resistentes  às  vacinas  e  às  drogas  antivirais  proliferam.  Essa  resistência  é  associada  ao 

aparecimento de mutações de escape na região reconhecida pelo sistema imune ou na região 

com a  qual  o  fármaco  interage  (Gerrish  e  Garcia-Lerma,  2003).  A taxa  de  substituição 
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apresentada pelos vírus é muito elevada em comparação com aquelas dos primatas, que são 

estimadas em torno de 2,2 x 10-9  (Yi et al., 2002). Os vírus de RNA possuem portanto uma 

taxa 100.000 vezes mais rápida, resultante de uma complexa interação de 4 fatores: A taxa de 

mutação basal do genoma viral, o tempo de geração do vírus, o tamanho populacional e a 

rápida fixação de mutações não sinônimas em relação às mutações sinônimas. Por exemplo, a 

rápida evolução do vírus da imunodeficiência humana (HIV) é reflexo de sua alta taxa de 

mutação aliada à presença frequente de pressão positiva seletiva e uma taxa de replicação 

elevada (Bonhoeffer et al., 1995). 

Apesar da grande importância do processo de mutação nos sistemas virais é relevante 

salientar a relação entre a taxa de mutação e a variação antigênica. A capacidade de gerar 

variantes de proteínas virais, reconhecidas pelo sistema imunológico, permite o escape do 

vírus mutantes da influência das moléculas e  células efetoras.  Este é um fator de grande 

importância  na  compreensão  da  dinâmica  epidemiológica  de  uma  virose  e  no 

desenvolvimento  de  vacinas  eficientes.  Assim,  apesar  dos  vírus  de  RNA apresentarem 

semelhança nas  taxas  de substituição,  existem grandes  diferenças  na capacidade  de gerar 

diversidade  antigênica.  Por  exemplo,  o  vírus  do  sarampo  apresenta  baixa  diversidade 

antigênica apesar de sua taxa de substituição elevada. Essa característica particular permitiu o 

desenvolvimento de uma vacina estável. Entretanto, o vírus da influenza A demonstra grande 

diversidade antigênica, sendo necessárias atualizações contínuas nos antígenos presentes na 

vacina para que a mesma continue eficaz na proteção da população (Duffy et al., 2008). 

Esta grande disparidade entre a taxa de mutação e diversidade antigênica nos vírus de 

RNA é  um dos  grandes  desafios  no  estudo  de  evolução  viral.  Por  exemplo,  o  vírus  da 

Hepatite C ainda não possui uma vacina eficaz e sua origem ainda não foi estabelecida.

1.1 – Vírus da Hepatite C (HCV)

A hepatite  crônica  causada  pelo  vírus  da  hepatite  C  (HCV)  constitui  um  grave 

problema de saúde pública mundial. Atualmente existem aproximadamente 170 milhões de 

pessoas no mundo (WHO, 1999) e em torno de 2 milhões de pessoas no Brasil infectadas por 

esse vírus  (Ministério da Saúde, 2009). A infecção aguda é, na maioria dos casos, benigna e 

assintomática, o que dificulta o diagnóstico precoce. Entretanto, cerca de 70% desses casos 

evoluem para a infecção crônica, podendo progredir ao estágio de cirrose, doença hepática 

terminal e até para carcinoma hepatocelular (2,5%, segundo Bowen & Walker, 2005). É um 

vírus  não  citopático  e  hepatotrópico,  atualmente  classificado  na  família  Flaviviridae. 
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Antigamente o HCV era classificado alternadamente nos gêneros Flavivirus e Pestivirus. Para 

o novo gênero foi proposto o nome Hepacivirus (Miller e Purcell, 1990; Shukla et al., 1995). 

A partir dessa proposta, o nome Hepacivirus tem sido usado de forma disseminada.

A partícula viral mede de 55 a 65 nm de diâmetro (Kaito et al., 1994) e é formada por 

um envelope  lipídico,  onde se  encontram as  glicoproteínas  virais  E1 e  E2,  um capsídeo 

protéico  formado  pela  proteína  viral  Core e  o  genoma  viral  constituído  por  um  ácido 

ribonucléico (RNA) linear, de fita simples, com polaridade positiva (Figura 1, Imbert  et al., 

2004). 

1.2 – Genoma e Proteínas Virais

O RNA viral possui cerca de 9400 nucleotídeos com uma única fase aberta de leitura 

(ORF  “open  reading  frame”),  que  abrange  a  maior  parte  do  genoma  e  codifica  uma 

poliproteína com pouco mais de 3000 resíduos de aminoácido, posteriormente clivada por 

proteases celulares e virais, que origina as proteínas do vírus.

Figura 1 – Partícula viral do Vírus da Hepatite C. Fonte: (James, 2001), modificado.

Nas  extremidades  do  genoma  viral  encontram-se  duas  regiões  não  codificantes 

denominadas 5´UTR e 3´UTR “Untranslated Region”, envolvidas na replicação do vírus. Na 

5´UTR encontra-se um sítio de entrada interno para o ribossomo (IRES, “internal ribosomal 

entry  site”)  responsável  pelo  estabelecimento  da  tradução  do  RNA  viral  de  forma 

independente do “CAP” 5’, fundamental para a tradução dos RNAs mensageiros celulares.
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As proteínas virais podem ser classificadas em 4 proteínas estruturais e 6 proteínas não 

estruturais. As proteínas estruturais são: A proteína do core ou nucleocapsídeo é a primeira da 

porção amino terminal da poliproteína. Ela resulta da clivagem da poliproteína nascente por 

proteases celulares formando a p21. Clivagens secundárias originam proteínas menores (p19 

e p16) formando o capsídeo da partícula viral, as glicoproteínas do envelope, E1 (gp35) e E2 

(gp70), que estão associadas com a entrada da partícula viral no hepatócito pela ligação com 

o receptor celular CD81 e são classificadas como proteínas transmembrânicas tipo I (Choo et  

al., 1991; Lin et al., 1994; Shukla et al., 1995; Pileri et al., 1998; Deleersnyder et al., 1997; 

Bartosch et al., 2003). Junto à proteína E2 há um polipeptídeo na sua extremidade carboxila, 

conhecido como p7, cuja origem ainda não está totalmente clara.

Figura  2  – Genoma  e  proteínas  do  Vírus  da  Hepatite  C.  Modificado  de: 

http://hcv.lanl.gov/content/sequence/HCV/IMAGES/HCVgenome.png  .  

As  proteínas  não estruturais  são:  NS2,  NS3,  NS4A e  B,  NS5A e  B.  A função  das 

proteínas não estruturais ainda não está completamente elucidada. Entretanto, sabe-se que a 

proteína NS2 media sua própria clivagem em “cis” da proteína NS3, além de possuir também 

a função de metaloprotease. Clivagem em “cis” é aquela que ocorre apenas dentro da mesma 

molécula da poliproteína que catalisa  a  reação,  enquanto clivagem em “trans” ocorre em 

outras moléculas da poliproteína. A proteína NS3 é uma proteína multifuncional, responsável 

pela clivagem de todas as proteínas não estruturais, com exceção da clivagem entre NS3 e 

NS4,  além de  estar  relacionada com outros  aspectos  da  infecção,  pela  associação com a 

quinase  de  proteína  A  ou  PKA  na  transdução  de  sinais  e  no  desenvolvimento  de 

hepatocarcinoma. A NS4A funciona como cofator de NS3 e atua na fosforilação da NS5A. 

Contudo,  a  função  da  proteína  NS4B ainda  não  está  esclarecida.  A proteína  NS5A é  a 

principal proteína não estrutural relacionada com a replicação do vírus e atua também se 

associando com a PKR, quinase de proteína induzida pelo Interferon, em que interfere na 

resposta do tratamento com Interferon alfa (INF-α) (Bartenschlager, 2002; Katze et al., 2002). 
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A proteína NS5B é uma polimerase de RNA dependente de RNA responsável pela replicação 

viral. Esta região possui um motivo GDD característico de uma replicase de RNA, presente 

em diferentes vírus de RNA (Hijikata et al., 1993).

1.3 – Características Filogenéticas

O  HCV  apresenta  ampla  heterogeneidade  genética.  A  comparação  de  sequências 

nucleotídicas,  de  diferentes  isolados  e  de  diferentes  regiões  geográficas,  tem mostrado  a 

existência  de  pelo  menos  seis  grupos  geneticamente  diferentes  (1-6)  cuja  variação  de 

nucleotídeos do genoma completo nos diferentes grupos está entre 30 e 35% e a frequência de 

mutações é variável ao longo do genoma. Os grupos são constituídos por vários subtipos 

denominados por letras minúsculas (a, b, c, etc) com uma variabilidade nucleotídica de 20% a 

25% entre eles (Simmonds et al., 1994; Lau et al., 1996). Essa grande divergência é reflexo 

da rápida taxa de substituição apresentada pelo vírus, sendo 1,1 x 10-3 substituições por sítio 

por ano, caracterizada recentemente no genótipo 1 (Magiorkinis et al., 2009).

A distribuição geográfica dos genótipos varia bastante conforme a região, sendo que os 

genótipos 1a, 1b, 2a, 2b e 3a são cosmopolitas. Os genótipos 4, 5 e 6 parecem estar restritos a  

determinadas  regiões.  O  genótipo  1  é  o  mais  frequente  mundialmente,  sendo  que  a  sua 

frequência varia entre 40% e 80%, nas regiões onde esse genótipo é presente. No Brasil, o 

padrão de distribuição dos genótipos segue o padrão mundial, sendo o genótipo 1 (65%) o 

mais frequente, seguido do 3 (30%), 2 (4%), outros (1%, Mellor  et al., 1995; Codes  et al., 

2003; Campiotto et al., 2005).

Em um indivíduo  infectado,  a  população  viral  possui  grande  similaridade  entre  si, 

diferindo de 5 a 10%. O grupo de sequências altamente similares, derivadas de uma sequência 

dominante,  é  denominado  de  quasispécie.  A variabilidade  genética  do  HCV é  atribuída, 

sobretudo, à baixa fidelidade da enzima polimerase de RNA dependente de RNA, que não 

possui atividade corretiva, permitindo, assim, a geração de variantes virais, que constituem as 

quasispécies (Martell et al., 1992; Simmonds et al., 2004). Outros fatores, como o escape da 

vigilância do sistema imunológico do hospedeiro e a alta taxa de replicação, demonstrada 

pelos  estudos  de  cinética  viral,  podem  também  interferir  na  elevada  diversidade  das 

quasispécies encontradas em um indivíduo infectado (Zeuzem et al., 1996).
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Figura 3 – Árvore filogenética radial do HCV gerada a partir de sequencias da região NS5B ( 

posição 7975-8196 em relação à H77). Fonte: Mizokami et al., 1996.

1.4 – Filodinâmica e Filogeografia do HCV

O  conhecimento  do  genótipo  infectante  em  cada  paciente  apresenta  significativa 

relevância clínica. Os genótipos virais diferem com relação à sua agressividade e à taxa de 

resposta sustentada à terapia, ou seja, a negativação da carga viral mantida por seis meses 

após o término do tratamento (Lau et al., 1996; Zhou et al. 1996).

A prevalência  dos  genótipos  e  subtipos  virais  é  bem  estabelecida,  entretanto,  suas 

origens ainda são desconhecidas. Padrões na diversidade viral sugerem que o HCV possui 

origem no Oeste africano ou no Sudeste asiático, entretanto nenhum vírus correlacionado foi 

encontrado  em  fontes  não  humanas,  o  que  possibilitaria  uma  hipótese  de  uma  zoonose 

(Simmonds et al., 2005; Simmonds 2004, Simmonds 2001).

Estudos anteriores estimavam que o crescimento da epidemia do HCV se iniciou em 

torno de 1900, atingindo o ápice no final de 1980 (Smith  et al., 1997; Tanaka  et al., 2002; 

Nakano  et  al.,  2004).  Entretanto  esses  resultados  contrastam  com  as  evidências 

epidemiológicas que sugerem que o crescimento da epidemia acompanha o crescimento de 
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procedimentos iatrogênicos parenterais (transfusões sanguíneas, uso de derivados de plasma, 

e injeções não descartáveis) e uso de drogas injetáveis, associadas com o uso compartilhado 

de seringas (Drucker  et al., 2001). Um estudo recente com o genótipo 1 demonstrou que a 

epidemia do HCV sofreu expansão durante os anos de 1940 e final de 1980 (Magiorkinins et  

al., 2009), corroborando os dados epidemiológicos.

Recentemente foi demonstrado que a origem do genótipo 2 ocorreu no oeste africano, 

(Markov et al., 2009), com origem na Guiné Bissau e Gâmbia, de onde se espalhou para o 

leste  africano  por  Benim  e  Gana.  O  genótipo  2  é  praticamente  o  único  genótipo  viral 

circulante na Guiné Bissau (Plamondon et al., 2007). Além da migração interna no continente 

africano também foram encontradas evidências da migração desse genótipo para Martinica, 

no Caribe, durante os séculos XVII e XVIII, sugerindo que esse genótipo viral foi introduzido 

primariamente no Novo Mundo durante o período de tráfico de escravos. Entretanto, análises 

utilizando sequências de genótipo 2 não africanas demonstraram evidências de rotas mais 

recentes de migração viral no sul da Europa (especificamente no sul da França), o que seria 

uma alternativa à hipótese do tráfico de escravos (Markov et al., 2009).

A origem  do  genótipo  1  ainda  não  foi  estabelecida,  porém  foi  descrito  que  sua 

disseminação  ocorreu,  provavelmente,  para  os  países  desenvolvidos  (Austrália,  Bélgica, 

França, Alemanha, Inglaterra, Grécia, Irlanda, Japão, Espanha, Suíça e Estados Unidos) e em 

seguida para os países em desenvolvimento (Argentina, Brasil, Camarões, China, Egito, Irã, 

Índia, Coreia, Rússia, Filipinas, Tailândia, Turquia, Uzbequistão e Vietnã), onde as epidemias 

locais  foram  estabelecidas  posteriormente  a  partir  de  uma  localização  específica  se 

espalhando devido à procedimentos iatrogênicos e uso de drogas injetáveis (Magiorkinis  et  

al.,  2009; Stimson, 1996).  Evidência similar já havia sido reportada como a migração do 

genótipo 1a proveniente dos Estados Unidos para América latina, associado ao aumento dos 

usuários de drogas injetáveis (Nakano et al., 2004).

O  perfil  migratório  do  genótipo  3  ainda  não  foi  estabelecido,  entretanto  a  alta 

prevalência do genótipo 3a em jovens é associado com uso de drogas injetáveis (van Asten et  

al., 2004; Schorter et al., 2004). Essa característica sugere que o perfil migratório do genótipo 

3 é semelhantes ao genótipo 1, porém nenhum estudo sobre a migração do genótipo 3 foi 

realizado. 
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1.5 – Tratamento contra o HCV

O tratamento da infecção crônica do HCV é baseada na combinação do interferon alfa 

ligado  covalentemente  à  molécula  de  polietileno  glicol  (PEG-INF-α)  associado  com 

ribavirina. Esse tratamento pode provocar reações adversas e cerca de 30-50% dos pacientes 

não apresentam resposta virológica sustentada (Thompson et al., 2009), entretanto, ainda é o 

único tratamento minimamente eficaz contra a infecção. A ação do interferon é associada com 

o estabelecimento de um estado antiviral na célula infectada, porém sem a atuação direta na 

replicação viral.  O INF afeta  a tradução das proteínas virais  ativando o gene da proteína 

quinase R. A fosforilação promovida por esta proteína bloqueia a síntese viral  através da 

inibição do fator eucariótico de iniciação 2 (eIF2). A ribavirina é um análogo de guanosina, 

que atua diretamente na replicação do RNA viral. A incorporação de sua forma fosforilada, 

antagônica à citosina ou uracila, no RNA viral nascente resulta no bloqueio da polimerização 

do RNA. A ribavirina também atua na polimerase de RNA dependente de RNA provocando 

mutações no polímero sintetizado. O interferon e a ribavirina também apresentam atividade 

imunomoduladora.  O  interferon  promove  proliferação  de  células  T  de  memória,  inibe  a 

apoptose  das  células  T  e  aumenta  a  maturação  das  células  dendríticas.  Além  disso,  o 

interferon aumenta a expressão de moléculas do complexo principal de Histocompatibilidade 

(MHC) em todas as células e promove a modulação dos fenótipos das células CD4+ para Th1, 

que é  o fenótipo prevalente em respostas  imunológicas específicas  aos vírus e  patógenos 

intracelulares. Além da atuação direta na replicação viral,  a ribavirina também promove a 

modulação dos fenótipos das células CD4+ para Th1 e no aumento na expressão de moléculas 

de MHC. A relevância do aumento observado na resposta imunológica durante o tratamento 

ainda não foi esclarecida (Feld e Hoofnagle, 2005).

 Recentemente,  com  o  desenvolvimento  de  sistemas  de  replicons  do  HCV,  novos 

fármacos  foram  desenvolvidos  para  inibição  mais  direta  da  replicação  viral.  Atualmente 

existem inibidores que estão sendo avaliados através de testes clínicos, alguns deles em fases 

2  e  3  (Thompson  et  al.,  2009).  São  os  inibidores  de  protease  (NS3/4A),  SCH  503034 

(boceprevir), VX-950 (telaprevir) e BILN 2061 (Tong et al.,2008) e de polimerase (NS5B) 

NM283 (valopicitabine) e R1626 (Wohnsland et al., 2007; Roberts et al., 2008). 

Estes  agentes  têm demonstrado um potente efeito  antiviral  que leva a  uma redução 

significante no RNA-HCV em um curto período de tratamento. Apesar do bom resultado que 

estas drogas vêm demonstrando em estudos preliminares, a rápida seleção de variantes virais 

demonstrando resistência fenotípica a estas drogas, associadas com mutações de escape, tem 
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sido observada em pacientes envolvidos em estudos clínicos ao se verificar elevação da carga 

viral durante o tratamento

1.6 – Resposta Imune contra o HCV

A palavra immunitas tem origem latina e refere-se à proteção contra os processos legais 

à qual os senadores romanos tinham durante o seu mandato. A palavra imunidade significa 

porém  proteção  contra  doenças,  especificamente  contra  doenças  infecciosas.  O  sistema 

imunológico é composto de moléculas e  células específicas cuja resposta  é  coordenada e 

coletiva. 

Podemos  dividir  as  resposta  imunológica  em dois  tipos  distintos:  Resposta  inata  e 

Resposta adquirida.

A resposta inata, cujos mecanismos de defesa celulares e moleculares existem antes do 

estabelecimento de uma infecção. Seus componentes são as barreiras físicas (pele), as células 

fagocitárias (neutrófilos, monófilos e células dendríticas) e células NK (Natural Killers) ou 

matadoras naturais, proteínas envolvidas no sistema de complemento ou outros mediadores 

inflamatórios, e as citocinas, que regulam e coordenam as atividades celulares na imunidade 

natural. 

A imunidade adquirida, cuja resposta é estimulada pela exposição à agentes infecciosos 

(de vírus e bactérias à helmintos e ácaros) sendo, dessa forma, uma resposta mais forte e 

específica do que a observada na resposta inata. Seus componentes são as células da linhagem 

linfóide,  denominadas  de  linfócitos  e  seus  produtos,  como  os  anticorpos  (Flajinik  e  du 

Pasquier,  2004).  As  moléculas  não  próprias,  assim denominadas  por  não pertencerem ao 

repertório protéico do organismo, as quais a resposta imunológica específica é induzida são 

chamadas de antígenos (DNA, RNA, proteínas, carboidratos ou lipídeos).

A imunidade adquirida também pode ser dividida em dois tipos de resposta: Resposta 

celular e Resposta humoral.

A resposta  celular,  cujos  componentes  são as  linhagens  dos  linfócitos  T CD4+,  que 

apresentam na sua superfície celular a molécula da família das imunoglobulinas CD4, e dos 

Linfócitos T CD8+, que apresentam na sua superfície a molécula CD8. Os linfócitos CD4+, 

também  conhecidos  como  auxiliares,  são  os  mecanismos  efetores  da  imunidade  celular 

adquirida  responsável  por  coordenar  os  processos  inflamatórios  e  intensidade  de  resposta 

imunológica, ativando outros tipos celulares por secreção de citocinas. Os linfócitos CD8+, 

também conhecidos  como citotóxicos,  são os  responsáveis  pela  morte  celular  das  células 
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infectadas por patógenos intracelulares. A morte celular ocorre através do reconhecimento do 

antígeno  ligado  ao  complexo  principal  de  histocompatibilidade  do  tipo  I.  Em seguida  o 

linfócito libera as moléculas perforinas e caspases responsáveis pelo processo de apoptose. 

A resposta humoral, cujos componentes são os linfócitos B e as moléculas da família 

das imunoglobulinas da classe Ig, chamadas de anticorpos. Essa é uma resposta imunológica 

específica contra patógenos extracelulares, na qual os anticorpos secretados pelos plasmócitos 

(linfócitos B ativos) reconhecem os antígenos presentes na superfície dos micro-organismos e 

promovem uma resposta inflamatória. As respostas celular e humoral são coordenadas, pois , 

para  se  tornar  maduro,  o  linfócito  B necessita  de  um sinal  dos  linfócitos  T CD4+  ativos 

(Silverstein, 2003). 

O vírus da hepatite C é reconhecido pelos mecanismos da resposta imune inata, e 

induz uma rápida resposta por produção de interferons , o que gera um estado antiviral nas 

células hepáticas. Essa resposta é baseada em observações de picos de viremia em modelos 

com chimpanzé, onde se estima que apenas 10% dos hepatócitos abrigam a replicação do 

HCV (Bigger  et  al.,  2001;  Wieland & Chisari,  2005).  Esse vírus possui  mecanismos que 

permitem-no escapar dessa resposta imune inata, como a protease NS3-4A, que bloqueia o 

reconhecimento de RNAs virais, e inibe a produção de INF-β (Johnson & Gale, 2006). As 

proteínas NS5A e E2 inibem a enzima PKR induzida pelo interferon para a resposta antiviral 

(Taylor et al., 1999; Gimenez-Barcons  et al., 2005). A ação das outras proteínas na evasão 

contra a resposta imune inata ainda não está clara. 

Embora a resposta inata e a indução da produção de interferons sejam observadas após 

a infecção aguda, ela só é controlada por uma ativação extensa de células T específicas para o 

HCV (Thimme  et al., 2006; Racanelli  et al., 2003). Entretanto, a imunidade adquirida não 

consegue erradicar o HCV. A proteção contra a infecção recorrente do HCV depende das 

células  CD4+ e  CD8+ (Grakoui  et  al.,  2003;  Shoukry  et  al.,  2003).  Essas respostas  são 

induzidas  pelo  reconhecimento  do  complexo  MHC  ligado  à  peptídeos  antigênicos  pelo 

receptor  de  célula  T  (TCR).  Esses  peptídeos  antigênicos,  oriundos  de  microorganismos, 

capazes  de  induzir  resposta  imunológica,  são  denominados  epítopos  (Terasaki,  2007).  A 

resposta imune inata pode controlar a viremia na fase aguda. Contudo, mutações de escape 

têm  sido  relatadas  em  indivíduos  crônicos  e  são  relacionadas  com  a  progressão  para  a 

infecção  crônica  (Erickson  et  al.,  2001).  Alguns  epítopos  reconhecidos  pelo  HLA do 

hospedeiro  passam  a  apresentar  mutações  de  escape  no  momento  em  que  é  observado 

aumento na carga viral no paciente, o que sugere que as células CD8+ promovam uma pressão 

seletiva nas proteínas virais, influenciando na replicação dos vírus. 
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Um exemplo são as mutações no epítopo imunodominante da proteína NS5B (epítopo 

com a sequência de resíduos de aminoácidos ARMILMTHF, no código de uma letra) que 

estão associadas com infecção persistente em indivíduos com HLA do tipo B27 (Neumann-

Haefelin et al., 2006). Essas mutações de escape mostram, aparentemente, que há um custo na 

aptidão darwiniana de replicação do vírus, pois, na ausência da pressão do sistema imune, a 

sequência do vírus se mantém estática ou retorna ao consenso do seu genótipo (Timm et al., 

2004; Cox et al., 2005). 

A resposta mediada por anticorpos não é associada ao controle da infecção aguda pelo 

HCV e o papel da resposta humoral ainda não foi esclarecido (Cooper et al., 1999).

Estudos mostraram que o sucesso da terapia em pacientes crônicos está associado com 

o aumento de células T que reconhecem proteínas virais (Kamal et al., 2002). A população de 

células T específicas para as proteínas do HCV aumenta durante o tratamento, independente 

do resultado deste (Barnes et al., 2002), o que indica uma importante ação do sistema imune 

no controle da viremia na infecção pelo HCV. Entretanto, nem a terapia e sequer a resposta 

imune são 100% eficazes na erradicação do vírus.

1.7 – Métodos para Análise de Evolução.

A mutação é um dos processos mais fundamentais na evolução viral no qual a seleção 

natural,  deriva  genética,  fluxo  gênico  e  recombinação  atuam  modificando  a  estrutura 

populacional. Na evolução Darwiniana, a seleção natural atua na variação genética de uma 

população  existente  de  um  determinado  organismo  maximizando  a  sua  adaptabilidade 

“fitness” através da eliminação de variantes com mutações deletérias (seleção negativa) ou da 

proliferação de variantes com mutações favoráveis (seleção positiva; Orr, 2009). 

Quando uma mutação é neutra, ou próxima da neutralidade, é esperado que a razão de 

ocorrência dessas mutações em um genoma seja semelhante à sua taxa de fixação no nível 

populacional (Li, 1993). Desvios observados nessa relação podem demonstrar influência de 

seleção natural. Dessa maneira podemos definir seleção natural positiva como o processo em 

que um novo mutante tem um valor adaptativo maior do que a média dos outros tipos pré 

existentes na população, o que ocasiona o aumento da frequência desse mutante nas gerações 

seguintes. 

Cada aminoácido de uma proteína possui uma função biológica própria, logo, pode 

sofrer diferentes tipos e intensidades de forças seletivas. O número excessivo de mutações 

não sinônimas fixadas em uma população é indicativo de seleção natural positiva ocorrida 
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anteriormente. Da mesma maneira, o excesso de mutações sinônimas é considerado como 

resultante de ausência de seleção em um organismo que está adaptado ao ambiente, sendo 

indicativo de atuação pregressa de seleção natural negativa (Suzuki e Gojobori, 1999). 

Consequentemente, Miyata e Yasunaga (1980) propuseram a “taxa de aceitação” para 

medir  a  evolução  adaptativa  no  nível  molecular,  que  permitiria  entender  os  processos 

responsáveis pela adaptação na morfologia, comportamento e fisiologia, entre outros. Para 

entender  o  papel  da  seleção natural,  a  informação existente  nas  regiões  codificadoras  de 

proteínas oferecem uma vantagem sobre a informação contida em introns e sequências não 

codificantes,  pois  permitem  identificar  mutações  sinônimas  e  não  sinônimas.  Mutações 

sinônimas  são  definidas  como aquelas  em que  há  uma mutação  no  DNA sem que  haja 

mudanças na proteína, devido ao código genético ser degenerado. As mutações não sinônimas 

ocorrem quando a mutação no DNA resulta na modificação do aminoácido na proteína. 

A razão da proporção de mutações não sinônimas/mutações sinônimas (ω ou dN/dS) 

pode evidenciar  se  houve ou não  pressão  seletiva  positiva  no  nível  de  proteína.  Pressão 

seletiva negativa, ou purificadora, ocorre quando as mutações são deletérias e sua taxa de 

fixação é reduzida, o que significa que a proporção de fixação das mutações não sinônimas é 

menor que a fixação das sinônimas, ou seja, dN menor que dS levando a um ω <1. Da mesma 

maneira,  evolução  neutra  é  definida  se  a  seleção  não  atua  na  aptidão  (fitness),  logo,  as 

mutações não sinônimas serão fixadas na mesma taxa do que as mutações sinônimas e o dN 

será igual  ao  dS o que  resulta  em uma razão ω = 1.  Seleção positiva  ocorre  quando as 

mutações não sinônimas são favorecidas por seleção darwiniana, o que resulta em uma maior 

fixação de mutações não sinônimas em relação às mutações sinônimas,  indicado por uma 

razão ω > 1. Com a razão dN/dS é possível determinar se uma região está sob influência de 

um fator de seleção ou não. Para estimar a razão dN/dS, duas classes de métodos foram 

desenvolvidos  para  estimar  dN  e  dS:  Métodos  de  contagem  Heurísticos  e  métodos  de 

verossimilhança.

Os métodos de contagem seguem três passos: Contagem dos sítios sinônimos e não 

sinônimos nas sequências, seguido da contagem das diferenças (mutações) sinônimas e não 

sinônimas e cálculo da proporção das diferenças com correção das distâncias. O primeiro 

método de contagem heurística  assumem um modelo  simples  de  mutação de  frequências 

iguais  entre  os  nucleotídeos  (Nei  e  Gojobori,  1986).  Um  modelo  mais  realístico  foi 

desenvolvido  para  acomodar  a  diferença  entre  transições  e  transversões,  e  também 

particionando o códon em 3 classes de degeneração diferentes (Li  et al., 1996). Entretanto, 

este modelo assumia a mesma frequências para todos os códons, uma premissa pouco realista. 
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Outro modelo que acomoda melhor a razão de transição e transversão e assume frequências 

desiguais de códons, foi desenvolvido por Yang e Nielsen (2000) e é, portanto, mais realista 

que os modelos anteriores.

 Entretanto, o uso da razão dN/dS média para verificar evidência de seleção positiva 

em uma região mostrou-se ineficaz,  pois a seleção natural atua somente em alguns sítios 

específicos e a maioria dos sítios em uma proteína estão sobre seleção neutra ou negativa. Ao 

gerar a média dos sítios a razão será, na maioria das vezes, menor ou igual a 1 (Yang, 2007).

Os modelos de máxima verossimilhança assumem que a razão ω, para qualquer códon 

em um gene ou região codificadora, é uma variável aleatória de uma distribuição estatística, 

permitindo que a função de ω varie entre os diferentes códons. Além de acomodar modelos de 

substituições  mais  realísticos,  os  modelos  de  máxima verossimilhança  permitem variação 

entre os valores de ω entre os códons. Esses modelos adaptam um modelo de Markov de 

substituições de códons ao conjunto de sequências para estimar t  (tempo de divergência), κ  

(razão de transição e transversão), ω e o somatório de πj (frequência de equilíbrio do códon da 

posição j), de acordo com o modelo proposto por Goldman e Yang (1994). As frequências de 

equilíbrio dos códons são estimadas a partir do conjunto de dados, enquanto os parâmetros t, 

κ e  ω  são estimados por maximização numérica do logaritmo de verossimilhança ℓ. Com 

todos  os  parâmetros  estimados,  é  realizado  então  o  cálculo  da  proporção  de  mutações 

sinônimas sobre sítios sinônimos (dS) e da proporção de mutações não sinônimas sobre sítios 

não  sinônimos  (dN),  gerando  então  os  valores  de  dN/dS  para  cada  um  dos  códons 

indepedentemente.  Dessa  forma,  pode-se comparar  modelos  que permitam variação de  ω 

entre 0 e 1, chamados de modelo neutros, com modelos que permitem variação 0<  ω  < 1, 

chamados de modelos de seleção positiva, realizando-se testes de razão de verossimilhança .

1.8 – Ferramentas de Análise.

As  moléculas  do  complexo  principal  de  histocompatibilidade  (MHC)  são 

fundamentais para a imunidade celular mediada por células T. O MHC é dividido em duas 

classes:  Classes  I  e  II.  As  moléculas  da  classe  I  são  expressas  na  maioria  das  células 

nucleadas onde se ligam aos peptídeos processados pelo sistema de síntese de antígenos. 

Esses complexos são reconhecidos por linfócitos CD8+ que,  quando ativos, reconhecem e 

provocam morte  nas células  do hospedeiro que expressam o MHC ligado à epítopos não 

próprios, como por exemplo, células infectadas (Maenaka e Jones, 1999). As moléculas da 

classe II são expressas principalmente por células apresentadoras de antígeno (neutrófilos, 
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monófilos  e  células  dendríticas)  e  se  ligam  a  epítopos  processados  de  moléculas 

extracelulares, processadas via fagocitose, e são apresentados aos linfócitos CD4+. 

Entretanto,  a  grande  variabilidade  apresentada  pelos  vírus  permite  uma  rápida 

evolução viral levando o aparecimento de mutações nas regiões reconhecidas pelo sistema 

imune  celular  (epítopos).  Essas  mutações  nos  epítopos  resultam  no  não  pareamento  do 

epítopo com o MHC, o que não induz à resposta imunológica pelo não reconhecimento do 

epítopo, permitindo o vírus escapar da influência das respostas imunológicas. Esse processo 

de persistência viral devido às mutações de escape é frequente nos vírus de rápida evolução 

como HIV e HCV (Goulder e Watikins, 2008).

A avaliação de epítopos em proteínas tem sido um grande desafio para a Biologia 

Computacional  e  inúmeras  abordagens  de  soluções  já  foram  propostas.  Os  métodos  de 

predição são feitos baseados nas informações contidas nos bancos de dados, dos quais se 

busca  reconhecer  os  padrões  de  determinados  epítopos  e  ligantes  específicos  de  uma 

molécula  de MHC.  O sucesso  de  um preditor  está  em um grande conjunto  de dados de 

treinamento representativo. Uma grande variedade de técnicas de aprendizado de maquina 

são comumente utilizadas no campo da bioinformática imunológica. O método de busca de 

motivo se baseiam na características do sulco da molécula de MHC, que possui os “bolsos”, 

os quais aminoácidos específicos se ligam para estabilizar o complexo MHC-epítopo. Esses 

“bolsos” possuem, dependendo do tipo de MHC, afinidade por resíduos com características 

particulares, como tamanho da cadeia lateral, hidrofobicidade, e cargas elétricas (Larsen  et  

al., 2007).

Como os  sulcos  localizam-se,  geralmente,  nas  posições  específicas  2,  4,  6  e  9,  a 

sequência  dos  peptídeos  que  ligam-se  ao  MHC possuem aminoácidos  específicos  nessas 

posições. Os sítios 2 e 9 são os sítios de ancoramento no MHC e, em alguns tipos, os 4 e 6  

são os sítios auxiliatórios para a ligação. Na maioria dos tipos de MHC da classe I essas 

posições  são  específicas  e  só  apresentam um aminoácido  correspondente  a  essa  posição 

(Rammesee et al., 1995; Jardetzky et al., 1996). Já os epítopos de MHC da classe II tem uma 

tendencia de serem mais variáveis nessas posições (chamadas de posições de ancoramento), 

suportando mais de um aminoácido de características e tamanhos semelhantes, tornando sua 

predição mais dificil  (Wang  et al.,  2008). Os métodos de matrizes de escore por posição 

específica também levam em consideração os aminoácidos de ancoramento nas posições dos 

“bolsos”, entretanto também levam em consideração as outras posições que não são nas de 

ancoramento. Nessa metodologia os epítopos são convertidos em uma matriz de escore 20 por 

9,  e  os  escores  representam o perfil  dos  epítopos.  Por  esta  razão,  esse método consegue 
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considerar as outras posições do epítopo. O escore de cada posição é calculada como a soma 

de cada contribuição de cada aminoácido para posição, nos peptídeos do banco de dados. 

Com isso a característica dos aminoácidos em cada posição pode ser derivada. Para obter essa 

matriz é necessário um grande numero de sequências dos peptídeos que ligam-se, sendo que 

essa estratégia é necessária para que haja a contribuição máxima de cada aminoácido nas 

posições  (Nielsen  et  al.,  2007). A  afinidade  do  epítopo  ao  MHC  pode  ser  calculada 

simplesmente aplicando a matriz obtida à sequência do epítopo, assim podendo determinar a 

força de ligação. Geralmente, as matrizes são de log-odds, onde os escores são estimados a 

partir  do logaritmo da razão entre  a frequência de um determinado aminoácido (em uma 

posição) e da frequência de fundo desse mesmo aminoácido é obtida a partir de matrizes já 

definidas, como a matriz Blossum (Henikoff e Henikoff, 1992) e PAM (Dayhoff et al., 1978).

Métodos probabilísticos  também são utilizados  para a  predição de  epítopos.  Esses 

métodos são capazes de reconhecer padrões não lineares como, por exemplo, a independência 

entre as posições dos aminoácidos que se ligam ao sulco do MHC. Outra vantagem desses 

métodos é a possibilidade de implementação de informação  a priori dos epítopos. Alguns 

métodos  assumem,  além  da  informação  dos  epítopos,  as  ligações  entre  a  proteína  TAP 

(proteína que auxilia no transporte do peptídeo do citoplasma para o lúmen da vesícula onde a 

molécula  do  MHC  está,  no  caso  da  classe  I)  e  também  alguns  padrões  de  clivagem 

específicos  do  proteassomo,  que  aumentam  o  poder  preditivo.  Além  disso,  os  métodos 

probabilísticos são treinados com dados de peptídeos ligantes e com peptídeos que não se 

ligam ao  MHC,  possibilitando  uma melhor  caracterização  das  proteínas  que  estão  sendo 

testadas e diminuindo assim os falsos positivos (Peters et al., 2005; Larsen et al., 2007).

As Redes Neurais Artificiais são um exemplo de metodologias probabilísticas. Nesse 

método, ocorre o treinamento feito a partir das informações dos bancos, onde é distribuído em 

uma rede computacional com uma camada de entrada, onde a informação é introduzida e 

processada para decidir se mandam o sinal adiante ou cessa nesta camada (perceptron). as 

camadas escondidas, onde ocorre o processamento da informação em outros níveis onde os 

sinais são então enviados para a camada de saída, onde a predição é gerada a partir de todos 

os dados oferecidos ao método (Hardin et al., 2002). 

As Cadeias de Markov Escondidas tem sido utilizadas para a predição de epítopos 

lineares  específicos  a  anticorpos,  pois  há  uma necessidade  da caracterização da  estrutura 

desse epítopo. A metodologia é baseada em transições de estados. Após definidos os estados 

do algorítimo, ele é treinado em um conjunto de dados para calcular as probabilidades de 

transição  entre  esses  estados.  Com isso,  os  preditores  são determinados (Eddy,  1996).  O 
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método caracteriza as posições baseado nas probabilidades calculadas no conjunto de dados 

de treinamento do algorítimo. Para a predição de epítopos de MHC , as Cadeias de Markov 

Escondidas são utilizadas devido a facilidade de implementação da informação  a priori da 

estrutura do sulco do MHC e de outras características já descritas previamente (Larsen et al., 

2007).

Outras metodologias também tem sido utilizadas, como maquinas suportadas a vetor, 

e  alguns  métodos de  busca  de  motivo.  Entretanto,  as  metodologias  mais  robustas  para  a 

predição como os métodos de Matriz de Escore por posição Específicas (PSSM), as Cadeias 

de  Markov  Escondidas  (HMM)  e  as  Redes  Neurais  Artificiais  (ANN),  são  os  mais 

amplamente  utilizados  (Peters  et  al.,  2005;  Larsen  et  al.,  2007)  entretanto,  nenhuma das 

metodologias  de predição de epítopo assume a existência  de eventos  evolutivos  nos  seus 

algorítimos e são incapazes de avaliar a seleção natural nas sequências que são avaliadas.

A identificação de epítopos que não possam sofrer mutações sem um grande custo 

para a replicação viral é a chave para o desenvolvimento de vacinas eficazes contra o vírus 

(Erickson  et al., 2001; Shoukry  et al., 2003). As utilizações de programas computacionais 

para identificação de regiões sob pressão seletiva auxiliariam na identificação de epítopos 

evolutivamente estáveis. Modelos de avaliação da pressão seletora em regiões codificantes 

são uma forma de determinar se, em um conjunto de sequências, existem regiões ou posições 

sobre  pressão  positiva  ou  negativa  (Yang  e  Nielsen,  2002).  Porém,  esses  modelos  não 

realizam buscas por assinaturas específicas, sendo necessária a busca não automatizada dos 

padrões.  Além disso,  são  escassas  as  informações  sobre  ferramentas  de  mapeamento  de 

epítopos já descritos do HCV. As únicas ferramentas disponíveis são os preditores, os quais 

não são específicos para o vírus e as buscas são feitas em uma sequência de aminoácidos por 

vez (Lundegaard  et  al.,  2007),  impossibilitando o estudo de pressão seletiva,  visto  que a 

informação evolutiva do organismo avaliado não está acessível ao algorítimo. Dessa forma, o 

desenvolvimento de uma ferramenta que permita o mapeamento dos epítopos,  juntamente 

com uma análise de pressão seletiva é necessário para viabilizar essa tarefa.
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2 – JUSTIFICATIVA

Estudos recentes demonstraram que o controle da viremia em pacientes infectados 

pelo  HCV está  associado  com  uma  forte  resposta  de  células  T CD4+ e  CD8+,  que  são 

específicas  para  epítopos  em indivíduos  com carga  viral  transitória  ou  indetectável.  Nos 

indivíduos cuja carga viral é alta, o número das células T epítopo específico é baixo (Cooper 

et al., 1999; Lechner et al., 2000).

Estudos com ratos transgênicos para o HLA A 2.1 demonstraram que ratos imunizados 

com vírus Canarypox recombinantes com as proteínas não estruturais do HCV NS3-NS4-NS5 

apresentaram uma forte resposta imunológica citotóxica e estimulação da secreção de IFN-γ 

(Pancholi et al., 2003).

Nos  estudos  sobre  a  evolução  da  infecção  pelo  HCV  foram  observadas  sólidas 

associações entre a persistência da infecção com o surgimento de mutações de escape (Cox et  

al., 2005). Entretanto, os fatores que promovem o escape viral e a persistência do HCV ainda 

não estão bem caracterizados.

Como o tratamento contra a infecção pelo HCV com a combinação de Interferon-α e 

Ribavirina tem taxas de resposta baixas, entre 35 a 40% (McHutchison & Poynard, 1999), e 

não há uma vacina eficaz na prevenção da infecção, a compreensão de como o vírus se adapta 

ao  tratamento  antiviral  é  necessária  para  o  desenvolvimento  de  novos  tratamentos  e  na 

modificação  de  protocolos  atuais.  A  compreensão  da  evolução  do  vírus  em  pacientes 

respondedores e não respondedores ao tratamento, juntamente com o perfil de epítopos virais 

possibilitarão o entendimento dos mecanismos de escape viral frente ao sistema imunológico 

do hospedeiro, que responde e não responde à terapia, podendo auxiliar no desenvolvimento 

de tratamentos mais eficazes, assim como no desenvolvimento de uma vacina efetiva para o 

controle da epidemia.
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3 – OBJETIVOS

− Verificar se existem diferenças nos padrões de evolução da proteína NS5A entre os vírus 

de  pacientes  respondedores  e  não  respondedores  ao  tratamento  com  Interferon-α 

associado com Ribavirina utilizando o cálculo da razão dN/dS e modelos evolutivos de 

máxima verossimilhança.

− Mapear  os  epítopos  na  proteína  NS5A dos  vírus  nos  indivíduos  não respondedores  e 

respondedores ao tratamento para verificar se a diferença entre os padrões de evolução da 

proteína está associada com o aumento da resposta imune contra o HCV.

− Desenvolvimento de uma ferramenta automática para mapeamento de epítopos do HCV e 

de análise da pressão seletiva e validá-lo com os resultados obtidos das análises prévias.
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4 – MATERIAL E MÉTODOS

4.1 – Amostragem

Para esse estudo foram utilizados 3 conjuntos de pacientes, divididos devido às suas 

características distintas. Ao todo foram amostrados 28 pacientes, todos apresentando infecção 

pelo  HCV  na  forma  crônica.  24  pacientes  foram  tratados  com  PEG-INF-α-2b  e 

acompanhados durante o tratamento e os outros 6 pacientes sofreram transplante de fígado, 

pois já apresentavam dano hepático. Dos pacientes tratados, 12 eram infectados com vírus do 

genótipo 1 e 12 eram infectados com vírus do genótipo 3. Dessa forma, foram formados os 

grupos  dos  pacientes  infectados  com  vírus  da  hepatite  C  de  genótipo  1,  dos  pacientes 

infectados com vírus da hepatite C de genótipo 3 e dos pacientes infectados com vírus da 

hepatite  C  transplantados.  Para  cada  grupo  foram  realizadas  as  análises  descritas 

posteriormente.

4.1.1 – Pacientes infectados por HCV de genótipo 1

As sequências que foram utilizadas no estudo do genótipo 1 foram obtidas de uma 

amostra de pacientes do Departamento de Hepatologia da UNESP de São José do Rio Preto. 

Os pacientes portadores de outras doenças hepáticas (infectados com HBV ou outras doenças 

virais hepatotrópicas, autoimunes, hereditárias ou por abuso de álcool) não foram incluídos 

no  estudo,  o  que  resultou  em  uma  amostra  de  12  pacientes  infectados  pelo  HCV  dos 

genótipos 1a (7 pacientes) e 1b (5 pacientes). As amostras foram obtidas após aprovação do 

comitê de ética da UNESP. 

As  amostras  foram  coletadas  antes  do  inicio  do  tratamento  com  PEG-INF-α-2b 

subcutâneo e de 600 até 1200 mg ribavirina por via oral, de acordo com o protocolo médico 

de  tratamento.  Os  pacientes  foram  acompanhados  durante  um  ano,  que  é  o  período  de 

tratamento, e 6 meses após o termino do tratamento.

Em uma primeira abordagem, os pacientes que apresentaram ausência de RNA viral 6 

meses após o término do tratamento foram classificados como Respondedores ao Tratamento 

(RT). Consequentemente,  os que apresentaram presença contínua do RNA viral  durante o 

tratamento foram classificados como Não respondedores (NR) ou que demonstraram ausência 

de RNA viral durante o tratamento, porém apresentaram RNA viral após o fim do tratamento 

foram classificados como Não Respondedores de Final de Tratamento (NRFT) como descrito 

por  Jardim  et  al.  (2009)  e  Bittar  et  al.  (2010).  Para  cada  paciente  foram realizadas  15 
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clonagens, com exceção de 2 pacientes dos quais foram obtidos 14 clones. Toda região NS5A 

foi amplificada e sequenciada (1344 nucleotídeos), entretanto, não foi possível amplificar a 

região NS5A dos clones virais de um paciente do sexo masculino infectado por genótipo 1a, 

resultando em uma amostra final de 11 pacientes sequenciados, dos quais foram analisados 

163 clones no estudo do pré tratamento no total. 

Em uma segunda abordagem, os pacientes que apresentaram presença contínua do 

RNA viral durante o tratamento e os que demonstraram ausência de RNA viral durante o 

tratamento, porém apresentaram RNA viral após o fim do tratamento foram classificados em 

um único grupo de Não Respondedores (NR) como descrito por de Queiróz et al. (2010). Os 

grupos RT e NR demonstraram média de idade similar, 39,6 e 39,7 anos respectivamente, 

sendo a maioria do sexo masculino (10 pacientes do sexo masculino e 2 do sexo feminino).

4.1.2 – Pacientes infectados por HCV de genótipo 3

As sequências  utilizadas  para  o  estudo  do  genótipo  também são  de  pacientes  do 

Departamento de Hepatologia da UNESP de São José do Rio Preto. Os mesmos critérios de 

exclusão aplicados aos pacientes infectados pelo genótipo 1 foram utilizados nessa amostra, 

totalizando 12 pacientes infectados com HCV do genótipo 3. 

Novamente, os pacientes foram acompanhados durante um ano e os que apresentaram 

ausência  de  RNA viral  6  meses  após o  término do tratamento  foram classificados como 

Respondedores ao Tratamento (RT), os que apresentaram presença contínua do RNA viral 

durante  o  tratamento  foram  classificados  como  Não  respondedores  (NR)  ou  que 

demonstraram ausência de RNA viral durante o tratamento porém apresentaram RNA viral 

após  o  fim  do  tratamento  foram  classificados  como  Não  Respondedores  de  Final  de 

Tratamento (NRFT) como descrito por Jardim et al. (2009) e Bittar et al. (2009). 

Para cada paciente toda a região NS5A foi amplificada e sequenciada em 15 clones 

das  amostras  coletadas  antes  do  início  do  tratamento  com  PEG-INF-α-2b  subcutâneo  e 

ribavirina por via oral, com exceção de um paciente de quem foram gerados 14 clones. No 

total, foram geradas 179 sequências a partir de clones dos pacientes estudados.

4.1.3 – Pacientes transplantados Região NS3

As sequências utilizadas no estudo das diferenças de epítopos entre os genótipos 1 e 3 

foram obtidas de 6 pacientes, submetidos a transplante de fígado devido à cirrose hepática, do 
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Departamento de Hepatologia da Universidade Louis Pasteur de Strasburgo. Destes, 3 eram 

infectados por HCV genótipo 1 e o restante pelo genótipo 3. A carga viral  dos pacientes 

variou de 0,7 até 9 x 105 IU/ml, antes do transplante de fígado, e de 5,9 até 7,5 x 105 IU/ml, 

três meses após o transplante. Os pacientes não receberam tratamento antiviral até o 1º mês 

após o transplante.

4.2 – Análise das sequências dos Pacientes 

4.2.1 – Pacientes infectados por HCV de genótipo 1

Os alinhamentos, a partir do quadro aberto de leitura das sequências ortólogas obtidas, 

foram realizados  utilizando-se  o  programa Muscle  (Edgar,  2004)  com as  penalidades  de 

abertura  de  lacuna  igual  a  10  e  extensão  de  lacuna  igual  a  0,1.  A edição  visual  dos 

alinhamentos, para verificar o alinhamento automático e editar o conjunto de dados, foram 

realizadas utilizando os programas GeneDoc 2.6 (Nicholas et al., 1997) e BioEdit 5.0.9 (Hall, 

1999), essa metodologia foi aplicada para as abordagems de três Grupos (Respondedor, Não 

respondedor e Respondedor ao Final do Tratamento) e de dois grupos (Respondedor e Não 

Respondedor). 

O numero de mutações de nucleotídeos e de aminoacidos, juntamente com a distância 

genética (distância-p) foram estimados utilizando-se o programa MEGA 4.0 (Tamura  et al., 

2007). O programa SNAP – Synonymous Non-synonymous Analysis Program – foi utilizado 

para calcular  os valores da proporção de mutações não sinônimas por sítios não sinônimos 

(dN)  e  os  valores  da  proporção  de  mutações  sinônimas  por  sítios  sinônimos  (dS),  por 

comparação par a par de todas as sequência da região NS5A. Os valores de dS e dN foram 

utilizados  para  gerar  o  valor  médio  de  dN/dS  da  região  (Korber,  2000).  Além  desses 

parâmetros, foi estimada a diversidade genética (Pi), utilizando-se o programa DNAsp 4.5 

(Rozas  et al., 2003). Essas metodologias foram aplicadas para a abordagem de três grupos 

(Respondedor, Não respondedor total e Não respondedor de final de tratamento).

Após  esta  etapa  foi  realizada  a  tradução  conceitual  dos  alinhamentos  gerados 

utilizando-se o programa GeneDoc 2.6(Nicholas  et al.,  1997) no primeiro quadro aberto de 

leitura, em que as frequências dos epítopos de células CD8+ contidos no HCV Imunnology 

database (Yusim  et al., 2005) foram calculadas. Também foi realizada a predição de sítios 

potenciais de modificações pós traducionais utilizando a ferramenta Prosite (Falquet  et al., 

2002). Essa metologia foi aplicada para a abordagem de dois Grupos (Respondedor e Não 
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respondedor).

A razão das mutações sinônimas e não sinônimas (razão dN/dS) entre as sequências 

codificantes de proteínas foi estimada utilizando-se o programa PAML versão 4 (Yang 2007), 

com duas abordagens: Utilizando o modelo evolutivo de máxima verossimilhança M0 (uma 

razão) para a região NS5A inteira, que estima o valor da razão que maximiza a função de 

verossimilhança,  e  o  modelo  par  a  par  YN00 somente  para  as  regiões  codificadoras 

correspondentes aos epítopos (Yang e Nielsen, 2000), que estima a razão dN/dS calculando os 

valores da proporção de mutações não sinônimas por sítios não sinônimos (dN) e os valores 

da proporção de mutações sinônimas por sítios sinônimos (dS) diretamente da comparação 

entre as sequências do conjunto de dados. Os modelos de verossimilhança foram utilizados 

para determinar seleção positiva sem utilizar o valor médio da razão dN/dS através da árvore 

filogenética. Os modelos de máxima verossimilhança baseados em substituições de códons 

M1a (neutro),  M2a (seleção),  M7(beta) e M8 (beta e ômega) foram utilizados para testar 

evidência de pressão seletiva positiva nos conjuntos de dados por comparação dos valores de 

verossimilhança (indiretamente pela comparação dos valores de Ln da verosssimilhança) dos 

modelos M1a contra M2a e M7 contra M8 utilizando o teste de razão de verossimilhança 

(Yang 2007). O método "Bayes Emprical Bayes" foi aplicado quando o teste de razão de 

verossimilhança sugeriu evidência de pressão positiva para indicar  qual  códon está  sobre 

pressão  de  seleção  positiva  (Yang,  Wong  e  Nielsen,  2005).  Essas  metolologias  foram 

aplicadas apara a abordagem de dois grupos.

A diferença estatística dos valores de dN, dS, dN/dS, Mutações de nucleotídeos e de 

aminoácidos  da  região  NS5A  inteira,  medida  pelo  programa  SNAP,  foi  determinada 

utilizando  análise  de  variância  (ANOVA)  com teste  de  Tukey  para  comparação  entre  os 

grupos. A comparação entre os grupos das variáveis distância genética e diversidade genética 

foram realizadas com o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis.

As  diferenças  estatísticas  nos  parâmetros  dN,  dS  e  dN/dS  somente  da  região 

codificadora  de  epítopos  dos  diferentes  grupos  foi  determinada  utilizando-se  o  teste  não 

paramétrico para valores numéricos de  Mann-Whitney. A comparação de presença/ausência 

dos epítopos entre os grupos foi realizada utilizando-se o teste G. Nós aplicamos a correção 

conservadora de Bonferroni para múltiplas comparações na análise de presença/ausência dos 

epítopos. 

O teste de razão de verossimilhança, que consiste no cálculo do dobro da diferença 

dos valores de logarítimo natural de verossimilhança dos modelos testados e na comparação 

desse valor com a distribuição de χ2 para definição do valor de p entre as hipóteses testadas, 
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foi realizado para comparação dos modelos de máxima verossimilhança relacionados (M1 

neutro vs M2 seleção positiva); M7 beta vs M8 beta e omega), com valores críticos de 5,99 e 

9,21 para os níveis de significância 5% e 1% , respectivamente.

4.2.2 – Pacientes infectados por HCV de genótipo 3

Os  alinhamentos  multiplo  das  sequências  obtidas  de  cada  grupo  de  pacientes 

(Respondedor, Não respondedor e Respondedor ao Final do Tratamento), foram realizados 

utilizando-se o programa MUSCLE (Edgar,  2004) com as penalidades descritas acima.  A 

edição  dos  alinhamentos,  para verificar  o  alinhamento automático  e  editar  o  conjunto de 

dados, foi realizada utilizando-se os programas GeneDoc 2.6 (Nicholas et al., 1997) e BioEdit 

5.0.9 (Hall, 1999).

Após  gerar  o  alinhamento  multiplo  para  cada  grupo,  o  numero  de  mutações  de 

nucleotídeos  e  de  aminoacidos,  e  a  distância  genética  (distância-p)  foram  estimados 

utilizando o programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007). O programa SNAP – Synonymous 

Non-synonymous Analysis Program – foi utilizado para calcular os valores da proporção de 

mutações não sinônimas por sítios não sinônimos (dN) e os valores da proporção de mutações 

sinônimas por sítios sinônimos (dS) por comparação par a par de cada sequência para a região 

NS5A inteira para gerar o valor da razão dN/dS (Korber, 2000). 

A diferença estatística dos valores de dN, dS, dN/dS, Mutações de nucleotídeos e de 

aminoácidos da região NS5A inteira, mensurado pelo programa SNAP, entre os grupos foi 

determinada  utilizando-se  análise  de  variância  (ANOVA)  com  teste  de  Tukey  para 

comparação múltipla entre os grupos. 

4.2.3 – Pacientes transplantados Região NS3

Os alinhamentos múltiplos das sequências foram realizados utilizando-se o programa 

ClustalX 1.8 (Thompson et al., 1997). Após o alinhamento, foi utilizado o programa MEGA 

4.0 (Tamura et al., 2007) para estimar a distância genética (p). Para calcular os valores de dN, 

dS e o valor da razão dN/dS foi utilizado o programa SNAP – Synonymous Non-synonymous 

Analysis Program – (Korber, 2000). A frequência dos epítopos contidos no HCV Imunnology 

database (Yusim  et al., 2005) nas sequências foi avaliada utilizando uma versão prévia da 

ferramenta de análise REEvolution e os resultados foram confirmados por avaliação visual 

com o programa GeneDoc 2.6 (Nicholas et al., 1997).
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4.3 – Ferramenta de Análise REEvolution

A ferramenta de mapeamento dos epítopos do HCV foi desenvolvida na linguagem de 

programação  python.  As  coordenadas  de  regiões  do  genoma  viral  são  de  acordo  com a 

sequência de referência H77 (número de acesso M67463) e os epítopos contidos no  HCV 

Imunnology database (Yusim et al., 2005) para o vírus da hepatite C. Para o vírus HIV foram 

utilizados as coordenadas de regiões em relação a sequência de referência HXB2 (numero de 

acesso  K03455) e  os  epítopos contidos  na  HIV Immunology database (Korber,  2007).  A 

ferramenta também avalia sequências do vírus da imunodeficiência humana, pois esse vírus 

também apresenta elevada taxa de mutação além da interação vírus-hospedeiro e resposta 

imunológica serem semelhante ao do vírus da hepatite C (Brumme et al., 2009). Além disso, o 

banco de dados de epítopos específicos para o HIV utilizado é padronizado da mesma forma 

que o banco de dados de epítopos específicos para o vírus da hepatite C, o que permitiu sua 

implementação na ferramenta.

 Devido a observação na análise dos pacientes transplantados, nós também utilizamos 

para a análise do HCV os epítopos contidos no IEDB (Immune Epitope Database, Vita et al., 

2010), para aumentar o número de epítopos analisados. O esquema de análise foi divido em 3 

etapas: 

1 – Mapeamento dos epítopos: 

Após  receber  e  validar  os  dados  informados  pelo  usuário,  a  ferramenta  realiza  a 

tradução do alinhamento múltiplo das sequências codificantes, no primeiro quadro aberto de 

leitura, e gera o consenso das sequências de aminoácidos para que a posição em relação à 

referência H77 ou em relação à referência  HXB2 seja  estimada utilizando-se o programa 

"glsearch" do pacote FASTA versão 35.4.7 (Pearson e Lippman, 1988). Após essa etapa, o 

programa seleciona os epítopos do banco de dados relacionado a posição das sequências teste 

do vírus analisado e realiza o mapeamento dos epítopos que estão 100% conservados e os que 

têm  até  2  resíduos  diferentes,  localizando-os  nas  sequências  do  usuário,  gerando  o 

posicionamento  dos  epítopos  em  relação  à  sequência  de  referência,  assim  como  nas 

sequências testadas, permitindo ao usuário comparar com os resultados da análise de pressão 

seletiva e disponibilizando a localização exata dos epítopos. 

2 – Teste para verificar a evidência de seleção natural: 

Após esta etapa a ferramenta realiza a análise com os modelos evolutivos de máxima 

verossimilhança,  em  que  uma  árvore  será  gerada  utilizando  o  critério  da  máxima 

verossimilhança e os valores de logaritmo natural da verossimilhança de cada modelo são 
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calculados.  O  teste  de  razão  de  verossimilhança  é  realizado,  comparando  os  modelos 

propostos por Yang (2007), para verificar quais dos modelos é os mais adequados para o 

conjunto de dados, indicando se há evidência de pressão seletiva ou neutralidade. O modelo 

M0 é utilizado para calcular o valor da razão dN/dS da região inteira do alinhamento. Dois 

modelos de evolução neutra (M1 e M7) e dois modelos de seleção positiva (M2 e M8) são 

utilizados para verificar evidência de seleção positiva por comparação do resultado do teste 

de razão de verossimilhança com a distribuição de χ2.  O resultado da estatística indicará 

evidência, se o valor de p da comparação dos modelos for significante. 

3 – Análise com Bayes Empirical Bayes:

Com evidência de pressão seletiva, a ferramenta gera o resultado da análise  Bayes  

Empirical Bayes, que indicará a probabilidade posterior de cada códon pertencer a classe de 

sítios com pressão positiva de acordo com os modelos 2A e 8 e o valor da razão dN/dS dos 

respectivos códons. Essa análise permite identificar os códons que estão sobre influência de 

seleção positiva, onde são gerados os valores da razão dN/dS e a probabilidade posterior do 

códon pertencer a classe de seleção positiva, caso a razão seja maior que 1 e a probabilidade 

posterior (pr>0,95).

O resultado será compilado e enviado em formato HTML ao e-mail informado pelo 

usuário com a frequência dos epítopos no alinhamento, as informações contidas no banco de 

dados, as frequências do mapeamento, a posição do epítopo na sequência teste, o valor da 

razão dN/dS para a região, o resultado do teste de razão de verossimilhança e, quando o teste 

indicar  pressão  seletiva,  os  aminoácidos  selecionados  positivamente.  A ferramenta  está 

disponibilizada como um webtool open source hospedado em um servidor próprio no Instituto 

Butantan  e  no  Instituto  de  Biociências  da  Universidade  de  São  Paulo,  no  endereço 

http://bioinfo.ib.usp.br/revolver/index.html.

Para avaliar o desempenho foram realizadas análises com a ferramenta, em que foram 

utilizados 7 conjuntos de dados com numero de sequências diferentes (com 10 sequências, 14, 

18, 25, 33, 45 e 60, com 1344 nucleotídeos, que formam uma progressão geométrica) para 

verificar o tempo necessário para a ferramenta completar as análises.

Com os  valores  de  tempo  necessário  para  cada  um dos  conjuntos  foi  realizada  a 

comparação dos  valores  de  F da  regressão linear,  exponencial  e  polinomial.  Além disso, 

foram realizadas análises com 3 tamanhos de sequência diferentes (99 nucleotídeos, 498 e 

999) com número de sequências diferentes (10, 20, 30, 40 e 50) para verificar o desempenho 

com relação ao tamanho e número das sequências.
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4.3.1 – Fluxograma da ferramenta REEvolution.

Em 2007, o NIH parou de fomentar o  HCV Imunnology database e seu banco de 

dados parou de ser atualizado no final de 2007, com ao todo 383 epítopos específicos para o 

vírus da hepatite C. Em comparação ao HIV Imunnology database, que possui 1290 epítopos, 

o banco de dados de epítopos para o HCV relativamente pequeno. Além disso, o banco possui 

um  viés  para  o  genótipo  3  (Carvalho-Mello  et  al.,  2009),  sendo  necessárias  diversas 

atualizações no banco.

Para o desenvolvimento da ferramenta nós utilizamos o banco de dados não curado 

IEDB  como  fonte  dos  epítopos  para  o  mapeamento.  Estavam  contidos  no  banco  1735 

epítopos relacionados com resposta associada aos linfócitos T citotóxicos e ao MHC da classe 

I, entretanto, haviam epítopos relacionados com resposta negativa (epítopos ligantes ao MHC, 

porém sem gerar resposta imunológica) avaliados com ELISPOT e liberação de interferon 

quando  apresentados.  Após  essa  avaliação,  foram  excluídos  435  epítopos  que  não 

apresentavam liberação  de  interferon  por  ELISPOT.  Dos  1300  epítopos  restantes,  foram 

excluídos os epítopos que não eram associados aos HLAs humanos da classe I A, B e Cw, 

excluindo os HLAs não humanos e da classe II. Além disso, os epítopos com tamanho maior 
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que  13  resíduos,  associados  com  classe  II,  e  aqueles  redundantes  foram  eliminados  do 

conjunto  de  dados.  Após  a  avaliação  foram  excluídos  1210  epítopos,  totalizando  525 

epítopos, restritos à 48 alelos de MHC da classe I, não redundantes no banco de dados final, 

aumentando em 145 epítopos em relação ao  HCV Imunnology database.  O banco de dados 

final encontra-se disponível para download no site da ferramenta.
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5 – RESULTADOS

5.1 – Pacientes infectados por HCV de genótipo 1

Os  resultados  das  análises  utilizando  a  abordagem  de  três  grupos  de  pacientes 

infectados por vírus do genótipo 1 foram publicados em julho de 2009 (Jardim et al., 2009). 

As características demográficas dos grupos de pacientes foram: Idade 42,5 anos para o grupo 

Não respondedor (NR), 38,75 para o grupo respondedor (RT) e de 36,75 para o grupo Não 

Respondedor  de  Final  de  Tratamento  (NRFT).  A  maioria  dos  pacientes  era 

predominantemente  do  sexo  masculino  (83,3%).  Nos  resultados  não  foram  observadas 

diferenças  significantes  nas  características  demográficas  (idade,  peso,  altura,  região 

geográfica)  entre  os  grupos  de  pacientes.  As  análises  de  distância  genética  apresentaram 

diferenças estatisticamente significantes com valores de 0,134 para o grupo RT, 0,123 para o 

grupo NR e de 0,117 para o grupo NRFT. Os resultados da razão dN/dS da região NS5A 

completa mostrou que a razão era maior no grupo RFT, com valor de 0,067, em comparação 

aos grupos RT e NR, valores 0,018 e 0,013 respectivamente, estatisticamente significante. 

Porém, todos os grupos apresentam valores que sugerem seleção purificadora, visto que a 

razão dN/dS é menor que 1. Apesar dos valores estatisticamente significantes encontrados, 

nenhum padrão foi observado na região NS5A que pudesse ser associado com resposta ao 

tratamento.

Após essa abordagem de três grupos, nós utilizamos apenas estratificação em dois 

grupos, em que os pacientes dos grupos Não respondedor e Não Respondedor de Final de 

Tratamento foram analisados apenas como Não respondedores. Com os grupos de pacientes 

redefinidos foi realizado o mapeamento dos epítopos de células CD8+ específicos da região 

NS5A dos vírus genótipo 1 em todas as sequências de aminoácidos traduzidos do grupo de 

pacientes respondedores (n=44 sequências) e do grupo não respondedor (n=119). No total, 21 

epítopos da região NS5A foram utilizados (de Queiróz et al., 2010).

Três epítopos não foram encontrados nas sequências de ambos os grupos (epítopos: 

VLDSFKTWL,  LPKLPGVPF  e  QLSAPSLKATCTANH)  e  um  dos  epítopos  não  foi 

encontrado no grupo respondedor e demonstrou frequência baixa no grupo não respondedor 

(epítopo KFPPALPIW, com 5,04%). Foram observados cinco epítopos com frequência maior 

no  grupo  não  respondedor  em  comparação  ao  grupo  respondedor  e  oito  epítopos  com 

frequência superior no grupo respondedor, entretanto sem suporte estatístico. Dos 21 epítopos 

testados, quatro apresentaram diferenças estatisticamente significantes entre os dois grupos de 
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resposta  ao  tratamento,  utilizando  o  teste  G.  Assim,  três  desses  epítopos  demonstraram 

frequência  superior  no  grupo  respondedor  (epítopos:  VLSDFKTWL,  SVASSSASQLSA e 

ARGSPPSVASSSASQLSAPS),  sendo  que  o  epítopo  VLSDFKTWL  mostrou  100%  de 

frequência no grupo respondedor e apenas 48,5% no grupo que não responde ao tratamento. 

Entretanto, o epítopo LTDPSHITA apresentou frequência maior no grupo não respondedor, 

com 98% em comparação a 65% do grupo respondedor. 

Todos os epítopos que apresentaram diferenças estatisticamente significantes entre os 

dois grupos são identificados como ligantes ao HLA-A (alelos A1 e A2). Os resultados do 

mapeamento dos epítopos estão apresentados na tabela 1.

Tabela1: Frequência dos epítopos nas sequências da região NS5A do HCV dos grupos de 

pacientes (genótipo 1 a/b).

EPITOPO Alelo RT NR
VLSDFKTWL A2 100 48,73 *
VLDSFKTWL A2 0 0 
SDFKTWLKA Patr-B*1601 65,9 47,89

DFKTWLQSKL ND 34,09 50,42
LPKLPGVPF B35 0 0 

MWSGTFPINAY Patr-A*0601 63,63 49,57
LLREEVSFRV A2 34,09 49,57
HEYPVGSQL B60, H-2k 63,63 48,73

PCEPEPDVAVL B35 31,81 47,05
EPEPDVAVL B35 31,81 47,05
LTDPSHITA A1 65,9 98,31 *

ARGSPPSVASSSASQLSAPS A1/A2 65,9 25,21 *
SVASSSASQLSA A1/A2 65,9 25,21 *

QLSAPSLKATCTANH ND 0 0
NHDSPDAEL B38 61,36 49,57

SPDAELIEANL A2 65,9 49,57
ELIEANLLW A25 65,9 49,57
ILDSFDPLV A2 31,81 10,92
LDSFDPLVA Patr-B*0401 65,9 47,89
REISVPAEIL B60 31,81 49,57
KFPPALPIW A*2402 0 5,04

ND, Não disponível; 
Nota – * p<0.05 (corrigido com o procedimento de Bonferroni); 
Todas as frequências expressas em porcentagem;

Para  avaliar  a  variação  dos  aminoácidos  e  determinar  os  possíveis  códons 

selecionados  positivamente,  nós  utilizamos  modelos  de  máxima  verossimilhança  cujos 

resultados estão apresentados na tabela 2. Os valores da razão dN/dS da região NS5A dos 

grupos respondedor, não respondedor e os dois grupos juntos, calculadas pelo modelo M0 não 

mostraram diferença significante. Na comparação do primeiro par de modelos, M1a(neutro) e 

M2(seleção  positiva),  não  foi  observada  significância  estatística  no  teste  de  razão  de 
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verossimilhança, entretanto, no segundo par de modelos, M7(beta) e M8(beta e ômega), o 

teste  mostrou  que  o  Modelo  M8 estava  selecionado,  indicando evidência  de  variação  na 

pressão seletiva em códons ao longo da região codificadora da proteína NS5A tanto no grupo 

que não responde ao tratamento como quando os dois grupos são analisados juntos.

Tabela 2: Resultados da análise de pressão seletiva entre os grupos de pacientes.

Resposta Razão dN/dS M2a vs M1a M8 vs M7 AA selecionados 
positivamente (posição)

RT
NR

Ambos

0,09
0,09
0,1

0,367
0,023
0,001

4,058
13,376*
15,49*

ND
L(2130), P(2319)
L(2130), P(2319)

ND – não detectado;
AA – aminoácido;
Nota - * p<0.01 no teste de razão de verossimilhança;

Com a evidência de seleção positiva, indicada pelo teste de razão de verossimilhança, 

o  método  Bayes  Empirical  Bayes (BEB)  foi  aplicado  para  calcular  a  probabilidade  a 

posteriori de cada códon pertencer a classe de sítios selecionados positivamente de acordo 

com o modelo M8, indicando assim que o aminoácido L (lisina), na posição 2130 (de acordo 

com a sequência referência H77, número de acesso: AF009606), e o aminoácido P (prolina), 

na posição 2319, estão selecionados positivamente com probabilidade posterior maior que 

95%. 

Para os quatro epítopos que apresentaram diferenças entre os grupos, com suporte 

estatístico no teste G, foram calculados o valor de dN/dS, dS e dN, utilizando modelos par a 

par  YN00  (tabela  3).  Três  epítopos  apresentaram  razão  dN/dS  maior  no  grupo  não 

respondedor  e  um  apresentou  razão  maior  no  grupo  respondedor,  todos  com  suporte 

estatístico  pelo  teste  não  paramétrico  de  Mann-Whitney,  sendo  que  os  epítopos  que 

apresentaram  valores  superiores  foram  aqueles  que  apresentaram  frequências  inferiores 

quando comparados ao outro grupo. No cálculo das mutações não sinônimas dois epítopos 

demonstraram valores superiores no grupo não respondedor e um apresentou valor maior no 

grupo  respondedor,  com  suporte  estatístico.  Na  comparação  das  mutações  sinônimas foi 

observado  que  3  epítopos  obtiveram valores  superiores  no  grupo  não  respondedor,  com 

suporte estatístico.
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Tabela 3: Valores da razão dN/dS, dN e dS .

Epítopo Resposta dN/dS dN dS

VLSDFKTWL RT
NR

0,03
0,04*

0,02
0,03*

0,76
0,91*

LTDPSHITA RT
NR

0,018*
0,001

0,026*
0,001

0,79
0,86*

ARGSPPSVASSSASQLSAPS RT
NR

0,02
0,09*

0,01
0,01

0,29
0,34*

SVASSSASQLSA RT
NR

0,06
0,12*

0,02
0,03*

0,25
0,25

Nota – * p<0.05 no teste de Mann-Whitney;

De  acordo  com  o  resultado  do  mapeamento  dos  epítopos,  nenhuma  variação  no 

epítopo  VLSDFKTWL foi  observada  no  grupo  respondedor,  porém  no  grupo  que  não 

responde ao tratamento foi encontrada modificação na 3a posição do epítopo, onde uma serina 

foi substituída por treonina com 37,8% de frequência e por alanina com 12,6%. A análise das 

sequências do epítopo LTDPSHITA demonstrou variação na 2a posição,  onde treonina foi 

substituída por serina em 34% das sequências do grupo respondedor. As variações no grupo 

não  respondedor  foram  menores  que  2%.  O  epítopo  ARGSPPSVASSSASQLSAPS 

apresentou variação na 8a posição, onde valina foi substituída por leucina em 33.9% no grupo 

respondedor e  em 63% no grupo não respondedor.  Nessa  mesma posição,  no grupo não 

respondedor,  valina  foi  substituída  por  metionina  em 12,6% das  sequências.  No  epítopo 

SVASSSASQLSA foi  observada  variação  na  2a posição  onde  valina  foi  substituída  por 

leucina  em  33.9%  no  grupo  respondedor  e  em  63%  no  grupo  não  respondedor  e  por 

metionina no ultimo grupo em 12,6% das sequências. Nenhuma das variações nos epítopos 

apresentou evidência de pressão seletiva positiva na análise com o método Bayes Empirical  

Bayes BEB. Os resultados com as mutações encontradas nos epítopos estão expressos na 

tabela 4.

5.2 – Pacientes infectados por HCV de genótipo 3

Os  resultados  da  análise  das  sequências  dos  pacientes  infectados  pelo  HCV  do 

genótipo 3 (Bittar et al., 2010) mostram uma variação de carga viral entre log 5,76 e log 7,03, 

esperadas  para  amostras  de  pré  tratamento.  A média  da  carga  viral  no  grupo  RT foi  de 

5.578.634, no grupo NR foi de 2.348.652 e no grupo NRFT foi de 2.422.973. Entretanto não 

foi possível associar a carga viral com a resposta ao tratamento.
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Tabela 4: Mutações observadas nas regiões dos epítopos com significância estatística entre os 

grupos de pacientes.

VLSDFKTWL LTDPSHITA ARGSPPSVASSSASQLSAPS SVASSSASQLSA

RT
......... .S....... .......L............

.......L...L........

.G.....L............

.L..........

.L...L......

NR ..T......
..A......

...S.....

....T....
.......M............
.......L............

.M..........

.L..........

Apesar do grupo RT ter demonstrado valores maiores de distância genética, número de 

mutações de nucleotídeos e de aminoácidos em relação aos grupos NR e RFT, não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significantes. O grupo RT também apresentou valores 

de dN e de dS maiores em relação aos outros grupos, com diferença significante, entretanto o 

grupo  NR  foi  o  que  apresentou  valores  da  razão  dN/dS  maiores,  com  diferença 

estatisticamente significante. Apesar das diferenças encontradas, todos os grupos apresentam 

evidência de seleção purificadora, visto que os valores da razão dN/dS foram menores que 1. 

Assim  como  no  trabalho  com  o  genótipo  1  (Jardim  et  al.,  2009),  não  foram 

encontrados padrões que pudessem ser associados com a resposta ao tratamento, apesar das 

diferenças estatisticamente significante entre os grupos.

5.3 – Pacientes Transplantados Região NS3

Além dos trabalhos já citados, também fizemos análises de mapeamento de epítopos 

utilizando a proteína NS3 de pacientes transplantados, infectados com vírus de genótipos 1 e 

3 (Carvalho-Mello  et al., 2009), em que a frequência dos epítopos foi calculada utilizando 

uma versão prévia da ferramenta de mapeamento e confirmado por análise visual. O resultado 

demonstrou que os valores de dS eram maiores que os valores de dN, resultando numa razão 

dN/dS menor que 1,  indicando evidência de seleção purificadora nos vírus dos  pacientes 

transplantados.  O  resultado  do  mapeamento  dos  epítopos  revelou  que,  dos  30  epítopos 

estudados, apenas 3 foram encontrados tanto nos vírus de genótipo 3 quanto nos vírus de 

genótipo 1 com 100% de frequência (tabela 5). No total, 10 epítopos foram mapeados apenas 

nas sequências de genótipo 1, com frequências variando de 16 à 100%. Não foram mapeados 

17 epítopos relacionados com a região NS3 nas sequências dos dois genótipos.
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Tabela 5: Frequência dos epítopos nas sequências da região NS3 dos pacientes transplantados 

infectados pelos genótipos 1 e 3.

Localização 
referência H77

Epítopo
(Genótipo)

Frequência

Genótipo 1 Genótipo 3

1031–1039 AYSQQTRGL(1b) 61,11 0
1038–1047 GLLGCIITSL(1b) 88,89 0
1055–1069 VEGEVQIVSTAAQTF(1a) 0 0
1067–1081 QTFLATCINGVCWTV(1a) 0 0
1071–1090 ATCINGVCWTVYHGAGTRTI(1a) 0 0
1073–1081 CINGVCWTV(1a) 16,67 0

ND QLVALGINAV(1a) 0 0
ND CVNGVCWTV(2b) 83,33 0
ND CVVGVCWTA(nd) 0 0
ND SVNGVCWTV(nd) 0 0

1085–1100 AGTRTIASPKGPVQM(1a) 0 0
1087–1101 TRTIASPKGPVIQMY(1a) 0 0
1100–1107 MYTNVDQD(nd) 100 100
1007–1121 DLVGWPAPQGSRSLT(1a) 0 0
1123–1131 CTCGSSDLY(1a) 100 0
1131–1139 YLVTRHADV(nd) 100 0
1169–1177 LLCPAGHAV(1a) 0 0

ND LLCPSGHVV(nd) 0 0
1171–1190 CPAGHAVGIFRAAVCTRGVA(1a) 0 0
1175–1183 HAVGLFFRAA(1a) 0 0
1243–1252 ATLGFGAYM(1b) 83,33 0
1261–1270 TLGFGAYMSK(1a) 83,33 0
1262–1270 LGFGAYMSK(HCV-H) 83,33 0
1265–1274 GAYMSKAHGV(1b) 88,89 0
1284–1298 TITTGAPVTYSTYGK(1a) 0 0
1287–1296 TGSPITYSTY(1b) 0 0

ND TGAPVTYSTY(1b) 0 0
1292–1300 TYSTYGKFL(1b) 100 100
1300–1310 LADGGCSGGAY(1a) 100 100
1318-1327 CHAQDATTVL(3a) 0 0

 ND – não determinado;

5.4 – Ferramenta de Análise

Na avaliação dos epítopos realizada com as sequências dos pacientes transplantados e 

confirmada com avaliação manual a ferramenta foi capaz de mapear os mesmos epítopos da 

tabela  5,  além  de  mapear  as  mutações  nas  regiões  correspondentes  aos  mesmos.  A 

confirmação manual revelou que tanto o mapeamento dos epítopos quanto os das mutações 

foram realizados corretamente,  com 100% de acerto da ferramenta,  porém revelou que o 

banco de dados do HCV Immunology database indicava uma quantidade pequena de epítopos 

específicos para o genótipo 3. Para minimizar esse efeito, nós também utilizamos os epítopos 

contidos na IEDB, resultando no aumento de 380 para 530 epítopos específicos para o HCV.

A análise do desempenho da ferramenta, através da comparação dos Fs da regressão 

linear, exponencial e polinomial (Linear F=  40, exponencial F= 407 e polinomial F=4928), 
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mostrou que a ordem do algoritmo é quadrática, ou seja, é proporcional ao quadrado de um 

termo que  contém o  número  e  o  tamanho  das  sequências  (figura  4  A),  O(n2).  O tempo 

necessário para avaliar N sequências com 1344 nucleotídeos é obtido pela equação:

Tempo = -331,3422 + 27,534199 N + 0,2290466 (N -29,2857)2 min

Também foi notado que a ferramenta é mais eficiente com sequências de tamanho 

pequeno, com os quais o tempo necessário para analisar 50 sequências com 99 nucleotídeos 

foi de 2 horas e 4 minutos. Para analisar o mesmo número de sequências, porém com 999 

nucleotídeos  foram necessárias  mais  de  26  horas  (figura  4  B)  utilizando  uma CPU com 

processador Intel™ Core Duo Quad Q8400S com 4 núcleos e frequência de 2.66 Ghz, com 3 

gigabytes de RAM. O grande tempo necessário para análise é devido principalmente ao uso 

dos modelos de evolução. O mapeamento dos epítopos é realizado em poucos minutos.

Figura 4: Gráficos da análise de desempenho da ferramenta: A- Gráfico linear e polinomial 

do tempo (em minutos) para determinação da ordem do algoritmo. B- Gráfico dos tempos 

para os diferentes tamanhos e numero de sequências.
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6 – DISCUSSÃO

Em  nossos  trabalhos  de  análise  prévia  dos  pacientes  infectados  pelo  HCV  dos 

genótipos  1  e  3  não  encontramos  relação  significativa  entre  as  variáveis  analisadas  que 

permitisse correlação entre a variabilidade do HCV e o resultado do tratamento combinado de 

interferon e ribavirina, embora sugerissem que o grupo que responde ao tratamento mostrou 

valores de mutações nucleotídica e de aminoácidos e de distância genética maiores que o 

grupo que não respondedor na região NS5A inteira e variando nas sub-regiões.

Os valores de dN e dS foram menores no grupo respondedor infectados pelo genótipo 

1 e maiores no grupo respondedor infectado com o genótipo 3, comparado aos outros grupos 

testados. Não foi possível associar o valor da razão dN/dS ao resultado da terapia e também 

não  foi  observado  padrão  algum  que  pudesse  ser  associado  ao  sucesso  ou  insucesso 

terapêutico. Os tipos de resposta plotados nas topologias geradas a partir da região NS5A 

inteira  nos  dois  genótipos  virais  também  não  foram  agrupados,  o  que  implica  falta  de 

associação entre a filogenia dos genótipos e a resposta ao tratamento. Apesar dos valores de 

dN/dS  estatisticamente  significantes  encontrados  na  comparação  entre  os  grupos  não,  foi 

possível detectar evidência de pressão seletiva positiva, visto que todos os valores da razão 

foram menores  que 1,  o  que indica  seleção purificadora  em todos os  grupos testados de 

pacientes infectados com vírus de genótipos 1 e 3.

A  ausência  de  resultados  estatisticamente  significativos  que  pudessem  ser 

correlacionados  com  a  evidência  de  pressão  seletiva  positiva  nesses  estudos  pode  ser 

atribuída ao uso de metodologias que analisam as sequências par a par para a região inteira. O 

uso somente da razão dN/dS para detecção de seleção positiva através do calculo de dN e dS 

entre duas sequências se mostra pouco eficiente por poder ter seu efeito diluído. Apesar da 

grande taxa de substituição de nucleotídeos do vírus da hepatite C, a maioria dos seus sítios 

apresenta mutações sinônimas enquanto apenas alguns sítios apresentam evidência de seleção 

positiva. Com isso, a média da razão sobre o total dos sítios de uma região ser raramente  

maior que 1 (Yang, 2007). A seleção natural atua em apenas alguns sítios específicos em um 

gene, sendo que a maioria dos códons possui uma razão de dN/dS <1, enquanto apenas alguns 

sítios apresentam dN/dS>1. Os métodos que analisam sequências par a par tiram a média da 

razão por todos os sítios, o que ocasiona um valor de dN/dS sempre menor que 1. A melhor 

abordagem para detectar seleção positiva é utilizar modelos que detectem seleção atuando em 

linhagens específicas na topologia ou sítios individuais, que permitem variação dos valores de 

dN/dS entre os sítios dos códons.
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No trabalho realizado para determinar a influência do sistema imune (de Queiróz  et  

al., 2010), através dos epítopos CD8+ específicos contra o HCV, no resultado da terapia com 

interferon  e  ribavirina  nós  identificamos  4  epítopos  da  região  NS5A  com  diferenças 

significantes  entre  os  grupos  de  pacientes,  apesar  do  tamanho  amostral  reduzido  (n=11 

pacientes). Os epítopos  VLSDFKTWL, SVASSSASQLSA e ARGSPPSVASSSASQLSAPS 

mostram frequências maiores no grupo que responde comparado ao grupo não respondedor. 

Esse  resultado indica  que esses  epítopos,  especialmente  o VLSDFKTWL, induzidos  pelo 

interferon, promovem uma resposta imune eficaz contra o HCV influenciando no resultado do 

tratamento. Apesar de o epítopo LTDPSHITA ter apresentado maior variação de aminoácidos 

no  grupo  respondedor,  essa  variação  pode  ser  explicada  como  uma resposta  insuficiente 

contra  esse  epítopo  no  grupo  não  respondedor,  visto  que  esse  epítopo  não  promove  a 

eliminação da infecção viral nos pacientes.

É importante salientar que o epítopo VLSDFKTWL apresentou 100% de frequência 

no grupo que responde à terapia e somente 48% no grupo que não responde. Porém, o grupo 

não respondedor tem dois perfis distintos de falha do tratamento de acordo com a abordagem 

de 3 grupos: Pacientes que não respondedores completos, que são definidos pela contínua 

presença do RNA viral durante todo o tratamento e após 6 meses do fim da terapia e pacientes 

que apresentaram RNA viral negativo durante e no fim do tratamento, porém apresentaram 

um  "rebote", ou  seja,  quando  é  detectado  RNA viral  após  o  fim  do  tratamento.  Esses 

pacientes podem ser classificados como não respondedor de final de tratamento. Todos os 

pacientes não respondedores completos não apresentaram vírus com esse epítopo e apenas um 

paciente não respondedor no fim do tratamento não apresentou vírus com esse epítopo. Este 

resultado sugere o papel importante do epítopo VLSDFKTWL no controle da viremia e na 

eliminação da infecção viral. 

Em estudos longitudinais poderão ser identificadas mutações na região desse epítopo, 

induzidas por pressão positiva do sistema imune que promovem o escape viral, que seria um 

dos fatores responsáveis pela falha da terapia, como observado no vírus da Influenza H3. Foi 

demonstrado que a evolução do gene da hemaglutinina promove escape viral  da resposta 

humoral devido a pressão positiva exercida pelo sistema imune que provoca eventos de drift 

antigênico  (Blackburne  et  al.,  2008).  Em estudos  com HIV,  pacientes  que  mantinham a 

replicação viral em níveis basais e indetectável desenvolviam cargas virais elevadas após o 

aparecimento de mutações de escape em regiões sobre pressão positiva (Bailey et al., 2007). 

Todos esses resultados sugerem que a seleção positiva é uma característica da evolução viral e 

que regiões sob a influência dessa seleção poderá sofrer mutações antes da eliminação do 
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vírus pelo sistema imune.

A análise  para  determinar  evidência  de  seleção  positiva  nas  sequências  da  região 

NS5A dos pacientes revelou que os três grupos apresentavam o mesmo valor da razão dN/dS 

(0,09) e valor similar quando analisados juntamente (grupo respondedor e não respondedor), 

sem  diferença  estatisticamente  significante.  Todos  os  três  valores  indicaram  seleção 

purificadora. Entretanto, como discutido anteriormente,  somente o uso da razão dN/dS de 

uma  região  não  é  interessante  para  detecção  de  seleção  positiva.  Na  análise  em  que 

utilizaram-se os modelos de seleção de máxima verossimilhança, o resultado não mostrou 

evidência  de  seleção  positiva  no  grupo  que  responde  ao  tratamento.  Este  resultado, 

juntamente  com o  mapeamento  dos  epítopos,  indica  que  as  respostas  do  sistema imune, 

acrescido ao tratamento, foram o fator que promoveu a eliminação da infecção viral antes do 

aparecimento de mutações de escape que melhorem o fitness viral, o que levaria a falha do 

tratamento.

Quando analisamos o grupo que não responde e os dois grupos conjuntamente nós 

observamos evidência de pressão seletiva positiva, o que sugere que a falha do tratamento no 

grupo não respondedor é associada com a maior variação na região NS5A, apesar dos dois 

aminoácidos  detectados  pelo  método  Bayes  Empirical  Bayes como  selecionados 

positivamente não estarem em regiões de epítopos. O resultado do mapeamento e a evidência 

de  seleção positiva  em regiões  fora  dos  epítopos  indicam que essas  mutações  mantêm a 

replicação viral na presença de drogas antivirais e compensam o fitness viral em um ambiente 

desfavorável.

Estudos mostram que a variabilidade na região da proteína NS5A é associada com 

resposta do tratamento com interferon, especialmente na região determinante da sensibilidade 

ao INF (ISDR), o domínio ligante da proteína quinase ativada por RNA (PKR) e a alça V3 

(Enomoto  et al., 1996; Gale  et al., 1998;  Nousbaum  et al., 2000). Entretanto, o papel dos 

epítopos no controle da replicação viral na terapia com interferon ainda não foi estabelecido. 

Nossos  resultados  confirmam  essa  característica  da  região  NS5A,  associando  essa 

variabilidade com a influência da resposta mediada por epítopos CD8+ específicos contra o 

HCV, mostrando que o epítopo  VLSDFKTWL é associado com a eliminação da infecção 

durante a terapia,  sugerindo que a eficiência da resposta imune por células T CD8+ pode 

aumentar, sendo um dos fatores determinantes do sucesso terapêutico. É importante observar 

que esse epítopo é descrito na região de sinal de retenção citoplasmática (CRS) da proteína 

NS5A (Ubani et al., 2001), sendo que essa região da proteína ainda não havia sido associada 

com resposta imunológica nem com efetividade terapêutica.
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Mesmo com o tamanho amostral pequeno, nós encontramos evidências da importância 

dos  epítopos  de  células  CD8+ específicos  contra  o  HCV  no  controle  da  viremia,  na 

persistência da infecção em pacientes crônicos e mutações de escape, o que está de acordo 

com diversos estudos (Timm et al., 2004; Guglietta  et al., 2005; Tester  et al., 2005). Esses 

resultados revelam a grande influência dos linfócitos T CD8+ também durante o período de 

tratamento, sendo modulado positivamente pelo interferon.

Mutações de escape podem limitar ou inibir a ligação com o HLA promovendo perda 

na apresentação antígeno ligado ao MHC, assim, nós analisamos as mutações que ocorreram 

nas regiões dos epítopos para determinar em quais posições ocorreram variação e comparar 

com informações do banco de dados SYFPEITHI (Rammensee et al., 1999). Com exceção do 

epítopo  SVASSSASQLSA,  que  apresentou  mutação  de  valina  para  leucina  na  segunda 

posição  do  epítopo,  todas  as  outras  mutações  que  ocorreram não  foram associadas  com 

regiões  de  aminoácidos  de ancoramento  ou auxiliador,  de acordo com o banco de  dados 

SYFPEITHI. Nesse epítopo, a mutação de valina para leucina corresponde a um aminoácido 

de ancoramento esperado. Sem variação no grupo respondedor,  o epítopo  VLSDFKTWL, 

apresentou no grupo não respondedor mutação na  3a posição  do epítopo onde serina  foi 

substituída por treonina em 37,8% e por alanina em 12,6% dos casos. Esse resultado reforça a 

importância do papel dos epítopos no controle da viremia em associação com a terapia, visto 

que esses aminoácidos não são classificados como resíduos preferenciais no banco de dados 

para o alelo A2,  sugerindo que  essas  são mutações  de escape.  Essas  mutações  poderiam 

impedir  que  o  epítopo  fosse  apresentado  ligado  ao  HLA na  superfície  celular  da  célula 

infectada, sendo assim “invisível” ao sistema imune. 

É  importante  salientar  que,  além  da  hipótese  sugerida  nesse  trabalho,  fatores  do 

hospedeiro como restrição genética do sistema imune, diversidade do receptor da célula T ou 

a intensidade da resposta das células CD4+ auxiliadoras, podem contribuir com o escape viral 

observado no grupo não respondedor.

Para  confirmar  essa  hipótese,  nós  decidimos  focalizar  as  análises  nas  regiões 

correspondentes aos epítopos e analisar os valores da razão dN/dS, dN e dS para cada um dos 

epítopos e verificar se existem diferenças estatisticamente significantes. Para os 3 epítopos 

que mostraram frequências maiores no grupo que responde ao tratamento nós encontramos 

valores da razão dN/dS menor do que no grupo que não responde, sugerindo que o pressão 

seletiva positiva nos epítopos no último grupo (p<0,05). Apesar de o epítopo LTDPSHITA ter 

apresentado dN/dS maior no grupo que responde ao tratamento, este epítopo não promove 

resposta imune suficiente no grupo não respondedor, sendo uma resposta ineficaz, devido ao 
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valor  superior  de dS no grupo que não responde e  a falha no tratamento.  Este  resultado 

reforça a hipótese de resposta inespecífica a este epítopo.

Em  resumo,  o  mapeamento  dos  21  epítopos  nas  sequências  dos  11  pacientes 

infectados pelo HCV do genótipo 1 do período pré-tratamento mostrou evidências de que ao 

menos 1 epítopo de célula T específico contra o HCV está associado com o resultado da 

terapia. Com os modelos de máxima verossimilhança confirmou-se a existência de seleção 

positiva  no  grupo  não  respondedor.  Conjuntamente,  esses  resultados  têm  importantes 

implicações  no  entendimento  da  compreensão  da  dinâmica  do  sistema  imune  e  o  vírus 

durante o período do tratamento, confirmando o papel do sistema imune na eliminação da 

infecção.

No trabalho que realizamos com a proteína NS3, foi observada uma diferença entre as 

frequências dos epítopos entre os subtipos 1 e 3 (Carvalho-Mello et al., 2009). Essa diferença 

entre os subtipos provavelmente deve-se a dois fatores: A grande variabilidade nucleotídica 

entre os grupos do HCV, que varia entre 30 e 35% entre os grupos e 20 e 25% entre os 

subgrupos (Simmonds et al., 1994; Lau et al., 1996), e a pouca representatividade de epítopos 

específicos do HCV genótipo 3 no banco de dados, devido ao fato do genótipo 1 ter uma 

prevalência mundial de 65% contra 30% do genótipo 3 (Mellor  et al., 1995; Codes  et al., 

2003;  Campiotto  et  al.,  2005).  A grande  variação entre  os  genótipos  virais  evidenciou a 

carência do banco de dados utilizados em epítopos específicos para o HCV genótipo 3, visto 

que  esse  subtipo  tem uma  prevalência  relativamente  pequena  comparada  com aquela  do 

genótipo 1. O mapeamento dos epítopos nas sequências do genótipo 3 com a utilização desse 

banco de dados resultaria em uma subestimativa de epítopos desse genótipo com associação a 

resposta ao tratamento. Dessa forma, a análise de mapeamento dos epítopos não foi realizada 

nas sequências virais dos pacientes infectados por genótipo 3 por insuficiência de tamanho 

amostral  adequado.  Há que se destacar  também que há um viés  no banco de  dados que 

favorece epítopos do genótipo 1. Assim, para a análise do mapeamento de epítopos, somente 

as sequências dos pacientes infectados pelo genótipo 1 foram selecionadas. 

Para o desenvolvimento do programa REEvolution, outro banco de dados não curado 

foi selecionado como fonte dos epítopos(Vita et al., 2010) permitindo o aumento de epítopos 

analisados pela ferramenta, auxiliando assim a sua acuidade. Além disso, diferentemente das 

ferramentas desenvolvidas para predição de epítopos, que analisam somente uma sequencia 

de proteína por análise (Lundegaard et al., 2007; Lafuente e Reche, 2009), nossa abordagem 

de análise de múltiplas sequências a partir de um alinhamento oferecido pelo usuário permite 

análise evolutivas que são indisponíveis em outras ferramentas de predição. Além disso, a 
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ferramenta utiliza epítopos descritos especificamente para o vírus analisado (HCV ou HIV), o 

que permite uma maior especifidade. A análise com modelos evolutivos, juntamente com o 

mapeamento dos epítopos, gera resultados que possibilitam a identificação de regiões que não 

estão  sob  influência  do  sistema  imune,  regiões  reconhecidas  pelo  sistema  imune,  na 

identificação  de  mutações  de  escape  na  região  do  epítopo  e  identificação  de  mutações 

compensatórias que ocorram em regiões não reconhecidas pelo sistema imune. 

Figura 5 – Interface da ferramenta REEvolution.

Estas  informações  são úteis  para  o desenvolvimento  de  vacinas  específicas  contra 

esses  vírus e  para a  melhoria  de estratégias terapêuticas  na hepatite  C e na síndrome da 

imunodeficiência adquirida. A ferramenta REEvolution usa interface amigável e os resultados 

são de fácil compreensão, permitindo o usuário acesso à informação imunológica e evolutiva 

dos seus dados, como apresentado nas figuras 5 e 6. A ferramenta foi desenvolvida para ser 

visualizada em qualquer navegador de internet, porém, foi testada apenas nos navegadores 

iExplorer, Mozila Firefox e Safari. 

Entretanto, a análise do desempenho revelou que o tempo necessário para analisar N 

sequências aumenta quadraticamente devido aos modelos de evolução. Devido a esse fato, 

um limite no número de sequências será sugerido ao usuário,  limitando à no máximo 50 

sequências de 1500 nucleotídeos, ou um arquivo de 80 Kbytes.
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Figura 6 – Exemplo de resultados gerados pela ferramenta REEvolution. A – Resultado das 

análises de seleção. B -Resultado do mapeamento dos epítopos.

47

B

A



Considerações Finais
48



7 – CONSIDERAÇÕES FINAIS

O  resultado  dos  quatro  artigos  e  o  manuscrito  submetido  confirmam  a  importância  do 

desenvolvimento da ferramenta para análise automática dos epítopos e da pressão seletiva 

para identificação de epítopos evolutivamente estáveis, fatores de predição do prognóstico e 

definição de grupos de risco. Para a versão final do programa utilizamos o banco de dados 

immuneepitope,  que é  mais  abrangente,  na qual  mais  informação adicionada auxiliará  no 

aumento do poder de inferência das análises. A união da informação do mapeamento dos 

epítopos  junto  com a  informação  da  história  evolutiva,  identificando  eventos  de  pressão 

seletiva permitem uma associação mais clara e evidente dos processo de seleção impostos às 

cepas virais, sendo mais realístico em comparação a mapeamentos e predições de epítopos 

somente, visto que essa abordagem não permite acesso à informação evolutiva das amostras. 

Nossa ferramenta também permite a identificação de outros fatores de seleção, apenas com 

algumas  adaptações  no  código,  permitindo  a  implementação  de  mutações  que  conferem 

resistência à medicamentos antivirais, como observados na região NS3/4 do HCV em relação 

aos inibidores de polimerase, ou outros tipos de terapia.

Além  das  limitações  orçamentárias,  a  disponibilidade  de  pacientes  que  se  mantém  nos 

programas  de  tratamento  por  longos  períodos  é  bastante  restrita.  De  qualquer  forma,  os 

resultados  significativos  obtidos  nessas  condições  de  baixo  poder  estatístico  somente 

reforçam a importância dos resultados obtidos e a factibilidade da abordagem empregada. O 

desenvolvimento de ferramentas dedicadas poderá facilitar próximos estudos dessa natureza.
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