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Introducdo




1) Epidemiologia do HCV e levantamento clinico da patologia.

O virus da hepatite C (HCV) pertence ao género Hepacivirus da familia
Flaviviridae. Sua estrutura tem sido objeto de estudo desde a sua identificacdo mas
apesar dos grandes avagos obtidos por meio da comparagdo entre as estruturas de virus
relacionados, por exemplo, o virus da Dengue (Kuhn et al., 2002) o HCV nio foi
definitivamente visualizado e sua estrutura precisa ainda ser elucidada. Baseado em
estudos de filtragdo e microscopia eletrdnica, foi possivel determinar que particulas do
HCYV desenvolvidas em cultura celular sdo esféricas, apresentam densidade entre 1.15
e 1.17 g/ml e possuem um didmetro aproximado de 55nm (Wakita et al., 2005).

O HCV ¢ um virus envelopado no qual a proteina capsidial e as glicoproteinas
do envelope E1 e E2 sdo os principais constituintes da particula viral. O envelope
envolve o nucleocapsideo composto por multiplas copias do RNA genomico e da
proteina Capsidial (Figura 1).

A particula viral circula sob varias formas no soro do hospedeiro infectado,
incluindo (i) virions ligados a LDL (low density lipoproteins), e a VLDL (very low
density lipoproteins), os quais parecem representar a fracdo infecciosa; (ii) virions
ligados a imunoglobulinas; e (iii) virios livres (Thomssen et al., 1992; Bradley et al.,
1999).

Apresenta taxia pelo figado, sendo o responséavel pelas hepatites agudas e
cronicas, cirrose e carcinoma hepatocelular (Kato, 2001). Infecta somente humanos e
chimpanzés no qual os hepatdcitos sdo os principais alvos celulares embora também

tenha sido descrita a infeccdo das células B e células dendriticas.



O HCYV foi identificado a nivel molecular no final da década de 1980, o qual
correspondia a cerca de 90% dos casos de hepatites pds-transfusionais historicamente

conhecidas por hepatites ndo-A e ndo-B (NANB) no mundo (Choo ef al., 1989).

Glicoproteina do
Envelope E1

Proteina Capsidial
C

Acido Nucléico

Envelope Lipidico

Glicoproteina do
Envelope E2

Figura 1: Estrutura do virus HCV evidenciando os principais constituintes da particula viral.
(Modificado de Physicians’ Research Network, 2004).

O modo de transmissdo mais eficiente do virus HCV ¢ por meio da exposicao
percutanea direta ao sangue de individuos portadores tais como, tranfusdes sanguineas
ou transplantes de érgdos a partir de doadores infectados, e uso de drogas injetaveis
(Prati, 2006).

A transmiss@o do HCV ¢ menos eficiente quando ocorre por pequenas
exposi¢des percutdneas como acidente com agulhas contaminadas em ocupagdo
profissional (Prati, 2006) ou exposi¢do da mucosa a sangue ou fluidos derivados de
sangue, tais como exposicdo do feto ao sangue da mae portadora no momento do parto

e relag@o sexual com perceiro contaminado (Terrault e al., 2002; Roberts et al., 2007).



J& a transmissdo sexual ainda ¢ um assunto controverso. Um estudo recente
com casais infectados encontrou evidéncias de que as cepas encontradas em ambos 0s
conjuges possuiam a mesma origem, contudo ndo ha como avaliar se a contaminagio
ocorreu por via sexual ou outra forma de contato préximo (Mello, 2006).

A estimativa global da prevaléncia da infec¢do pelo HCV ¢ de 2,2% o que
corresponde a 130 milhdes de pessoas HCV positivas no mundo (WHO, 2004). A
infec¢do apresenta uma distribui¢do universal. Estimativas regido-especificas variam
de menos de 1,0% no norte da Europa a mais de 2,9% no norte da Africa. A menor
prevaléncia (0,01% a 0,1%) foi reportada nos paises do Reino Unido e Escandinavia; a
maior prevaléncia (15% a 20%) foi reportada no Egito (Frank ez al., 2000; Shepard et
al., 2005;).

Existem diferencgas tanto geograficas quanto temporais nos padrdes de infeccio
pelo virus (Alter ef al., 1999). Por exemplo, paises localizados distantemente uns dos
outros como, Estados Unidos, Australia, Turquia, Espanha, Italia e Japdo, pertencem a
regides do mundo com média de prevaléncia de infec¢do pelo virus similares (1,0% a
1,9%), mas apresentam padrdes diferentes na prevaléncia em relagdo a idade das
pessoas infectadas.

Nos Estados Unidos a maior prevaléncia esta entre as pessoas de 30 a 40 anos e

a menor entre as pessoas com menos de 20 ¢ mais de 50 anos de idade (Alter et al.,
1999; Armstrong et al., 2006). Este padrdo indica que a maioria das transmissdes
ocorreram nos ultimos 20 a 40 anos entre adultos jovens, um padrdo similar ao
observado na Australia (Law ez al., 2003). Em contraste, foi observado um aumento

na prevaléncia de infec¢do pelo HCV em relagdo a idade na Turquia, Espanha, Itélia,



Japdo e China (Sun et al., 1999; Dominguez et al., 2001; Campello et al., 2002;
Sagnelli et al., 2005), o que sugere exposicao anterior ao virus.

Os fatores de risco envolvidos na infeccdo pelo virus HCV no qual estdo
associados altas taxas de prevaléncia sdo: pacientes hemofilicos, hemodialisados,
talass€micos (Ramia et al., 2002), toxicomanos, recém-nascidos de mies infectadas e
receptores de multiplas transfusdes de sangue (Ansar & Kooloobandi, 2002).

No Brasil, assim como em outros paises da América Latina, existem poucos
dados disponiveis a respeito da epidemiologia do virus HCV. A estimativa, segundo a
Sociedade Brasileira de Hepatologia (SBH), ¢ de 1,6% na populagdo em geral, porém
em hemofilicos a taxa de infeccdo chega a 87,3%, enquanto em pacientes
hemodialisados observa-se um indice variante entre 19-47,2%

(http://www.sbhepatologia.org.br). A prevaléncia do HCV foi investigada por

Nascimento e colaboradores, em 2008, que avaliaram 3591 doadores de sangue de
trés cidades brasileiras: Sdo Paulo, Manaus e Salvador. A soroprevaléncia observada
foi de 0,97% (12/1238) para mulheres e 0,38% (9/2353) para homens. Com o mesmo
objetivo, Toledo e colaboradores, em 2005, avaliaram a prevaléncia do virus HCV
entre voluntarios do servigo militar em todo o Brasil. Foram avaliados 5508 homens
com idades entre 17 e 22 anos. Os resultados obtidos mostram que 1,5% dos
voluntarios (80/5508) apresentaram anticorpos anti-HCV. A prevaléncia nas cinco
macro regides brasileiras também foi avaliada e mostra para regido Norte 2,3%,
Nordeste: 0,6%, Centro-Oeste: 0,6%, Sudeste: 1,2% e Sul: 2,5%. Entre pacientes que

realizam hemodialise, Carneiro e colaboradores, em 2007, evidenciaram anticorpos



anti-HCV e/ou RNA do virus em 16,4% dos 180 pacientes atendidos em 15 centros
de hemodialise no estado de Goias.

Os individuos infectados raramente apresentam infeccdo aguda sintomatica.
Calcula-se que cerca de 80% dos individuos afetados desenvolvem uma infec¢do
cronica assintomdtica que pode desenvolver-se em cirrose hepdtica e carcinoma
hepatocelular (Shimotohno, 2000). O periodo entre a infeccdo por HCV e o
desenvolvimento do hepatocarcinoma, ¢ em média 30 anos, sendo que para o
desenvolvimento da hepatite cronica leva-se em torno de 13 anos e de cirrose
hepética 20 anos (Montalto et al, 2002). A hepatite C ¢ a principal indicagdo de
transplante de figado no mundo todo (Terrault, 2000).

Os sintomas sdo raros na fase aguda e, em geral, caracterizam-se por febre,
anorexia, nduseas, vomito, ictericia, urina escura, fezes claras, e a freqiiente presenca
de niveis elevados de transaminase. As infec¢des assintomaticas sdo detectadas a partir
de testes soroldgicos para a presenga de anticorpos contra o HCV (ELISA), e/ou entdo
a partir de testes moleculares (HCV-RNA qualitativo ou quantitativo) (Alter, 1997).

O tratamento padrdo para hepatite C ¢ a combinacdo do Interferon Peguilado
(PEG IFN) com Ribavirina (RBV), o qual tem aumentando o percentual de pacientes
que obtiveram uma Resposta Viroldgica Sustentada (RVS). Contudo, apos a
administracdo da terapia combinada, a RVS ndo ¢ alcancada em 40% a 50% dos
pacientes do gendtipo 1 e em 30% dos pacientes com gendtipo 2 ou 3 (Heathcote et
al., 2004). Dados recentes mostram que aproximadamente 18% dos pacientes que ndo

obtiveram resposta ao tratamento padrdo com Interferon com ou sem Ribavirina,



alcangaram uma resposta viroldgica sustentada quando tratadas com PEG IFN e
Ribavirina (Shiffman et al., 2004).

Ha limitadas opg¢des terapéuticas disponiveis para pacientes com hepatite C
cronica que ndo respondem ao tratamento padrdo. Uma opg¢do ¢ retratar o paciente
com uma segunda série de PEG IFN e RBV (Cheruvattath ef al., 2007). Com isso, a
melhor estratégia para o controle da hepatite C baseia-se na educacdo, prevengdo e

reducdo do comportamento de risco (De Francesco, et al., 2003).

11) Diversidade do genoma viral

A variabilidade genética do genoma viral tornou possivel distinguir o HCV em
seis genotipos (numerados de 1 a 6) e em mais de 70 subtipos (Simmonds ef al.,
2005). Cada um dos 6 gendtipos ¢ igualmente divergente, e diferem entre si 31-34%
de nucleotideos na seqiiéncia genomica (Bourliere et al., 2002; Pawlotsky, 2003). Em
adicdo aos gendtipos, o HCV existe dentro do hospedeiro como um conjunto de
variantes proximas mas distintas geneticamente, chamadas quasiespécies (Weiner et
al., 1991; Martell et al., 1992).

Os subtipos também apresentam caracteristicas particulares como resisténcia
ao tratamento combinado com PEG IFN mais Ribavirina. Deste modo, pacientes
infectados com o virus do genoétipo 1, respondem menos eficientemente a terapia que
aqueles infectados com virus dos genotipos 2 e 3. Por outro lado, pacientes portadores

do virus do genétipo 3 e que apresentam Hepatite C cronica, estdo mais sujeitos a



desenvolverem esteatose, caracterizada pelo depdsito de gordura no figado, do que
aqueles infectados com o HCV do gendtipo 1 (Lonardo et al., 2006).

Os determinantes das diferengas associadas aos gendtipos virais ainda néo
estio bem compreendidos. Foi sugerido que variagdes nas seqiiéncias das
glicoproteinas do envelope El e E2 podem estar envolvidas nas diferencas na
patologia dos gendtipos 1 e 3 (Shaw et al., 2003). Mais recentemente, modelos in vitro
sugerem o envolvimento da proteina capsidial como um fator viral associado ao
acumulo de lipideos na infec¢do pelo gendtipo 3, dai a associagdo com esteatose (Abid
et al., 2005; Hourioux ef al., 2007). Algumas propriedades inerentes a regido 5’UTR
do genoma viral do tipo 3 foram demonstradas por Masante e colaboradores em 2008:
(1) A andlise das seqii€ncias revelou que sete nucleotideos ndo contiguos dentro da
5’UTR nas posigdes 8, 13, 14, 70, 97, 203 e 224, distinguem o genotipo 3 dos outros e
(1) esta assinatura parece estar envolvida em uma replicacdo menos eficiente do RNA
do genotipo 3 quando comparado ao gendtipo 1.

Os seis genotipos virais também apresentam diferencas quanto a distribuicdo
geografica, no qual os genotipos 1, 2 e 3 possuem distribui¢do universal (Campiotto et
al., 2005).

O gendtipo 1 predomina nos Estados Unidos, Japao, Europa e América Latina
e ¢ o mais freqiiente em nosso pais, apresentando maior prevaléncia nas regides Norte,
Nordeste e Sudeste (Campiotto et al., 2005). Esta freqiientemente associado com a
forma mais severa da doenca, progressdo para cirrose ou carcinoma hepatocelular e

alta resisténcia ao tratamento antiviral (Simmonds et al., 1996). O tratamento

combinado do Interferon-o. com a Ribavirina resulta em uma resposta positiva em



40% dos pacientes infectados pelo gendtipo 1 e em aproximadamente 80% dos
pacientes infectados pelos genotipos 2 e 3 (Chander et al., 2002).

O gendtipo 3 tem maior prevaléncia na América do Sul e em alguns paises da
Europa, como Franga (Campiotto et al., 2005), onde esté freqiientemente associado ao
uso de drogas endovenosas (Dusheiko et al., 1994; Pontisso et al., 1995). No Brasil o
gendtipo 3 também apresenta uma alta incidéncia em relagdo a outras regides no
mundo, apresentando maior prevaléncia na regido Sul (Campiotto et al., 2005).

O gendtipo 4 ¢ endémico no Egito ¢ encontrado em outros paises da Africa e
Oriente Médio (Campiotto et al, 2005). Esta associado a uma baixa resposta ao
tratamento antiviral (Mellor et al., 1996; Prescott et al., 1996).

O gendtipo 5 é o principal na Africa do Sul e o gendtipo 6 e seus variantes tem
sido encontrados principalmente na Asia. Ndo ha evidéncias da resposta dos gendtipos
5 e 6 ao tratamento com Interferon (Parana ez al., 2000).

No Brasil que ¢ um pais de dimensdes continentais a grande diferenga
populacional se reflete na variagdo na freqiiéncia dos genotipos do virus. Isto foi
observado por Campiotto e colaboradores, em 2005, que avaliaram 1688 amostras de
RNA provenientes de pacientes com hepatite C cronica coletadas de 1995 a 2000, em
diferentes laboratérios localizados em diferentes cidades brasileiras. As seqiiéncias
foram analisadas para determina¢do dos gendtipos e as freqiiéncias observadas foram
as seguintes: 64,9% (1095) para o gendtipo 1; 4,6% (78) para o gendtipo 2; 30,2 (510)
para o genotipo 3; 0,2% (3) para o genotipo 4 e 0,1% (2) para o gendtipo 5. As
freqliéncias para os genotipos do HCV foram estatisticamente diferentes entre as

regides brasileiras (P=0,00017). Em todas as regides, o genotipo 1 foi o mais freqiiente



(51,7 a 74,1%), atingindo o maior valor na regido Norte; o genotipo 2 foi o mais
prevalente na regido Centro-Oeste (11,4%), especialmente no estado do Mato Grosso
(25,8%), enquanto o genotipo 3 foi 0 mais comum no Sul (43,2%). Os gendtipos 4 € 5
foram raramente encontrados e ocorreram somente na regido Sudeste, no Estado de

S3o Paulo.

I11) Organizacdo do genoma de HCV

O virus da hepatite C contém um genoma de RNA fita simples positiva com
aproximadamente 9.6 kb. Apresenta uma “open reading frame” (ORF) flanqueada por
duas regides nao traduzidas (UTR). Esta ORF codifica uma unica poliproteina
precursora que contém de 3008 a 3037 aminoacidos (Choo et al., 1989; Kato et al.,
1990; Takamizawa et al., 1991).

O processamento da poliproteina precursora de HCV ocorre durante e apds a
tradu¢do por proteases de sinal celular e pelas proteases virais NS2-NS3 e NS3
(Hijikata et al., 1993) (Figura 2). As proteinas estruturais, que formam as particulas
virais, estdo localizadas na extremidade amino-terminal da proteina precursora na
seguinte ordem: capsidial (proteina C), envelope 1 (El), e envelope 2 (E2). Na
seqiiéncia vém as proteinas ndo estruturais (NS) localizadas na seguinte ordem: NS2,

NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (Hijikata ef al., 1993).
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Figura 2: Estrutura do genoma de HCV e sumario do processamento da poliproteina. A
representacdo esquematica da estrutura do genoma de HCV estd mostrada na parte superior. Nts,
nucleotideos; HRV 1, regido hipervariavel 1; IRES, sitio de entrada no ribossomo. Os sitios de clivagem

para as proteases sdo indicados pelas setas. As proteinas processadas sdo indicadas pelo nome. (Kato,
2001).

A por¢do ndo traduzida na extremidade 5° (5'UTR) consiste de 341
nucleotideos cuja seqiiéncia ¢ altamente conservada (com uma identidade de mais de
92%) entre as cepas virais, sugerindo que a 5"UTR tem uma participacdo importante
em processos chaves como a replicagdo do genoma viral e a tradugdo das proteinas
virais.

Foi evidenciado que a 5’UTR possui um sitio de entrada no ribossomo
chamado IRES que estruturalmente ¢ constituido pelos dominios I, II, III e IV da

regido 5'UTR mais os primeiros 24-40 nucleotideos da regido codificadora da proteina



capsidial, formando uma estrutura essencial para a tradu¢do do RNA viral
(Tsukiyama-Kohara et al., 1993; Wang et al., 1993). A entrada no ribossomo do RNA
viral ¢ mediado pelo IRES e ocorre a poucos nucleotideos acima do cddon iniciador
AUG. A subunidade 40S ¢ posicionada em contato com AUG por meio dos dominios
IT e III. A ligagdo do elF3 ao IRES e a subunidade ribossomal 40S cria um complexo
que coloca AUG em contato com o anti-codon Met-tRNA (Collier et al., 2002). A
ligacdo ao IRES induz a uma alteragdo significativa na conformag¢do da subunidade
408, indicando que esta regido do genoma viral controla a maquinaria de tradugdo no
hospedeiro (Beales ef al., 2001; Spahn et al., 2001).

A por¢do ndo traduzida na extremidade 3'UTR € constituida por uma
seqiiéncia pouco conservada de aproximadamente 40 nucleotideos, uma regido poli U
(polipirimidina) e uma seqiiéncia unica de 98 nucleotideos (Tanaka et al, 1996;
Kolykhalov et al., 1996; Yamada et al, 1996). Esta tltima seqiiéncia ¢ altamente
conservada entre as cepas virais de HCV, mesmo entre os dois tipos mais distantes
geneticamente, HCV1b e HCV2a (Tanaka et al., 1996); esta seqiiéncia pode se dobrar

em uma estrutura stem-and-loop (Tanaka et al., 1996, Blight et al., 1997).

1V) Processamento da poliproteina precursora viral.

O produto da traducdo do genoma do virus € a poliproteina precursora que ¢
produzida a partir da ORF do genoma do HCV (Figura 2). Esta poliproteina ¢
processada no Reticulo Endoplasmatico (RE), durante e apods a tradugdo por proteases

virais e celulares, para dar origem as 10 proteinas virais (Lindenbach et al., 2006). As



proteinas estruturais incluem a proteina Capsidial, que forma o capsideo viral e as
glicoproteinas do envelope. Elas s3o liberadas pelas proteases de sinal da célula
hospedeira (Hijikata et al.,, 1993; Lin et al., 1994). Estas proteinas sdo separadas das
proteinas ndo estruturais pelo peptideo de membrana p7. As proteinas ndo estruturais
(NS) NS2-NS5B estdo envolvidas no processamento da poliproteina e na replicagdo
viral. O processamento proteolitico das proteinas ndo estruturais é complexo e requer
duas proteases distintas: (i) a metaloprotease dependente de zinco NS2/NS3 e (ii) a
serino-protease NS3 localizada na por¢do N-terminal da NS3 (Hijikata et al., 1993;
Grakoui et al., 1993; Selby et al., 1993). A metaloprotease NS2/NS3 dedica-se apenas
a clivar entre NS2/NS3 por meio de um mecanismo autocatalitico (Hijikata et al.,
1993). A seqiiéncia de aminodcidos ao redor do sitio de clivagem, (NH,) Leu-Leu/Ala-
Pro-Ile-Thr (COOHR), ¢ conservada entre cepas de HCV (Bartenschlager et al., 1994).
As proteinas ndo estruturais restantes s@o liberadas pela protease NS3 associada com o
seu co-fator NS4. A serino protease NS3 cliva o sitio entre NS3 e NS4 por meio de
uma agdo cis (evento intramolecular) enquanto essa enzima cliva outras jungdes
(NS4A/4B, NS4B/5A e NS5A/5B por meio de uma agdo trans (evento intermolecular)
(Bartenschlager et al., 1994).

Em sintese, pelo menos seis proteinas ndo estruturais: NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A, NS5B sdo produzidas a partir da regido ndo estrutural do genoma de
HCV através da acdo das proteases NS2-NS3 e NS3 (Selby, 1993). Ainda, o
processamento da proteina precursora de HCV produz pelo menos dez produtos
distintos, na seguinte ordem: NH,-Capsidial-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-

NS5B-COOH (Kato, 2001).



V) Caracteristicas das proteinas virais

V.1) Proteina capsidial

A proteina capsidial que ¢ derivada da por¢do N-terminal da poliproteina,
forma o nucleocapsideo viral. Sua sequéncia de aminodcidos ¢ altamente conservada
entre diferentes cepas virais, quando comparada a outras proteinas do HCV. A
proteina capsidial foi extensivamente usada em ensaios sorologicos ja que anticorpos
anti-capsidial sdo altamente prevalentes em individuos infectados. Embora a proteina
Capsidial com variados pesos moleculares tenham sido identificadas (Harada et al.,
1991; Yasui ef al., 1998; Suzuki et al., 2001), ela é liberada como um precursor de 191
residuos e 23 kDa e processamentos adicionais produzem a forma predominante de
21kDa. O dominio N-terminal ¢ altamente basico, enquanto o dominio C-terminal ¢
hidrofébico. Varios grupos reportaram uma localizacdo intracelular complexa da
proteina Capsidial (Harada et al., 1991; Okuda et al., 2002; Schwer et al., 2004;
Suzuki et al., 2005), que ¢ primariamente detectada no citoplasma associada ao
reticulo Endoplasmatico (RE), as goticulas lipidicas e também mitocondria (Suzuki et
al., 2005). Em alguns estudos, uma fragdo da proteina Capsidial foi encontrada no

nucleo (Schwer et al., 2004; Suzuki et al., 2005).

V.2) Glicoproteinas do envelope: El e E2.
A proteinas E1 e E2 sdo componentes essenciais do envelope viral e sdo

necessarias para entrada do virus na célula hospedeira. Estas proteinas glicosiladas



estendem-se do aminoacido 192 ao 383 (El) e do aminoacido 384 ao 746 (E2) da
poliproteina, e tem massa moleculares de 33 a 35 e 70 a 72 kDa, respectivamente (Op
De Beeck et al., 2000). Foi sugerido que as formacdes transmembranicas C-terminal
de E1 e E2 formam uma estrutura em forma de grampo que passa duas vezes através
da membrana, ficando susceptivel a peptidase de sinal no limen do RE (Cocquerel et
al., 2003). Apds a clivagem da poliproteina, realizada pela peptidase de sinal, a
extremidade C-terminal desloca-se para o citoplasma em condigdes de gerar a

topologia madura de membrana de E1 e E2 (Nakai ef al., 2006).

V.3) Proteina p7.

A proteina p7 ¢ um pequeno polipeptideo hidrofébico (63 aminoécidos) que
adota uma double membrane-spanning topologia, no qual suas extremidades N e C-
terminal ficam voltadas para o limen do RE (Sakai, et al., 2003). Dados recentes
indicam que p7 pode mediar a permeabilidade de ions na membrana (Griffin et al.,
2003; Pavlovic et al., 2003), sugerindo que esta proteina pertenca a familia das
viroporinas € pode apresentar um importante papel na maturacdo e liberagdo da

particula viral (Griffin et al., 2003).

V.4) Proteina NS2

A proteina NS2 ¢ uma proteina transmembranica de 21 a 23 kDa, com 96
residuos altamente hidrofobicos, formando trés ou quatro hélices transmembranicas
que se inserem na membrana do RE. A extremidade C-terminal presumivelmente

reside no citoplasma permitindo a atividade autoprotease NS2/NS3 dependente de



zinco. A clivagem eficiente na jungdo NS2/NS3 requer os 130 aminoécidos
localizados na por¢do C-terminal da proteina E2 e os primeiros 180 aminodcidos da
NS3 localizados na por¢do N-terminal da proteina. Mutagdes sitio dirigidas revelaram
que os residuos His-92, Glu-952 e Cys-993 podem constituir o sitio ativo para a
atividade proteolitica (Grakoui ef al., 1993; Hijikata et al., 1993). A dele¢do da NS2
da poliproteina ndo aboliu a replicagdo do RNA em cultura de células, indicando que
NS2 ndo ¢ essencial para replicagio do RNA (Lohmann et al., 1999). De qualquer
maneira, a proteina NS2 ¢ essencial para realizagdo completa do ciclo de replicagdo

viral in vitro e in vivo (Kolykhalov et al., 2000).

V.5) Proteina NS3/4A

A proteina NS3 apresenta dois dominios e ¢ bifuncional. O dominio serino-
protease localiza-se na regido amino-terminal e o dominio helicase localiza-se na
regido carboxi-terminal. Com isso, a NS3 apresenta trés funcdes enzimaticas que sdo;
1) atividade de protease; 2) ATPase e 3) helicase. A fun¢@o protease relaciona-se a
tradu¢do da proteina precursora e as funcdes ATPase e helicase tem grande
participag@o na replicacdo do material genético viral (Suzich, 1993; Tai, 1996). Trata-
se de uma molécula essencial para o processamento da poliproteina precursora e

também para a replicago viral.

V.5.1) Protease NS3/4A
A NS3 ¢ uma proteina hidrofobica de aproximadamente 69 kDa com a fungdo

serino-protease codificada em sua extremidade N-terminal correspondendo a um tergo



da proteina. Esta regido liga-se ndo covalentemente ao seu co-fator, a proteina NS4A
que possui 54 aminodcidos, para que seja exercida sua fun¢do protease na clivagem da
poliproteina. A triade catalitica ¢ formada pelos residuos His57, Asp81 e Ser139 do
genoma viral. A por¢do central da proteina NS4A ¢ importante para o processamento
eficiente das proteinas ndo estruturais pela NS3.

A atividade do co-fator foi mapeada a 12 aminoacidos da regido central da
NS4A com a extremidade N-terminal da protease NS3 (Bartenschlager et al., 1994;
Failla et al., 1994). Experimentalmente a contribui¢do da NS4A para atividade
protease da NS3 pode ser mimetizada por um peptideo sintético compreendendo os
residuos 21-34 da NS4A (Tomei et al., 1996). A estrutura tridimensional do dominio
protease (residuos 1-181) complexado ao co-fator NS4A sintético (residuos 21-34)
revela que o peptideo NS4A ¢ um componente integral da estrutura da protease NS3
(Kim et al., 1996).

Comparacdes estruturais da proteina NS3 com e sem o co-fator, sugerem que a
NS4 aumente a atividade enzimatica por meio da estabilizacdo do dominio N-terminal
da protease, otimizac¢do da orientacdo dos residuos da triade catalitica e também por
meio de sua contribui¢cdo na formacgdo do sitio de ligacdo ao substrato na superficie da
proteina (De Francesco et al., 2003). Foi sugerido que a por¢do N-terminal da NS4A
possa formar uma hélice transmembranica que ancora o complexo NS3-4A na
membrana celular (Wolk ez al., 2000).

A estrutura tridimensional da proteina NS3 complexada com o seu co-fator
revela que esta proteina adota o dobramento encontrado nas quimiotripsinas. O

complexo central consiste em dois dominios estruturais. O dominio C-terminal



(residuos 94—181), ¢ constituido por seis folhas B antiparalelas formando um cilindro

(B Barrel), comum a todos os membros da familia das quimiotripsinas, seguida por
uma alfa hélice estruturalmente conservada. O dominio N-terminal (residuos 1-93),
contém oito folhas B antiparalelas em vez de seis, incluindo uma fita correspondente
ao co-fator NS4A. Os residuos do sitio ativo His57 e Asp81 localizam-se no dominio
N-terminal, enquanto Ser139 estd localizado no dominio C-terminal da protease.
Todos os trés residuos estdo situados na fissura que separa os dois dominios (Kim et
al., 1996) (Figura 3A).

Adicionalmente o dominio C-terminal contém o ion zinco tetraedricamente
coordenado a estrutura protéica por Cys97, Cys99, Cys145 e His149 a molécula de

agua (Figura 3B). Um possivel papel para o ion zinco pode ser induzir estabilidade no

sitio ativo através da fita 3 D2, a qual separa o sitio ativo Ser139 e um dos ligantes do
sitio do zinco Cysl145. O sitio de ligagdo ao zinco também esta localizado préximo a
interface dos dois dominios da protease e pode participar na conformagio desses
dominios o qual contribuem para a formagao do encaixe entre os aminoacidos do sitio
ativo e o substrato (Kim et al., 1996). Mutacdes de ponto nos residuos Cys97, Cys99,
Cysl145 e Hisl49 para alanina mostram que a remog¢do de qualquer um tem um

impacto negativo na fun¢do protease (Hijikata et al., 1993).



Figura 3: Complexo NS3/4A. (A) O dominio N-terminal é observado a direita e o dominio C-
terminal a esquerda. Os residuos do sitio ativo (His57, Asp81, e Ser139) sdo observados na fenda que
separa os dois dominios. Também pode ser observado o fon Zn** (em azul) coordenado aos ligantes
Cys97, Cys99, e Cysl145 e a molécula de agua (em vermelho). O co-fator NS4A correspode a fita azul.
(B) Visao em 90 graus do complexo NS3/4A (Modificado de Kim, et al., 1996).

Tedbury e colaboradores, em 2007, confirmaram a participag¢do do ion zinco na

atividade NS2/NS3 e demonstraram que os trés residuos de cisteina (Cys97, Cys99 e



Cys145), necessarios para a atividade protease da NS3, também sdo essenciais para a
atividade de autoclivagem. O quarto residuo do sitio do Zinco, His149 nio apresentou
atuacdo na autoclivagem. Por outro lado, o residuo Cys922 foi identificado como um
quarto aminoacido necessario a atividade da NS2/NS3, residuo este que até o
momento ndo se mostrou essencial para atividade protease da NS3. Isto levou os
autores a proporem uma possivel explanagdo sobre a sequéncia de ativagdo dessas
duas proteases. Este modelo prediz que quando o zinco estd coordenado ao residuo
Cys922, juntamente com Cys97, Cys99 e Cys145, o precursor esta competente para a
NS2/NS3 autoclivagem. Quando o quarto residuo coordenado for a His149, o
precursor assume a atividade protease da NS3.

A protease NS3/4A ndo ¢ apenas essencial para geracdo das proteinas virais,
mas ela também pode suprimir a resposta imune antiviral do hospedeiro clivando
possiveis alvos celulares envolvidos na indug¢do dos Interferons tipo-1, como o

Interferon alfa e o Interferon beta (Foy et al., 2003).

A indugdo do IFN ¢ regulada pelos fatores de transcricio NFk-B e fator 3 de
regulacdo do IFN (IRF3), o que sdo ativados por uma cascata de sinalizagdo iniciada a
partir da geracdo de RNAds (RNA dupla fita) durante a replicagdo do RNA viral na
célula hospedeira (McWhirter ef al., 2005). O receptor para 0 RNAds viral intracelular
foi identificado recentemente como RIG-I (retinoic acid-induced gene I), o qual
contém um dominio RNA helicase que se liga ao RNAds (Seth et al., 2005). RIG-I
também contém um dominio em tandem de recrutamento de caspases N-terminal
(CARDs) que interage com a protéina MAVS (mitochondrial antiviral signaling),

também conhecida como IPS-1, VISA, ¢ CARDIF (Seth et al., 2005; Kawai et al.,



2005). Estudos recentes mostram que a NS3/4A inibe a indugdo do IFN por meio do
RIG-1; mas RIG-1 néo ¢ clivado pela NS3/4A (Breiman et al., 2005; Foy et al., 2005).
MAVS contém um dominio transmembranico C-terminal que mantém a proteina
ancorada a membrana da mitocdndria (Seth ez al., 2005). Esta localizagdo ¢ essencial
para sua fun¢@o, pois sua remocdo impede a indug@o do IFN.

A NS3/4A também foi encontrada clivando TRIF (7TIR domain-containing

adapter-inducing IFN-beta) (Li et al., 2005), uma proteina adaptadora que se liga aos
receptores TLR3 e TLR4 (foll-like receptors) (Akira et al., 2003). De qualquer modo,
TRIF néo ¢ essencial para inducdo do IFN pelos virus (Kato ef al., 2001).

Li e colaboradores em 2005, evidenciaram que a proteina MAVS ¢ o alvo
proteolitico da NS3/4A. Neste estudo foi observado que a NS3/4A cliva a MAVS na
C508, resultando no deslocamento do fragmento N-terminal da MAVS da mitocondria
ocasionando a supressdo da inducdo de IFN-beta. Uma mutagdo de ponto na Cys508
previne a clivagem da MAVS pela NS3/4A e restabelece a indugdo do IFN-beta em
replicons de HCV, sugerindo que a clivagem da MAVS seja responsavel pela
supressdo da indugcdo do IFN em células replicativas de HCV. Também foi
evidenciado que a NS3/4A liga-se e co-localiza-se com a MAVS na mitocondria.

A atividade da protease NS3/4A ¢ um alvo ideal para a terapia antiviral pois
com a sua inibi¢do espera-se bloquear a replicacdo viral, diretamente pela supressdo da
producdo da poliproteina e indiretamente por restaurar a resposta imunoldgica do
hospedeiro através da via do IFN (Franco et al., 2008). A clivagem da proteina MAVS
pela NS3/4A pode limitar a eficiéncia de terapias baseadas em IFN, sugerindo que a

inibicdo da protease pode aumentar a acdo do IFN (Franco ef al., 2008).



Em adicdo a fungdo protease, estudos prévios indicam que o dominio N-
terminal da NS3 tem o potencial de transformacgdo celular (Sakamuro et al., 1995;
Yang et al., 2000; Zemel et al., 2001). A inoculacdo subcutanea em camundongos com
células previamente transfectadas com um plasmideo que expressa a por¢cdo N-
terminal da proteina NS3 foi capaz de induzir a transformacdo tumoral (He er al.,
2003). Os mecanismos envolvidos na transformacdo celular ndo sdo completamente
conhecidos. Contudo, a habilidade em transformar da protease foi abolida quando as
células foram tratadas com os inibidores indicando que a atividade protease ¢
requerida para a atividade de transformacgéo da protease NS3 (Zemel ef al., 2001).

Em virtude do tratamento atualmente disponivel para a Hepatite C ndo
apresentar resultados para 40% a 50% dos pacientes do genotipo 1 e para 30% dos
pacientes com genétipo 2 ou 3 (Heathcote et al., 2004) e também apresentar afeitos
colaterais pouco toleraveis, ha a necessidade imediata de se buscar novas drogas anti-
HCV mais efetivas e com poucos efeitos colaterais.

A serino-protease NS3/4A e a RNA polimerase RNA dependente NS5B sio
consideradas os alvos mais atrativos para o desenvolvimento de drogas anti-virais. O
sucesso com os inibidores de protease do virus HIV sugere que proteases virais assim
como a NS3/4A do virus HCV podem ser um excelente alvo para o desenvolvimento
de novas drogas. Contudo, os esfor¢os para encontrar potentes candidatos a drogas
que sejam moléculas oralmente disponiveis foram dificultadas pela natureza
superficial do sulco no qual o substrato se liga a NS3/4A. Todavia, progressos
significantes foram feitos recentemente para identificar potentes inibidores contra a

protease do HCV.



V.5.2) Inibidores para a protease NS3/44

O composto BILN 2061 (Ciluprevir; Boehringer Ingelheim), um peptideo
macrociclico mimético, foi o primeiro inibidor da protease do HCV a participar de
ensaios clinicos (Lamarre et al., 2003). O BILN 2061 foi desenvolvido a partir da
constatagdo de que o acido carboxilico carbdxi-terminal de hexapeptideos fornece
uma afinidade que garante a seletividade desejada para a enzima do HCV sobre as
proteases celulares (Llinas-Brunet et al., 2000). Foi observado que a protease
NS3/4A ¢ inibida por produtos da clivagem N-terminal de peptideos substratos
(Llinas-Brunet ef al., 1998).

Quando o BILN 2061 foi administrado a pacientes infectados pelo HCV
do gendtipo 1, duas vezes ao dia por somente dois dias, induziu a um declinio
rapido, dose-dependente da carga viral (Lamarre ef al., 2003; Hinrichsen et al.,
2004). O tratamento com BILN 2061 foi menos efetivo para os gendtipos virais 2
e 3, embora tenha sido observado uma diminuicdo clinicamente significativa nos
titulos virais em varios pacientes (Reiser ef al., 2005). Apesar do efeito do BILN
2061 ser transiente, espera-se que tratamentos prolongados com inibidores da
protease viral possam atingir altos indices de resposta virologica sustentada em
especial, nos pacientes que ndo respondem ao tratamento com interferon.
Infelizmente o desenvolvimento clinico do BILN 2061 foi interrompido devido a
observagdo da ocorréncia de toxicidade cardiaca em animais de laboratorio
(Reiser et al., 2005). No entanto, a toxicidade pode ndo ser a Gnica preocupagao.
A resisténcia ao BILN 2061 foi observada em sistemas de replicons (Lu et al.,

2004; Lin et al., 2004). Uma unica mutagdo ja pode ser suficiente para conferir



resisténcia ao BILN 2061 in vitro, predizendo que mutantes capazes de escapar do
sistema imune podem surgir com alta frequéncia em individuos infectados com
HCV. Substitui¢des nos aminoacidos arginina 155, alanina 156 ou acido aspartico
168 no dominio protease induzem a um alto grau de resisténcia ao BILN 2061
(Trozzi et al., 2003; Lu et al., 2004; Lin et al., 2004). Curiosamente, a
substitui¢do do acido aspartico por glutamina na posicdo 168 & naturalmente
encontrada na protease do HCV gendtipo 3, possivelmente explicando a atividade
reduzida do composto BILN 2061 em pacientes infectados com virus do tipo 3
(Thibeault et al., 2004).

O VX-950 (Telaprevir - Vertex/Mitsubishi) ¢é um composto
peptideomimético inibidor da protease NS3/4A o qual estabiliza-se dentro do sitio
ativo da enzima por meio da inclusdo de um agrupamento alfa-cetoamido (Vertex
Pharmaceuticals Reports). O alfa-cetoamido funciona como uma ancora para o
sitio ativo da enzima sendo capaz de ligar-se a ele por meio de uma ligagdo

covalente reversivel (Figura 4).



Figura 4: Estrutura dos inibidores BILN2061 ¢ VX-950 (a esquerda) e da protease NS3 (a
direita) (verde) complexada ao seu co-fator NS4A (vermelho). Os residuos que constituem o sitio
catalitico sdo demostrados em amarelo. O atomo zinco ¢ indicado em purpura. O BILN2061 pode
ser visualizado complexado ao sitio ativo (azul). Os residuos que constituem resisténcia a
BILN2061 ¢ VX-950 (D168, A156 ¢ R155) também so observados (De Francesco, et al., 2005).

O composto inibidor ndo s6 impede eficientemente a replicagdo do HCV
em cultura de células como também ¢ suficientemente tolerado em animais de
laboratério para instruir o seu avango em ensaios clinicos. Resultados
preliminares dos ensaios clinicos nas fases Ia/Ib indicam que o VX-950 foi bem
tolerado e demonstrou atividade antiviral (Vertex Pharmaceuticals Reports). O
tratamento com VX-950 induziu a um declinio rédpido da carga viral em pacients
infectados pelo HCV do genétipo-1, com uma reducdo média no RNA viral
variando entre 2 e 4,4 logl0 ao final de duas semanas de terapia. Embora este
tratamento relativamente curto ndo tenha sido suficiente para erradicar a doenga e
a viremia tenha retornado aos valores iniciais apds o término da terapia, estes

resultados estimularam o planejamento de estudos clinicos adicionais.




O VX-950 interage covalentemente com a protease mas isto ndo o torna
imune ao desenvolvimento de resisténcia viral (Lin et al., 2004). H4 somente
resisténcia cruzada parcial entre BILN 2061 e VX-950, possivelmente refletindo
as diferencas na interacdo dos inibidores com a enzima. Substitui¢des do acido
aspartico na posicdo 168 da NS3 confere resisténcia ao BILN 2061 mas nio ao
VX-950. Inversamente, a substituicdo da alanina na posi¢do 156 produz resultados
diferentes dependendo da natureza da mutacdo. Deste modo, a substituicdo da
alanina por serina na posi¢do 156 confere resisténcia seletiva ao VX-950 (Lin et
al., 2004), enquanto a substituicdo do mesmo residuo por treonina ou valina
confere significante resiténcia cruzada ao VX-950 e BILN 2061 assim como a
outros inibidores estruturalmente diferentes (Lin ez al. 2004).

Virios outros inibidores peptideomiméticos da protease NS3/4A
apresentam-se em varios estdgios de desenvolvimento. Contudo, desde que a
resisténcia cruzada a diversos inibidores de protease tenha sido observada em
decorréncia da mutacdo de um uUnico aminoacido, a combinacdo de multiplos
inibidores de protease podera ter valor limitado na pratica clinica.

V.5.3) Helicase NS3

A porcdo C-terminal da proteina ndo estrutural NS3 corresponde ao
dominio helicase o qual possui atividades NTPase (RNA-stimulated nucleoside
triphosphatase) ¢ RNA helicase. A atividade helicase ¢ indispensavel para
replicagdo viral in vivo, presumivelmente por linearizar a fita de RNA durante o
processo de replicagdo permitindo a sua amplificacdo e, consequentemente, a

sintese da poliproteina precursora viral.



A primeira estrutura cristalizada da helicase do virus HCV foi resolvida
apenas alguns anos apds a sua purificagdo (Yao et al., 1997; Cho et al., 1998; Kim et
al., 1998; Yao et al., 1999; Mackintosh et al., 2006). A por¢do helicase da NS3 ¢
constituida por trés dominios. Quando vista como um molécula em forma de Y o
dominio 1 N-terminal e o dominio 2 ficam acima do dominio 3 C-terminal (Figura
5). Em duas das estruturas descritas (Kim ez al., 1998; Mackintosh et al., 2006),
aparecem oligonucleotideos ligados a helicase na fissura que separa o dominio 3 dos
dominios 1 e 2 (Figura 6). Em muitas estruturas, uma molécula de sulfato é vista
ligada entre os dominios 1 e 2, em uma posi¢do onde o ATP foi visualizado, sob alta
resolucdo, em estruturas de helicases similares (Soultanas et al., 1999; Velankar et
al., 1999; Bernstein et al., 2003). Quando o complexo formado pela NS3-NS4A ¢
visto com os sitios de liga¢do ao zinco e ao ATP a frente da molécula, a protease fica
na parte de tras, com o seu sitio ativo enterrado atras dos dominio da helicase (Yao et
al., 1999). Anteriormente a protease estd o seu co-fator NS4A, o qual posiciona a
triade catalitica para ag¢@o da protease . O fon zinco localiza-se no mesmo lado da
protease, como o co-fator NS4A (Kim et al., 1996) (Figura 7).

A principal diferenga entre as estruturas de HCV disponiveis (Yao ef al.,
1997), (Kim et al., 1998), (Cho et al., 1998), (Yao et al., 1999) e (Mackintosh et al.,
2006; no qual descreveu a estrutura da helicase como sendo um dimero ligado a um
unico oligonucleotideo), diz respeito a posi¢cdo do dominio 2 em relacdo aos
dominios 1 ¢ 3. Os dominios 1 ¢ 3 compartilham mais de uma interface do que o

dominio 2 compartilha com cada um dos outros dominios.



DOMINIO 1 DOMINIO 2

B LOOP
DOMINIO 3

Figura 5: Diagrama dos trés dominio da helicase do HCV (PDB 1A1V — Kim et al., 1998)
(Modificado de Gozdek et al., 2008).
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Figura 6: Estrutura da helicase complexada a uma molécula de DNA e ao ion sulfato que
ocupa o sitio de ligagdo ao ATP (Kim ef al., 1998). O dominio N-terminal (dominio 1) estd mostrado
em amarelo, O dominio C-terminal (dominio 2) pode ser visualizado em purpura ¢ o dominio 3 em
pink (Modificado de Frick, 2007)
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Figura 7: Complexo NS3/4A com a por¢do central da NS4A covalentemente ligada a
extremidade N-terminal da NS3 (Howe et al., 1999) (PDB 1CUl — Yao et al., 1999). Os trés
dominios da helicase sdo evidenciados em amarelo (dominio 1), purpura (dominio 2) e pink



(dominio 3). A protease pode pode ser visualizada em verde e o co-fator NS4A em azul
(Modificado de Frick, 2007).

O dominio 2 conecta-se aos dominios 1 e 3 via conectores flexiveis, o qual permite a
ele rotacionar-se livremente em relagcdo aos dominios 1 e 3. Em algumas estruturas o
dominio 2 gira afastado do dominio 1 adquirindo uma conformagao aberta, enquanto
em outras estruturas o dominio 2 fica mais proximo ao dominio 1 adquirindo uma
conformagdo fechada (Figura 8).

O ponto central dessas rotagdes é dado por contatos adicionais entre o
dominio 3 e uma fita § originada do dominio 2 (Echols ez al., 2003). Nio esta claro a
causa destas variagdes estruturais, mas podem ser consequéncia da variacdo natural
que ocorre na sequéncia de aminoacidos da proteina NS3.

Os genotipos conhecidos do virus HCV apresentam diferengas na sequéncia
nucleotidica e as substituicdes de aminoacidos correspondentes podem afetar a
estrutura da proteina.

A sequéncia de aminoacidos da helicase dos trés gendtipos do virus HCV, foi
examinada anatomicamente. Yao e colaboradores, em 1997, e Kim e colaboradores,
em 1998, examinaram uma enzima isolada do mesmo gendtipo la. Cho e
colaboradores em 1998, examinaram a helicase do gendtipo 1b cepa BK e Yao e
colaboradores, em 1999, usaram uma enzima de outra cepa do gendtipo 1b. Embora
haja muitas diferengas entre as estruturas, nenhuma delas parece ser genotipo-
especificas; as estruturas do genotipo la sdo diferentes umas das outras assim como
sdo diferentes das estruturas do gendtipo 1b.

Lam e colaboradores em 2003a, avaliaram o impacto da variagdo

genotipica nas vdrias atividades da helicase do HCV examinando proteinas



recombinantes que foram isoladas de clones infecciosos de HCV do gendtipo la
(Yanagi et al., 1997), 1b (Yanagi et al., 1998), e 2a (Yanagi et al., 1999). Embora
tenham sido observadas algumas diferencas entre os gendtipos, as proteinas sio
surpreendentemente similares. A principal diferenca entre as cepas dos gendtipos
1 e 2 pode ser atribuida a variacdo no residuo 450, que normalmente ¢ uma
Treonina (Thr), mas no clone infeccioso do gendtipo ¢ uma Isoleucina (Ile)

(Yanagi et al., 1999).

CONFORMACAO FECHADA
(AMARELO)

CONFORMACAO ABERTA
(PURPURA)

Figura 8: Comparagdo das conformagdes fechada (PDB 1HEI — Yao ef al., 1997) e aberta
(PDB — 8OHM - Cho et al., 1998).

Experimentalmente, quando o aminodcido treonina 450 € trocado por
Isoleucina, a proteina liga-se diferentemente ao DNA fita simples e também

desenovela o DNA mais rapidamente, sugerindo que a intera¢do do Thr450 com o



DNA (modelo experimental) observado na estrutura cristalizada, de algum modo
modula o movimento a ac¢do da helicase (Yanagi et al., 1999).

Uma sequéncia consenso codificadora da helicase do HCV revela que ha
numerosas extensdes dos aminoacidos que ndo variam nos isolados conhecidos.
As sequéncias dos motivos numeradas sdo compartilhadas com helicases
relacionadas (Gorbalenya and Koonin, 1998; Hall and Matson, 1999). Alguns
desses motivos, como a por¢cdo DExC/H-box dos motivos II e IV sdo
caracteristicos somente das helicases estreitamente relacionadas a helicase do
HCV, enquanto outros, como o motivo Walker A (motivo I), sdo conservados
entre todas as helicases e também entre uma grande variedade de outras proteinas
que hidrolizam o ATP. Outros motivos sdo encontrados somente em HCV e virus
relacionados incluindo, o Arg-clamp (Arg393), o Phe loop (Lam et al., 2003(b), e
todos os motivos no dominio 3.

Os motivos 1, 1a, II, I, IV, V, e VI, que sdo conservados em helicases
similares codificadas por outros virus e organismos celulares, alinham-se na
fissura de ligacdo ao ATP. Alguns desses motivos projetam residuos para dentro
do sitio de ligagdo ao acido nucléico. Estes sete motivos da helicase formam o
motor que converte a energia quimica derivada da hidrélise do ATP em uma forca
quimica que guia o seu movimento levando a ruptura dos pares de bases do DNA
ou RNA (Frick, 2007).

A atuacdo da maioria dos residuos conservados nos motivos I a VI sdo
investigados usando mutagdes sitios dirigidas (Tai et al., 2001; Kim et al., 2003;

Frick et al., 2004). Mutagdes nos motivos I a VI normalmente causam impacto na



habilidade da proteina em linearizar o material genético assim como na hidrolise
do ATP, mostrando que estas duas atividades agem conjuntamente.

Além dos motivos I a VI, os dominios 1 e 2 da helicase apresentam tanto
regides variaveis quanto conservadas. Frick e colaboradores, em 2004, com o
objetivo de descobrir as regides para ligagdo de possiveis inibidores, examinaram
o papel de dois motivos no dominio 2 que sdo conservados em todos os isolados
de HCV mas ndo em proteinas relacionadas. A razdo para isso ¢ que compostos
que se liguem a estes sitios podem ndo ser tdxicos ja que sitios similares ndo estio
presentes em helicases celulares relacionadas. Com isso, o primeiro motivo
identificado concentra-se na Arg393, um residuo que entra em contato com a
estrutura central do 4acido nucléico. Quando Arg393 € trocado por Alanina, a
proteina ainda realiza a hidrélise do ATP, estimulada pelo RNA viral, mas perde a
atividade helicase. Com esta substituigdo a helicase também liga-se mais
fracamente ao RNA tanto na presenga quanto auséncia do ATP nao-hidrolisado,
sugerindo que este motivo Arg-clamp funcione como um elo que conecta a
proteina ao 4cido nucléico por meio do qual ocorre o seu deslocamento (Lam e?
al., 2003(b)).

O segundo motivo exclusivo da helicase do HCV, forma um /oop que
conecta duas folhas-B que se estendem do dominio 2. Esta estrutura ¢ composta
pelos aminoacidos Thr430 ao Ala452, e também pelo par de residuos, Phe438 e
Phe444 e estd localizada em uma regido altamente conservada da extremidade do
loop. O giro do loop é composto dos aminoacidos Phe438 a Phe444 e até o

momento sua funcdo t€ém sido motivo de pesquisas. Kim e colaboradores em



1998, propuseram que este /oop funcione como uma regido de ligagdo ao RNA
simples fita em proteinas. Alternativamente, Yao e colaboradores em 1997,
propuseram que Phe438 e Phe444 podem empacotar-se em uma regido
hidrofébica juntamente com Phe531, Phe536, e Trp532, permitindo que o /oop
tenha um papel mais estrutural. Mutacdes em outros residuos fenilalanina que
flanqueiam Phe438 e Phe444, demonstram que esse /oop ndo estd envolvido na
ligag¢@o ao acido nucléico. Mais propriamente, Phe438 e Phe444 sao importantes
tanto para a manutencdo da estrutura final da proteina quanto para a modulagdo
das alteragdes conformacionais que levam a liberagdo do material genético

mediante a ligacdo do ATP (Lam ef al., 2003(b)).

V.5.4) Inibidores para a helicase NS3

Muitos compostos que inibem a helicase do virus HCV foram reportados,
contudo, ha muitos obstaculos que precisam ser superados para que estes inibidores
se tornem agentes anti-virais viaveis. O principal problema parece ser a toxicidade ja
que a matriz dos dominios da helicase do HCV s@o conservados em uma grande
variedade de proteinas celulares. Consequentemente, o principal foco estd em
encontrar inibidores que se liguem em sitios que ndo sdo conservados nas enzimas
celulares, como o sitio de ligacdo ao RNA. Mas, mesmo que estes inibidores nunca
se tornem drogas antivirais, eles podem ser Uteis na elucidag¢do do papel da helicase

no ciclo do virus.



V.5.4.1) Inibidores baseados em dacidos nucléicos

Com o objetivo de desenvolver inibidores para o HCV, as pesquisas
concentram-se atualmente no desenvolvimento de aptdmeros de RNA para a
helicase do virus HCV.

Aptameros sd@o pequenos oligonucleotideos de cadeia simples, que tém
sido desenvolvidos nos ultimos 15 anos para diversos alvos e com vérias
aplicacdes. Estas incluem a inibi¢do de receptores e enzimas, para a identificacio
de pequenas moléculas "sensoras" e o desenvolvimento de alvos terapéuticos para
diagnostico e imagem. Além disso, aptameros também foram desenvolvidos para
alvos que incluem diferentes doencas, tais como HIV, doengas tropicais, cancer e

inflamacao.



Os aptameros podem ser compostos de RNA, DNA ou bases modificadas,
e sdo selecionados a partir de uma populagdo de sequéncias aleatdrias por meio de
uma tecnologia conhecida por SELEX (systematic evolution of ligands by
exponential amplification). Neste procedimento, uma biblioteca de RNA ¢
rastreada por sequéncias que se ligam a macromolécula de interesse a qual se
deseja inibir a funcdo. Somente aquelas sequéncias que se ligarem firmemente sao
amplificadas para criar uma nova biblioteca, e o processo de selecdo ¢ repetido
com a nova biblioteca. As sequéncias selecionadas possuem a habilidade de
reconhecer ligantes especificos formando regides de ligagdo e podem ligar-se a
acidos nucléicos (Le Tinevez et al., 1998; Pileur et al., 2003), proteinas (Bock et
al., 1992; Lupold et al., 2002) ou pequenos compostos organicos (Berens et al.,
2001; Burgstaller et al., 1995). Uma vez identificados, os aptimeros podem ser
sintetizados por métodos automaticos.

Durante a sua sintese os aptdmeros também podem sofrer modifica¢des
para torna-los mais estdves ou para direciona-los diretamente as células infectadas
por meio da terapia génica. Isto ocorre porque o0 RNA possui uma alta instabilidae
celular o que pode dificultar sua utilizagdo como droga antiviral (Brody and Gold,
2000; Eaton et al., 1997; Gewirtz, 1999).

Um conjunto de aptdmeros especificos para helicase do HCV foi gerado
modificando aptdmeros que se ligam firmemente e inibem a serino-protease NS3-
NS4A. Eles compartilham a sequéncia conservada GA(A/U)UGGGAC (Fukuda
et al., 2000), ligada a protease mil vezes mais que outras sequéncias de RNA

randomicas efetivas na inibi¢do da protease NS3 (Fukuda et al., 2000; Nishikawa



et al., 2003). Quando os aminoacidos Argl30, Argl61, e Lys165 da proteina NS3
sdo substituidos por alanina, os aptdmeros ja ndo se ligam a NS3 sugerindo que
eles agem proximos a estes residuos os quais estdo localizados na regido de
ligacdo entre os dominios protease e helicase (Hwang et al., 2000). Para criar um
aptamero que iniba as atividades protease e¢ helicase da NS3, uma cauda com 14
uridinas (Uracila ligada a um anel de ribose) foi adicionada a um dos aptdmeros
mais efetivos na inibi¢do da protease, e o resultado produzido foi um novo
aptamero que interage com ambos os dominios protease e helicase (Fukuda et al.,
2004). O mesmo grupo de pesquisadores reportou um novo composto (advanced
dual functional) no qual um outro aptamero, selecionado para ligacdo a helicase
(Nishikawa et al., 2004), é amarrado a um aptdmero para ligacdo a protease
usando um poly(U) linker. Este novo aptdmero ¢ aproximadamente cinco vezes
mais efetivo que cada um deles quando ndo estdo covalentemente ligados
(Umehara et al., 2005).

Um outro grupo também seleciou aptdmeros para por¢do helicase da
proteina NS3 wusando o procedimento SELEX (Hwang et al., 2000). Este
aptamero, chamado SE RNA dobra-se para formar quatro voltas com os pares de
bases CG que sdo semelhantes as voltas localizadas na extremidade 3° da fita
negativa do RNA do HCV. Esta observagdo sugere que os aptdmeros SE RNA
podem ligar-se a helicase de uma maneira similar as voltas localizadas na
extremidade 3" da fita negativa do RNA viral (Banerjee and Dasgupta, 2001).
Quando utilizado em cultura de células Huh 7 (hepatécitos humanos) infectada

com replicons de HCV, os aptameros SE RNA atrasaram a sintese do RNA viral,



e interessantemente quando marcados, também podem ser ser usados como uma
ferramenta de diagndstico para detectar a proteina NS3 em células de pacientes

infectados (Nishikawa et al., 2004).

V.5.4.2) Anticorpos

O terceiro, e, possivelmente, o mais ambicioso método atualmente
explorado para inibir a helicase do HCV ¢ gerar moléculas similares aos
anticorpos (antibody-like) que, quando expressas intracelularmente ligam-se e
inibem as atividades da helicase. Quase todos os pacientes infectados com o virus
produzem anticorpos diretamente contra a proteina NS3, e a vasta maioria deles
liga-se a por¢do helicase (Chen et al., 1998). Varios grupos estdo trabalhando na
introdug¢do de anticorpos recombinates nas células para uma “imunizacio
celular”, um procedimento que foi usado experimentalmente com HIV (Goncalves
et al., 2002). Nesta metodologia, células infectadas com HCV sido transfectadas
com um gene expressando uma por¢do de um anticorpo selecionado para reagir
com NS3. Um método ¢ usar anticorpos com fragmentos de cadeia simples
(single chain fragment — ScFv). Um ScFv é composto por um dominio variavel de
uma imunoglobulina de cadeia pesada conectada por um polipeptideo a uma
regido de cadeia leve. Cada molécula pode ser construida usando PCR. O outro
método usa um fragmento de anticorpo (Antibody fragment - Fab) que contém a
cadeia leve completa e os variaveis e primeiros dominios constantes da cadeia
pesada. Uma construgdo do tipo Fab é maior e usualmente mais estavel que uma

construgdo do tipoScFv.



Para construir uma molécula ScFv, primeiramente um PCR
imunoglobulina-especifico ¢ usado para construir uma biblioteca de fragmentos
de anticorpos humanos a partir de células do plasma de pacientes infectados. Para
identificar quais anticorpos reagem com a helicase do HCV os fragmentos sdo
fusionados a capa protéica do bacteriéfago, e os fagos com uma alta afinidade
pela helicase do HCV sdo, entdo, purificados (tecnologia conhecida como Phage
Display). Tessman e colaboradores em 2002, usaram esta técnica para isolar uma
série de ScFv’s com alta afinidade e especificidade a helicase do HCV. Outros
ScFv’s com 0 mesmo objetivo e finalidade, foram construidos por splicing junto
com dominios varidveis de anticorpos monoclonais (Sullivan ef al., 2002), e apds
expressdo e purificacdo, varias dessas proteinas recombinantes inibiram as
funcdes da helicase (Sullivan ez al., 2002; Artsaenko et al., 2003).

Um ScFv em particular consiste de regides variaveis do anticorpo
monoclonal humano CM3.B6, o qual reconhece um epitopo presente nos motivos
IV e V da helicase (Mondelli et al., 1994). O ScFv CM3.B6 foi expresso em
hepatdcitos infectados com HCV (células HepG2), e reagdes de immunoblots
revelaram uma interagdo intracelular entre o anticorpo e a NS3. A sintese do RNA
viral em células contendo um vetor carregando o ScFv CM3.B6, foi reduzida em
10 vezes (Sullivan et al., 2002).

A purificagdo utilizando bacteridéfagos (Phage Display) também foi usada
para isolar um Fab (Antibody fragment ) anti-HCV de um paciente infectado com
HCV do genétipo 1. Prabhu e colaboradores, em 2004, isolaram o Hfab-aNS3

demonstrando sua atividade anti-viral (Prabhu ef al., 2004). Hfab-aNS3



reconheceu um epitopo presente nos motivos I a V da proteina, e quando
purificado e pré-incubado com a helicase, foi capaz de abolir a atividade de
desenovelamento do material genético exercida pela helicase. A expressdo
intracelular do fragmento de anticorpo HFab-aNS3 em replicons de HCV
transfectados em células Huh-7 (hepatdcitos humanos) suprimiu a expressdo da

proteina NS3 assim como inibiu a sintese do RNA viral.

V.6) Proteina NS4B
NS4B ¢ uma proteina integral de membrana de 27 kDa, a qual foi predito
conter pelo menos quatro dominios transmembranicos e uma hélice anfipatica N-
terminal que ¢ a responsavel pela associacdo a membrana do RE (Lundin et al., 2003).
A proteina NS4B tem a habilidade de induzir a formagdo de um compartimento

especializado na membrana, conhecido como membranous web onde a replicagdo

ocorre (Egger et al., 2002; Gao et al., 2004).

V.7) Proteina NS5A

NSS5A ¢ uma fosfoproteina ancorada na membrana que pode ser encontrada sob
as formas fosforilada (56 kDa) e hiperfosforilada (58 kDa). Baseado em estudos de
comparacdo de sequéncias e protedlise da proteina purificada, NS5A foi dividida em
trés dominios: dominio 1 (aa 1-213), dominio 2 (aa 250-342) e dominio 3 (aa356-447)
(Tellinghuisen et al., 2004).

Foi evidenciado recentemente que uma alfa hélice anfipatica localizada na

por¢do N-terminal € a responsavel pela sua ligacdo a membrana do RE (Brass et al.,



2002). Sua estrutura 3D foi determinada recentemente (Penin et al., 2004) e apresenta
residuos polares conservados na superficie da membrana, o qual define provavelmente
uma Unica regido envolvida em interagdes especificas proteina-proteina essenciais
para a formacdo de um complexo funcional de replicagdo para o HCV. Um estudo
estrutural demonstrou que o dominio 1 segue imediatamente a alfa hélice ancorada na
membrana e forma uma estrutura dimérica com um motivo coordenado ao zinco

(Tellinghuisen et al., 2005).

V.8) Proteina NS5B

A NS5B ¢ uma proteina de 68 kDa que contém uma seqiiéncia conservada que
caracteriza uma RNA-polimerase RNA dependente (RdRp), incluindo o motivo Gdd
que produz atividade catalitica. Esta protéina possui uma cauda ancorada na
membrana do RE e sua regido C-terminal contendo 21 aminoéacidos forma um dominio
transmembranico alfa hélice, que ¢ dispensavel para a atividade polimerase in vitro
mas & responsdvel por direcionar a protéina, apds a traducdo, para o lado
citoplasmatico do RE (Moradpour et al., 2004). Anélise da estrutura em cristal da
NS5B revela que a proteina assemelha-se a uma mao direita contendo palma, dedos e
subdominios no polegar, similar a outras polimerases (Lesburg et al., 1999;
Bressanelli ef al., 2002). Ao contrario de outras polimerases que possuem estruturas
mais abertras, como a do virus HIV-1, a RdARP do HCV tem o seu sitio ativo fechado,

resultando em uma proteina com uma conformacgao fechada (Butcher ez al., 2001).



VI) O ciclo replicativo

O virus HCV segue uma estratégia de replicagc@o similar a outros virus de RNA
de polaridade positiva (Figura 9).

A entrada do virus na célula hospedeira é possivelmente mediada por
receptores de superficie celular que interagem com as glicoproteinas E1 ¢ E2 do
envelope viral (Lindenbach et al., 2006). Acredita-se que E1 seja a responsavel pela
fusdo das membranas e E2 liga-se aos receptores celulares, mas ndo esta claro se a
fusdo ocorre em E1 ou E2 (Lavie et al., 2007).

Candidatos a receptores incluem o CD81 (E2-binding tetraspannin) (Pileri et
al., 1998; Meola et al., 2000; Cormier et al., 2004; Flint et al, 2006), SR-BI
(scavenger receptor class B type 1) (Scarselli et at., 2002; Voisset et al., 2005), LDLR
(low-density lipoprotein receptor) (Monazahian et al., 1999), CLAUDINA-1,6 ¢ 9
(Evans, et al., 2007; Zheng et al., 2007; Mee et al., 2008), DC-SIGN (dendritic cell
specific intercellular adhesion molecule 3 grabbing non integrin) (Pohlmann et al.,
2003; van Kooyk et al., 2003; Barth et al., 2005) e L-SIGN (/iver/lymph node specific

intercellular molecule 3 grabbing integrin) (Cormier et al., 2004; Lozach et al., 2004).



Figura 9: Ciclo replicativo do virus HCV nos hepatdcitos. Cada passo representa um sitio
potencial para intervengéo terapéutica (Modificado de Cholongitas et al., 2008).

O papel do receptor CD81 na entrada do HCV na célula hospedeira, tem sido
minuciosamente caracterizado ¢ documentado (Bartosch ez al., 2003; Cormier et al.,
2004; Heo et al., 2006). CD81 ¢ uma proteina de membrana ndo glicosilada
caracterizada por quatro dominios transmembranicos e duas alcas extracelulares, uma
pequena (SEL) e uma grande (LEL) (Levy et al., 1998; Drummer ef al., 2005). LEL
foi identificada como sendo a regido de ligagdo a glicoproteina viral E2, e aminoécidos
criticos para manuten¢do desta interacdo ja foram descritos (Higginbottom et al.,

2000; Petracca et al., 2000). Por outro lado, enquanto em CD81 ja foram identificadas



possiveis regides de ligacdo a E2, o mesmo ndo ocorre para E2, no qual ainda ndo se
conhece precisamente a regido da glicoproteina que interage com o receptor CD81. A
primeira regido proposta compreeende os aminoacidos 474 ao 492, a segunda regido
identificada espalha-se da posicdo 522 a 551(Roccasecca et al., 2003; Flint et al.,
2006) e a terceira regido fica entre os aminoacidos 612 e 619 (Yagnik et al., 2000;
Roccasecca et al., 2003).

Nos pacientes infectados pelo HCV as particulas virais podem apresentar-se
associadas as lipoproteinas do tipo LDL (low density lipoproteins) e do tipo VLDL
(very low density lipoproteins). Assim pode ser reconhecidas tanto pelos receptores do
tipo LDLR (low-density lipoprotein receptor) quanto pelos receptors do tipo SR-BI
(scavenger receptor class B type 1) que se liga a vérias lipoproteinas, incluindo HDL,
LDL e VLDL. O SR-BI caracteriza-se por ser uma proteina cuja expressao ocorre no
figado e sua fun¢do ¢ facilitar a absor¢@o de lipideos (Rigotti ef al., 2003; Kapadia et
al., 2007).

As claudinas constituem uma familia de proteinas integrais de membrana
envolvidas na formag¢do de jun¢des compactas, que sdo responsaveis pela formagio e
manuten¢do da barreira epidermal entre as c€lulas. Por andlise mutacional Zheng e
colaboradores (2007) evidenciaram que os aminoacidos N38 e V45 da proteina
claudina-9 sdo importantes para a infeccdo pelo HCV. Também foram identificados
como importantes residuos nas posi¢des 32 e 48, o qual j4 tiveram sua importincia
relatada na proteina claudina-1 (Evans et al., 2007)

No caso dos receptores L-SIGN e DC-SIGN, acredita-se que eles atuem

quando o virus infecta as células dendriticas. Sua expressdo nao foi evidenciada em



hepatocitos e sim em células dentriticas que facilitam a infecg¢@o persistente a medida
que capturam e entregam o virus ao figado, atuando como transportadores, ja que a
glicoproteina do envelope viral E2 por sua vez, liga-se ao DC-SIGN e L-SIGN
(Cormier et al., 2004; Lozach et al., 2004).

A entrada do virus HCV na célula hospedeira ocorre por endocitose em um
processo mediado pela proteina clatrina (Blanchard et al., 2006). Uma vez dentro da
célula, o virus ¢ transportado dentro de uma vesicula endossomal. Este processo ocorre
presumidamente sob baixo pH o qual desencadeia a fusdo do envelope lipidico com a
membrana celular. Este mecanismo ¢é altamente coordenado e requer alteracdes
conformacionais dramadticas nas proteinas de fusdo que sdo desencadeadas por fatores
celulares. (Koutsoudakis ef al., 2007). Apds a fusdo entre o envelope viral e a
membrana endossomal, o genoma viral é entdo liberado no citosol da célula
hospedeira.

Ap6s a entrada do virus e liberacdo do material genético, o IRES promove a
iniciacdo da traducdo da poliproteina que precede a produgdo das proteinas virais. As
proteinas estruturais associam-se (capsidial) ou integram-se (E1, E2 e p7) a membrana
do reticulo endoplasmatico (RE) e formam oligdmeros funcionais que promoverdo a
montagem da nova particula viral. As proteinas ndo estruturais se associam do lado
citoplasmatico da membrana do RE onde interagem entre si € com as proteinas
hospedeiras para formar a maquinaria de replicacdo viral. Essa maquinaria usa seu
proprio genoma como molde para transcri¢do de fita complementar negativa de RNA.
Essa fita negativa ou dupla fita, por sua vez, serve como uma molécula replicativa

intermediaria na sintese de uma nova molécula de RNA de polaridade positiva que



pode ser usada para tradugdo, replicacdo ou, entdo, ser empacotada para constituir
novos virions (De Francesco, et al., 2003).

Pouco se sabe a respeito dos passos finais do ciclo de vida viral, que somente
recentemente passaram a ser estudados sistematicamente.

Foi evidenciado que a montagem do nucleocapsideo geralmente envolve a
oligomerizacdo da proteina capsidial e o encapsulamento do RNA gendmico (Tanaka,
et al., 2000). Uma vez formado, o nucleocapsideo requer um envelope que se forma no
interior do Reticulo Endoplasmatico ou estruturas derivadas. Interagdes entre a
proteina capsidial e as proteinas E1 e E2 sdo conhecidas por determinar a morfologia
do virus.

Acredita-se que as particulas virais sdo liberadas da célula por meio de
vesiculas secretorias.

Em virtude do tratamento atual para a Hepatite C, que se baseia na
administragio de Interferon alfa mais Ribavirina, ndo apresentar resultados para 40% a
50% dos pacientes do genotipo 1 e para 30% dos pacientes com genétipo 2 ou 3
(Heathcote ef al., 2004) e, também, apresentar afeitos colaterais pouco toleraveis, ha a
necessidade imediata de se buscar novas drogas anti-HCV mais efetivas e com poucos
efeitos colaterais. A serino-protease NS3/4A ¢ considerada um dos alvos mais

atrativos para o desenvolvimento de anti-virais.



Neste trabalho sequenciamos a regido codificadora da proteina NS3 obtida a
partir de 16 pacientes portadores do virus HCV do genétipo 3. Em seguida, utilizando
ferramentas de Bioinformatica, modelamos a estrutura das seqiiéncias obtidas e com
isso foram visualizadas altera¢des em regides da NS3 importantes para o exercicio de
suas fungdes.

O conhecimento da estrutura tridimensional pode auxiliar no desenho de
inibidores que possam ser utilizados como drogas anti-virais contra o virus da Hepatite
C. A modelagem comparativa ¢ a chave para a descoberta de novas drogas inibidoras,
pois permite que a informagdo gendmica possa ser utilizada no desenvolvimento de

ligantes alvos ou na melhora da especificidade do ligante a proteina.
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O objetivo geral do presente estudo foi identificar altera¢des na estrutura
tercidria da proteina NS3 do virus HCV, por meio da andlise de modelagem
comparativa das seqiiéncias codificadoras do dominio Protease e Helicase, a partir
de 16 pacientes infectados com virus do gendtipo 3.

Os objetivos especificos foram:

1) Confeccionar uma biblioteca contendo as seqiiéncias Protease e
Helicase, permitindo que estudos adicionais posteriores possam ser
realizados;

2) Identificar alteracdes na seqiiéncia codificadora das por¢des Protease e
Helicase;

3) Realizar a modelagem comparativa das seqiiéncias obtidas para
visualizar as alteracdes encontradas e, assim, permitir um melhor
entendimento do seu significado;

4) Correlacionar as alteracdes encontradas com a fungdes enzimadticas da

proteina NS3.
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RESUMO

O virus da Hepatite C (HCV) infecta 130 milhdes de pessoas no
mundo. Apesar disso opg¢des terapéuticas mais eficientes ainda nfdo estdo
disponiveis. Um dos alvos mais promissores para a terapia anti-viral ¢ a proteina
ndo-estrutural 3 (NS3) devido as suas atividades enzimaticas de: i) Protease; ii)
NTPase e iii) Helicase. O sucesso com os inibidores de protease do virus HIV
sugere que proteases virais, assim como a NS3/4A do virus HCV, podem ser um
excelente alvo para o desenvolvimento de novas drogas. Com o objetivo de
identificar alteragdes na estrutura da proteina NS3 foi modelada a seqiiéncia
codificadora dessa proteina a partir de 16 pacientes portadores do virus HCV. No
dominio Protease foram evidenciadas substitui¢des na triade catalitica e na regido
de ligacdo ao ion zinco nos pacientes avaliados. Também foram visualizadas
alteracdes na por¢cdo Helicase da NS3. As substitui¢des ocorreram nos sitios de
ligacdo ao ATP e ao RNA viral. Ainda foi possivel observar uma altera¢do na
quantizacdo da estrutura secundaria da proteina Helicase. Os resultados obtidos
nesse trabalho fornecem informacdes sobre o perfil genético do virus HCV do
gendtipo 3, especificamente da regido codificadora da proteina NS3, permitindo o
conhecimento do genoma viral e a identificagdo de regides para ligacdo de
possiveis inibidores. Este trabalho certifica que a modelagem ¢ uma ferramenta
util para a biologia estrutural e funcional, como a aplicagdo de rotinas de
DOCKING usadas com o objetivo de predizer a interacdo sitio-especifica com
compostos inibidores da Protease.

Keywords: Hepatitis C virus, Protease NS3 HCV, Helicase NS3 HCV, modeling



Structural studies of NS3 from Hepatitis C virus 65

INTRODUCAO
O virus da Hepatite C (HCV) é o principal agente causador das
Hepatites Nao-A e Nao-B. As manifestagdes clinicas da infec¢@o pelo virus incluem as
formas aguda e cronica da Hepatite C, cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular'. A
estimativa global da prevaléncia da infec¢do pelo HCV € de 2,2% o que corresponde a
130 milhdes de pessoas HCV positivas no mundo®. Apesar disso, op¢des terapéuticas
mais eficientes ainda ndo estdo disponiveis.

O HCV contdm um genoma de RNA fita simples positiva com
aproximadamente 9.6 kb. Codifica uma tnica poliproteina precursora que contém de
3008 a 3037 aminoacidos™*’ e que d4 origem a todas as proteinas virais estruturais (S):
core (proteina C), envelope 1 (El), e envelope 2 (E2) e ndo estruturais (NS):
localizadas na seguinte ordem: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B°.

O processamento proteolitico das proteinas ndo estruturais é complexo e requer
duas proteases distintas: (i) a metaloprotease dependente de zinco NS2/NS3 e (ii) a
serino-protease NS3 localizada na por¢do N-terminal da NS37%,

Um dos alvos mais promissores para a terapia anti-viral é a proteina nao-
estrutural 3 (NS3) devido as suas atividades enzimaticas de: 1) Protease; i1) ATPase e
iii) Helicase”'.

A NS3 ¢ uma proteina hidrofobica de aproximadamente 69 kDa com a funcdo
serino-protease codificada em sua extremidade N-terminal correspondendo a um tergo
da proteina. Esta regido liga-se ndo covalentemente ao seu cofator, a proteina NS4A
que possui 54 aminodcidos, para que seja exercida sua fun¢do protease na clivagem da

poliproteina. A triade catalitica ¢ formada pelos residuos His57, Asp81 e Ser139 do



Structural studies of NS3 from Hepatitis C virus 66

genoma viral. A por¢do central da proteina NS4A ¢ importante para o processamento
eficiente das proteinas ndo estruturais pela NS3.

A proteina possui ainda o ion zinco tetraedricamente coordenado por Cys97,
Cys99, Cysl145 e His149 a molécula de dgua. Um possivel papel para o ion zinco ¢
induzir estabilidade no sitio ativo por meio da fita B D2, a qual separa o sitio ativo
Ser139 e um dos ligantes do sitio do zinco Cys145°.

A por¢cdo C-terminal da proteina ndo estrutural NS3 corresponde ao
dominio Helicase o qual possui atividades NTPase (RNA-stimulated nucleoside
triphosphatase) ¢ RNA Helicase. A atividade Helicase ¢ indispensavel para
replicagdo viral in vivo, presumivelmente por linearizar a fita de RNA durante o
processo de replicacdo, permitindo a amplificagdo do RNA e, consequentemente,

a sintese da poliproteina precursora viral''.

A Helicase ¢ constituida por trés dominios. Quando vista como um molécula
em forma de Y o dominio 1 N-terminal e o dominio 2 ficam acima do dominio 3 C-
terminal'?,

A principal diferenca entre as estruturas de HCV ja conhecidas"'*">'¢ diz
respeito a posi¢do do dominio 2 em relagdo aos dominios 1 ¢ 3. Os dominios 1 e 3
compartilham mais de uma interface do que o dominio 2 compartilha com cada um
dos outros dominios'".

O dominio 2 conecta-se aos dominios 1 e 3 via conectores flexiveis,
permitindo a ele rotacionar-se livremente em relagdo aos dominios 1 ¢ 3. Em

algumas estruturas o dominio 2 gira afastado do dominio 1 adquirindo uma
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conformacdo aberta, enquanto em outras estruturas o dominio 2 fica mais préximo
ao dominio 1 adquirindo uma conformagio fechada'.

Foi observado que dois motivos localizados no dominio 2 s@o conservados
em todos os isolados de HCV mas ndo em proteinas relacionadas e, portanto,
atuariam como possiveis sitios para a ligacdo de inibidores exclusivos para a
Helicase do virus'?. O primeiro deles concentra-se na arginina na posi¢do 393
(Arg393) da NS3, um residuo que entra em contato com a estrutura central do
acido nucléico. Foi sugerido que este motivo Arg-clamp (Arg393) funcione
como um elo que conecta a proteina ao acido nucléico por meio do qual ocorre o
seu deslocamento'’. O segundo motivo forma um loop que conecta duas folhas-f3
que se estendem do dominio 2. Esta estrutura é composta pelos aminodcidos
treonina na posi¢ao 430 (Thr430), alanina na posi¢ao 452 (Ala452) e também pelo
par de residuos, Phe438 e Phe444 e estd localizada em uma regido altamente
conservada da extremidade do /oop. O giro do loop ¢ composto dos aminoacidos
Phe438 a Phe444, e até o momento, sua fun¢do tém sido motivo de pesquisas.
Mais propriamente, Phe438 e Phe444 sdao importantes tanto para a manutencao da
estrutura final da proteina quanto para a modulagdo das alteragdes
conformacionais que levam a libera¢do do material genético mediante a ligagcdo do
ATP".

Em virtude do tratamento atual para a Hepatite C, que se baseia na
administracdo de Interferon alfa mais Ribavirina, ndo apresentar resultados para 40% a
50% dos pacientes do gendtipo 1 € para 30% dos pacientes com gendtipo 2 ou 3'% e,

também, apresentar afeitos colaterais pouco toleraveis, ha a necessidade imediata de se
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buscar novas drogas anti-HCV mais efetivas e com poucos efeitos colaterais. A serino-
protease NS3/4A ¢ considerada um dos alvos mais atrativos para o desenvolvimento
de anti-virais. O sucesso com os inibidores de protease do virus HIV sugere que
proteases virais assim como a NS3/4A do virus HCV possam ser um excelente alvo
para o desenvolvimento de novas drogas.

Com o objetivo de identificar alteragdes na estrutura da proteina NS3
sequenciamos a regido codificadora desta proteina, obtida a partir de 16 pacientes
portadores do virus HCV do gendtipo 3. Em seguida, utilizando ferramentas de
Bioinforméatica, modelamos a estrutura das seqiiéncias obtidas e, com isso, foram
visualizadas alteragdes em regides importantes da NS3, tanto no dominio Protease
quanto no dominio Helicase. O conhecimento da estrutura tridimensional pode auxiliar
no desenho de inibidores que possam ser utilizados como drogas anti-virais contra o
virus da Hepatite C. A homologia ou modelagem comparativa é a chave para a
descoberta de novas drogas inibidoras, pois permite que a informacdo gendmica possa
ser utilizada no desenvolvimento de ligantes alvos ou na melhora da especificidade do

ligante a proteina.

MATERIAL E METODOS

Populacio e amostras

As amostras foram compostas por 16 pacientes infectados com o virus da
Hepatite C do genotipo 3, tratados no Hemocentro de Sao José do Rio Preto/SP.
Apés confirmagdo de diagndstico positivo da infecgdo, definida pela positividade na

pesquisa de anticorpos para o virus por ELISA e RNA por PCR Qualitativo, os
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pacientes foram submetidos a 24 semanas de tratamento com Interferon alfa e
Ribavirina. Para avaliar a resposta ao tratamento, foram acompanhados por até 6
meses apds o término da medicag@o. Nesse periodo foram realizadas coletas de soro
dos pacientes em 12 e 24 semanas de tratamento, e em 7, 14, 21 e 28 dias e,
mensalmente, por até 6 meses apds o término da administragdo dos medicamentos.
Foram considerados como critérios de exclusdo a co-infec¢do com o virus da
Imunodeficiéncia humana (HIV) e/ou com o virus da Hepatite B (HBV).

O material de estudo corresponde a amostras de sangue (soro) dos 16 pacientes
pertencentes a populagdo de estudo.

O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa da Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP) e esta de acordo com a resolugdo

196/96 do conselho nacional de Saude sendo aprovado com parecer de nuimero

087/2004.

Extracdo do RNA e Transcri¢do Reversa
A reacdo de transcricdo reversa foi processada em volume de 20,0 pl
Utilizando um oligonucleotideo iniciador randdmico, as rea¢des foram realizadas de
acordo com as especificacdes do High-Capacity Archive Kit (Applied Biosystems). A
mistura foi mantida a 25°C, por 10 minutos e a 37°C, por 2 horas. Este material foi
amplificado, utilizando os oligonucleotideos iniciadores especificos para a por¢do

Protease e para a por¢ao Helicase da NS3.
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Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Foram desenhados oligonucleotideos iniciadores para amplificar a seqiiéncia
codificadora do dominio Protease (Forward
5’GGAATTCCATATGGCCCCGATCACAGCATAC3” com  sitio  Ndel
sublinhado e Reverse
5’CGCGGATCCTCAAGTTGAATTGTCAGAGAAAGATGGGGA3’ com sitio
BamH]I sublinhado) localizado na regido amino-terminal da proteina NS3 (1-180
aa). Os iniciadores amplificam fragmentos de 540 pares de bases para a porgdo
Protease. Para o dominio Helicase (181-631 aa) os oligonucleotideos iniciadores
(Forward
5’GGAATTCCATATGTCCCCATCTTTCTCTGACAATTCAACT3’com  sitio
Ndel sublinhado e Reverse 5’
CGCGGATCCTCAGGTGGTTACTTCCAGATC3’ com sitio BamHI
sublinhado) geram produtos de amplificagio com 1353 pares de bases. Os
oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados contendo sitios de restricdo para
as enzimas BamHI e Ndel, para possibilitar a ligacdo dos fragmentos amplificados
no vetor de expressdo PET 28A, que também possui sitios de restri¢do para estas
endonucleases. Também foram sintetizados oligonucleotideos iniciadores internos
a seqiiéncia completa da NS3 para possibilitar seu seqiienciamento completo
(Seq787F 5’GCCAAA CTGACCTATTCCACS'; Seq980F
5’AGCATCACTGTGCCACATTC3"; Seq1216F 5’GTCGTA
GTTTGCGCTACTG3"; Seql1654R 5’GCTTAGTCTGTGACAGAAAGTG3';

Seql1454R 5S’ATT CCAGACGGTCTTTCACC3; Seql005R
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5’GTTAGAATGTGGCACAGTGATG3; MI3 Forward 5

"GTAAAACGACGGCCAG3’; M13 Reverse 5" CAGGAAACAGCTATGACS").

Amplificagcdo do cDNA para os dominios Protease e Helicase

As reagdes foram processadas em 20ul, contendo 100 a 500 ng de cDNA,
Tamp@o 1,6x, ANTP mix (200 pM), MgCI** (4,0 mM), oligonucleotideos iniciadores
(0.5 uM) e Tag DNA Polimerase (5 unidades). Em todos os experimentos, um dos
tubos ndo recebeu DNA (controle de contaminag@o). A ciclagem compreendeu uma
etapa inicial de 2 minutos a 94°C, 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto para
anelamento dos oligonucleotideos iniciadores em temperaturas de 60°C para Protease
e 55°C para Helicase, e 3 minutos a 72°C para extensdo das cadeias, além de 15
minutos a 72°C para extensdo final. Os oligonucleotideos iniciadores geram produtos

de amplificagdo com 540 pares de bases (Protease) e 1350 pares de bases (Helicase).

Clonagem

Apbs a certificagdo da amplificacdo dos fragmentos de interesse, estes foram
clonados no vetor de clonagem pCR-XL-TOPO. As etapas de ligacdo do plasmideo
com o fragmento de interesse, assim como a transformacdo em bactérias
quimicamente competentes (TOP10), foram processadas de acordo com as

especificagdes do Kit de clonagem Topo XL PCR Cloning Kit (Invitrogen, Life
technologies). As bactérias foram crescidas a 37°C em meio de cultura sélido LB,

contendo 50 pug/ml do antibidtico Kanamicina. Para confirmacido da insercdo do

produto de interesse no vetor, apos aproximadamente 16 horas de crescimento, foi
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realizada uma reacdo de amplificacgdo do DNA plasmidial utilizando os
oligonucleotideos iniciadores M13 forward e MI13 reverse. As reagdes foram
processadas em 15ul, contendo 1,0ul da cultura, Tampao 1,0x, ANTP mix (125 uM),
MgCI* (1,5 mM), oligonucleotideos iniciadores (0.14 uM) e Tag DNA Polimerase (5
unidades). Em todos os experimentos, um dos tubos ndo recebeu a cultura (controle
de contaminag¢?o).

A ciclagem compreendeu uma etapa inicial de 3 minutos, a 95°C; 35 ciclos de
40 segundos, a 95°C; 40 segundos, para anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores, a 55°C e 55 segundos, a 72°C, para extensdo das cadeias, além de 10
minutos, a 72°C, para extensdo final. Os oligonucleotideos iniciadores geram
produtos de amplificacdo com, aproximadamente, 150 (plasmideo), 690 (Protease +
plasmideo) e 1500 (Helicase + plasmideo) pares de bases.

Em seguida, os clones positivos foram selecionados e inoculados em 3,5 ml de
meio de cultura liquido LB contendo 50 pg/ml de Kanamicina. De cada paciente
foram selecionados cinco clones do fragmento Protease e cinco clones do fragmento
Helicase para serem purificados e seqiienciados. O crescimento foi realizado a 37°C
sob agitacdo (250 RPM) por aproximadamente 16 horas. Em seguida, os plasmideos
foram purificados a partir da cultura de bactérias, seguindo as instrugdes do S.N.A.P.

Miniprep Kit (Invitrogen, Life technologies).

Seqiienciamento
Os fragmentos clonados e purificados foram seqiienciados em seqiienciador

automatico ABI Prism 377 (Applied Biosystems Inc) para confirmagdo de suas
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seqiiéncias nucleotidicas. A reag¢do de seqiienciamento foi processada em 10,0ul
contendo: Big Dye Terminator (2,0ul), Tampao Save Money (2,5x), oligonucleotideo
iniciador (1,0uM) e 2,0ul da amostra de fragmentos clonados. A ciclagem
compreendeu uma primeira etapa de 10 segundos, a 96°C; 35 ciclos de 10 segundos, a
96°C; 5 segundos para anelamento dos oligonucleotideos iniciadores em temperatura
de 50°C e 3 minutos, a 60°C, para extensdo das cadeias. Foi proposto para o
sequenciamento cinco clones de cada amostra do fragmento Protease e cinco clones de
cada amostra do fragmento Helicase. Para o sequenciamento dos produtos de
amplificacdo correspondentes ao dominio Protease (540 pares de bases) foram
necessarios apenas os oligonucleotideos iniciadores M13 Forward e M13 Reverse, que
sdo complementares a seqiiéncia do vetor. Assim foram realizadas duas reagdes de
sequenciamento para cada clone de cada amostra. J& para o sequenciamento dos
produtos de amplifica¢do correspondentes ao dominio Helicase (1353 pares de bases)
foram necessarios, além dos iniciadores M 13 Forward e M13 Reverse, mais trés pares
de oligonucleotideos iniciadores internos a seqiiéncia para abranger todo o produto de
amplificacdo de 1353 pares de bases. Com isso, foram necessarias oito reagdes de

sequenciamento para cada clone para cada amostra.

Andlise das seqiiéncias e da estrutura secunddria
A avaliagdo inicial quanto a confirmac¢do das seqiiéncias obtidas, a partir dos
clones serem de NS3 foi realizada utilizando a ferramenta de alinhamento PSI-
BLAST"*. Em seguida, as seqiiéncias foram analisadas quanto a qualidade utilizando

programa PHRED/PHRAP/CONSED disponivel no site
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http://adenina.biomol.unb.br/phph. Além de avaliar a qualidade das seqiiéncias o
programa permite a montagem de seqiiéncias consenso, € com esse objetivo, a partir
das seqtiéncias M 13 Forward e M13 Reverse do fragmento Protease, foi montada uma
unica seqiiéncia consenso para cada clone de cada amostra. Para o fragmento Helicase,
a seqiiéncia consenso (contig) de cada clone foi montada a partir dos quatro pares de
oligonucleotideos iniciadores.

Para o alinhamento multiplo das seqiiéncias de NS3 foi utilizada a
ferramenta de alinhamento CLUSTAL W *', para identificar possiveis regides onde
ocorreram as substituigdes e os resultados dos alinhamentos foram editados
utilizando o programa Jalview **.

Para a identificacdo de proteinas homologas a NS3 foi utilizada a ferramenta
de alinhamento PSI-BLAST"* contra o banco de dados de estruturas de proteinas
(PDB)*; os moldes escolhidos para serem usados durante a modelagem sdo
mostrados na tabela 1.

A predi¢@o da estrutura secundaria da NS3 foi feita utilizando o programa
JNET Secondary Strucuture Prediction™ para identificar possiveis mudangas na

estrutura secundéria por causa das mutacdes ocorridas nos clones.

Modelagem Molecular

A modelagem molecular comparativa de estruturas de proteinas ¢ um
método computacional que tem o potencial de construir um modelo 3D para uma
proteina de estrutura desconhecida (o alvo) baseada em uma ou mais proteinas

relacionadas de estruturas conhecidas (os moldes) com precisdo e confianga
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comparaveis as estruturas experimentais de baixa resolugdo a partir da seqiiéncia
de aminoacidos ****7%,

Para a modelagem molecular da NS3 utilizamos o programa
MODELLER* que usa distincia geométrica e técnicas de otimizag¢do para
modelagem molecular por satisfagdo das restrigdes espaciais®. A modelagem
molecular inicia-se com um alinhamento entre a seqii€ncia da proteina a ser
modelada e a(s) seqiiéncia(s) da(s) proteina(s) molde(s), este alinhamento ¢ usado
como uma das entradas que o programa MODELLER utiliza para construir o

modelo. Um total de 1000 modelos foi gerado para cada clone e a sele¢do dos

melhores modelos foi baseada na qualidade estereoquimica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise das substituicoes nas seqiiéncias

NS3 Protease

A analise do alinhamento multiplo realizado com as seqiiéncias obtidas no

sequenciamento do fragmento Protease, mostraram a ocorréncia de substituigdes em

residuos importantes da Protease como na triade catalitica (His57; Asp81; Ser139) e

no sitio de ligacdo ao ion zinco (Cys97; Cys99; Cysl45), essenciais para a sua

atividade. A substituicdo do residuo Asp81 foi observada nos pacientes RF059 e

RF145. As trocas foram para os residuos alanina e valina respectivamente. As

posicdes dos aminodcidos His57, Asp81 e Serl39 no sitio ativo protéico sio

estritamente conservados entre as seqiiéncias de HCV.
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No sitio de ligag@o ao ion zinco a substituicdo ocorreu no residuo Cys99. O
paciente RF059, além da substituicdo na triade catalitica, apresentou a troca do
residuo Cys99 para Ser99. Neste sitio o ion zinco se une a Cys97, Cys99 e Cysl45 e a
uma molécula de 4gua por meio de um residuo de His149, para construir uma estrutura

em forma de tetraedro (Figural).

NS3 Helicase

No dominio Helicase, os aminoacidos envolvidos na hidrélise do ATP,
contados a partir da protease sdo: Lys210, Arg467, Glu291, GIn460, His293 e
Asp290. E na regido envolvida na ligagdo ao RNA viral os aminoacidos
envolvidos sdo: Thr269, Trp510, Glu493, Arg393, Thr411, His369 e Thr450. A
analise do alinhamento multiplo das seqiiéncias do fragmento Helicase obtidas,
evidenciaram substituigdes em residuos importantes da Helicase como na regido
na qual ocorre a hidrélise do ATP (sitio de ligagdo ao ATP) e na regido de ligacdo
ao RNA. No sitio de ligacdo ao ATP o paciente RFO07 mostrou a substitui¢do do
aminoacido Lys210 para Glu210. Na regido onde ocorre a ligagdo ao RNA todos
0s pacientes mostraram a substituicdo do residuo Trp510 para Thr510. Na regides
do /oop de fenilalanina (Phe438 e Phe444) e em sua extremidade, que
corresponde a uma regido hidrofébica, (Phe531, Phe536 e Trp532) ndo foram
encontradas substitui¢des. O residuos de arginina na posicdo 393, importante para
o desenho de inibidores especificos para NS3 do HCV também foi avaliada e ndo

mostrou alteragdes (Figura 2).
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Comparacgdo das Seqiiéncias Primdrias

Foi avaliada a porcentagem de identidade e similaridade das seqiiéncias
primarias das por¢des Protease e Helicase comparadas as seqiiéncias primarias
dos moldes (IDXP e 1CUIl). Os resultados estdo apresentados na tabela 1 e
indicam que essas estruturas s3o bons moldes a serem considerados para a
modelagem de ambas (tabela 1).

A identidade entre os residuos da Protease estd apresentada na figura 1 e entre
os residuos da Helicase estd apresentada na figura 2. Por meio destes
alinhamentos podemos observar claramente os pontos onde existem as
substitui¢des. Apds uma observagao criteriosa foi evidenciado que em 43,75% dos
pacientes as substituigdes foram para residuos do mesmo grupo bioquimico
(similares) e em 56,25% dos pacientes as substituicdes foram para residuos de
grupos bioquimicos diferentes, podendo ocasionar uma mudanga na interacdo com
o meio e na afinidade entre a proteina e o ligante.

Ainda pelas figuras 1 e 2 € possivel observar o resultado da predicdo da
estrutura secunddria entre as seqii€ncias dos moldes e dos modelos. Por meio da
predicdo da estrutura da Helicase foi constatado que as substituicdes causam uma
mudan¢a sutil na quantizagdo de estruturas secundarias na proteina, esta
modificacdo pode ser vista mais claramente no topico abaixo onde descrevemos a
estrutura, ja que para a por¢do protease esta mudanga na quantizacdo de estrutura

e nivel secundario nio foi observada.
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Descricdo da estrutura 3D dos modelos
A proteina NS3 apresenta dois dominios e ¢ bifuncional. O dominio serino-
protease localiza-se na regido amino-terminal e o dominio Helicase localiza-se na
regido carboxi-terminal. Com isso, a NS3 apresenta trés fun¢des enzimaticas que sao;
1) atividade de protease; 2) ATPase e 3) Helicase. A funcdo protease relaciona-se a
traducdo da proteina precursora e as funcdes ATPésica e Helicase tem grande

participac¢do na replicagdo do material genético viral’**'.

NS3 Protease
O complexo central da Protease NS3 consiste em dois dominios estruturais. O
dominio N-terminal (residuos 1-92), contém oito folhas [ antiparalelas, incluindo
uma fita correspondente ao cofator NS4A. O dominio C-terminal (residuos 93 —
180), ¢ constituido por seis folhas [ antiparalelas formando um cilindro (3
Barrel), comum a todos os membros da familia das quimiotripsinas, seguida por
uma alfa hélice estruturalmente conservada.
Os modelos da protease NS3 sdo similares a estrutura do molde, devido a
alta identidade entre si. Os elementos da estrutura terciaria foram gerados pelo
programa PYMOL e mostram que ndo foram observadas diferencas estruturais na

estrutura secundaria (Figura 3A — C).
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NS3 Helicase

A porcdo Helicase da NS3 ¢ constituida por trés dominios. Quando vista como
um molécula em forma de Y o dominio 1 N-terminal e o dominio 2 ficam acima do
dominio 3 C-terminal.

O dominio 2 conecta-se aos dominios 1 e 3 via conectores flexiveis, o qual
permite a ele rotacionar-se livremente em relacdo aos dominios 1 e 3. Em algumas
estruturas o dominio 2 gira afastado do dominio 1 adquirindo uma conformagao
aberta, enquanto em outras estruturas o dominio 2 fica mais proximo ao dominio 1
adquirindo uma conformagao fechada.

O ponto central dessas rotagdes € dado por contatos adicionais entre 0 dominio
3 e uma fita B originada do dominio 2.

Para a por¢do Helicase foi observado que as substitui¢cdes alteram
sutilmente a quantizacdo da estrutura secundaria, hd uma diminuicdo na
quantizacdo das fitas e um aumento nas regides de estruturas randomicas, o que
ocasiona uma sutil mudanga na estrutura destas proteinas de NS3. Como se trata
de modelos tedricos futuramente serdo utilizadas técnicas experimentais para
confirmar essas diferencas estruturais observadas na por¢@o Helicase e verificar se
ha diminui¢do da sua afinidade com os ligantes. Os elementos da estrutura

terciaria sdo mostrados na figura 4A — C e foram gerados pelo programa PYMOL.

Analise dos modelos construidos
Os modelos foram construidos baseados nas coordenadas atdmicas de

estrutura protéica resolvida por biocristalografia (IDXP e 1CU1). As coordenadas
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atomicas de todas as moléculas de 4gua foram retiradas do molde. Apds a etapa
inicial de escolha do melhor modelo, analises mais criteriosas e detalhadas foram
efetuadas com a utilizagdo dos softwares VERIFY 3D*, WHATCHECK*, X-
PLOR*?® ¢ PROCHECK”, a fim de verificar a qualidade do modelo construido.

A qualidade estereoquimica dos modelos gerados apresenta mais de 90%
dos angulos de ligagdo phi (®) e psi (y) da cadeia principal (angulos referentes as
ligagdes C,-N e C,-C), distribuidos nas regides mais favordveis do grafico de
Ramachandran e os valores do G-factor global indicaram uma boa qualidade
estereoquimica tanto para a cadeia principal como para as cadeias laterais dos
residuos.

Foi verificado por meio do programa VERIFY 3D que os modelos finais tém
compatibilidade entre a seqiiéncia primaria e a estrutura 3D construida, pois o
valor obtido para os modelos estd bem acima do limite de 45%.

Os valores do RMSD da geometria ideal para o comprimento e angulo de
ligagdo (avaliados pelo software X-PLOR) ficaram abaixo de 0,06A e 4°,
respectivamente, indicando que as estruturas dos modelos como um todo estd em
equilibrio geométrico.

Utilizando o programa WHATCHECK foi constatado que os ambientes
quimicos de residuos individuais dos modelos se enquadram nos padroes
freqiientemente encontrados em estruturas protéicas resolvidas por métodos
experimentais.

Os resultados indicam que estes modelos podem ser utilizados para o estudo

estrutural e funcional das proteinas de NS3, bem como, para estudos de docking
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entre a proteina e os ligantes analisando assim o comportamento destes ligantes

perante as substituicdes ocorridas na NS3.

Andlise da triade catalitica da Protease

Por meio da avaliacdo dos alinhamentos das seqiiéncias da por¢do Protease,
foi verificado que tanto o paciente RF059 quanto o paciente RF145 apresentaram
a substituicdo de um residuo no sitio ativo da Protease do HCV (triade catalitica)
(Figura 5A). No caso do paciente RF059 ocorre a substituicio do aminoacido
Asp81 para Ala81 (Figura 5B) e no paciente RF145 ocorre a substitui¢do do
aminoacido Asp81 para Val81 (Figura 5C).

Yamada e colaboradores, em 1998, observaram que a troca do aminoacido
histidina para leucina na posi¢do 57 (um dos residuos do sitio ativo) ocasionou a
perda da funcdo protease.

A Protease do virus HCV adota um dobramento como das quimiotripsinas
que possuem um sitio ativo formado pelos residuos His57, Ser195 e Aspl02.
Assim o mecanismo de agdo catalitico das quimiotripsinas pode ser extrapolado
para a Protease NS3. Durante a a¢do catalitica das quimiotripsinas ha a formagao
de um composto intermedidrio tetraédrico no qual os aminodcidos essenciais para
a agdo enzimatica sdo a histidina e a serina sendo que esta ultima desempenha um
papel de residuo reativo que ataca o carbono do grupamento carbonila do peptideo
substrato. Quando o oxigénio da serina ataca o carbono carbonila de uma ligacdo
peptidica, a His57 funciona como uma base geral e abstrai o proton da serina,

enquanto o Aspl02, que ¢ carregado negativamente, estabiliza a carga negativa
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que se forma no residuo de histidina. Isto previne a formacdo de uma carga
positiva muito instavel na hidroxila da serina e aumenta sua nucleofilicidade®.

No caso das duas substituicdes encontradas o aminoacido Asp81 que ¢é
carregado negativamente foi substituido por residuos apolares (alanina e valina).
Com isso, o que se observa é que a fung¢do do acido aspartico em equilibrar as
cargas na triade catalitica durante a catalise ¢ abolida quando trocado pelos
residuos Val81 e Ala81. As trocas também podem influenciar a interagdo com o
substrato, pois os aminoacidos valina e alanina sdo importantes na promocao de

interagdes hidrofobicas no interior das estruturas protéicas.

Andlise do sitio de ligacdo ao zinco da Protease

A andlise das seqiiéncias do fragmento Protease revelaram ainda que o
paciente RF059 mostrou a substituicdo do residuo Cys99 para Ser99 (ambos
polares ndo-carreagados). Neste sitio o ion zinco se une a Cys97, Cys99 e Cys145
e a uma molécula de 4gua por meio de um residuo de His149 para constituir uma
estrutura em forma de tetraedro. Um possivel papel para o ion zinco pode ser
induzir estabilidade no sitio ativo por meio da fita § D2, a qual separa o sitio
ativo Ser139 e um dos ligantes do sitio do zinco Cys145. O sitio de ligacdo ao
zinco também esta localizado proximo a interface dos dois dominios da protease e
pode participar na conformagdo desses dominios o qual contribuem para a
formacdo do encaixe entre os aminoéacidos do sitio ativo e o substrato®.

Tedbury e colaboradores, em 2007, confirmaram a participagdo do ion zinco na

atividade autoclivagem NS2/NS3 e demonstraram que os trés residuos de cisteina
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(Cys97, Cys99 e Cysl45), necessarios para a atividade protease da NS3, também sdo
essenciais para a atividade de autoclivagem. O quarto residuo do sitio do Zinco,
His149 ndo apresentou atuag@o na autoclivagem. Por outro lado, o residuo Cys922 foi
identificado como um quarto aminoacido necessario a atividade da NS2/NS3, residuo
este que até o momento ndo se mostrou essencial para atividade protease da NS3. Isto
levou os autores a proporem uma possivel explanag¢do sobre a sequéncia de ativagdo
dessas duas proteases. Este modelo prediz que quando o zinco estd coordenado ao
residuo Cys922 juntamente com Cys97, Cys99 e Cys145, o precursor esta competente
para a NS2/NS3 autoclivagem. Quando o quarto residuo coordenado for a His149 o
precursor assume a atividade protease da NS3.

Mutagdes de ponto nos residuos Cys97, Cys99, Cys145 e His149 para alanina
mostram que a remocdo de qualquer um tem um impacto negativo na funcio
protease’.

A cisteina € Unica entre os aminoacidos, pois tem um grupo tiol que pode
formar uma ponte dissulfeto com outra cisteina por meio da oxidacdo dos dois
grupos tiol. Assim, apesar do paciente RF059 apresentar a substitui¢do para um
residuo similar (serina), acreditamos que essa troca pode prejudicar a estabilidade
da estrutura protéica em razdo da perda de uma ponte dissulfeto entre as cisteinas

do sitio de ligacdo ao ion zinco (Figura 6A e 6B).
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Andlise do sitio de ligacdo ao ATP da Helicase

A andlise das seqliéncias do fragmento Helicase revelaram a substitui¢@o
do aminodcido lisina por 4cido glutdmico na posi¢do 30 da Helicase ou 210 da
NS3 no paciente RF007 (Figuras 7A e 7B).

A porcdo C-terminal da proteina ndo estrutural NS3 corresponde ao
dominio helicase o qual possui atividades NTPase (RNA-stimulated nucleoside
triphosphatase) ¢ RNA helicase. A atividade helicase ¢ indispensavel para
replicacdo viral in vivo, presumivelmente por linearizar a fita de RNA durante o
processo de replicacdo, permitindo a amplificagdo do RNA, e consequentemente,
a sintese da poliproteina precursora viral.

Os motivos I, Ia, II, III, IV, V, e VI, localizados nos dominios 1 (regido
onde ocorre a hidrolise do ATP) e 2 da Helicase constituem o motor que converte
a energia quimica derivada da hidrolise do ATP em uma forca quimica que guia o
movimento da Helicase levando a ruptura dos pares de bases do DNA ou RNA.

A atuag@o da maioria dos residuos conservados nos motivos I a VI sdo
investigados usando mutagdes sitios dirigidas****. Muta¢des nos motivos I a VI
normalmente causam impacto na habilidade da proteina em desenrolar o material
genético assim como na hidrélise do ATP, mostrando que estas duas atividades
agem conjuntamente. Aqui, nds evidenciamos a troca de um residuo carregado
positivamente para um carregado negativamente (Figuras 7A e 7B) o que pode
causar alteragdes na distribui¢do de cargas e na interagdo entre os aminoacidos e,

consequentemente, interferir na hidrolise do ATP.
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Andlise da regido de ligacdo ao RNA da Helicase

Neste trabalho foi evidenciada a substituicdo do aminoécido triptofano por
treonina na posicdo 330 da Helicase ou 510 da NS3 em todos os pacientes
avaliados (Figuras 8A e 8B). Este aminodcido localiza-se na regido em o que
RNA se liga a Helicase para que ela exerca sua funcao.

A porcdo helicase da NS3 ¢ constituida por trés dominios. Quando vista
como um molécula em forma de Y o dominio 1 N-terminal e o dominio 2 ficam

acima do dominio 3 C-terminal. Em duas das estruturas descritas'**

, aparecem
oligonucleotideos ligados a helicase na fissura que separa o dominio 3 dos
dominios 1 e 2.

Mutagdes nos motivos I a VI normalmente causam impacto na habilidade
da proteina em desenrolar o material genético assim como na hidrélise do ATP,
mostrando que estas duas atividades agem conjuntamente®’**°, Neste estudo foi
observada a substitui¢do de um residuo hidrofébico (ndo polar) por um hidrofilico

o que leva a perda de hidrofobicidade na regido onde ocorreu a substitui¢do e,

consequentemente, modifica a interacdo da proteina com o meio.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho fornecem informagdes sobre o perfil
genético do virus HCV do genétipo 3 especificamente da regido codificadora da
proteina NS3, permitindo o conhecimento do genoma viral e a identificagdo de
regides para ligacdo de possiveis inibidores especificos. Quando identificada uma

alteracdo em uma seqiiéncia viral que justifique a resisténcia a um dado inibidor, o
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conhecimento da variabilidade gendmica permite o combate a doenca por meio do
conhecimento e da disponibilidade de ag¢do de outra droga especifica para outra
regido. Nesse sentido, acreditamos que a terapia futura para a Hepatite C serd
baseada na utilizacdo de uma combinag¢do de inibidores para diferentes regides do
genoma viral como ocorre com o tratamento do HIV no qual ¢ utilizado um
coquetel de inibidores para diferentes proteinas virais.

Este projeto aumenta a certeza de que a modelagem ¢ uma ferramenta qtil
para a biologia estrutural e funcional, como a aplicacio de simulagdes de
DOCKING usadas com o objetivo de predizer a interagdo sitio-especifica com
compostos inibidores da Protease.

Com isso, os modelos obtidos fornecerdo informagdes uteis a respeito da

proteina NS3 e, também, contribuirdo para o desenho de nova drogas anti-virais.
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LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Alinhamento multiplo das seqiiéncias da protease NS3
mostrando as substituicdes encontradas. A identidade entre os residuos esta
colorida em azul mais escuro para residuos idénticos ao azul mais claro para
residuos ndo idénticos. Os simbolos observados correspondem: e sitio de ligacdo
ao ion zinco ¢ m triade catalitica. Para a predi¢do da estrutura secundaria as hélices
sdo as regides em vermelho e as fitas em verde, ja as regides randdmicas estdo em

preto.

Figura 2: Alinhamento multiplo das seqiiéncias da Helicase = NS3
mostrando as substituicdes encontradas. A identidade entre os residuos esta
colorida em azul mais escuro para residuos idénticos e em azul mais claro para
residuos ndo idénticos. Os simbolos observados correspondem: e sitio de ligacdo
ao ATP, * sitio de ligacdo ao DNA, m loop de fenilalanina ¢ @ a extremidade
do loop (regido hidrofobica). As posi¢cdes dos residuos correspondem a seqiiéncia
codificadora do dominio Helicase e ndo a NS3 na qual devem ser acrescentados
mais 180 residuos. Para a predi¢do da estrutura secundaria as hélices s3o as

regides em vermelho e as fitas em verde, ja as regides randomicas estdo em preto.

Figura 3: Diagrama da estrutura tercidria: (A) 1DXP (template), (B)
paciente RF145, (C) paciente RF096. Sendo as hélices em azul, as fitas em rosa, a

NS4 em pink, o coil em cinza, ion zinco em azul escuro, e os residuos que estio
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na forma stick na regido superior da proteina ¢ o sitio da triade e na regido de

baixo o sitio do zinco e em vermelho o oxigénio.

Figura 4: Diagrama da estrutura tercidria: (A) 1CU1 (template), (B)
paciente RF059, (C) paciente RF082. Sendo as hélices em verde claro, as fitas em

pink e o coil em rosa claro.

Figura 5: Sitio ativo da Protease. (A) Template. (B) Paciente RF059. (C)

Paciente RF145.

Figura 6: Sitio de ligacdo ao ion zinco da Protease NS3. (A) Template.

(B) Paciente RF059 clone 2.

Figura 7: Residuos chave envolvidos na ligacdo do ATP. (A) Template
(PDB 1A1V Kim et al., 1998). (B) Paciente RF007 clone 17 que apresenta a

substitui¢do do aminoécido lisina na posi¢do 210 da NS3 por acido glutamico.

Figura 8: (A) Residuos chave em contato com um oligonucleotideo ligado
a Helicase Template (PDB 1A1V Kim et al., 1998). (B) Todos os pacientes
apresentaram a substituicdo do aminoacido triptofano por treonina na posi¢do 510

da NS3.
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LISTA DE TABELAS
Tabela 1: Identidade e Similaridade entre as seqiiéncias dos moldes e dos

modelos.
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Tabela 1.
Resolugdo Identidade | Similaridade
NS3 Molde Referéncia
A) (%) (%)
Helicase 1CU1 2,50 YAO et al., 1999 >70 >79
1DXP 2,40 DI MARCO et al., 2000 |>75 >84
Protease | 1DXP 2,40 DI MARCO et al., 2000 |>75 >82
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A proteina NS3 apresenta dois dominios e ¢ bifuncional. O dominio serino-
protease localiza-se na regido amino-terminal e o dominio helicase localiza-se na
regido carboxi-terminal. Com isso, a NS3 apresenta trés fun¢des enzimaticas que sao;
1) atividade de protease; 2) NTPase e 3) helicase. A fun¢do protease relaciona-se a
tradu¢do da proteina precursora e as funcdes NTPase e helicase tem grande
participag@o na replicacdo do material genético viral (Suzich, 1993; Tai, 1996). Trata-
se de uma molécula essencial para o processamento da poliproteina precursora e
também para a replicagdo viral e portanto, um dos principais alvos para o
desenvolvimento de drogas antivirais.

Neste trabalho foi identificado por meio da modelagem comparativa, alteragdes
em regides importantes na estrutura da NS3. Foram avaliadas amostras de soro de 16
pacientes, sendo sete amostras provenientes de pacientes Respondedores (R) e nove
amostras provenientes de pacientes Ndo-Respondedores (NR) ao tratamento com
Interferon alfa e ribavirina.

A andlise da identidade entre os residuos da Protease e Helicase mostra que as
substituicdes que ocorrem nos pacientes Respondedores normalmente sdo para
residuos do mesmo grupo bioquimico (similares) e nos pacientes Nao-
Respondedores as substituicdes sdo para residuos de grupos bioquimicos
diferentes podendo levar a uma mudanca na interagdo com o meio ¢ na afinidade
entre a proteina e o ligante.

Foi verificado que tanto o paciente RF059 quanto o paciente RF145
apresentaram a substituicdo do residuo Asp81 constituinte da triade catalitica

(His57, Asp81 e Serl39). No caso do paciente RF059, que ¢ Respondedor ao
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tratamento com Interferon alfa e ribavirina, a substitui¢do foi para o residuo Ala81
e no paciente RF145, que ¢ Nao-Respondedor a substituicdo foi para o residuo
ValS81.

A Protease do virus HCV adota um dobramento como das quimiotripsinas
que possuem um sitio ativo formado pelos residuos His57, Ser195 e Aspl02.
Assim, o mecanismo de acdo catalitico das quimiotripsinas pode ser extrapolado
para a Protease NS3. Durante a ag@o catalitica das quimiotripsinas ha a formagao
de um composto intermedidrio tetraédrico no qual os aminodcidos essenciais para
a acdo enzimatica sdo a histidina e a serina sendo que esta tltima desempenha um
papel de residuo reativo que ataca o carbono do grupamento carbonila do peptideo
substrato. Quando o oxigénio da serina ataca o carbono carbonila de uma ligacdo
peptidica, a His57 funciona como uma base geral e abstrai o proton da serina,
enquanto o Aspl02, que é carregado negativamente, estabiliza a carga negativa
que se forma no residuo de histidina. Isto previne a formacdo de uma carga
positiva muito instdvel na hidroxila da serina e aumenta sua nucleofilicidade
(Voet, et al., 2000).

No caso das duas substituicdes encontradas o aminoacido Asp81 que ¢
carregado negativamente foi substituido por residuos apolares (alanina e valina).
Com isso, 0 que se observa ¢ que a fun¢do do 4cido aspartico em equilibrar as
cargas na triade catalitica durante a catalise ¢ abolida quando trocado pelos
residuos Val81 e Ala81. As trocas também podem influenciar a interagdo com o
substrato, pois os aminoacidos valina e alanina sd@o importantes na promog¢ao de

interacdes hidrofobicas no interior das estruturas protéicas. O mesmo aminoacido
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acido aspartico foi trocado em um paciente Respondedor e outro Nao-
Respondedor, mas nao foi possivel correlacionar diretamente esses achados com a
resposta ao tratamento pois os medicamentos utilizados, Interferon alfa e
ribavirina, pelos pacientes ndo sdo inibidores de protease. Em funcdo da atuacdo
dos aminodcidos do sitio ativo na atividade catalitica, ¢ compreensivel esperar que
dos trés residuos o que seria menos prejudicial para manuten¢do da atividade
protease quando mutado seria o 4cido aspartico. Isso porque os aminoacidos da
triade sdo altamente conservados. Yamada e colaboradores, em 1998, observaram
que a troca do aminoécido histidina para leucina na posi¢do 57 (um dos residuos
do sitio ativo) ocasionou a perda da fun¢do protease.

A andlise das seqiiéncias do fragmento Protease revelaram ainda que o
mesmo paciente RF059 (Respondedor), que ja havia apresentado uma substitui¢do
no sitio ativo, mostrou a substitui¢do do residuo Cys99 para Ser99 (ambos polares
ndo-carreagados). Neste sitio o ion zinco se une a Cys97, Cys99 e Cys145 e a uma
molécula de dgua através de um residuo de His149 para constituir uma estrutura
em forma de tetraedro. Um possivel papel para o ion zinco pode ser induzir
estabilidade no sitio ativo através da fita 3 D2, a qual separa o sitio ativo Ser139
e um dos ligantes do sitio do zinco Cys145. O sitio de ligacdo ao zinco também
estd localizado préximo a interface dos dois dominios da protease e pode
participar na conformag@o desses dominios o qual contribuem para a formagao do
encaixe entre os aminodcidos do sitio ativo e o substrato (Kim ef al., 1996).

Tedbury e colaboradores em 2007, confirmaram a participag¢do do ion zinco na

atividade autoclivagem NS2/NS3 e demonstraram que os trés residuos de cisteina
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(Cys97, Cys99 e Cysl45), necessarios para a atividade protease da NS3, também sdo
essenciais para a atividade de autoclivagem. O quarto residuo do sitio do Zinco,
His149 ndo apresentou atuag@o na autoclivagem. Por outro lado, o residuo Cys922 foi
identificado como um quarto aminoacido necessario a atividade da NS2/NS3, residuo
este que até o momento ndo se mostrou essencial para atividade protease da NS3. Isto
levou os autores a proporem uma possivel explanag¢do sobre a sequéncia de ativagdo
dessas duas proteases. Este modelo prediz que quando o zinco estd coordenado ao
residuo Cys922 juntamente com Cys97, Cys99 e Cys145, o precursor esta competente
para a NS2/NS3 autoclivagem. Quando o quarto residuo coordenado for a His149 o
precursor assume a atividade protease da NS3.

Mutagdes de ponto nos residuos Cys97, Cys99, Cys145 e His149 para alanina
mostram que a remocdo de qualquer um tem um impacto negativo na funcio
protease (Hijikata et al., 1993).

A cisteina € Unica entre os aminodcidos, pois tem um grupo tiol que pode
formar uma ponte dissulfeto com outra cisteina por meio da oxidacdo dos dois
grupos tiol. Assim, apesar do paciente RF059 apresentar a substitui¢do para um
residuo similar (serina), acreditamos que essa troca pode prejudicar a estabilidade
da estrutura protéica em razdo da perda de uma ponte dissulfeto entre as cisteinas
do sitio de ligacdo ao ion zinco. Também ndo foi possivel correlacionar esse
resultado com o tratamento oferecido ao paciente.

Observando-se criteriosamente o paciente Respondedor RF059 notamos que
ele possui substituigdes nos dois sitios avaliados, tanto na triade catalitica quanto

no sitio de ligagdo ao ion zinco. Assim, ja que ndo foi possivel atribuir essas
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trocas a a¢do dos medicamentos administrados ao pacientes, podemos supor que a
sua caracteristica de Respondedor ao tratamento seja em razdo do acimulo dos
prejuizos causados pelas substituicdes nas duas regides avaliadas.

A andlise das seqliéncias do fragmento Helicase revelaram a substitui¢@o
do aminodcido lisina por 4cido glutdmico na posicdo 30 da Helicase ou posi¢@o
210 da NS3 no paciente RF007 que ¢ Nao-Respondedor ao tratamento. Este
residuo, assim como os residuos Arg467, Gln460, His293, Asp290 e Glu291
constitui a regido da helicase envolvida na hidrolise do ATP.

A porcdo C-terminal da proteina ndo estrutural NS3 corresponde ao
dominio helicase o qual possui atividades NTPase (RNA-stimulated nucleoside
triphosphatase) ¢ RNA helicase. A atividade helicase ¢ indispensavel para
replicacdo viral in vivo, presumivelmente por linearizar a fita de RNA durante o
processo de replicacdo, permitindo a amplificagdo do RNA, e consequentemente,
a sintese da poliproteina precursora viral.

A por¢do helicase da NS3 ¢ constituida por trés dominios. Quando vista
como um molécula em forma de Y o dominio 1 N-terminal e o dominio 2 ficam
acima do dominio 3 C-terminal. Em duas das estruturas descritas (Kim et al.,
1998; Mackintosh et al., 2006), aparecem oligonucleotideos ligados a helicase na
fissura que separa o dominio 3 dos dominios 1 ¢ 2.

Os motivos I, Ia, I, III, IV, V, e VI, localizados nos dominios 1 (regido
onde ocorre a hidrélise do ATP) e 2 da Helicase constituem o motor que converte

a energia quimica derivada da hidrolise do ATP em uma forca quimica que guia o
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movimento da Helicase levando a ruptura dos pares de bases do DNA ou RNA
(Frick, 2007).

A atuag@o da maioria dos residuos conservados nos motivos I a VI sio
investigados usando mutagdes sitios dirigidas (Tai et al., 2001; Kim et al., 2003;
Frick et al., 2004a). Mutagdes nos motivos I a VI normalmente causam impacto
na habilidade da proteina em desenrolar o material genético assim como na
hidrolise do ATP, mostrando que estas duas atividades agem conjuntamente.
Aqui, nés evidenciamos a troca de um residuo carregado positivamente para um
carregado negativamente o que pode causar alteragdes na distribuicdo de cargas e
na interagdo entre os aminodcidos e, consequentemente, interfer na hidrolise do
ATP.

Ainda, no presente trabalho, evidenciamos a substitui¢do do aminoéacido
triptofano por treonina na posi¢cdo 330 da Helicase ou posicdo 510 da NS3 em
todos os pacientes avaliados, podendo tratar-se de uma aminoacido caracteristico
das formas virais circulantes na nossa regido. Este aminoacido, juntamente com os
residuos Thr411, His369, Thr450, Glu493, Thr269 e Arg393, localiza-se na regido
em o que RNA se liga a Helicase para que ela exerg¢a sua fungéo.

Mutagdes nos motivos I a VI normalmente causam impacto na habilidade
da proteina em desenrolar o material genético assim como na hidrélise do ATP,
mostrando que estas duas atividades agem conjuntamente (Tai ef al., 2001; Kim
et al., 2003; Frick et al., 2004a). Neste estudo foi observada a substitui¢do de um

residuo hidrofobico (ndo polar) por um hidrofilico o que leva a perda de
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hidrofobicidade na regido onde ocorreu a substitui¢do e, consequentemente,
modifica a intera¢do da proteina com o meio.

Além dos motivos I a VI, os dominios 1 e 2 da helicase apresentam tanto
regides variaveis quanto conservadas. Frick e colaboradores, em 2004, com o
objetivo de descobrir as regides para ligagdo de possiveis inibidores, examinaram
o papel de dois motivos no dominio 2 que sdo conservados em todos os isolados
de HCV, mas ndo em proteinas relacionadas. A razdo para isso € que compostos
que se liguem a estes sitios podem ndo ser tdxicos ja que sitios similares ndo estio
presentes em helicases celulares relacionadas. Com isso, o primeiro motivo
identificado concentra-se na arginina 393, um residuo que entra em contato com a
estrutura central do acido nucléico. Quando Arg393 € trocado por alanina, a
proteina ainda realiza a hidrélise do ATP estimulada pelo RNA viral mas perde a
atividade helicase. Com esta substituigdo a helicase também liga-se mais
fracamente ao RNA tanto na presenga quanto auséncia do ATP nao-hidrolisado,
sugerindo que este motivo Arg-clamp (Arg393) funcione como um elo que
conecta a proteina ao acido nucléico através do qual ocorre o seu deslocamento
(Lam ef al., 2003(b)). No presente trabalho, ndo foram encontradas substitui¢des
neste residuo em nenhum paciente avaliado indicando tratar-se de um residuo
conservado e, portanto, um alvo para o desenvolvimento de inibidores especificos
para Helicase.

O segundo motivo exclusivo da helicase do HCV, forma um /loop que
conecta duas folhas-B que se estendem do dominio 2. Esta estrutura ¢ composta

pelos aminoacidos Thr430 ao Ala452 e, também, pelo par de residuos do loop de
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fenilalanina, Phe438 e Phe444 e estd localizada em uma regido altamente
conservada da extremidade do loop. O giro do /loop é composto dos aminoacidos
Phe438 a Phe444 da helicase e, at¢ o0 momento, sua fun¢do tém sido motivo de
pesquisas. Kim e colaboradores em 1998, propuseram que este /oop funcione
como uma regido de ligacdo ao RNA simples fita em proteinas. Alternativamente,
Yao e colaboradores, em 1997, propuseram que Phe438 e Phe444 podem
empacotar-se em uma regido hidrofébica, juntamente com Phe531, Phe536, e
Trp532, permitindo que o /oop tenha um papel mais estrutural. Mutacdes em
outros residuos fenilalanina que flanqueiam Phe438 e Phe444, demonstram que
esse loop ndo estd envolvido na ligacdo ao acido nucléico. Mais propriamente,
Phe438 e Phe444 sdo importantes tanto para a manutencdo da estrutura final da
proteina quanto para a modulacdo das alteracdes conformacionais que levam a
liberacdo do material genético mediante a ligagcdo do ATP (Lam et al., 2003(b)).
Neste trabalho ndo foram observadas substitui¢des desses residuos, indicando sua
conservacdo e importancia para atividade de linearizar o material genético.

Este estudo tedrico, baseado na confiabilidade e na qualidade dos modelos
experimentais obtidos aqui, fornece informagdes sobre o perfil genético do virus
HCV do genoétipo 3 especificamente da regido codificadora da proteina NS3,
permitindo o conhecimento do genoma viral e a identificagdo de regides para
ligag¢do de possiveis inibidores especificos. Quando identificada uma alteragdo em
uma seqiiéncia viral que justifique a resisténcia a um dado inibidor, o
conhecimento da variabilidade gendmica permite o combate a doenca por meio do

conhecimento e da disponibilidade de acdo de outra droga especifica para outra
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regido. Nesse sentido, acreditamos que a terapia futura para a Hepatite C serd
baseada na utilizacdo de uma combinag¢do de inibidores para diferentes regides do
genoma viral como ocorre com o tratamento do HIV no qual € utilizado um
coquetel de inibidores para diferentes proteinas virais.

Este projeto aumenta a certeza de que a modelagem ¢ uma ferramenta qtil
para a biologia estrutural e funcional, como a aplicag¢@o de rotinas de DOCKING
usadas com o objetivo de predizer a interagdo sitio-especifica com compostos
inibidores da Protease.

Com isso, os modelos obtidos fornecerdo informagdes uteis a respeito da

proteina NS3 e, também, contribuirdo para o desenho de nova drogas anti-virais.
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Por meio do presente trabalho foram obtidas as seguintes conclusdes:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A metodologia de modelagem comparativa de seqiiéncias é uma ferramenta
util e confidvel para evidenciar alteracdes na estrutura de proteinas;

As substituicdes na triade catalitica e na regido de ligagdo ao ion zinco da
protease quando somadas, podem explicar a resposta ao tratamento;

Na Helicase, as regides caracterizadas como possiveis alvos para o
desenvolvimento (Arg 213 e loop de fenilalanina) de inibidores, por serem
exclusivas do virus HCV, ndo apresentaram substitui¢cdes e, portanto, indicam
serem altamente conservadas, confirmando serem alvos favoraveis;

Foram obtidos os perfis genéticos do virus HCV do gendtipo 3,
especificamente da regido codificadora da proteina NS3;

Os modelos obtidos aqui contribuem para o desenho de nova drogas anti-
virais especificas para o genotipo 3 do virus HCV;

As cepas do virus HCV do genoétipo 3 circulantes na regido de Sdo José do
Rio Preto possuem a substituicdo do aminodcido triptofano pelo aminoacido

treonina na posicdo 510 da proteina NS3.
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A proteina NS3 apresenta dois dominios e ¢ bifuncional. Apresenta trés
funcdes enzimaticas que sdo; 1) atividade de protease; 2) NTPase e 3) helicase. A
fungdo protease relaciona-se a traducdo da proteina precursora e as fungdes NTPase e
helicase tem grande participacdo na replicacdo do material genético viral. Trata-se de
uma molécula essencial para o processamento da poliproteina precursora e também
para a replicagdo viral e portanto, um dos principais alvos para o desenvolvimento de
drogas antivirais. No dominio Protease foram evidenciadas substituicdes na triade
catalitica e na regido de ligacdo ao fon zinco nos pacientes avaliados. Estas
substitui¢des, quando somadas podem explicar a resposta ao tratamento. Também
foram visualizadas alteragdes na por¢cdo Helicase da NS3. As substituicdes ocorreram
nos sitios de ligacdo ao ATP e ao RNA. Outros residuos da Helicase relevantes para o
desenvolvimento de inibidores, como R2133 e F258 e F264 ndo apresentaram
substitui¢des, evidenciando tratarem-se de aminodcidos conservados nessa regido. Os
resultados obtidos nesse trabalho fornecem informacdes sobre o perfil genético do
virus HCV do genoétipo 3 especificamente da regido codificadora da proteina NS3,
permitindo o conhecimento do genoma viral e a identificacdo de regides para ligagdo
de possiveis inibidores. Este projeto certifica que a modelagem € uma ferramenta qtil
para a biologia estrutural e funcional, e que os modelos obtidos aqui contribuem para o

desenho de novas drogas anti-virais especificas para o genotipo 3 do virus HCV.

Palavras-chave: Hepatitis C virus, Protease NS3 HCV, Helicase NS3 HCV,

modelagem comparativa.
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The NS3 protein has two domains and is bifuntional. It presents three
functions: 1) protease activity, 2) NTPase and 3) helicase. The protease function is
related to the translation of the poliprotein precursor and functions NTPase and
helicase has great participation in the replication of the viral genetic material. So.
The NS3 is considered the major target for the development of antiviral drugs. In
the Protease portion substitutions were evidenced in catalytic triad and the zinc
ion binding sites, in the patients evaluated. These substitutions, when added up
can explain the response to treatment. Also were observed changes in Helicase
portion of NS3. The substitutions took place on ATP and RNA binding sites.
Other residues of Helicase relevant to the development of inhibitors, as R2133
and F258 and F264, showed no substitutions, highlighting the great conservation
of amino acids in this region. The results obtained in this work provide
information on the genetic profile of the HCV virus genotype 3, specifically the
region of NS3 protein, allowing the knowledge of the viral genome and the
identification of regions for possible connection of inhibitors. This project
certifies that the modeling is a useful tool for structural biology and functional,
and that the models obtained here contribute to the design of new anti-viral drugs

specific to the genotype 3 of HCV virus

Keywords: Hepatitis C virus, Protease NS3 HCV, Helicase NS3 HCV,
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