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RESUMO

Embora exibindo consideravel variabilidade genética, a regido 5' ndo codificante (5'
RNC) do genoma viral ¢ relativamente bem conservada entre todos os genotipos.
Existem evidéncias da presenga nestes dominios de um sitio de entrada interno do
ribossomo (IRES) que permite a tradugdo cap-independente do RNA viral. A
variabilidade na regido da proteina ndo estrutural NSS5A, designada “Regido
Determinante da Suscetibilidade ao Interferon” (ISDR), foi associada a resisténcia ou
sensibilidade a terapia com interferon-a. A partir das seqliéncias obtidas, foram
realizadas predigdes da estrutura secundaria da 5' RNC pelos programas RNAfold,
RNApdist e RNAshapes. Também foram realizados experimentos de transfecgdo in vivo
a fim de testar a funcionalidade da 5' RNC. A correlac@o entre variagdes nas regides 5'
NRC e NS5A e resposta terapéutica, entre os grupos ndo respondedores e respondedores
(NR e R) foram realizadas através de parametros de genética molecular. A Energia
Livre Minima (ELM) calculada através do RNAfold sofreu maior influéncia da posi¢do
do que com o nimero de substituicdes. Os resultados do RNAshapes mostraram
diferengas na probabilidade de predi¢do das shapes, reforgando a idéia de que as
substitui¢cdes alteram a estrutura secundaria. Os resultados do RNApdist também
mostraram que algumas substituicdes tem um impacto sobre a predi¢do da estrutura
secundéria. A heterogeneidade da seqiiéncia da 5' RNC conduziu importantes alteragdes
na eficiéncia de tradugdo, implicando que as interagdes entre o RNA e fatores de
tradugdo podem variar de acordo com o tipo de células. As regides 5' RNC e NSS5A
apresentaram baixa variabilidade genética. Apenas a 5' RNC apresentou desvio da
neutralidade e significativa variabilidade molecular nos dois grupos estudados (NR e
R). A analise filogenética mostrou nenhuma correlagéio entre variagdes na seqiiéncia e a

resposta terapéutica.
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ABSTRACT

Although displaying considerable genetic variability, the viral genomic 5' noncoding
region (5' NCR) is relatively well conserved among all HCV genotypes. There are some
evidences of the presence of internal ribosome entry site (IRES) in the 5' NCR domains,
allowing a cap-independent RNA translation mechanism in this virus. The variability in
the non-structural SA protein (NS5A) also called Interferon Sensitivity-Determining
Region (ISDR), is linked to resistance and sensibility to interferon-o based therapy.
From of the HCV sequences obtained and using RNAfold, RNAshapes and RNApdist
programs, the secondary structure of the 5' NCR was predicted. To test the 5' NCR
functionality, in vivo transfection experiments were conducted. The correlation between
sequence variations in 5' NCR and NS5A regions and therapeutic response, from two
groups of patient’s non-responders (NR) and responders (R), were carried out using
molecular genetic parameters. The minimal free energy (MFE) calculated using
RNAfold showed correlations with substitution position but not with its amount.
Concerning to RNAshapes, it could be observed differences on the probabilities of the
predicted shapes, reinforcing that substitutions should alter the secondary structures.
The RNApdist results also indicate that some sets of substitutions have impact on the
prediction secondary structure. Sequence heterogeneity on 5' NCR led to important
changes in their translation efficiency, implying that interactions between RNA and
transacting factors may vary according to cell type. The 5' NCR as well as the NSSA
region showed low genetic variability. The 5' NCR showed deviations of neutrality and
significant molecular variability in both patients groups (NR and R). Phylogenetic

analysis showed no correlation between sequence variations and therapeutic responses.
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1 INTRODUCAO

1.1 Virus da Hepatite C

No inicio da década de 70 foram desenvolvidos testes de diagnosticos para
identificar pacientes infectados com o virus da hepatite A e B. Surpreendentemente,
verificou-se que a maioria dos pacientes com hepatites pos-transfusional apresentaram
diagndstico negativo para ambos os virus. Assim, foi sugerida a existéncia de um
terceiro virus e estes pacientes passaram a ser denominados portadores de hepatites
Nao-A e Nao-B (HNANB) (Feinstone et al., 2001). Durante aproximadamente 15 anos,
demonstrou-se que HNANB era transmitida através de transfusdo de sangue,
acarretando aos pacientes infecgdes cronicas que poderia evoluir para fibrose hepatica,
cirrose e carcinoma hepatocelular. Estudos experimentais em chimpanzés revelaram a
presenca de um agente infeccioso pequeno e envelopado. Somente em 1989, Choo et al.
obtiveram um clone de cDNA a partir de um pool de plasma de paciente com hepatite
Nao-A e Nao-B. Este clone era capaz de expressar um antigeno especifico para
HNANB e o primeiro teste de diagndstico soroldgico para detecgdo de anticorpos foi
desenvolvido. Este patogeno passou a ser conhecido como virus da hepatite C (HCV). A
partir desta descoberta, ndo levou muito tempo para que fossem desenvolvidos os
primeiros testes capazes de detectar anticorpos contra o HCV (ELISA, enzyme-linked
immunosorbent assay). Com a subseqiiente introdugdo destes testes em bancos de
sangue, os casos da até entdo denominada hepatite Nao-A, N&o-B diminuiram
acentuadamente (Donahue et al., 1992).

O HCYV pertence a familia Flaviviridae, género Hepacivirus (Robertson et al.,
1998), ¢ um dos poucos virus dessa familia (que inclui o virus da dengue, febre amarela

e Nilo ocidental) que ndo ¢ transmitido por artropodes.
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1.2 Epidemiologia e transmissdo

A hepatite C tem distribui¢do mundial e representa um dos maiores desafios para
a satde publica no atual milénio. Até 1998, foram registrados aproximadamente 170
milhdes de pessoas portadoras do HCV no mundo (WHO report, 1999), mas atualmente
as cifras ja superam esse valor. Assim, estimam-se em 200 milhdes os portadores do
HCV, ou cerca de 3% da populagdo mundial esteja infectada por esse virus (Wasley &
Alter, 2000). Segundo Perz et al. (2006), 27% dos casos de cirrose e 25% dos casos de
carcinoma hepatocelular que ocorrem no mundo estdo relacionados com o HCV.
Segundo a Organizacdo Mundial de Satde, o Brasil se enquadra entre os paises com
indice intermediario de infecgdo pelo HCV, entre 1 e 5% (Yen et al., 2003). No Brasil,
ainda ndo existem estudos epidemiolégicos abrangentes sobre a infecg¢dio do HCV, e sim
estudos localizados com pequenos grupos da populagdo e que nédo retratam indices reais
de infecgdo. Focaccia et al. (1998) realizaram um estudo de base populacional na cidade
de Sdo Paulo e observaram 1,42% de prevaléncia de infec¢do. Em relagdo as regides
brasileiras, a menor prevaléncia foi observada na regido Sul (0,65%), enquanto
prevaléncias moderadas foram encontradas nas regides Centro-oeste (1,04%), Nordeste
(1,19%) e Sudeste (1,43%). Alta prevaléncia foi relatada na regido Norte (2,12%).

Entre os hemofilicos ja foi relatada uma prevaléncia maior que 60% (Barbosa et
al., 2002; Yen et al., 2003) e entre os pacientes de hemodialise a prevaléncia varia entre
11 a 45% entre os centros terapéuticos (Freitas et al., 2008). Estudos realizados por
Carneiro et al. (2001) demonstraram um declinio da infec¢do do virus em pacientes
renais cronicos ratificando a importancia das estratégias de saude publica no controle da

infec¢do nos centros de hemodialise.
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Existe ainda um risco relativamente alto para transfusdes de sangue no pais,
tendo sido relatada uma prevaléncia entre doadores de 0,8 a 3,1%, dependendo do
estudo (Busck et al., 2002).

A hepatite C representa aproximadamente 3% de todos os casos de hepatite no
pais (Wasley & Alter, 2000). O ntmero de casos relatados, provavelmente uma
subestimagéo, variou em torno de 3.500 a 4.000 entre 1999 e 2000 (Programa Nacional
de Hepatites Virais, 2004). A falta de estudos na populagdo em geral ¢ preocupante,
pois somente a partir de dados sobre a doen¢a no presente poderdo ser programadas
acdes coletivas que irdo impedir o colapso do sistema de satde no futuro.

De acordo com o Ministério da Saude Brasileiro, o nimero de mortes devido a
cirrose hepatica foi de aproximadamente 13.400 no ano de 2000. Em um levantamento
realizado no Ambulatorio de Gastroenterologia da Faculdade de Medicina de Séo Paulo,
observou-se que o nimero de casos de hepatopatia cronica pelo HCV tem aumentado e
atualmente  corresponde a 48% das hepatopatias atendidas no centro
(http://portal.saude.gov.br/saude/). Os portadores cronicos do HCV representam, na
atualidade, quatro vezes a populagdo acometida pelo HIV. Estima-se que o niimero
anual de mortes causadas pelo HCV, por cirrose e carcinoma hepatocelular, podera
superar o nimero de mortes causadas pelo HIV (Seeff & Hoofnagle, 2003).

As duas principais fontes de infec¢do do HCV sdo o uso de drogas intravenosas
e a administrag@o de produtos derivados do sangue (Shepard et al., 2005). O risco de
transmissdo por transfusdes sangiiineas foi drasticamente reduzido a partir de 1992, com
a introducdo dos testes sorologicos em bancos de sangue. Com a redugio dos casos pos-
transfusionais, os usuarios de drogas tornaram o principal grupo de risco tanto nos

paises industrializados quanto nos paises em desenvolvimento. O compartilhamento de
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seringas ¢ agulhas contaminadas foi identificado como a principal fonte de
contaminagdo (Silva et al., 2005).

A transmissdo sexual do HCV, diferentemente do virus da hepatite B (VHB) ¢
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ¢ incomum. A prevaléncia da infec¢do do
HCV mantém-se baixa entre os parceiros homossexuais estaveis ou entre os individuos
heterossexuais, porém, se eleva na populagdo com multiplos parceiros (Terrault, 2002).

O risco de transmissdo perinatal de maes portadoras do HCV ¢ baixo (<6%).
Entretanto, este risco aumenta em mées co-infectadas com o HIV (2,7-8,4%) (Yeung et
al.,, 2001). Também foi relatada a transmissdo nosocomial através da utilizacdo de
equipamentos ou instrumentos contaminados, especialmente em pacientes submetidos a
hemodialise (Medeiros et al., 2004).

Além dos mecanismos citados acima também podemos destacar a transmissdo
através do compartilhamento de objetos expostos a sangue contaminado ou através de
praticas culturais ou religiosas, tais como: tatuagem, piercing, manicure e acupuntura
(Haley & Fischer, 2003). Embora ainda ndo exista nenhum estudo epidemiologico
estabelecendo a associacdo entre estas praticas, elas requerem vigilancia por serem
considerados meios de transmissdo. Alguns autores demonstraram a presenga de RNA
do HCV em fluidos bioldgicos, como a saliva, entretanto o seu papel na transmissiao

ainda ndo esta claro (Mastromatteo et al., 2001; Gongalves et al., 2005).

1.3 Historia Natural

O curso natural da hepatite C ¢ em sua maioria lento, mas progressivo. A cura
espontanea ocorre em apenas 15% dos individuos infectados pelo HCV (Boyer &
Marcellin, 2000). Um adicional de 25% dos pacientes apresenta um curso assintomatico

e enzimas hepaticas (aminotransferases) persistentemente normais. Aproximadamente
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40% dos pacientes apresentam evolugdo histologica lenta e benigna. A maioria dos
pacientes com evidéncia bioquimica de hepatite cronica evolui com atividade
necroinflamatoria leve ou moderada e fibrose hepatica minima, com evolugdo incerta ¢
pouco conhecida (Powell et al., 2000). Muitos, provavelmente, ndo irdo sucumbir de
doenga hepética. Entretanto, 20% dos pacientes com hepatite cronica pelo HCV
desenvolvem cirrose e suas complicagdes ap6s 10 a 30 anos de evolucédo. A evolugio da
cirrose esta associada, entre outros co-fatores, a idade do paciente por ocasido da
infecgdo. Em geral, os individuos que adquirem a doeng¢a em idade mais avangada
apresentam evolugdo mais rapida para fibrose. O consumo de alcool ¢ um importante
co-fator na progressdo da hepatite cronica para fibrose. A co-infecgdo com o virus HIV
ou HBV e o estado imunologico do individuo infectado sio também fatores
complicadores (Cheney et al., 2000).

O padrio bioquimico mais comumente observado na hepatite C cronica é o de
flutuagoes das enzimas hepaticas intercalados com periodos de normalizagdo
bioquimica, ou de elevacdo persistente das aminotransferases. Entretanto, a infec¢ido
cronica pode apresentar grande variabilidade dos pardmetros laboratoriais, inclusive
com dissociagio bioquimico-virolégica (Boyer & Marcellin, 2000). A existéncia de
multiplas variaveis associados a fatores virais como a carga viral ¢ o genotipo dificulta a

inferéncia sobre a evolugdo da doenga (Trepo, 2000).

1.4 Métodos de Diagnosticos

O diagnostico da infecgdo pelo HCV ¢ baseado na detecgdo de anticorpos no
sangue periférico (anti-HCV) e confirmado com testes moleculares qualitativos que
informam a presenga do RNA viral na amostra (Pawlotsky, 2002). A vantagem de

utilizar métodos moleculares consiste no fato de que o RNA viral torna-se detectavel
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uma a duas semanas apés a infecglo e, por isso pode ser util no diagnostico precoce da
infeccdo, ja que a sorologia pode permanecer negativa por mais de seis semanas apos a
infecgdo (Neng, 2001). Entre os testes sorologicos podem ser incluidos os ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) e as técnicas de immunoblot. O teste de ELISA detecta
anticorpos contra varios epitopos das proteinas ndo estruturais NS3, NS4 e NS5 e do
capsideo, com especificidade de até 99% e sensibilidade acima de 97%, dependendo do
estado imunoldgico do paciente (Jerome & Gretch, 2004). Quando sdo empregados
ensaios imunoenzimaticos de 3° gerag@o os anticorpos anti-HCV, em geral, podem ser
detectados em média entre a 7° e 8° semana apds a infecgdo (Erensoy, 2001). As
técnicas de immunoblot que utilizam antigenos recombinantes ¢ peptideos sintéticos
geralmente sdo utilizadas para esclarecer os casos duvidosos de sorologia.

Os métodos de detecgdo de acidos nucléicos sdo baseados na amplificagdo de
regides especificas do genoma viral. Sua determinagdo é importante para a sele¢do de
pacientes candidatos ao tratamento antiviral e para posterior avaliagdo de sua eficécia,
realizado ao final e seis meses apos o tratamento. A reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) realizada apds transcri¢ao reversa (RT-PCR) do RNA viral tem limite de
deteccdo de 50 Ul/mL (Unidades Internacionais). Alguns métodos realizam um ciclo
adicional de amplificagdo (nested-PCR), que aumenta significativamente a
especificidade e a sensibilidade da técnica da PCR original (Cheney et al., 2000).

Diversos métodos de RT-PCR in house (desenvolvidos pelos proprios
laboratorios de analise) foram descritos, dificultando a padronizagdo da metodologia.
Contudo, testes padronizados estdo disponiveis comercialmente para a detecgdo
qualitativa do RNA do HCV. O Amplicor (Roche Diagnostic) ¢ um dos mais utilizados,
com especificidade de 97 a 99% (Gretch, 1997). Existem ainda testes moleculares que

detectam a quantidade de RNA viral do HCV (ou a carga viral) no soro ou no plasma,
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sendo, portanto, uma estimativa das taxas de replicagdo viral ou da eliminagdo do virus
pelo hospedeiro. Atualmente, trés técnicas estdo sendo utilizadas para quantificar o
HCV: a amplificagdo de DNA em cadeia ramificada, a amplificagdo seqiiencial de
acidos nucléicos e o RT-PCR em tempo real (Gretch et al., 1995; Sarrazin et al., 2008).

Na hepatite cronica, um unico exame negativo pode significar periodo
intermitente de baixa replicacdo viral. Contudo, essa possibilidade fica mais remota a
partir dos testes atuais de alta sensibilidade. Além de sua aplicagdo como teste
confirmatério, os testes baseados na PCR poderdo ser solicitados para confirmar ou
excluir a presenga do HCV na hepatite aguda ou fulminante, em recém-nascidos de
mades portadoras de hepatite C e para diagnosticar a infec¢do em imunossuprimidos

(Carithers et al., 2000).

1.5 Tratamento da Hepatite C

O tratamento da hepatite C visa eliminar o HCV com o objetivo de interromper
o processo inflamatério e fibrotico do figado e prevenir o desenvolvimento de cirrose e
carcinoma hepatocelular (Cheney et al., 2000). Nos ultimos dez anos foram obtidos
grandes avangos no tratamento da hepatite C cronica. Com o aumento da eficdcia dos
tratamentos atualmente disponiveis, varios estudos comprovaram os inequivocos
beneficios do tratamento a curto e médio prazo (Cheney et al., 2000; Chopra &
Graham, 2000; Poynard et al., 2000; Gramenzi et al., 2001).

Dois agentes, interferon alfa (IFN-o) ou interferon alfa peguilado (IFN-P) e
ribavirina, sdo empregados no tratamento da hepatite C cronica (Pawlotsky, 2006). O
IFN-a tem atividade antiviral e potente agdo imunomoduladora (Vilcek & Feldmann,
2004; Theofilopoulos et al., 2005). A conjugac¢do da molécula de polietileno glicol ao

IFN-a através de uma ligagdo covalente (peguilagdo) produziu um IFN-a modificado,
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com meia-vida e duragdo de agdo mais prolongada do que o IFN-a convencional
(Hadziyannis & Papatheodoridis, 2003; Saracco et al., 2003). A molécula peguilada ¢é
um polimero ndo toxico, metabolizado primariamente pelo figado e sua excre¢do ndo ¢
afetada na insuficiéncia renal (Hadziyannis & Papatheodoridis, 2003). Esta
modificagdo na farmacodindmica permitiu otimizar tanto a absor¢do quanto a
distribuigdo da droga, o que resultou em concentragdo sérica mais constante de IFN-a
permitindo a administragdo semanal.

A ribavirina ¢ um andlogo guanosideo sintético ao interferon que inibe a
replicacdo de virus RNA e DNA. Os mecanismos antivirais desta droga incluem a
deplegdo intracelular de guanosina trifosfato (GTP), através da inibigao direta da
monofosfato de iosina desidrogenase, que leva a deplegdo de GTP necessario para a
sintese de RNA mensageiro viral e da inibigdo direta da RNA polimerase viral (Craxi
& Licata, 2003).

A resposta virologica precoce (RVP), definida como a queda de duas unidades
logaritmicas na carga viral durante as primeiras 12 a 24 semanas de tratamento é
preditiva de resposta virologica sustentada (RVS), ou seja, a negativagao do virus seis
meses apds o término do tratamento (Mancuso et al., 2006). Foi relatado, em estudo
clinico, que os pacientes que ndo apresentam RVP na 12% ou 24" semana de tratamento
apresentam uma chance minima de RVS, a despeito de continuarem a medicagdo por
48 semanas. Portanto, recomenda-se que o tratamento seja suspenso nestas condigdes.
As dificuldades de se correlacionar a RVS com melhores indices de sobrevida, em
func¢do da necessidade do seguimento clinico mais prolongado dos pacientes tratados, a
negativacdo do virus tem sido associada & melhora da fibrose hepatica e aos menores
indices de recidiva ap6s quatro ou cinco anos do tratamento (Berg et al., 2003; Lipman

& Cotler, 2003).
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Ferenci et al. (2004) estabeleceram correlagdo positiva com a probabilidade de
obter RVS quando o RNA viral ndo é detectado na 4* semana de tratamento. A indugio
de clearence viral ¢ manutengdo de um estado ndo virémico pode estar correlacionada
com a expansdo e circulagdo de células T citotoxicas com antigenos circulantes ao
HCV (Morishima et al., 2003).

No Brasil, os protocolos em vigéncia estabelecem critérios para o tratamento de
pessoas infectadas por HCV. Pacientes entre 12 e 70 anos de idade devem apresentar
transaminases (alanina aminotransferase — ALT) acima de uma vez ¢ meia do limite
superior, evidéncia de atividade necroinflamatoria e/ou fibrose de moderada a intensa e
contagens de plaquetas e neutrofilos acima de 50.000/mm3 e 1.500/mm3
respectivamente, dentre outros critérios de inclusdo e exclusdo (Protocolo da Portaria
n°.863 do Ministério da Saude, 2002).

Embora o tratamento possa ser indicado para os pacientes com elevacdes de
ALT e alteragdes inflamatorias minimas ou leves na biopsia hepatica, o risco de
progressdo da doenga neste grupo é baixo e, portanto, pode-se optar pelo seguimento
clinico com exames bioquimicos e bidpsia hepatica a cada 3-5 anos. Os individuos com
niveis persistentemente normais de ALT e sem alteragdes na bidpsia hepatica tém
excelente prognoéstico sem tratamento (Alberti et al., 2005)

Os pacientes com cirrose hepatica compensada tém menor chance de resposta
virolodgica sustentada. Contudo, os estudos recentes sugerem que, mesmo sem
erradicagdo viral completa, o tratamento pode diminuir o risco de descompensagdo e de
carcinoma hepatocelular (Bassit et al., 1999; Morishima et al., 2003).

O tratamento combinado representa um alto custo para os sistemas de saude
especialmente nos paises em desenvolvimento. Estudos de custo-beneficio realizados

nos paises industrializados apresentam diferentes resultados segundo os subgrupos de
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pacientes e as metodologias empregadas, porém todos demonstraram vantagens em
termos de qualidade de vida da terapia combinada frente a monoterapia (Salomon et al.,
2003). Além disso, a redugdo de casos de transplante faz do tratamento uma estratégia

custo efetiva (Buti et al., 2005).

1.6 Variabilidade Genética do HCV

O HCV apresenta acentuada variabilidade gendmica que parece estar associada,
em parte, a baixa fidelidade da RNA polimerase (Bukh et al., 1995). Comparando-se
seqiiéncias de nucleotideos de genomas de HCV isolados em diversas partes do mundo,
foram observados diversos tipos do virus que podem se diferenciar um do outro em até
31 a 33% de todo o seu genoma (Simmonds et al., 1993a; Simmonds et al., 1993b,
Simmonds et al., 2005). Com base na similaridade das seqiiéncias de nucleotideos, o
HCV foi classificado em seis grandes grupos genéticos, denominados genotipos, que
sdo numerados com algarismos arabicos na ordem de sua descoberta (Simmonds et al.,
1993a). Outros autores classificaram o HCV em mais grupos. Bukh et al. (1995)
descreveram nove genétipos e pelo menos 30 subgrupos. Porém, os gendtipos 1 a 6 sdo
os mais freqilentemente encontrados sendo que alguns genotipos englobam varios
subtipos relacionados 1a, 1b,2a,2b, etc (Forns et al., 1999) (Figura 1).

Basicamente, sdo trés os métodos moleculares utilizados para a genotipagem do
HCV. O RFLP (Restriction Fragment Length polymorphism) estuda a regido
conservada 5' RNC. Nesse método, uma enzima de restricdo reconhece regides
especificas em um fragmento de DNA amplificado por PCR ¢ o corta, gerando um
padrdo de fragmento genotipo especifico (Davidson et al., 1995). O método LIPA (Line
immuno probe assay), consiste numa técnica de hibridagdo gendtipo especifica que

também estuda a regido 5' RNC. Contudo o seqiienciamento do fragmento amplificado ¢
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o mais informativo. A analise ¢ a interpretacdo das seqiiéncias permitem a identificagéo
de substitui¢des em posicdes especificas, permitindo posteriores analises filogenéticas e
gendmicas. A genotipagem ¢ clinicamente importantc na abordagem clinica dos
pacientes portadores de hepatite C crdnica, pois as distintas variantes genomicas do

HCV apresentam diferentes respostas a terapia antiviral (Lau et al., 1995).

Figura 1: Arvore filogenética de seqiiéncias do HCV. Os ramos maiores representam os
genotipos e os ramos menores os subtipos. Os nimeros representam os seis principais

genotipos. Fonte: (Simmonds, 2005).
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As cepas mais relacionadas dentro de cada genotipo (similaridade da seqiiéncia
de nucleotideos entre 76,9% e 80,1%) foram denominadas subtipos que s@o indicados
por letras. Dentro de cada subtipo foi observado um complexo de variantes genéticas
que apresentam uma heterogeneidade da seqiiéncia de nucleotideos de 1,0% a 9,2%.
Estas variantes foram denominadas quase-espécies e parecem resultar de mutagdes
acumuladas durante a replicag@o viral no curso da infecg¢do (Zein et al., 1996). A alta
taxa de mutagdo esta relacionada com a auséncia de atividade de reparos de erros da
RNA polimerase viral. Estas novas variantes apresentam vantagens adaptativas que
podem representar modificagdes no tropismo viral, na viruléncia e na resisténcia a
drogas. A permanéncia do HCV em locais extra-hepaticos, que podem funcionar como
reservatorios e/ou sitios de replicagdo dos virus, também poderiam desempenhar um
papel importante para a resisténcia da infecgdo (Hadziyannis, 1997).

Além disso, existe uma variagdo regional significante na distribui¢do dos
grandes gendtipos do HCV (Mcomish et al., 1994). Apesar dos gendtipos 1, 2 e 3
apresentarem distribuicdo mundial, a prevaléncia relativa destes varia de uma regido
geografica para outra. Por exemplo, o gendtipo 4 ¢ encontrado principalmente no Egito
¢ no Zaire, o 5 na Africa do Sul e 0 6 na Asia ( Mellor et al., 1995; Nguyen et
al., 2005).

No Brasil, o padrido de distribuigao dos genotipos apresenta o genodtipo 1 (65%)
como o mais prevalente, seguido do 3 (30%) e 2 (4%) (Busek & Oliveira, 2003;
Campiotto et al., 2005; Martins et al., 2006; da Silva et al., 2007). Esta situagdo
também foi observada no Ambulatorio de Hepatites Virais da Faculade de Medicina Da
Universidade Federal de Minas Gerais de onde os pacientes foram recrutados para este
estudo. Neste ambulatorio os gendtipos do HCV mais freqiientemente observados

foram: 1b: 39 (57%), la: 10 (15%), 3: 17 (25%) e 2 (3%) (Teixeira, R. comunicagao
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pessoal). Apesar do padrdo descrito anteriormente, alguns casos de genotipos incomuns
também ja foram relatados, como os gendtipos 4 e 5 (Levi et al., 2002).

No estado de Minas Gerais ja foi pesquisada a distribui¢do genotipica do virus
em pacientes pertencentes a grupos de risco especificos. Em um grupo de 44 pacientes
com doengas hematologicas (majoritariamente hemofilicos), foi encontrada alta
prevaléncia do gendtipo 1 (84,1%), seguido do 3 (13,6%) (Oliveira et al., 1999). Em
outro estudo, 83 pacientes de hemodialise da cidade de Belo Horizonte apresentaram
66,3% de prevaléncia para o genotipo 1, seguido pelo genotipo 2 com 24,1% e o 3 com

7,2% dos casos (Busek et al., 2002).

1.7 Estrutura e organizagdo gendmica

O HCV possui cadeia simples de RNA e genoma positivo constituido
aproximadamente por 9.500 nucleotideos. Sua principal janela de leitura aberta (Open
Reading Frame - ORF) codifica uma poliproteina de que contém entre 3010-3037
aminoacidos (aa) que ¢ processada por proteases celulares e virais para produzir
proteinas estruturais e ndo estruturais (Houghton et al., 1991). Entre as proteinas
estruturais e ndo estruturais é encontrado um peptideo de membrana (p7) de 63 aa, que
tem um papel importante na maturagdo e liberacdo das particulas virais (Sakai et al.,
2003). A Figura 2 mostra um esquema que representa o genoma do HCV, as proteinas
codificadas e as regides ndo codificantes situadas nas extremidades 5' e 3' (RNC) do

genoma viral.
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Estrutura do Genoma do HCV
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Figura 2: Organizagdo genémica do virus da hepatite C, apresentando as regides nio
codificantes 5' e 3' (RNC); as proteinas estruturais, capsideo (C), e do envelope (E1, E2)
e as proteinas ndo estruturais NS2, NS3, NS4, NS5A e NS5B (Research Center for

Emerging Infectious Diseases, Osaka, Japao).

As proteinas estruturais codificadas na regido N-terminal incluem a proteina do
Capsideo (C), seguida por duas proteinas glicosiladas E1 e E2. O domino nao estrutural
(NS) ¢ codificado por 6 proteinas: NS2 , NS3 , NS4A , NS4B , NS5A e NS5B.

A proteina do capsideo do HCV, é uma proteina de aproximadamente 19 kDa
constituida por 171 aa e altamente conservada entre os diferentes genétipos do HCV.
Apresenta trés dominios protéicos: N-terminal constituido por 120 aa denominado
dominio D1, C-terminal constituido por 50 aa denominado dominio D2 e um peptideo
sinal situado na extremidade 3’ constituido por 20 aa (Boulant et al., 2008). A
caracterizagao parcial da estrutura e dos dominios do capsideo, permitiu atribuir a esta

proteina participagdo no ciclo celular, na regulagdo da apoptose (Ray et al., 1996), no
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metabolismo de lipideos (Yamaguchi et al., 2005) e na evasdo da resposta imune
(Yamanaka et al., 2002).

As glicoproteinas do envelope do virus (E1 ¢ E2) ancoradas através do dominio
carboxi-terminal, sdo os principais componentes antigénicos encontrados na superficie
do HCV (Lavillette et al., 2007). A glicoproteina E2 ¢é responsavel pela entrada da
particula viral na célula hospedeira através do reconhecimento de receptores especificos
tais como: CDS81 (Wakita et al., 2005), LDL (Agnello et al., 1999) e SR-BI
(Lindenbach et al., 2005). Na proteina E2 foram identificadas duas regides
hipervariaveis HVR1, HVR2 (Weiner et al., 1991) e mais recentemente a HVR3
(Troesch et al., 2006). A HVR1 esta localizada na porgdo N- terminal do dominio E2. E
caracterizada por ser altamente variavel, imunogénica (Farci et al., 2000) e com
epitopos relacionados com a producdo de anticorpos neutralizantes contra o HCV
(Penin et al., 2004). A HVR2 esta situada entre os residuos conservados de cisteina
localizados entre as posigdes 459 e 486 do genoma. Foi proposto que esta regido
modula a ligagdo da glicoproteina E2 a receptores (Roccasecca et al., 2003).

As fungdes das proteinas NS2 e NS4B ainda ndo sdo totalmente conhecidas.
Existem evidéncias da interacdo de NS2 com proteinas celulares envolvidas na defesa
celular contra a invasao viral (Erdtmann et al., 2003) ¢ de NS4B no mecanismo de
transcrigdo do genoma viral (He et al., 2003).

A NS3 ¢ uma proteina hidrofilica de aproximadamente 70 kDa que apresenta 3
atividades enzimaticas: serina-proteinase, helicase e nucleotideo-trifosfatase-dependente
de ATP (Tai et al., 1996; Poliakov et al., 2002; Siavoshian et al., 2004).

A NS4A forma um complexo heterodindmico com a NS3, agindo como um co-

fator necessario para a atividade proteinase da NS3 (Failla et al., 1995).
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A proteina NSS5A ¢ uma fosfoproteina associada @ membrana com 56 Kda
fosforilada, principalmente em residuos de serina e treonina, e que também faz parte do
complexo de replicagdo. Existem evidéncias de que interaja com a regulagdo do
crescimento celular, com vias de sinalizagdo celular e com resisténcia ao interferon alfa
(INF-a), especialmente pela sua interagdo com a proteina quinase R (PKR) no seu
dominio de ligagdo (Tan & Katze, 2001).

A proteina NS5B apresenta atividade RNA polimerase e estd envolvida na
replicagdo da particula viral. Entretanto, esta enzima ndo apresenta atividade de
exonuclease (proofreading), o que faz com que ocorra uma alta taxa de incorporagao de
nucleotideos errados duante a replicagdo do genoma viral (Behrens et al., 1996).

Por ultimo, a regido 3' RNC ¢ formada por uma seqiiéncia variavel de
nucleotideos (nt), seguida por uma regido poli U e uma regido altamente conservada de

98 nt, que se mostrou indispensavel na replicagdo do genoma viral (Imbert et al., 2003).

1.7.1 Traducao do Genoma Viral

A 5" RNC ¢ formada por 385 nt e ¢ conservada entre os diversos isolados do
HCV apresentando estrutura secundaria formada por 4 dominios I, I1, Il e IV (Brown et

al., 1992; Honda, et al., 1996) (Figura 3).
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Dominio lll

Dominio Il

Dominio |

Dominio IV

Figura 3: Esquema da estrutura secundaria da 5' RNC do genoma do HCV mostrando
0s 4 dominios (I-IV). O sitio de entrada interno do ribossomo (IRES) é formado pelos

dominios II-IV. O cddon inicial ¢ mostrado em preto na alga do dominio IV.

Existem evidéncias da presenca nestes dominios de um sitio de entrada interno
do ribossomo (IRES) que permite a traducdo cap-independente do RNA viral (Gallego
& Varani, 2002; He et al., 2003; Thelu et al., 2004). Durante a traducdo cap-
independente hé o reconhecimento direto da subunidade 40S do ribossomo e do fator de

iniciagdo de eucariota (elF3) pelo IRES localizado nos dominios da regido 5' RNC do
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genoma viral. A integridade das estruturas e seqiiéncias dos dominios II, IIT e IV ¢
importante durante o processo de traduggo.

O dominio I, apesar de ndo participar diretamente do IRES, tem a func¢éo de
inibir a atividade de tradug@o (Rijnbrand et al., 1996). O dominio Il é considerado
essencial para a tradugdo do genoma viral, embora exista controvérsia a respeito de sua
fungdo durante o processo de tradug@o (Honda et al., 1996). O dominio III, o maior da
regido 5' RNC, ¢é formado por 6 subdominios Illa, IIIb, Illc, I1Id, Ille e IIIf. Tang et al.
(1999) demonstraram que uma simples mutagdo nestes subdominios poderia alterar a
atividade de tradugdo das proteinas virais. Além disso, o dominio III é conservado entre
diferentes genotipos do HCV, GB virus B e entre os pestivirus (Honda et al., 1996). O
dominio IV, onde se localiza o codon inicial (AUG), ndo ¢ essencial para a atividade de
tradugdo, entretanto sua estabilidade foi correlacionada com a eficiéncia da tradugdo
viral (Brown et al., 1992; Honda et al., 1996).

Ainda ndo sdo conhecidas todas as proteinas celulares que regulam o processo
de traducdo do HCV. Dentre os varios fatores celulares que se ligam ao IRES
destacamos: p52 (Ali et al., 2000), PTB (proteina envolvida na regulag@o da tradugio
do HCV) (Ito & Lai, 1999) e elF3 (fator de iniciagdo de eucariota) (Sizova et al., 1998).
Entretanto, as fun¢des destes fatores ainda ndo sdo totalmente conhecidas.

A 5' RNC ja foi estudada como um possivel alvo para o desenvolvimento de
novas drogas contra o0 HCV (Gallego & Varani, 2002; Pawlotsky & McHutchison,
2004). Moléculas que cortam o RNA ou desestabilizam a estrutura desta regido
poderiam impedir a tradugdo da poliproteina viral.

Até o momento poucos estudos visaram observar uma correlag@o entre a regiao
5' RNC e dados clinicos dos pacientes. Soler et al. (2002) verificaram que apesar de ndo

ter sido observada nenhuma correlagdo entre a variabilidade de quase-espécies e o

36



tratamento com interferon-a, estas regides poderiam estar envolvidas na regulagdo da
replicagdo hepatica e extra-hepatica. Varios estudos mostraram que mudangas na regido
da IRES tém conseqiiéncias na tradu¢do do genoma viral (Laporte et al., 2000; Tang et
al., 1999), porém ainda ndo existem estudos que correlacionam as conseqiiéncias das

varia¢des encontradas com o tratamento (Thelu et al., 2004).

1.8 Implicag¢des Clinicas da Variabilidade Genética do HCV

A marcante heterogeneidade genética do HCV apresenta algumas implicagdes
clinicas que incluem: permitir ao HCV escapar da resposta imune do hospedeiro
impedindo o estabelecimento de imunidade protetora e favorecendo a persisténcia do
virus (Forns et al., 1999); alterar a patogenicidade na doenga hepatica, uma vez que a
infecgdo pelo gendtipo 1 ou por multiplas quase-espécies parece se correlacionar com
maior gravidade (Zein et al., 1996); influenciar a resposta ao tratamento antiviral, ja que
os genotipos | e 4 sdo menos responsivos ao tratamento (Berg et al., 2003); necessidade
de se utilizar regides conservadas como alvo nos testes diagnosticos (Carithers et al.,
2000) e dificuldade no desenvolvimento de vacinas, ja que a resposta imune parece ser
especifica para um determinado tipo do virus (Kimura & Maruyama, 1971).

Uma das maiores dificuldades no estudo do HCV deve-se a auséncia de um
modelo celular capaz de realizar uma replicagdo eficiente da particula viral. O Unico
modelo animal utilizado para a replicagdo de diferentes gendtipos ¢ o chimpanzé.
Varios sistemas de cultura celular foram propostos baseados em infec¢des de culturas de
células primarias e de pacientes infectados (Bartenschlager & Lohmann, 2000).
Entretanto, todos demonstraram uma baixa reprodutibilidade e baixos niveis de

replicacdo.
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Os mecanismos envolvidos na falha da terapia em muitos casos sdo
desconhecidos. Fatores virais e do hospedeiro foram correlacionados a falta de resposta
a terapia entre pacientes infectados com genotipo 1 (Squadrito et al., 2002).

Varios grupos trabalham na identificacdo de fatores responsaveis pela resisténcia
a terapia com IFN-o, focalizando a ateng@o na regido gendmica do HCV que tem
habilidade de interferir com a proteina quinase dependente-RNA dupla fita (PKR), uma
proteina celular induzida pelo IFN com importantes propriedades antivirais (Squadrito
et al., 2002). A variabilidade na regido da proteina ndo estrutural NS5A, designada
“Regido Determinante da Suscetibilidade ao IFN” (ISDR), foi associada a resisténcia ou
sensibilidade a terapia com IFN (Nishiguchi et al., 2001; Schiappa et al., 2002).

Estudos in vitro mostraram que a proteina NS5A proveniente do HCV genétipo
1 resistente ao tratamento com IFN liga-se diretamente & proteina PKR e inibe sua
atividade (Koev et al., 2002). Mutagdes dentro da ISDR na proteina NS5A previnem
ligagdes com PKR e permitem aumento do efeito antiviral do IFN (Schiappa et al.,
2002). A heterogeneidade de outra por¢do da proteina NS5A, designada regido V3, foi
indicada como um fator potencialmente capaz de interferir na capacidade do HCV
abolir a atividade PKR (Squadrito et al., 2002). Porém, os relatos da literatura ndo
esclareceram correlagdes entre variabilidade dessa regido gendmica e resposta a terapia
com IFN (Schiappa et al., 2002). Varios estudos realizados no Japdo sugerem que,
pacientes do gendtipo 1b com alta variabilidade na regido ISDR podem apresentar uma
resposta favoravel ao tratamento com IFN associado com a carga viral (Squadrito et al.,
2002). Durante et al. (2003) realizaram um estudo para verificar o padrdo e a
significancia da heterogeneidade genética do HCV antes e durante o tratamento com
IEN, utilizando a proteina NS5A e a regido hipervariavel 1 (HVR-1) para caracterizagido

de quase-espécies. Os pacientes que responderam ao tratamento apresentaram maior
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freqli€ncia de mutagdes na regido NSSA do que os pacientes que ndo responderam a
terapia.

E importante salientar que, a compreensdo de todos estes achados poderdo no
futuro contribuir para um maior conhecimento do mecanismo de replicagdo do HCV
levando ao entendimento da natureza da hepatite C cronica (Watanabe et al., 2003).
Tendo em vista a implicacdo da 5' RNC na replicagdo viral e da regido NS5A na
interagéo com fatores celulares que regulam a resposta protetora, este estudo tem como
objetivo contribuir para a compreensdo de como variagdes em ambas as regides pode

interferir na resposta a terapia antiviral.
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2 JUSTIFICATIVA

Ja foi previamente observada a existéncia de HCV com variagdes significativas
na seqiiéncia gendmica da 5' RNC. O trabalho proposto visa verificar a relevancia
destas variagdes em varios niveis.  Primeiramente verificar a implicagdo das
substitui¢cdes observadas na 5' NCR com a alterag@o na predi¢@o da estrutura secundaria
e em seguida, verificar a implicagdes destas substitui¢des na capacidade de tradugdo do
genoma viral. Ambas as implicagdes seriam uma tentativa de correlacionar possiveis
mudangas na 5' RNC com a histéria natural da hepatite C nos pacientes infectados.
Existem na literatura poucos trabalhos que correlacionam variagdes na 5' RNC com
aspectos clinicos da doenga. Entretanto, estes estudos foram realizados com um niimero
reduzido de pacientes ou com grupos de pacientes os quais ndo foram bem definidos.
Assim, neste trabalho foram selecionados pacientes através de critérios rigidos de
inclusdo e exclusdo ao tratamento ¢ com uma amostragem estatisticamente significativa.
O trabalho ainda contribuira para verificar a variabilidade genética na 5' RNC um alvo
de novas drogas que estéo sendo estudadas contra 0o HCV.

Este trabalho também ird contribuir para o esclarecimento da conseqiiéncia de
variagdes na regido ISDR que associados aos marcadores virais terdo um papel
importante na correlagdo com a resposta virologica sustentada dos pacientes. Nao existe
até o momento nenhum estudo publicado com seqiiéncias da regido NS5A em amostras
da populagdo brasileira e sua relagdo com o tipo de resposta antiviral. Assim, decidimos
realizar um estudo inicial desta regido abrangendo as suas sub-regides PKRBD e ISDR

uma das mais analisadas na literatura.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar as variagdes nas 5' RNC e no gene que codifica a proteina ndo estrutural
NSS5A do HCV em pacientes com hepatite C cronica.
3.2 Objetivos Especificos

1- Analisar as seqiiéncias de nucleotideos e a estrutura secundéria da 5' RNC e NS5A

quanto a substitui¢des de nucleotideos encontradas.

2- Predizer e comparar as estruturas secundarias da 5' RNC com a estrutura padrdo do

HCV através dos programas de predi¢do de estruturas secundarias.

3- Comparar a atividade de tradugao de variantes da 5' RNC in vivo através do sistema

luciferase.

4- Correlacionar as seqiiéncias da 5' RNC e a atividade de tradugdo com a resposta

clinica ao tratamento com IFNa-P.

5- Correlacionar variagdes nas seqiiéncias da regido ISDR com a resposta ao tratamento

com IFNa-P.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Calculo da amostra

O estudo foi retrospectivo e apesar da literatura relatar que aproximadamente 80%
dos pacientes apresentam resposta sustentada (Berg et al., 2003) a realidade do ambulatorio
¢ outra onde a freqiiéncia de resposta sustentada ¢ de 40%. Foi realizado um célculo da
amostra levando-se em consideragdo a propor¢ao de pacientes com resposta sustentada, grau
de confianga de 95% e um erro admitido de 0,1. A amostra necessaria calculada foi de 33
pacientes recrutados para o estudo. A Figura 4 mostra o fluxograma com todas as etapas a

serem realizadas para alcangar os objetivos descritos.

— PCR aninhado —

T7 | Fluc | 5RNC | Rluc

Transfeccao Estrutura Variabilidade genética
(293T,HepG2)  (RNAfold, RNAshapes, RNApdis ()
|

Resposta Terapéutica

Figura 4: Fluxograma com as etapas a serem realizadas com as amostras de soro coletadas
dos pacientes.
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4.2 Pacientes

Para realizar este estudo, foram selecionados 33 pacientes atendidos no Ambulatério
de Hepatites Virais do Instituto Alfa de Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Estes pacientes pertencem a diferentes
cidades do Estado de Minas Gerais (Tabela 1, Figura 4) e foram selecionados através de
critérios rigidos de inclusdo e exclusdo para que as chances de observar diferengas
significativas entre os pacientes fossem maximizadas. Estes critérios foram elaborados com
base na literatura e incorporaram elementos de varios estudos a fim de tornar este trabalho
mais robusto. Foram incluidos no estudo pacientes que ao diagnostico apresentaram anti-
HCV positivo, com bidpsia hepatica realizada, classificagdo Metavir entre I e II, sem
histéria de alcoolismo, que ndo consumissem drogas endovenosas, nio estivessem
infectados pelo virus da hepatite B ou HIV, que néo fizessem uso de drogas hepatotoxicas,
que ndo tivessem outra causa aparente para hepatite e pertencentes ao genétipo 1. Foram
excluidos do estudo pacientes sem bidpsia hepatica ou anti-HCV negativo, com historia de
alcoolismo, que fizessem uso de drogas endovenosas, infectados pelo virus da hepatite B ou
HIV, que fizessem uso de drogas hepatotoxicas, com qualquer outra causa de hepatite e com
genotipos diferentes de 1.

Este trabalho foi submetido e aprovado no CEP (Comité de Etica em Pesquisa) da

Faculdade de Medicina da UFMG.

43



Tabela 1: Distribui¢ao dos pacientes de acordo com a cidade de origem

Coordenadas Geograficas Ntmero de
Cidades Latitude (S) Longitude (W) Pacientes
Belo Horizonte 19.06.15 43.56.15 20

Jequitiba 19.11.15 44.03.45 1
Cordisburgo 19.11.15 44.18.45 1
Dores do Indaia 19.26.15 45.33.45 1
Carmo do Paraiba 19.03.45 46.18.45 1
Mariana 20.26.15 43.26.15 1
Ponte Nova 20.26.15 42.56.15 1
Conselheiro Lafaiete 20.41.15 43.48.45 1
Carangola 20.41.15 42.03.45 1
Jequeri 20.26.15 42.41.15 1
Vespasiano 19.41.15 43.53.15 1
Ubaporanga 19.41.15 42.03.45 1
Contagem 19.56.15 44.03.45 1
Séo José da Lapa 19.41.15 43.33.45 1

Figura 5: Distribuigdo geografica dos pacientes de acordo com as coordenadas geograficas
de sua cidade de origem no Estado de Minas Gerais: Belo Horizonte - 1; Carmo do Paraiba -
2; Dores do Indaia -3; Cordisburgo -4; S3o José da Lapa -5; Conselheiro Lafaiete -6;
Mariana -7; Ponte Nova -8; Jequeri -9; Carangola -10; Contagem - 11; Vespasiano -12;

Jequitiba -13; Ubaporanga -14.
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4.3 Tratamento

Todos os pacientes foram tratados com interferon alfa peguilado e ribavirina por 48
semanas de acordo com o protocolo internacional de tratamento e pela Portaria 863/2002 do
Ministério da Satide. A resposta virologica precoce (RVP), definida como a queda de duas
unidades logaritmicas na carga viral durante as primeiras 12 a 24 semanas de tratamento ¢é
preditiva de resposta virologica sustentada (RVS), ou seja, a negativagdo do virus C pelo
método de PCR qualitativo (HCV RNA qualitative, Roche - com limite de deteccdo de 50
Ul/mL) seis meses apos o término do tratamento. Entretanto, pacientes que ndo apresentam
RVP na 12% ou 24? semanas de tratamento apresentam uma chance minima de RVS, a
despeito de continuarem a medicagdo por 48 semanas (De araujo et al., 2007). Portanto,
neste caso, o tratamento foi suspenso e estes pacientes foram considerados ndo
respondedores. Dos 33 pacientes selecionados, 13 apresentaram RVS e 20 nio responderam
ao tratamento (NR). Neste estudo, os pacientes com resposta virologica sustentada foram

classificados como respondedores (Tabela 2).
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Tabela 2: Distribuicao dos pacientes de acordo com a resposta ao tratamento

Numero do Paciente Genétipo1 Resposta ao tratamento

Nao respondedor

Respondedor

N
o
OO0OQ T OCTCOTCOTOQ® T T QOO OTCOCOTCUTDTUTOTOTDCOCUOTOQ TTUTOO

4.4 Determinacdo da carga viral e genotipagem

A carga viral detectada por métodos moleculares (RT-PCR quantitativo) e a
genotipagem (seqiienciamento direto) sdo testes rotineiros nos pacientes submetidos ao
tratamento. Estes foram realizados de acordo com a rotina do tratamento pelo Nucleo de
Pesquisa em Apoio Diagnostico (NUPAD) da Faculdade de Medicina da UFMG. Os

resultados obtidos fazem parte dos dados dos pacientes aos quais tivemos acesso.
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4.5 Obtengdo do RNA

Inicialmente, 140pl de soro, coletados antes do tratamento, foram utilizados na
extragdo do RNA total através do QIAamp viral RNA kit (Qiagen). Foram adicionados
560pl de tampao de lise com carreador de RNA. Apds incubag@o por 15 min a temperatura
ambiente, foram adicionados 560ul de etanol a 100%. A mistura foi homogeneizada,
colocada em coluna QIAmp e centrifugada a 8.000 rpm (Eppendorf 5417C) por 1 min. Esse
procedimento foi repetido mais uma vez para que todo RNA liga-se 8 membrana de silica-
gel. Apds descarte do sobrenadante, foram adicionados a coluna 500ul de tampdo para
lavagem da membrana e o tubo centrifugado a 14.000 rpm por 3 min. Posteriormente foram
adicionados a coluna 60ul de agua livre de RNase, pré-aquecida a 60°C, e o tubo
centrifugado a 8.000 rpm por 1 min. O sobrenadante com o RNA viral foi em seguida

armazenado a -70°C para posterior sintese de cDNA.

4.6 Sintese de cDNA da 5' RNC

A técnica de detecgdo viral foi realizada como descrita por Chan et al. (1992) e
modificada por Oliveira et al. (1999). Para a sintese de cDNA foram utilizados 18ul de RNA
e 10 pmoles do iniciador Quasi 3" (Tabela 3). O tubo com o RNA e o iniciador foi incubado
a 70°C durante 10 min. Apds a incubagdo, as amostras foram colocadas em banho de gelo e
adicionados 6l de tampao de sintese 5X (Invitrogen), 3yl de reagente desnaturante DTT a
0,1 M (Invitrogen) e 1yl de dNTPs a 10mM (Invitrogen). Em seguida, a mistura foi
aquecida por 5 min a 42°C e, adicionados 1l (200U) da enzima Superscript II (Invitrogen)
para a realizagdo da transcrigdo reversa da fita de RNA. O tubo foi incubado por mais 50

min a 42°C e posteriormente a 90°C por 5 min para inativar a transcriptase reversa.
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4.7 Amplificagdo da 5' RNC

Para amplificar a 5' RNC, 2pl de cDNA foram adicionados a 2yl de tampao de PCR
10X (Invitrogen), 2l de MgCl, a 50mM (Invitrogen), 1l de dNTPs a 10mM (Invitrogen),
10 pmoles dos iniciadores Quasi 5° (2ul) e Quasi 3" (2pl) (Tabela 3) e 0,5ul da enzima Taq
DNA polimerase (SU/pl) (Invitrogen). As amostras foram amplificadas em termociclador
(Thermo hybaid - PCR Express), com aquecimento inicial a 94°C por 2 min, seguidos de 30
ciclos a 94°C por 1 min, 54°C por 1 min, 72°C por 1 min e uma incubacéo final a 72°C por
mais 10 min. Cada reacdo foi acompanhada de um controle negativo, que consistiu na

inclusdo de todos os reagentes necessarios a amplificagdo com exce¢ao do DNA molde.

4.8 PCR aninhado da 5' RNC

Para melhorar a especificidade e a sensibilidade do teste, foi realizada uma segunda
PCR, que amplificou um fragmento mais interno da 5' RNC. Esta etapa foi realizada como

descrito anteriormente (4.7), substituindo pelos iniciadores IRES 5° ¢ IRES 3" (Tabela 3).

4.9 Sintese de cDNA e amplifica¢do da regido NSSA

Para a sintese de cDNA foram utilizados os iniciadores 1A outer Rev (gendtipo la) e
1B outer Rev (genotipo 1b) e para a amplificagdo os iniciadores 1A outer Rev ¢ 1A outer
Fw (gendtipo la) e 1B outer Rev e 1B outer Fw (gendtipo 1b). Em ambas as reagdes a
metodologia empregada foi a mesma descrita anteriormente (4.7) com a substitui¢do dos

iniciadores (Tabela 3).

48



4.10 PCR aninhado da Regido NS5A

A segunda etapa que amplificou um fragmento mais interno da regido NSSA foi

realizada utilizando a mesma metodologia descrita para o PCR aninhado (4.7) da 5' RNC

com a substituido dos iniciadores. Nesta segunda amplificagdo foram utilizados os

iniciadores 1A outer Rev e 1A outer Fw (genotipo la) ¢ 1B outer Rev ¢ 1B outer Fw

(genodtipo 1b) (Tabela 3).

Tabela 3: Regides gendmicas, genotipos, seqiiéncias dos iniciadores utilizados em cada

amplificacdo da PCR aninhado e a posigao destes no genoma do HCV

Regibes Genotipos Amplificagio Iniciadores Seqiiéncias (5'- 3°) Posicio Tamanho do
fragmento
Quasi 5° GCCAGCCCCTGTTGGGGG ! 1-18
1§
Quasi 3° AGTTCCCCGGGTGGCGGTC ! 409-426
5'RNC la/1b
IRES 5° cgecggatccGCCAGCCCCCTGATG '+ 1-15
2§
IRES 3* gegeeetgeag TTTTCTTTGAGGTTTAGG '+ 353-371 350bp
1A outer F GACTTCCACTACGTGACG GGTATGA * 6633-6657
1®
1A outer R CTCGGCCAAGGCAGTAGATA * 7360-7379
la
1A inner F GAAGGTTGGCGAGGGGATCAC * 6904-6924
22
1A inner R GGCCTGGGCGAATCTCCGAGA ? 71737193 290bp
NSSA
1B outer F GGGCATGACCACTGACAACGT * 6638-6658
13
1B outer R GCAATGGGCACCCGTGTACC * 7259-7278
1b
1B inner F GCAGTGCTCACTTCCATGCTCAC * 6834-6856
20 2
1B inner R GGACTCTAGCAGTGGAGGGTTGTA * 7206-7229 396bp

*As letras mindiscula na seqiiéncia dos iniciadores representam o sitio de clonagem e a regido

sublinhada o sitio de restrigdo. Seqiiéncias dos iniciadores descrita segundo 'Laporte et al.

(2000) e *Macquillan et al. (2004), respectivamente.
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4.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para visualizar o DNA amplificado, foram aplicados 5yl do produto da segunda PCR
em gel de poliacrilamida a 8%. Na confec¢do do gel foram utilizados 10mL de acrilamida
[2,67mL de Bis-acrilamida 30% (29:1) (Bio Rad), 2mL de TBE 5X (0,45M) (Pharmacia
Biotech), 0,5M EDTA pH 8,0 (Pharmacia Biotech) e 5,33mL de H,O bidestilada], 125ul de
APS (Sigma) e 12,5ul de TEMED (Invitrogen). A eletroforese foi realizada no aparelho
Mini-Protean II (Bio-Rad) a 50V (~15mA/gel) até a separacdo dos corantes, a tensdo foi
entdo elevada para 100v até o final da corrida. O gel foi corado em solugdo de 0,2% de
nitrato de prata (Synth), revelado em solugdo de 0,75M de hidroxido de sodio (Synth) e

fixado em solugdo de 10% alcool etilico e 0,5% acido acético ambos da marca Merck.

4.12 Eletroforese em gel de agarose

Para visualizar o produto da segunda PCR foi realizada uma corrida eletroforética em
gel de agarose a 1,5%. Para confeccionar o gel, a agarose (Promega) foi fundida em tampao
de corrida TBE 1X por aquecimento em forno de microondas. A solugdo foi resfriada a
60°C e aplicada na cuba de eletroforese BRL Horizontal Gel Eletrophoresis Horizon 11.14
(Gibco) até sua solidificag@o. A eletroforese foi realizada a 100v em tampao de corrida TBE
1X. O gel foi corado com 0,5ug/mL de brometo de etidio (Sigma) e fotografado no aparelho

Eagle Eye II (Stratagene)

4.13 Extracdo de DNA do gel de agarose

Para a extragdo da banda com o DNA de interesse foi utilizado o Kit QIAquick
(Qiagen). A banda foi excisada do gel e transferida para um tubo eppendorf. Em seguida,
foram adicionados 3 volumes (mg/ul de gel) de tampao QG de solubilizagdo (Qiagen). O

tubo foi incubado a 50°C por 10 min e posteriormente, foi adicionado 1 volume (mg/ul de
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gel) de isopropanol. A amostra foi aplicada na coluna de purificagdo e centrifugada a 13.000
rpm por 1 min. Em seguida, a coluna foi lavada com 700ul de tampao PE (Qiagen) e
centrifugada novamente a 13.000 rpm (Eppendorf 5417C) por 1 min. O DNA foi eluido em

20ul de H,O bidestilada e armazenado a - 20°C.

4.14 Clonagem no vetor pIRF

O pIRF ¢ um vetor bicistronico constituido pelo promotor T7, pelo gene do Photinus
pyralis (Fluc), pela 5' RNC do HCV e pelo gene da Renilla luciferase (Rluc) (Figura 5). A 5'
RNC ¢ flanqueada pelas endonucleases BamHI e Pstl, respectivamente. Este vetor tem como
vantagem utilizar a tradu¢do do gene FLuc como controle interno nos experimentos de
transfeccdo de células. Este vetor foi gentilmente cedido pelo Dra. Annie Cahour -
Pesquisadora do CNRS CERVI (Virologia), Groupe Hospitalier Piti¢-Salpétriere, Paris -
Franga. Nos experimentos de transfecgdo também foi utilizado como controle o vetor pGL3
que contém apenas o gene do Photinus pyralis (Fluc).

BamHI Pstl
Vetor pIRF

CMV Fluc 5'RNC Rluc

Figura 6: Esquema da estrutura do vetor pIRF mostrando a regido promotora CMV, o gene
da Firefly Luciferase (Fluc), a 5' RNC do HCV e o gene da Renilla Luciferase (Rluc). A

posigao relativa dos sitios de restrigdo BamHI e Pstl esta representada.

Para realizar a clonagem 150ng de fragmento da 5' RNC ¢ 50ng do vetor foram
digeridos com 10U de BamHI (Gibco) e Pstl (Gibco). Os produtos digeridos foram
submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose a 1%. Os fragmentos obtidos foram

excisados e purificados juntos com o Kit QIAquick (Qiagen). Para realizar a ligagao, foram
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utilizados 22l do produto purificado, 2,5ul de tampao T4 DNA ligase 10X (New England
Biolabs) ¢ 2U/ul de T4 ligase (New England Biolabs). Apds a reagdo de ligagdo, 2ul do
produto ligado foram transformados em 50ul de bactérias Escherichia coli quimicamente
competentes da linhagem TOP 10F’. A transformagdo foi realizada por choque térmico a
42°C por 1 min seguido de incubagdo no gelo. Em seguida, foram adicionados 250ul de
meio LB (5g NaCl, 2,5g extrato de levedura, 5g triptona, H,O q.s.p 500mL, pH = 7,0) e os
tubos agitados a 200 rpm (Shaker-Forma Scientific), a 37°C por 1 h. Apos este periodo, as
células foram semeadas em placa LB agar com 100ug/mL de ampicilina (USB) e incubadas
a37°C por 16 h.

Para confirmar a presenga do inserto, foi realizada uma PCR das colonias com
iniciadores especificos. As colonias positivas foram cultivadas em 5mL de meio LB com
100pg/mL durante 16 h a 200 rpm (Shaker-Forma Scientific). Uma aliquota de 500pl foi
retirada e criopreservada em glicerol a 50% e o restante utilizado na purificagdo do
plasmideo através do Kit mini-prep (Qiagen), conforme recomendagdes do fabricante. A

concentragdo do plasmideo (ng/pl) foi determinada a 260nm no Biofotometro (Eppendorf).

4.15 Seqiienciamento

Para realizar o sequenciamento foram utilizados 3 clones contendo o fragmento da 5
RNC de cada paciente. O seqiienciamento foi realizado no seqiienciador automatico
MegaBace 1000 DNA Analysis System (GE Healthcare). Foram realizadas trés reacdes de
seqiienciamento com cada iniciador IRES 5° e IRES 3. Foram utilizados 200ng de DNA
plasmidial, 4ul de kit dye terminator (GE Healthcare) e 3,3pmoles de iniciador para um
volume final de 10pul. As amostras foram amplificadas utilizando 30 ciclos de 95°C por 20
seg, 50°C por 15 seg e 60°C por 1 min no termociclador (Mastercycler, Eppendorf). Os

produtos amplificados foram precipitados em placas de 96 pogos. A cada poco foram
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adicionados 1ul de acetato de amonia (Amersham Biosciences) e 30mL de etanol 96%
(Merck). A mistura foi homogeneizada e incubada por 20 min a temperatura ambiente. Em
seguida, a placa foi centrifugada a 4.000 rpm (Eppendorf centrifuge 5804R) a 7°C por 45
min e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 100mL de etanol 70% gelado a cada
pogo e a placa centrifugada novamente a 4.000 rpm a 7°C por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e a placa centrifugada invertida sobre um papel absorvente a 900 rpm por 1 seg.
Apbs a precipitacdo, as amostras foram ressuspendidas em 10pl de tampdo de amostra
(Amersham Biosciences), agitada no vortex por 2 min e sequenciadas no MegaBace. Foram
utilizados os programas Phred (Ewing et al., 1998), para atribuir qualidade as seqiiéncias e o
Gene Tool (www.biotools.com./products/genetool.html) para realizar o alinhamento dos
nucleotideos. As seqiiéncias com valores de Phred abaixo de 40 foram descartadas ¢ as
discrepancias entre elas editadas manualmente. Para a regido NS5A foi realizado o
seqiienciamento direto do cDNA utilizando os iniciadores 1A inner Rev e 1A inner Fw
(gendtipo la) e 1B inner Rev e 1B outer Fw (genotipo 1b) conforme metodologia descrita

anteriormente.

4.16 Eletroforese de proteina em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

O gel foi preparado a partir de 0,8% de N.N’- metileno-bisacrilamida e 30% de
acrilamida (p/v) (Invitrogen). No gel de separacdo a 10% foi adicionado 1,5M de Tris-HCl
pH 8,8 € 0,01% de SDS (Promega). Para polimerizagao foi adicionado persulfato de amonio
a 10% em agua destilada (0,5% v/v) e Temed (N,N,N’,N’ —tetrametil-etilenodiamina 0,05%
v/v) (Invitrogen). Um gel de concentragdo a 4% foi preparado utilizando 0,5M Tris-HC1 pH
6,8. Para eletroforese as amostras foram ressuspendidas em tampao de amostra (SDS 10%,
0,5mM Tris-HCI pH 6,8, azul de bromofenol 1%, 2B-mercaptoetanol 5%, glicerol 10%),

fervidas em banho-maria por 5 min e aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada a 50v no
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gel de concentragdo e a 100v no gel de separagdo, em tampao de corrida (25mM de Tris-
HCI, 192mM de glicina ¢ 0,1% de SDS em pH 8,3). O gel foi corado com azul de
Coomassie (azul de Coomasie brilhante R-250 0,25%, metanol 50% ¢ acido acético 10%) ¢

descorado na solugao de metanol a 10% e acido acético a 5%.

4.17 Predigdo da estrutura secundaria da 5' RNC

As estruturas secundarias da 5' RNC do HCV foram preditas e comparadas com o
uso de trés diferentes programas: RNAfold (Hofacker, 2003), RNAshapes (Steffen et al.,
2006) e RNApdist (Bonhoeffer et al., 1993). Cada um destes programas permite comparar
as possiveis estruturas secundarias sob diferentes aspectos. Enquanto o RNAfold compara
apenas a estrutura 6tima das seqiiéncias, o RNAshapes e 0 RNApdist comparam o conjunto

de possiveis estruturas das seqiiéncias de interesse.

4.17.1 Analise da estrutura secundaria utilizando o RNAfold

A partir de uma seqiiéncia, o programa calcula a estrutura secundaria
termodinamicamente 6tima, ou seja, aquela com Energia Livre Minima (ELM) e juntamente
com a estrutura fornece o valor desta energia. Assim, o RNAfold foi utilizado para calcular
as estruturas secundarias de ELM da 5' RNC do genoma viral dos pacientes ¢ do HCV
padrdo, a fim de que os valores de ELM fossem comparados. Essa comparagdo foi realizada
entre a diferenca de ELM da 5' RNC do genoma viral dos pacientes e do HCV padrio
(ELMpgciente — ELMHcy).

O RNAfold também permite impor restricdes nas estruturas a serem preditas.
Restrigdes sao locais da estrutura secundaria onde ocorre o pareamento de nucleotideos para
a formac@o das hélices. Assim, foram realizados dois tipos de andlises. Inicialmente, as

estruturas secundarias foram calculadas sem restricoes. Em seguida, foram inseridas
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restrigdes nas seqiiéncias de maneira que as hélices preditas na 5' RNC do HCV padrio
fossem mantidas na 5' RNC do genoma viral dos pacientes. A intengdo deste ultimo
conjunto de analise foi verificar sc as substitui¢des na 5' RNC tornariam a estrutura do HCV

padrfo mais ou menos estavel, ou seja, com ELM maior ou menor 8 ELMycy.

4.17.2 Analise da estrutura secundaria utilizando o RNAshapes

O RNAshapes além de calcular a estrutura de menor ELM, também calcula todas as
possiveis estruturas secundarias de uma seqiiéncia. Considerando a contribui¢do energética
de cada estrutura, foi possivel definir uma distribui¢do de probabilidades sobre todo o
espaco das estruturas. A partir de uma temperatura T, a probabilidade de cada estrutura S ¢é
dada pela formula:

Ps= exp(~EJ/RT)
Z(T)

Onde: Pg: Probabilidade da estrutura S
Eq: Energia livre da estrutura S
R: Constante dos gases
T: Temperatura

Z(T): Fungdo de parti¢do, calculada através da formula:

Z(T) = Y5 exp(~E/RT)

Além da probabilidade, foi atribuida a cada estrutura uma shape que descreve seu
formato. Uma shape ¢ uma descricdo do padrdo de bifurcamento das hélices de uma
estrutura secundaria. Um exemplo de shape ¢ o formato de “trevo” da estrutura secundaria

do RNA transportador.
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O préximo passo do RNAshapes foi particionar todo o conjunto de estruturas
possiveis e agrupa-las de acordo com sua shape. A probabilidade de todas as estruturas com
a mesma shapes foi somada a fim de determinar sua probabilidade.

Devido ao alto custo computacional do RNAshapes e as dificuldades de predizer
corretamente a estrutura secundaria da 5' RNC de seqiiéncias longas (Machado-Lima et al.,
2008) tornou-se necessario realizar a predi¢do por dominios. Para cada dominio da 5' RNC
do HCV padriao foi determinada uma shape e comparada com aquelas preditas para os
dominios da 5' RNC dos genomas virais, juntamente com suas probabilidades. O objetivo
foi verificar se as substituigdes encontradas nos genomas virais alteram substancialmente a
distribuigdo de probabilidades das shapes.

Nas analises da 5' RNC descritas nos resultados, as shapes foram numeradas de
acordo com sua probabilidade na estrutura padrdo da 5' RNC do HCV. Assim, a shape 1 foi
aquela que apresentou maior probabilidade no HCV seguida da shape 2 e assim

sucessivamente.

4.17.3 Analise da estrutura secundaria utilizando o RNApdist

O RNApdist, da mesma forma que o RNAshapes, leva em consideragdo todo o
espaco de estruturas secundarias de uma seqiiéncia. No entanto, este programa nao realiza
um particionamento deste espago. O objetivo do RNApdist foi comparar os espagos de
estruturas entre duas seqiiéncias distintas. O espago de cada estrutura é representado por um
modelo probabilistico que leva em consideragdo as contribuicdes energéticas de cada
estrutura do espago. O valor fornecido pelo RNApdist ¢ uma medida da distancia entre os
dois modelos probabilisticos, um de cada seqiiéncia.

O RNApdist foi utilizado para comparar a seqiiéncia da 5' RNC do HCV padréo e da

5' RNC do genoma viral dos pacientes. Desta forma, quanto maior o valor fornecido pelo
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programa, maior a divergéncia entre os dois espagos de estruturas. Essa divergéncia ¢ um
indicativo do impacto das substitui¢des presentes na regido analisada na definicdo das

estruturas secundarias.

4.18 Linhagens celulares

Neste estudo foram utilizadas as células HepG, (células de hepatoma humano)
cedida pelo Prof. Dr. Mauricio Resende — Laboratério de Virologia Comparada — UFMG e
as células 293T (células epiteliais de rim de embrido humano) cedida pelo Dr. Aristobolo

Mendes da Silva — Departamento de Morfologia — UFMG.

4.19 Cultivo celular

Inicialmente, um tubo com as células criopreservadas foi retirado do nitrogénio
liquido e colocado imediatamente no gelo. Em seguida, as células foram descongeladas a
37°C e transferidas para um tubo de fundo conico. Foram adicionados ao tubo SmL de meio
de cultura Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM-Invitrogen), suplementado com
10% soro bovino fetal (SBF-Invitrogen), 2mM de L-glutamina (Invitrogen), 20mg/mL de
sulfato de gentamicina (Novafarma) e 5% de bicarbonato de sodio (Synth). As células foram
centrifugadas a 800 rpm (Shaker-Forma Scientific) por 10 min a 37°C e o sobrenadante
desprezado. O concentrado de células foi homogeneizado e transferido para uma garrafa de
cultura de 25cm* contendo 4mL de meio DMEM suplementado conforme descrito
anteriormente. As células foram cultivadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, € 95% de
umidade. No dia seguinte, 0 meio de cultura foi trocado para retirar as células mortas e o
residuo de DMSO (Sigma). As garrafas cultivadas com as células HepG, e 293T foram
repicadas semanalmente. Apos a formagdo da monocamada, as células foram lavadas com

SmL de DMEM néo suplementado e descoladas da superficie da garrafa com tripsina
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(Invitrogen) a 0,034% diluida com EDTA (Invitrogen) a 0,1% pH 8,0. Em seguida, as
células foram suspendidas em SmL de DMEM com 10% SBF e centrifugada a 800 rpm por
5 min. O sobrenadante foi descartado e as células suspendidas novamente em 3mL de
DMEM. Posteriormente, contou-se o nimero de células em camara de Neubauer € 2,5 x 10°
células foram semeadas nas garrafas para manutengdo. A viabilidade das células apds o

tratamento com tripsina foi avaliada pela exclusio do azul de trypan.

4.20 Monitoramento da contaminacg@o da cultura de células por Mycoplasma sp

Para monitorar a contaminagdo das células foram utilizados dois métodos de
diagnoésticos. O primeiro foi realizado pela observagdo de células coradas ao microscopio
optico de fluorescéncia. As células HepG, e 293T foram cultivadas em sistemas de laminas
com camara de 8 pogos (LabTek®). Foram adicionadas entre 8,0 x10* a 5,0 x10* células por
pogo em 200uL de meio de cultura DMEM suplementado. As camaras foram incubadas a
37°C por 24 h para a adesdo das células a lamina. O meio de cultura foi retirado e os pogos
lavados 3X com PBS 1X. A lamina foi fixada e corada com Hoechst (SIGMA®) na
concentragdo de Spug/mL por 30 min. Os pogos foram lavados 1 vez com PBS. A camara foi
desmontada, seca, montada com laminula e solugdo de montagem e preservada em papel
aluminio. As células foram observadas ao microscopio optico de fluorescéncia em aumento
de 400X com filtro azul BG12 Zeiss e filtro de barreira n° 50.

O segundo método utilizado foi a PCR utilizando iniciadores descritos por
Timenetsky et al. (2006) para amplificar parte do gene da unidade 16S do rRNA de qualquer
espécie do género Mycoplasma sp. Aproximadamente 100puL de suspensdo de células foram
coletados e aquecidos a 70°C por 10 min. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por
5 min e o sobrenadante conservado a -20°C. Para a PCR foi utilizado 1pl do lisado celuar,

200uM de cada dNTP (dTTP, dATP, dCTP e dGTP), 10pmol dos iniciadores MGSO [TGC
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ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC] e GPO3 [GGG AGC AAA CAG GAT AGA
TAC CCT] em soluggo contendo Tris-HC1 10mM pH 8,0, KC1 50mM e MgCl, 1,5mM para
um volume final de 10uL. As amostras foram amplificadas aquecendo a 94°C por 5 min,
seguidos de 30 ciclos a 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 30 seg e uma incubacio
final a 72°C por mais 5 min. O produto amplificado de 270pb foi observado apos a
separagdo eletroforética em gel de poliacrilamida a 6%, corado pela prata. A contaminaco

da PCR foi monitorada através da utilizagdo de controles negativos da reagao.

4.21 Transfeccdo de células

Unm dia antes da transfecgo, 2,0 x10° células foram semeadas em placas de 24 pogos
com 500pl de DMEM suplementado sem antibidtico. Para aumentar a eficiéncia da
transfecg@o foi necessario que as células apresentassem no dia da transfecgdo 90 a 95% de
adesdo sobre a superficie da garrafa. Para realizar a transfec¢do, 1ug do plasmideo contendo
a 5' RNC e 2ul de lipofectamina 2000 (Invitrogen) foram diluidos em tubos separados com
50u1 de DMEM suplementado sem soro. Os tubos foram incubados por 5 min a temperatura
ambiente. Em seguida, o DNA diluido foi adicionado ao tubo com a lipofectamina 2000 ¢ a
mistura incubada por 20 min. Foram adicionados 100ul do complexo formado DNA-
lipofectamina a placa com as células a serem transfectadas. A placa foi homogeneizada e
incubada a 37°C em atmosfera de 5% de CO; e 95% de umidade. Ap6s 24 h o meio de
cultura foi substituido e a placa incubada novamente. No dia seguinte, as células foram
lisadas com tampao e o extrato celular armazenado a -70°C. Posteriormente, a atividade da
luciferase foi quantificada no lumindmetro utilizando o Kit Dual luciferase (Promega)

conforme recomendagdes do fabricante.
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4.22 Western Blot

Para determinar o nivel de expressdo do gene da Rluc e do Fluc foi realizado o
Western blot a partir das proteinas totais extraidas dos extratos celulares. As proteinas foram
separadas em gel de poliacrilamida-SDS-PAGE 10% e transferidas para membrana de
nitrocelulose. Posteriormente, a membrana foi corada com Ponceau S (10% écido acético e
1% de Ponceau S) para confirmar a transferéncia das proteinas. Apos lavagem com agua, a
membrana foi bloqueada com TBS-Tween 0,05% com 5% de leite desnatado (Molico) por 1
h. Apods lavagem em TBS-Tween, a membrana foi incubada com o anticorpo anti-luciferase
(Invitrogen) diluido 1:1.000 por 1 h. A membrana foi lavada 3x com TBS-Tween 0,05% e
incubada por 1 h com o anticorpo secundario anti-mouse IgG, conjugado com HRP
(Invitrogen) diluido a 1:2.000. Em seguida, a membrana foi revelada com solugdo ECL para
Western blot (Amersham Biosciences) por 2 min. O excesso de ECL foi retirado e a
membrana exposta por 5 min ao filme Kodak (T-MAT G/RA Film). O filme foi revelado
por 2 min em solugdo de revelagdo (Kodak), lavado em agua e fixado por 2 min em solugdo

fixadora (Kodak).

4.23 Genética de populacdo e analise filogenética

As seqiiéncias da 5' RNC, NS5A e as duas regides concatenadas (5' RNC-NS5A)
foram alinhadas com o programa Clustal X v.1.81 (Thompson et al. 1997) e utilizadas nas
analises de genética de populagdo e filogenia. Diferentes medidas de polimorfismo foram
utilizadas para estimar a variabilidade genética das seqiiéncias. O programa DnaSP v.4
(Rozas et al., 2003) foi utilizado para estimar o niimero de singletons (ns), o nimero de
haplétipos (H), a diversidade de nucleotideos (1), a diversidade de haplétipos (h) e o niimero

médio de diferengas de nucleotideos (k). Também foi utilizado para calcular a neutralidade
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das mutagdes através dos testes D de Tajima (1989) (Tajima, 1989) e D* e F* de Fu & Li
(1993) (Fu & Li, 1993) e para calcular a razao (w) entre as substitui¢des ndo sindnimas (Ka)
e sindnimas (Ks). Esta raz8o ¢ um importante indicador de pressao seletiva em nivel de
proteina. Assim, quando a w= Ka/Ks = 1 ¢ indicativo de evolugdo neutra, enquanto w< 1
indica uma seleg@o purificadora e w> 1 selecdo diversificadora.

A analise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) foi utilizada
para avaliar a diferenciacdo genética entre e dentro dos grupos ndo respondedores (NR) e
respondedores (R). Estas analises foram realizadas através do programa Arlequin v.3.1
(Excoftier et al., 2005).

A analise filogenética foi realizada com as regides concatenadas. O dendograma foi
construido com o programa MEGA v.3.1 (Kumar et al., 2004) através do algoritmo
“neighbor-joining” (Saitou & Nei, 1987) baseado nas distancias genéticas pareadas entre as
populagdes. Também foi construido um “network” de hapldtipos com as regides
concatenadas através do programa TCS v.1.21 utilizando o critério de 95% de parciménia

(Clement et al., 2000; Posada & Crandall, 2001).
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5 RESULTADOS

5.1 Género e subtipo do HCV influenciam na resposta virologica sustentada ao

tratamento

A idade dos pacientes variou de 25 a 75 anos nos grupos ndo respondedores
(NR) e respondedor (R). No grupo NR, a mediana foi de 63 anos e no grupo R de 52

anos. Esta diferenga foi estatisticamente significativa (p = 0, 0015) (Figura 6).
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Figura 7: Resposta terapéutica segundo a idade dos pacientes. NR- paciente ndo

respondedor e R - paciente respondedor.

Quanto a distribuicdo por género, 19 (57,5%) pacientes pertenciam ao sexo
masculino e 14 (42,5%) ao sexo feminino. Com relagdo a resposta terapéutica, os
resultados demonstram uma diferenga significativa (p = 0, 016) somente entre os
pacientes do sexo feminino, em que foi observado um niimero significativamente maior

de nao respondedores (Figura 7).

62



0,0 4
&0,0 4
70,0 4
60,0 4
50,0 4
40,0 4
30,0 4
20,0 4
10,0 4

Feminino Masculing

oMRE mR

Figura 8: Resposta terapéutica segundo o género. NR- paciente nio respondedor e R -

paciente respondedor.

Com relagdo a resposta terapéutica por genotipos, os resultados mostram uma
diferencga estatisticamente significativa (p = 0, 022) no grupo NR entre os pacientes do

genotipo la e 1b (Figura 8).
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Figura 9: Resposta terapéutica entre os genotipos la e 1b do HCV. NR- paciente ndo

respondedor e R - paciente respondedor.
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5.2 Variagdes na 5' RNC do genoma do HCV

Dentre as 33 seqiiéncias obtidas da 5' RNC, apenas a seqiiéncia viral dos
pacientes 28, 29, 30, 31, 32 e 33 ndo apresentaram substituicdes. O maior nimero de
substituicdes foi observado na 5' RNC dos pacientes 10 ¢ 6 com 8 e 7 substituigdes
(Figura 9). Em todas as seqliéncias da 5' RNC foi observado na posi¢do 204 uma
substitui¢do de citosina (C) por adenina (A), exceto na 5' RNC dos pacientes 10, 14, 15
e 19 (Tabela 4). A maioria das substituigdes foi observada em regides ndo pareadas.
Nenhuma substituigdo compensatoria foi observada nas regides de hélices. A Figura 10
mostra a localizagdo de todas as substituicdes observadas nas seqiiéncias da 5' RNC e a

Figura 11 o resultado do alinhamento das seqiiéncias.

Tabela 4: Localizagdes das substituigdes na 5' NCR

Numero dos pacientes Localizagdes das substituicdes
6 42 57 66 162 204 284 318
*C/A AlG  AC *AIG *C/A TIC G/IA
7 204 353
*C/IA *AIG
10 23 27 30 34 37 39 46 201
*C/G_*C/T *C/IG *A/G *T/C *AIG T/IC *GIC
14 103 144 209
T/A_T/C  C/T
15 268 301
*GIT__GIT
18 21 126 311
*G/IA C/T  *G/A
19 16 92
G/C T/C
22 26 166 204

*T/IG C/IT_ *C/A
-5, 8,9, 11-13, 16, 17, 20, 21, 23- 04
27 “CJA
* Seqiiéncias com apenas uma substitui¢do de nucleotideos
* Substitui¢des de nucleotideos em regides nio pareadas
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N° de Substituigoes
F

0
10 6 141822 7 1519 1 2 3 4 5 8 9 111213 16 17 20 21 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Pacientes

Figura 10: Numero de substitui¢des observadas na seqiiéncia viral da 5' RNC dos 33

pacientes.
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Figura 11: Representacdo esquemdtica da estrutura secundaria da 5' RNC com as

localizacdes das substituigdes (Honda et al., 1999).
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Figura 12: Alinhamento das 33 seqiiéncias da 5' NCR do virus da hepatite C.
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Figura 12: Continuagéo.
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Figura 12: Continuagéo.
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Figura 12: Continuagéo.
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5.3 Variagdes na seqiiéncia da 5' RNC podem afetar a estrutura secundaria do RNA

viral

5.3.1 Analise da Energia Livre Minima calculada pelo programa RNAfold

A Energia Livre Minima (ELM) calculada com a seqiiéncia padrdo do HCV,
sem e com restri¢des, foi de -146,6 kcal/mol e -126,7 kcal/mol, respectivamente (Figura
12 e 13). Apenas as seqiiéncias da 5' RNC do genoma viral dos pacientes 6, 7, 10, 14,
15, 18, 19 e 22 apresentaram alteragdes nos valores de ELM quando comparada a ELM
padrdo do HCV (Figuras 12 e 13). A maior diferenga de ELM foi observada com a 5'
RNC do paciente 6 com e sem restrigdes. Este resultado mostra que as substituigdes
presentes nesta seqiiéncia promoveram as maiores alteragdes na predi¢do da estrutura

secundaria.
Pac 19 Pac 14

2 VHC padrao

ELMpacientes - ELMvHc
&

-10+ Pac 6
-12

0 3 2 8 7 2 3 2 3
N° substituicoes
Figura 13: Diferencas entre a Energia Livre Minima (ELM) da 5' RNC do genoma viral
dos pacientes e do padrio do HCV (ELMpacicnie — ELMpycy) calculadas através do
RNAfold sem o uso de restri¢des. Diferengas positivas indicam a perda de estabilidade
da 5' RNC do genoma viral quando comparada com a estrutura padrdo do HCV e
diferencas negativas o ganho de estabilidade. ELM padrdo HCV: -141,6 kcal/mol. Pac =

paciente.
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8- Pac 19

5 Pac 10

ELMpacientes = ELMvHc

1+ VHC padrdo Pac7 Pac 14

0 -
0 2 3 3 3 2 8 2 7

N° substituices

Figura 14: Diferengas entre os valores de Energia Livre Minima (ELM) da 5' RNC do
genoma viral dos pacientes e do padrdo do HCV (ELMjucienie — ELMpcv) calculados
através do RNAfold com o uso de restrigdes. Diferengas positivas indicam a perda de
estabilidade da 5' RNC do genoma viral quando comparada com a estrutura padrdo do

HCV. ELM padrao HCV: -126,7 kcal/mol. Pac = paciente.

5.3.2 Analise das shapes da estrutura secundaria utilizando o programa RNAshapes

Nesta secgdo, as shapes foram preditas em ordem crescente de acordo com a
probabilidade de predi¢do da estrutura padrio do HCV. Assim, a shape 1 foi a mais

predita seguida das shapes 2, 3,4 ¢ 5.

5.3.2.1. Analise do Dominio I

Para o dominio I, correspondendo aos nucleotideos 1 a 43, foram preditas 3
shapes (Ver anexo I). Somente a 5' RNC dos genomas virais dos pacientes 6, 10, 18, 19

e 22 apresentaram substitui¢des neste dominio (Figura 14). A shape 1 foi a mais predita,
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exceto para a 5' RNC do paciente 10 que apresentou a shape 2 como a mais provavel.
Todas as 5' RNC do genoma viral dos pacientes apresentaram baixa probabilidade de

predigdo para a shape 3 .

[l HCV padréo
[l Paciente 6

[ Paciente 10
[l Paciente 18
[0 Paciente 19
[l Paciente 22

0,751

0,25

Probabilidades de predigao
o
[3,}

Shapes preditas

Figura 15: Probabilidades de predigdo das shapes para o dominio I da 5' RNC.

5.3.2.2 Analise do Dominio I1

Para o dominio II, correspondendo aos nucleotideos 44 a 124, foram preditas 5
shapes (Ver anexo I). Somente a 5' RNC dos genomas virais dos pacientes 6, 10, 14 e
19 apresentaram substituigdes neste dominio (Figura 15). A shape 1 apresentou a maior
probabilidade de predigdo para a 5' RNC do genoma viral do paciente 6, seguida da

shape 2 para o paciente 14, shape 3 para o paciente 19 e shape 5 para o paciente 10.
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Figura 16: Probabilidades de predi¢do das shapes para o dominio II da 5' RNC.

5.3.2.3 Analise do Dominio IIT e IV

Com relagdo ao dominio Illa, IIIb e Illc foram observadas substituigdes nas
posicdes 162 , 166 , 204, 268 e 301 da 5' RNC do genoma viral dos pacientes.
Entretanto, estas substituicdes ndo alteraram a predi¢do destes dominios quando
comparado com a estrutura padrdao do HCV. Apenas a seqiiéncia viral do paciente 15
apresentou substituicdes nos dominio IIld e Ille. Em ambos os dominios, a maior
probabilidade de predigao foi observada para a shape 1 (Figura 16 ¢ 17). Somente a 5'
RNC do genoma viral do paciente 18 apresentou substitui¢ao neste dominio, entretanto,
este dominio ndo foi predito devido a dificuldade do programa RNAshapes predizer
estruturas formadas por pseudonos.

Apenas a 5' RNC do genoma viral do paciente 7 apresentou substitui¢do no
dominio IV. Para este dominio foram preditas 4 shapes (Figura 18). A shape 1

apresentou a maior probabilidade de predicdo seguida das shapes 2 e 3.
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Figura 17: Probabilidades de predi¢do das shapes para o dominio IIld da 5' RNC .

Il HCV padrao
[l Paciente 15

0,75

Probabilidades de
predigao
o
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0,25

1 2
Shapes preditas

o

Figura 18: Probabilidades de predigdo de shapes para o dominio Ille da 5' RNC.
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Figura 19: Probabilidades de predigdo das shapes para o dominio IV da 5' RNC .

5.3.3 Analise do espago de estruturas utilizando o programa RNApdist

A distancia entre os espacos das estruturas da 5' RNC do genoma viral dos
pacientes 6, 7, 10, 14, 15, 18, 19 e 22 variou de 11,5 a 74 unidades quando comparada
com a 5' RNC padrido do HCV (Figura 19). Estes resultados mostram que a localizagdo
das substituigdes influéncia na distdncia entre as estruturas no espago. Este resultado
pode ser observado através dos valores do RNApdist calculado com a 5' RNC do
genoma viral dos pacientes 10 e 14 com 8 e 3 substitui¢des, respectivamente. A 5' RNC
do genoma viral do paciente 14 apresentou maior distancia da estrutura padrao do HCV
quando comparado com a 5' RNC do genoma viral do paciente 10. Resultados
semelhantes foram observados com a 5' RNC do genoma viral dos pacientes 14, 18 ¢ 22

que apesar de apresentarem 3 substitui¢des apresentaram diferentes valores de distincia.
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80 Pac 14

Valores do RNApdist

0 2 2 3 2 8 3 3 7

N° Substituicoes
Figura 20: Valores de divergéncia entre a 5' RNC padrdo do HCV e do genoma viral
dos pacientes calculados através do RNApdist.

5.4 A5' RNC ¢ capaz de induzir a tradugio de um gene reporter

Os experimentos de Western blot foram realizados com o intuito de testar a
funcionalidade da 5' RNC. Neste experimento, foram utilizadas células 293T
transfectadas com o vetor pIRF, como controle; o vetor pGL3, com o gene do Photinus
pyralis e trés construgdes da 5' RNC do genoma viral dos pacientes 8, 11 e 29 clonadas
no vetor pIRF. Foram utilizadas apenas as construgdes destes pacientes porque foram os
primeiro extratos a serem obtidos. O resultado mostra que o anticorpo anti-luciferase
reconheceu em todas as construgdes duas proteinas uma de 37kDa (Renilla reniformes)
e outra de 62kDa (Photinus pyralis), exceto nas células transfectadas com o vetor pGL3

que expressa apenas o gene do Photinus pyralis (Figura 19). Estes resultados
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demonstraram a funcionalidade das 5' RNC que permitiu a expresséo do gene da Renilla

reniformes e nos propiciou a dar continuidade aos experimentos in vivo.

Paciente 8
Paciente 11
aciente 29

pIRF
pGL3

o

68kda_. — -.‘

43 kda — il -

Figura 21: Resultado do Western blot realizado com extratos de células 293T
transfectadas com diferentes construgdes. Neste experimento foi utilizados anticorpos

anti-luciferase contra a proteina luciferase de Renilla reniformes e Photinus pyralis.

5.5 A5' RNC ¢ capaz de induzir a tradugo de proteinas reporteres ativas de forma
diferencial

Os experimentos de transfec¢do foram realizados com as células 293T e HepGo.
Nestes ensaios foram utilizadas as 5' RNC do genoma viral dos pacientes que
apresentaram alteragdes na predigdo da estrutura secundaria. Assim, as células foram
cultivadas, lisadas e as atividades das enzimas luciferase da Renilla reniformes (Rluc) e
de Photinus pyralis (Fluc) quantificada através do lumindmetro. Durante os
experimentos de transfec¢do foram utilizados como controle o vetor pGL3, que expressa
somente o gene do Photinus pyralis, o vetor pRL-TK, que expressa somente o gene da
Renilla reniformes e o vetor pIRF com a 5' RNC do HCV. Os resultados mostram que

todas as 5' RNC dos genomas virais, exceto do paciente 10, apresentaram aumento na
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atividade de tradugdo nas células HepG, quando comparado com o vetor pIRF (Figura
20). As maiores diferencas foram observadas com a 5' RNC dos genomas virais dos
pacientes 6, 15 e 19 que apresentaram um aumento na atividade de tradugo de 5,5; 5 e
3,5 vezes, respectivamente.

Com relagdo as células 293T, somente a 5' RNC do genoma viral do paciente 15
apresentou aumento na atividade de tradugdo quando comparado com o vetor pIRF. Em
ambas as células, a redugdo mais drastica da expressdo do gene da Renilla luciferase foi

observada com a 5' RNC do genoma viral do paciente 10 (Figura 20).

0,6 -
0,5 1

0,4

02937

0,3 1
|HepG2

0,2 1

Razao RluciFluc

0,1 -

Contrugdes da 5' RNC

Figura 22: Eficiéncia de tradug@o da 5' RNC utilizando as células 293T e HepG,. A
eficiéncia de traducdo foi quantificada pela razdo da expressdo da Rluc/Fluc. Este
experimento foi realizado em triplicata e o desvio padrdo calculado a partir dos dados

obtidos.
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5.6 Seqiienciamento do dominio PKRBDB/ISDR da proteina NS5A

Foi seqiienciado o dominio PKRBD/ISDR da proteina do HCV de 25 pacientes
do genétipo 1b e 8 do gendtipo la. O nimero de substituicdes de aminoacidos
observadas na Regifo de Liga¢do da Proteina Quinase Dependente-RNA Dupla Fita
(PKRBD) variou de 4 a 11 nos pacientes nio respondedores e de 4 a 13 nos pacientes
respondedores do genotipo 1b. Ja para o gendtipo la o niimero de substituigdes variou
de 4 a9 ede?2a 12 nos pacientes ndo respondedores ¢ respondedores, respectivamente
(Figura 22). Com relagio a Regido Determinante de Sensibilidade ao Interferon (ISDR)
o niimero de substitui¢des variou de 0 a 7 e de 1 a 6 nos pacientes nao respondedores e
respondedores do gendtipo 1b e de 3 a 7 e de 2 a 6 nos pacientes nao respondedores e
respondedores do gendtipo la, respectivamente (Figura 22 e 23). A Figura 24 e 25
ilustra a representagdo grafica na forma de logo de aminodcidos do fragmento

sequenciado ao longo do dominio PKRBD/ISDR da proteina NS5A.
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Paciente 04- NR 3
Paciente 05- NR 11
Paciente 06- NR 6
Paciente 07- NR 2
Paciente 11- NR 5
Paciente 12- NR 4
Paciente 13- NR 4
Paciente 14- NR 11
Paciente 15- NR 7
Paciente 16- NR 5
Paciente 19- NR 4
Paciente 21- NR 4
Paciente 23- NR 4
Paciente 25- NR 10
Paciente 28- NR 4

HCV-H-1la (M67463) PSLKATCTANHDSPDAELIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFDPLVAEEDEREISVPAETL Substituigdes

Paciente 02- NR .LS R Y 5
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Paciente 27- NR ...R....TP..... VD......... Lt ittt Ro...... Voo 8
Paciente 30- NR ...R....TH..... VD AT e R.o...... Voo, 9

Figura 23: Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos do dominio PKRBD/ISDR de 20 pacientes néo respondedores do gendtipo 1b e 8 do

gendtipo 1a. As substituigdes sublinhadas estdo localizadas dentro do dominio ISDR da proteina NS5A.
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Figura 24: Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos do dominio PKRBD/ISDR de 13 pacientes respondedores do gendtipo 1b e 3 do

genotipo la. As substitui¢des sublinhadas estdo localizadas dentro do dominio ISDR da proteina NS5A.
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Figura 25: Representagdo grafica da distribui¢do dos aminoacidos ao longo da seqiiéncia do dominio PKRBD/ISDR da proteina NSSA.

Seqiiéncias de aminoacidos dos pacientes ndo respondedores. O tamanho da letra é proporcional a freqiiéncia dos aminoacidos em cada posigao.
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Figura 26: Representagdo grafica da distribuicdo dos aminoacidos ao longo da seqiiéncia do dominio PKRBD/ISDR da proteina NS5A

7
8

Seqiiéncias de aminoéacidos dos pacientes respondedores. O tamanho da letra é proporcional a freqiiéncia dos aminoacidos em cada posigio.
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5.7 Variabilidade e diferenciacdo genética

As andlises de variabilidade e diferenciacdo genética foram realizadas com a 5'
RNC, NS5A e com duas regides concatenadas (5' RNC-NS5A). O grupo NR apresentou
o maior nimero de haplétipos (n) e de singletons (ns) e como o grupo R, apresentaram
baixos valores de diversidade de nucleotideo (1) e niimero médio de diferenga de
nucleotideos (K) para ambas as regides. O grupo NR também apresentou um pequeno
aumento na diversidade de haplotipos (h) para a regido NS5A (Tabela 5).

Ambos os grupos (NR e R) apresentaram desvio da neutralidade para a 5' RNC.
No entanto, ndo foram observados valores significativos de desvio para a regido NS5A
e 5' RNC-NSS5A (Tabela 5).

Como a 5' RNC nido ¢ codificante, as taxas de substituigdes sindnimas ¢ nao
sindbnimas foram calculadas apenas para a regido NS5A. Os resultados mostraram
valores similares de Ka e Ks entre os grupos com uma taxa de substituicdo menor que 1
(w=Ka/Ks < 1) o que indica uma selegio purificadora (Tabela 5).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) mostrou uma variagdo entre os
grupos de 11,94% e dentro deles de 88,06%, com um valor de Fst = 0,12 para a 5' RNC
(Tabela 6). Nenhum valor significativo foi observado para a regido NSSA

As analises filogenéticas realizadas através da construgdo de dendograma e da
rede de haplotipos (haplotypes network) ndo demonstraram a formagdo de grupos
isolados que pudessem ser relacionados com a resposta terapéutica (Figuras 26 e 27).

Nestas analises foram utilizadas seqiiencias da regido concatenada.
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Tabela 5: Variabilidade genética, testes de neutralidade e taxa de substituicdo de

nucleotideos da 5' RNC, NS5A e as duas regides concatenadas de pacientes ndo

respondedores e respondedores

Variabilidade Genética 5'RNC NS5A Concatenadas
R NR R NR R NR

ns 14 15 16 35 30 50

n 5 7 12 19 13 20

h 0.731 0.584 0987 0995 1.000 1.000

m 0.007  0.005 0.153 0.143 0.053  0.050

K 2.692 1.837  28.167 26.521 30.859 28.358

Testes de Neutralidade

D de Tajima -1.850 -2.203* -0.131 -1.208 -0.401 -1.344

D* de Fu & Li -2.522% 23312 0503 -0.797 0.030  -1.130

F*de Fu & Li -2.676° -3.470° 0380 -1.076 0.030 -1.395

Substitui¢do de nucleotideos

Ka/Ks - - 0.141  0.122 - -

ns: nimero de singletons; n: nimero de haplotipos; h: diversidade de haplétipos;

diversidade de nucleotideo; K: nimero médio de diferencas de nucleotideos; Ka: Taxa

de transi¢do ndo sindnima; Ks: Taxa de transigdo sinénima. NR - pacientes nao

respondedores € R - pacientes respondedores. * p< 0.05 - valor estatisticamente

significativo.
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Tabela 6: Analise de varidncia molecular (AMOVA) entre o grupo de pacientes ndo

respondedores e respondedores utilizando a 5' RNC, NS5A ¢ as duas regides

concatenadas
Regides gendmicas Categoria % Variaciio Indices de Fixaciio
E‘(lltf];gx‘“}f)" s 11.94
5'RNC . Fst=0.11937*
Entre pacientes 88.06
(NR +R) )
B
NS5A . Fst=-0.01342
Entre pacientes 101,34
(NR +R) )
PR s
Concatenadas . Fst=-0.00503
Entre pacientes 100.50
(NR +R) )

*p < 0,05 - Valor estatisticamente significativo. NR - pacientes nio respondedores;

R - pacientes respondedores.
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Figura 27: Arvore filogenética, ndo enraizada, de 33 seqiiéncias concatenadas (5' RNC-
NSS5A) construida através do programa MEGA v.3.1 utilizando o algoritmo Neighbor-
joining. Na Figura estdo representados os valores de bootstrap acima de 70. Estes
valores foram calculados com 1000 réplicas para a verificagdo da sustentagdo de ramos

nas topologias. NR - pacientes ndo respondedores e R - pacientes respondedores.
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Figura 28: Rede de haplotipos (haplotypes network) de 33 seqiiéncias concatenadas (5'
RNC-NS5A) construida através do programa TCS v.1.21. Os pontos representam os
haplotipos perdidos ou n3o amostrados. As elipses vazias e cheias representam

pacientes do grupo nao respondedor e respondedor, respectivamente.
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6 DISCUSSAO

No Brasil, importantes esforgos tém sido realizados na area de monitoramento
epidemioldgico do HCV e no fornecimento de tratamento aos pacientes dentro da rede
publica de saude. Entretanto, como ocorre em outros paises, 0 esquema terapéutico nao
tem alcancado o sucesso desejado (Chambers et al., 2005). Com relagdo ao gendtipo,
sabemos que o gendtipo 1, o mais prevalente entre os brasileiros (Campiotto et al.,
2005), ¢ aquele que apresenta a pior resposta terapéutica. Estudos realizados em paises
industrializados mostraram taxas de resposta entre 42% e 56% a terapia combinada com
interferon peguilado (Fried et al., 2002; Hadziyannis et al., 2004). No Brasil, um estudo
de coorte realizado no Estado do Parana com 87 pacientes, com infeccdes com
genotipos diversos, mostrou que 32,1% apresentaram resposta ao tratamento realizado
com interferon convencional e ribavirina. Entretanto, apenas 6 dos 36 infectados com o
genoétipo 1 responderam ao tratamento (Acras et al., 2004).

Ja os gendtipos 2 e 3, nos subtipos a ou b costumam apresentar boa resposta
terapéutica ao uso do interferon assim como sua associagdo com ribavirina (Hnatyszyn
2005). Como os gendtipos 4 ¢ 6 mostram-se menos freqiientes, sua avaliagdo tornou-se
mais dificil, podendo apresentar resultado diferente.

Para realizar este estudo, foram selecionados pacientes que fazem parte da
populagdo atendida no Ambulatério de Hepatites Virais do Instituto Alfa de
Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMQG). Dentre os 33 pacientes selecionados através de critérios rigidos de inclusdo e
exclusdo, 13 (39%) apresentaram resposta ao tratamento e 20 (61%) foram considerados
ndo respondedores. A taxa de resposta ao tratamento observada esta de acordo com a
descrita na literatura, em torno de 33% a 37% (Kjaergard et al., 2001). Entretanto,

mesmo que o tratamento da hepatite cronica pelo sistema de saade publico brasileiro
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acarrete no uso de interferons e ribavirinas de diferentes procedéncias e que inclua a
possibilidade do uso alternado de dois tipos de interferons (convencional e peguilado),
estas variaveis ndo afetaram os resultados obtidos.

Com relagdo a idade dos pacientes, foi observada uma variagdo entre 25 a 75
anos, com mediana de 63 anos para o grupo NR e de 52 anos para o grupo R. Estes
resultados diferem dos apresentados por Poynard et al. (2000) que relataram a idade de
40 anos como um dos fatores determinantes da resposta terapéutica. Porém, este estudo
nao foi desenhado para abordar esta questdo e pode ndo ter poder estatistico para tal.

Quanto a distribui¢ao por sexo, 19 (57,5%) pertenciam ao sexo masculino e 14
(42,5%) ao sexo feminino. Os resultados mostraram uma diferenga significativa com
relagdo a resposta terapéutica somente entre pacientes do sexo feminino. Estes
resultados estdo de acordo com os trabalhos descritos na literatura que estabelece
indices mais favoraveis de resposta para pacientes do sexo feminino (Poynard et al.,
2000).

Varios estudos correlacionam o tipo de resposta a etnia (Reddy et al., 1999;
Kinzie et al., 2001), indicando que popula¢des brancas teriam uma melhor resposta ao
tratamento. De acordo com o tltimo senso demografico brasileiro, negros e pardos sdo
em média 45% da populagdo, perfazendo um total de 80 milhdes de pessoas. Neste
estudo, apenas 3% dos pacientes eram negros, seguido de 37% de brancos e 60% de
pardos de acordo com os dados constante no prontuario dos pacientes. Portanto, a nossa
populagdo de estudo ndo corresponde a proporgdo étnica da populagdo brasileira. Por
outro lado, considerando que em populagdes com fortes processos de miscigenagdo,
como no caso brasileiro, se torna dificil chegar a alguma conclusdo sem a realizagdo de

estudos genéticos populacionais (Rosenberg et al., 2002; Parra et al., 2003).
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O tempo de infecgdo ¢ outro fator que poderia influenciar na resposta ao
tratamento. Entretanto, este parametro ¢ de dificil determinagdo tantos nos estudos
prospectivos como nos retrospectivos. O tempo de infecgdo ¢ importante na sinalizagao
da evolugdo da doenga ¢ do tipo de resposta imunoldgica. Alguns pardmetros como a
quantificagdo do namero de copias de RNA, ou a determinagdo da infecgdo recente ou
até mesmo a determinagdo exata de contaminagdo poderiam ajudar na identificagdo da
evolug@o do quadro clinico, do tempo de infeccdo e na avaliagio deste pardmetro em
relagdo ao tratamento (Janssen et al., 1998; Kassutto et al., 2006).

Com relagdo a 5' RNC foram observadas substituicdes em todos os dominios,
perfazendo um total de 28 substitui¢cdes. A substituigdo de C por A na posi¢do 204 no
loop apical do dominio IlIb, foi a substitui¢do mais observada em 20 dos 27 pacientes
com substituicdes na 5' RNC. Sizova et al. (1998) e Laporte et al. (2003) também
descreveram a presenga desta substituicdo em seqiiéncias de pacientes infectados com o
genotipo 1 do HCV. As demais substitui¢des encontradas na 5 RNC ainda ndo foram
descritas na literatura.

Neste estudo, a influéncia das substituicdes na predicdo das estruturas
secundarias da 5' NCR foi realizada pelos programas RNAfold, RNAshapes e
RNApdist. Os resultados mostraram que as alteragdes nas estruturas estdo mais
relacionadas com a localizagdo do que com o numero de substituigdes. Estes resultados
podem ser observados através da diferenca de ELM calculado pelo RNAfold para a 5'
RNC do genoma viral dos pacientes 10 e 6. A 5' RNC do paciente 10 com 8
substituicdes apresentou menor diferenca de ELM do que o paciente 6 com 7
substitui¢des, ou seja, a localizagdo das substituicdes influenciou a estabilidade da

estrutura secundaria.
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Os resultados do RNAfold também mostraram um aumento na diferengca de
ELM na estrutura com restricdo quando comparado com a estrutura sem restrigdo do
paciente 19. A substitui¢do de T por C na posig¢do 92 substituiu o pareamento candnico
AT pelo ndo canénico AC. Esta substituigdo gerou uma instabilidade na hélice tornando
a estrutura menos estavel. Todas as estruturas com restrigdes apresentaram valores
iguais ou superiores a ELM calculada para a estrutura padrdo do HCV. Este resultado
indica que as substituicdes diminuiriam a estabilidade da estrutura secundaria
atualmente conhecida para o HCV.

Devido a dificuldade do RNAshapes predizer corretamente a estrutura
secundaria da 5' NCR, tornou-se necessario realizar a predigdo por dominios. A
probabilidade de predi¢do das shapes foi inversamente proporcional ao numero de
substitui¢des. Este resultado foi observado com a predigdo das shapes para o dominio I.
A 5" RNC do genoma viral do paciente 10 com 6 substituigdes apresentou menor
probabilidade de predigdo do que a shape 1 dos pacientes 18, 19 ¢ 22 com 3,2 ¢ 3
substituicdes, respectivamente. Entretanto, este paciente apresentou a maior
probabilidade de predicdio para a shape 2. As substitui¢des presentes neste dominio
favoreceram a formagdo de uma hélice extra que permitiu alterar a estrutura deste
dominio (Ver anexo I).

Com relagdo ao dominio II, as shapes 1, 2, 3 e 5 apresentaram a maior
probabilidade de predigdo para a 5' RNC dos pacientes 14, 6, 19 e 10, respectivamente.
Com relagdo a shape 1, a substitui¢do de U por A na posi¢do 103 aumentou o tamanho
da hélice através da formag@o de mais um pareamento candnico UA. Este pareamento
estabilizou a hélice favorecendo a predigao desta shape. Com relagdo as shapes 2, 3, ¢ 5
ndo foi possivel correlacionar as substituigdes observadas com a probabilidade de

predigdo.
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Apenas a 5' RNC do genoma viral do paciente 15 apresentou substituigdes nos
dominios IIId e Ille, uma substitui¢io de G por T na posicdo 268 ¢ 301. A substitui¢do
de G por T na posi¢do 301 alterou o pareamento candnico CG pelo nio candnico CT.
Esta substitui¢do reduziu a probabilidade de predi¢do da shape 1 quando comparada
com a shape padrdo do HCV.

Com relagdo ao dominio IV foram preditas 4 shapes. A shape 1 apresentou a
maior probabilidade de predi¢ao. A substituicdo de A por G na posigdo 352 aumentou o
tamanho da hélice com a formagdo do pareamento candnico CG. Este pareamento
aumentou a estabilidade da hélice favorecendo a predi¢do desta shape. Apenas a
seqiiéncia viral do paciente 7 apresentou substitui¢do neste dominio. Este ndo foi o
primeiro estudo que descreveu a importincia da localizagdo das substitui¢des na
predigdo da estrutura secundaria do HCV, entretanto este foi o primeiro estudo que
utilizou estes programas para realizar este tipo de predi¢ao. Collier et al. (1998) também
descreveram a importancia da localizag@o das substituigdes na predi¢io dos dominios da
5 RNC pertencentes a diferentes genotipos. Segundo estes autores a perda do
pareamento candnico consiste em um dos fatores responsaveis pela alteragdo da
predigdo da estrutura.

Segundo Hellen & Pestova (1999) e Thelu et al. (2004) a integridade da
seqiiéncia de nucleotideos e a conformagdo da estrutura secundaria da 5' NCR sdo
importantes para a tradugdo das proteinas virais. Estudos realizados por Odreman-
Macchioli et al. (2000) e Collier et al. (2002) observaram que substitui¢des na 5' NCR
podem influenciar a ligaco de fatores celulares além de interferir na ligacdo da
subunidade 40s do ribossomo e do fator de iniciag@o de eucariotos (IF3).

Para avaliar a eficiéncia de tradugdo da 5' NCR foram realizados experimentos

de transfeccdo com as células 293T e HepG,. Existem na literatura trabalhos que
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descrevem a influéncia das substituigdes na eficiéncia de tradug@o, como o realizado por
Zhang et al. (1999) que descreveram um aumento na atividade de tradugdo através de
uma simples inser¢ao de T na posi¢éo 207.

A 5'RNC do genoma viral do paciente 15 apresentou um aumento na atividade
de tradug@o em ambas as células testadas. Foi observada na posi¢do 268 do dominio I1Id
uma substitui¢do de G por T no triplete GGG. Segundo Jubin et al. (2000) e Soler et al.
(2002) substituicdes nesta regido sdo essenciais para a atividade de traducdo da 5' NCR
em estudos in vitro e in vivo. Kieft et al. (1999) demonstraram que uma simples
substituicdo de G por C no dominio IIId altera a estrutura do RNA o que resulta na
perda de atividade da IRES. Odreman-Macchioli et al. (2000) também demonstraram a
importancia deste dominio na ligagdo da proteina ribosomal S9, uma das proteinas
envolvidas na atividade de traduco desta regido. Além desta substituicdo, também foi
observado na posi¢do 301 no dominio IIIf uma substitui¢do de G por A. Este dominio é
um pseudond e substituigdes nesta regido tém sido consideradas criticas para a atividade
de tradugdo (Fletcher & Jackson, 2002).

Um resultado interessante foi a perda da atividade de tradugdo da 5' NCR do
genoma viral do paciente 10 nas duas células. As substituigdes nas posigdes 30, 34, 37 e
39 do dominio I estdo localizadas no limite de ligagao do ribossomo mapeado entre os
nucleotideos 29 a 46 (Honda et al., 1996). Estas substitui¢des podem ter influenciado a
ligagdo do ribossomo o que justificaria a perda da atividade de tradug@o desta regido.
Outro resultado que chamou a atengdo, foi a predigdo realizada pelo RNAshapes de uma
hélice extra no final do dominio I, sem alterar a hélice original da estrutura padrdo do
HCV. Esta shape foi predita com alta probabilidade, conforme demonstrado pela shape
2. A formagdo desta hélice extra também poderia ter influenciado a ligagdo do

ribossomo interferindo na atividade de tradug@o. Estes resultados estdo de acordo com o
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descrito por Rijnbrand et al. (1996) e Shimoike et al. (2006) que mostraram que o
dominio I, embora ndo seja requerido para a atividade da 5' NCR, inibe a atividade de
tradug@o o que sugere uma funcéo regulatéria deste dominio. Luo et al. (2003) também
demonstraram através de experimento de mutagénese que a conservagdo da seqiiéncia e
da estrutura do dominio I (1 a 43) sdo importantes para a replicagdo do virus. Estes
resultados também estdo de acordo com Laporte et al. (2000) que mostraram que a
localizagdo ¢ mais importante para a atividade da 5' NCR do que o numero de
substituicdes.

Além da presenca das substitui¢des, também existe a possibilidade que fatores
intrinsecos de cada célula poderiam ligar a 5' NCR e interferir na atividade de traducéo
in vivo. Este fato explicaria a diferenca na atividade de tradugdo observada entre as
células 293T e HepGy,. Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos de Collier et
al. (1998) e Laporte et al. (2003) que também observaram diferengas na atividade de
tradugdo dependendo do tipo de células. E importante ainda salientar que os resultados
obtidos ndo poderiam ser atribuidos a diferencas na transfectabilidade das células, pois
este fator foi descartado através da utilizagdo do vetor bicistronico. Estes resultados
estdo de acordo com os trabalhos de Laporte et al. (2000), Kassutto et al. (2006) e
Motazakker et al. (2007) que também ndo observaram relacdo entre variagdes na
estrutura secundaria da 5' RNC e resposta ao tratamento.

Os resultados mostraram que a estrutura secundaria, a seqiiéncia do genoma
viral e fatores intrisecos presentes nas células influenciam a eficiéncia de tradugdo.
Grassmann et al. (2005) também observaram diferenca na atividade de tradugdo da 5'
RNC do virus da diarréia bovina e o HCV, apesar da similaridade da estrutura
secundaria da 5' RNC. A estrutura e a seqiiéncia do dominio I do virus da diarréia

bovina foram decisivas para aumentar a atividade de tradug@o da 5' RNC.
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O HCV apresentou uma baixa variabilidade genética para todas as regides
estudadas (5' RNC, NS5A e 5' RNC-NS5A). Entretanto, o grupo ndo respondedor
apresentou um pequeno aumento na diversidade de haplotipos para a regido NS5A. Este
aumento pode estar relacionado a ocorréncia de mecanismos de sele¢do especificos,
relacionados com a evasdo do sistema imune, atuando sobre esta regido. A proteina
NS5A além de fazer parte do complexo de replicagio também esta envolvida com
outras atividades tais como: ligagdo e inativagdo da proteina quinase R (Gale, Jr. et al.,
1997), bloqueio da via de apoptose através do seqiiestro da proteina pS3, modulagdo dos
niveis de célcio intracelular (Gong et al., 2001) e indugdo da secrecdo de IL-8 (Polyak
et al., 2001).

Ambos os grupos (NR e R) apresentaram desvio da neutralidade para a §'
NCR. Entretanto, nenhum valor significativo foi observado para as regides NSSA e
concatenadas. Foram observados valores negativos para o teste D de Tajima. Valores
negativos ocorrem em casos de expansdo populacional (por exemplo, apds um efeito
“gargalo de garrafa”) e em casos de sele¢do purificadora (Hedrick 2005). Crandall et al.
(1999) demonstraram que o efeito “gargalo de garrafa” reduz o progresso da infec¢do na
fase aguda da doenga. Os resultados da variabilidade genética da 5' RNC demonstraram
que esta regido ou estd sobre pressao seletiva negativa ou a populacdo viral sofreu um
recente efeito “gargalo de garrafa” ou talvez ambas as proposigdes.

Por outro lado, valores negativos para os testes D* e F* de Fu & Li podem
indicar a presenca de novos haplotipos na populagdo viral, evidenciando um processo de
expansdo populacional ou uma selegcdo balanceadora (Fu & Li, 1993). Entretanto, é
dificil distinguir entre expansdo ou sele¢do como causa dos valores negativos de D* e

F*.
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Com relagdo a regido NSS5SA, foram observados valores similares de
substituicdes ndo sindnimas (Ka) e sindnimas (Ks) para os grupos NR e R. Em ambos
os grupos a razdo de Ka/Ks foi menor que 1, indicando uma selegao purificadora. Neste
contexto, as variagdes observadas nas amostras do HCV ndo demonstram selegdo
diversificadora positiva para ambos os grupos.

O teste de AMOVA mostrou uma variagdo de 11,94% entre os grupos e de
88,06% dentro dos grupos, com um valor de Fst = 0,12 para a 5' RNC. Os resultados de
AMOVA e Fst demonstram que a populagéo viral utilizada neste estudo apresentou uma
diferenciagdo moderada. Nenhum valor significativo foi observado para a regido NS5A.

As analises filogenéticas ndo demonstraram a formagdo de grupos isolados que
pudessem ser relacionados com a resposta terapéutica. Estes resultados estdo de acordo
com os estudos realizados por Chambers et al. (2005) e Zekri et al. (2007) que também
ndo observaram correlagdo entre seqiiéncias da regido HVR-1, NSSA/ISDR e 5' RNC
com a resposta terapéutica em pacientes do gendtipo 1.

A resposta virologica para o HCV é uma questdo complexa (Enomoto et al.,
1995, Hofgartner et al., 1997, Yamamoto et al., 1997), acredita-se que esteja mais
relacionada a fatores do hospedeiro do que com a variabilidade genética do virus.
Entretanto, esta questdo merece uma investigacdo mais detalhada, incluindo testes com
outros marcadores virais e a varredura de todo o genoma viral

Com relagdo as implica¢des clinicas da regido NS5A, Enomoto et al. (1995)
descreveram uma relag@o entre resposta ao tratamento e namero de substitui¢des no
dominio ISDR da proteina NS5A em pacientes japoneses portadores do gendtipo 1b. Os
autores observaram que a preseng¢a de 4 ou mais substituicdes no dominio ISDR
indicava uma melhor resposta terapéutica. Sarrazin et al. (2000) também descreveram

para o dominio PKRBD uma relagdo entre um maior niimero de substitui¢des e resposta
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ao tratamento. Em 2004, um estudo de meta-analise realizado com 1.230 pacientes deu
suporte e validou o conceito de que substitui¢des na regido ISDR implicariam em uma
melhor resposta terapéutica em pacientes do gendtipo 1b (Pascu et al., 2004).
Entretanto, esta correlagdo ndo foi observada em estudos realizados fora do Japao.
Varios estudos tém apresentado resultados contraditorios ou por questdes inerentes as
caracteristicas da populagdo, do tratamento ou da metodologia empregada (Aslan et al.,
2004 ; Chambers et al., 2005).

Nao foi possivel estabelecer uma correlagdo entre resposta ao tratamento e
numero de substitui¢des encontradas nos dominios ISDR ¢ PKRBD nos dois grupos
estudados (Kmieciak et al., 2006). E importante salientar que, estudos realizados com
quase-espécies tém demonstrado que o gendtipo 1 apresenta a maior variabilidade no
dominio ISDR. Este dado ¢ importante porque pode servir no futuro como estratégia
para aprofundar os estudos da regido carboxi-terminal do NS5A incluindo o dominio
V3 e as suas regides circunvizinhas (Nousbam et al., 2000; Paterson et al., 2001).

Os gendtipos e subtipos do HCV exibem um padrido epidemiologico complexo
no que diz respeito a distribuico geografica, prevaléncia, resposta ao tratamento e
mecanismo de transmissdo. O reconhecimento dos fatores responsaveis por este
complexo epidemioldgico ¢ uma tarefa dificil, mas se resolvido, contribuird para
entender a dindmica genética do HCV, que ¢ um requisito basico para estabelecer
estratégias preventivas de combate a doenga (Jimenez-Hernandez et al., 2007).

E importante salientar, que este trabalho contribuiu para aprofundar o
conhecimento nesta area através do estudo da variabilidade genética de duas regides do
genoma viral. Apesar de varios autores ja terem descrito a 5' RNC, este trabalho propds
uma nova abordagem no estudo de predi¢do da estrutura secundaria. Este foi o primeiro

estudo que realizou uma analise da estrutura da 5' RNC em pacientes com hepatite C
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cronica utilizando os programas RNAfold, RNAshapes ¢ RNApdist. E bom salientar
que apesar de ndo termos conseguido correlacionar a predigdo da estrutura secundaria
com a resposta clinica esta ¢ uma questao importante que sera resolvida em um futuro

proximo.
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7 CONCLUSOES

1- A 5' RNC mostrou-se altamente conservada.

2- O valor da Energia Livre Minima (ELM) calculada para as estruturas secundarias da

5' RNC sofrem maior influéncia da posi¢do do que do nimero de substitui¢des.

3- O polimorfismo do genoma viral associado a fatores intrinsecos das células

influenciam a atividade de tradugdo da 5' RNC.

4- Nio foi observada correlagdo entre variagdes na estruturas secundaria da 5' RNC e

resposta terapéutica.

5- Néo foi observada correlagdo entre o numero de substitui¢des na regido ISDR e

resposta ao tratamento.

6- As regides 5' RNC e NS5A apresentaram baixa variabilidade genética e apenas a 5'

RNC apresentou desvio da neutralidade nos dois grupos estudados (NR e R).

7- Os grupos de NR e R mostraram significativa variabilidade molecular na 5' RNC.

8- A analise filogenética mostrou nenhuma correlagdo entre variagdes na seqiiéncia da

5'RNC e NS5A e a resposta terapéutica.
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8 ANEXOS

VHC - Dominio |
Segiiéncias Estruturas

QOCA GO000C GATT G3333C GACACTCCACCATAGATCACTCC

- L
QCCA GO000C GATT GE333C GACACTOCACCATA CGA TCAC TC C

! AN IR
QOCA GOO00C GATT G333C GA CAC TC CACCATA GA TCAC TC C
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Shapes

Probabilidades

0.8957801

0.1041934

0.0000264



Paciente 6 - Dominio |

Segiiéncias

GOCA (GCO0CC GATT (G333CC GACACTOCACCATAGATCACTAC

L L
QCCA GCCCCC GATT (3333C GACACTOCACCA TAG ATCA CTA C

( A R

@QOCA GOOOCC GATT GRRAEC GA CAC TC CACCA TAG ATCA CTA C
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Estruturas

— GC-CT
cG GC
ce C, C

Shapes

TA—

G-C
A A
TC

Probabilidades

0.7234562

0.2764267

0.0001152



Paciente 10 - Dominio |

Segiiéncias Estruturas Shapes

GOCA GOOOOC GATT GEGREC GAGACTTC AGC ATGRACC CCT CC — oo r— 2
oo e
oS
2
AT

@0CA GOO00C GATT GREEEC GAGACTTCAGCATGEACOGCTCC — ec 1
&g
c-G
C-G
GC-G
AT

_r R S _ a2
@0CA GDOOOC GATT GEEIEC GA GAC TT CAGCAT GGA OOGC TCC e T 3

oo CG;CC ffTCC
gg ce
GC-G
AT
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Probabilidaes

0.7622377

0.0590317

0.0007097



Paciente 18 - Dominio |

Segiéncias Estruturas Shapes Probabilidades

GOCA GDODOC GATT GGGGEGC AACACTOCACCATAGATCACTOC — oo ! 0.8987437
Co
C-G
GC-GT
AT

/ \ L AN

GOCA GOOOOC GATT GGEGEC AACACTOCACCATA GA TCGAC TC C — oo — 2 0.1012563
&8 e
C-G C A
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Paciente 19 - Dominio |

Seqiiéncias Estruturas Shapes Probabilidades
@CA GDOC COGATTGG GEEC GACAGTCCACCATAGATCACTOC — cc 1 0.8952088
o
G
C G
G T
AT
_ ) s Al
(OCA GOOC COGATTGG GEGC GACACTCCACCATA GA TCAC TC C — o oo ) 0.1045624
cG ¢
C-G C A
[of G
c G
G
AT
_r A I AN
@CA GDOC COGATTGG GEGC GA CAC TC CACCATA GA TCAC TC C 6o o co— 3 0.0000437
g:g CA-TC TAVTC
Cc-G A
[of G
[of G
G T
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Paciente 22 - Dominio |

Segqiiéncias

GOCA GCCOCC GATT G3EGEEC GACACGOCACCATAGATCACTCC

GOCA GCCCCC GATT G3EGEEC GACACGOCACCATA GA TCAC TC C

GOCAGCC OCC GATT (3G GECG ACA CCCC ACCATA GA TCAC TC C
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Estruturas

— CG -G-C

G-C—

Shapes

2

Probabilidades

0.9437243

0.0562690

0.0000042



VHC - Dominio Il

Seqiiéncia

CTOC OCTGTGAGG AACTA CTGT CTTCAC GCAG AA ACOCGTC TAGCCAT GCGTT A GTATG AGIGT CGTGC AG CCTCOCAGG ACOOCC

cCc
A A
T T
C-G
Estrutura o — Shape —» Probabilidades
C-G
o 1 0.7781431

AC Ag
c GCAG —AT—GTATG T

71 ¢TeTC —gg—CGTGC 1 6
G-C
AT
GC
G-C
TA
C-G
CTCC CGACCCCC
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VHC - Dominio Il

Segiiéncia

s N

CTCC CCTGTGAGGAACTACTGICTTCACGCAGAAAGDGTC TAGOCAT GEOGT TAGTATGAGI GIOGTGCAGOCTCCAGG ACCOCC

c

cG
-6
Gc
cG
6T

AAATA

GarAT
cG

Estrutura o — Shape — Probabilidades

AT 2 0.1155652

r16eTc

€166
Gc
TA

TAce

AAG-C
G-c
AT
Gc
Gc
TA
cG

cTccCGACCCCC
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VHC - Dominio Il

Segiiéncia

CTQC QCTGTGAGS AA CTACTGICT TC AOCC AGMA GOGI CT AGOCATGS OGTTA GIATG AGIGT OGTGC AG CCTCCAGSE ACCOOC
N I J —

A
G A
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VHC - Dominio Il

Segqiiéncia

CTOC CCTGTGAGS AACTA CTGI CTTCAC GCAG AAA GOGIC TA CC CATG CC G TT AGTAT CGA GT GICGT GCAG OCTOCAGG AOOOCC
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VHC - Dominio Il

Segqiiéncia

N
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Paciente 6 - Dominio ll

CTAC CCTGIGAGS AA CTGC TGICTTOOC GCAG AA AGDGIC TAGDCAT G3OGTT A GTATG AGIGI OGIGC AG GCTOCAGS AO00OC
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Paciente 6 - Dominio Il

Segiiéncia
/ \
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Paciente 6 - Dominio Il

Seqiiéncia

CTAC CCTGTGAGGAACTCCTGTCT TOOOCCAGAAACOGTC TAGOCAT GOOGT TAGTATGAGTGTOGTGCAGCCTCCAGG ACCOCC
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Paciente 10 - Dominio Il

Segiiéncia
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Paciente 10 - Dominio Il

Segqiiéncia
< o
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Paciente 10 - Dominio Il

Seqiiéncia

—

—
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Paciente 14 - Dominio Il

Segiiéncia

- N
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6 Cc

TcaT
TG
G-C
Cc-G
G-T

ARAT, — Shape —»  Probabilidades

ACG
) 2 0.88699628
AT
Cc-G
T-A
T-G
c-G
T-A
G-C
c-G
AT

AC 6 CA
AGccG
G-C
AT
G-C
G-C
T-A
Cc-G
— co—

Estrutura

a

119



Paciente 14 - Dominio Il

Segiiéncia
~
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Paciente 14 - Dominio Il

Segqiiéncia
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Paciente 19 - Dominio Il

Sequéncia

_ —
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Paciente 19 - Dominio Il

Seqiiéncia
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Paciente 19 - Dominio Il

Segiiéncia

~ N
CTCC CCTGTGAGGAACTACTGICTTCACGCAGAAARDGTC TAGOCAT GROGTCAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGG ACCCCC

Estrutura Ronra S e Shape —» Probabilidades
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