PPGE |

Programa de Pés-Graduagéo em Biotecnologia

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

SELECAO DE PEPTI:DEOS REATIVOS AOS SOROS DE PACIENTES
HCV" E SUA INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO DA FIBROSE
HEPATICA

XAIANE MARTINS SILVA FREITAS

MANAUS — AMAZONAS

2021



XAIANE MARTINS SILVA FREITAS

SELECAO DE PEPTI:DEOS REATIVOS AOS SOROS DE PACIENTES
HCV" E SUA INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO DA FIBROSE
HEPATICA

Orientadora: Profa. Dra. Adriana Malheiro Alle Marie

Coorientadora: Dra. Andréa Monteiro Tarragd

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal do Amazonas para obtencdo do Titulo de
Mestre em Biotecnologia.

MANAUS - AMAZONAS

2021



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo{a) autor(a).

Freitas, Xaiane Martins Silva
FB866s Selegio de peptideos reativos aos soros de pacientes HCV+ e
sua influéncia no desenvolvimento da fibrose hepatica. / Xaiane
Martins Silva Freitas . 2021
85f.: il color; 31 cm.

Orientadora: Adriana Malheiro Alle Marie

Coorientadora: Andréa Monteiro Tarrago

Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Federal
do Amazonas.

1. Hepatite C. 2. Fibrose. 3. Phage Display. 4. Proteina F (ARPF).
I. Marie, Adriana Malheiro Alle. |l. Universidade Federal do
Amazonas Ill. Titulo




Dedico a Deus que tem me sustentado todos 0s
dias e a minha familia, em especial a minha mée Sirley
Martins e ao meu amado esposo Lucas Gaspar que em

tudo me apoiaram.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Sem davida minha maior gratiddo ofereco ao meu Deus que nem por um momento me

deixou sozinha. A Ele seja dada toda hora e gloria.

Agradeco a minha amada familia, na pessoa de minha mae Sirley Martins mulher
guerreira que sempre lutou pelo sucesso de seus filhos, ao meu querido esposo Lucas Gaspar pelo
companheirismo e paciéncia e aos meus tios Gilson Ferreira e Neide Silveira pelo apoio que

sempre me deram.

As minhas queridas amigas Yasmim Vasconcelos e Laynah Pimenta, pela amizade e

companheirismo.

A minha orientadora Dr? Adriana Malheiro Alle Marie, pela oportunidade, aprendizado,

apoio e por toda paciéncia dedicados a mim, orientando de forma exemplar.

A minha coorientadora Dr® Andrea Monteiro Tarrag0d, que mais que orientacdo
profissional me ofereceu um colo de mée, nunca mediu esforcos para me ajudar e foi fundamental

nessa caminhada, agrade¢o a Deus por sua vida e por Ele ter te colocado em meu caminho.

Ao Prof. Dr° Luiz Goulart (in memorian) e toda sua equipe pela ajuda e por disponibilizar
o laboratorio de Nanotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia- UFU para execugéo

de parte do projeto. Em especial a Emilia Vaz por todo o aprendizado que me proporcionou.

A Universidade Federal do Amazonas e ao Programa de Pds-graduacdo em
Biotecnologia pela oportunidade e estrutura a mim concedida para me tornar Mestre em

Biotecnologia.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela Bolsa
de Mestrado e auxilio financeiro, a Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado do Amazonas
(Fapeam) e pelo apoio financeiro e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico (CNPq) pelo financiamento da pesquisa.

A Fundacéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas pelo espaco e
equipamentos oferecidos no laboratorio para execucdo deste projeto. Também a todos da equipe

pelo apoio e amizade, em especial Juliana Affonso e Regiane Costa.

Por fim a todos os individuos que aceitaram participar desse estudo, pacientes da
Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourados e doadores da Fundacao de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, sem vocés o estudo nédo seria possivel.



Confie no Senhor de todo o coracdo e ndo se
apoie na sua propria inteligéncia. Lembre-se de Deus

em tudo o que fizer, e ele Ihe mostrara o caminho certo.

Provérbios 3:5-6



RESUMO

A hepatite C é um problema de salde publica que afeta mais de 185 milhdes de pessoas no
mundo. E uma doenca de progndstico muito variavel que pode evoluir para cura ou para o
desenvolvimento de hepatite C cronica, cirrose hepatica, carcinoma hepatocelular e morte.
Apesar da elevada sensibilidade e especificidade dos métodos de triagem para o virus da
Hepatite C, hd uma grande necessidade de desenvolver marcadores que sejam capazes de
predizer cronificacdo da doenca, com percentuais aceitaveis de sensibilidade e especificidade.
A identificacdo de novos epitopos de superficie, do HCV, e seus mimétopos é de grande valia
para o desenvolvimento de plataformas nanotecnologicas que poderdo ser utilizadas como
novas estratégias de diagnostico rapido e especifico, para esta e outras patologias em
populacdes de risco. A tecnologia de Phage Display tem sido proposta como uma das
ferramentas promissoras para desenvolver novos testes de diagnéstico em virtude da
capacidade de interagir com biomoléculas, além de poder gerar produtos que atendam as
exigéncias dos laboratérios clinicos com relacdo custo-eficcia. Essa proposta teve por
objetivo identificar peptideos miméticos aos antigenos de HCV que sejam imunorreativos e
que possam ser usados em novas plataformas nanobiotecnoldgicas para fins de diagndstico,
por meio da (a) selecdo de peptideos miméticos aos antigenos de HCV reativos contra 1gG
total purificada de pacientes com diferentes estagios de doenca hepética; (b) verificacdo da
reatividade dos clones obtidos contra IgG em pools de soros de pacientes com fibrose
hepatica grave; (c) comparacdo da similaridade de peptideos encontrados com outras
proteinas do virus da Hepatite C em uma andlise in silico. Foram selecionados 83 clones
significativamente reativos ao soro de pacientes com Fibrose Grave. Deste, 6 clones se
relacionavam com a Proteina F, uma proteina potencialmente envolvida na cronicidade da
Hepatite C. Apoés realizar a analise in silico identificou-se um mimétopo de um possivel
epitopo da proteina F do HCV que pode esta interagindo com enzima glutationa S-transferase
A3 (GSTAZ3), conhecida por inibir o processo fibrogénico em ceélulas estreladas do figado.
Com o desenvolvimento do projeto, verificou-se que os peptideos miméticos reativos aos
soros de pacientes HCV™ selecionados pela técnica Phage Display parecem ser promissores
para a utilizacdo em ensaios de diagnéstico em fibrose hepatica.

Palavras-chaves: Hepatite C, Fibrose, Phage Display, Proteina F.



ABSTRACT

Hepatitis C is a public health problem that affects more than 185 million people worldwide. It
is a disease with very variable prognosis that can progress to cure or to the development of
chronic hepatitis C, liver cirrhosis, hepatocellular carcinoma and death. Despite the high
sensitivity and specificity of screening methods for the hepatitis C virus, there is a great need
to reject markers that are capable of predicting disease chronicity, with acceptable percentages
of sensitivity and specificity. The identification of new surface epitopes and their mimotopes
is of great value for the development of nanotechnology platforms that can be used as new
rapid and specific diagnostic strategies for this and other pathologies in populations at risk.
Phage Display technology has been proposed as one of the promising tools to develop new
diagnostic tests due to its ability to interact with biomolecules, in addition to being able to
generate products that meet the requirements of clinical laboratories in a cost-effective way.
This proposal aimed to: a) select mimetic peptides to HCV antigens reactive against total
purified 1gG from patients with different stages of liver disease; b) verify the reactivity of the
clones obtained against IgG in pooled sera from patients with severe hepatic fibrosis; c)
compare the similarity of peptides found with other Hepatitis C virus proteins in a silica
analysis. Through the biofilling process, 83 incomplete clones reactive to patients with Severe
Fibrosis were selected. Of these, 6 clones were related to an F protein, one potentially
involved in the chronicity of hepatitis C. After performing the in-silico analysis, a mimetopes
of a possible epitope of the HCV F protein that may be interacting with the glutathione S-
enzyme was identified. transferase A3 (GSTA3), known to inhibit the fibrogenic process in
liver stellate cells. With the development of the project, it was found that mimetic peptides
reactive to sera from HCV patients selected by the Phage Display technique seems to be

promising for use in diagnostic assays in liver fibrosis.

Keywords: Hepatitis C, Fibrosis, Phage Display, Protein F.
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Introducéo



Desde sua descoberta, em 1989, o virus da hepatite C (HCV) é a principal causa de
doenca hepatica cronica nos paises industrializados e emergentes (WESTBROOK;
DUSHEIKO, 2014). Segundo a estimativa mais recente da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) cerca de 3% da populacdo mundial, 71 milhdes de pessoas, esta infectada por esse
virus, resultando em aproximadamente 400 mil mortes por ano (MINISTERIO DA SAUDE,
2018).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2019), por meio do Sistema de Informacéo
de Agravos de Notificagdo (Sinan), entre os anos de 1999 a 2018 foram confirmados 228.695
casos de Hepatite C no pais, com prevaléncia de 57,7% dos casos no sexo masculino e 42,3%
no sexo feminino. As faixas etarias com maiores deteccdo estdo entre 55-59 anos em ambos
os sexos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Em 2018 o Estado do Amazonas notificou cerca de 8 casos para cada 100 mil
habitantes, com excec¢do da capital do estado, Manaus, que notificou cerca de 12,6 casos para
cada 100 mil habitantes. Quanto ao coeficiente de mortalidade por hepatite C como causa
basica, observou-se aproximadamente 0,7 6bito por 100.000 habitantes entre os anos de 2007
a 2017 (BRASIL, 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

A hepatite C, se d4, na maioria dos casos, de forma assintomatica ou apresenta
sintomas inespecificos, o que pode propiciar, através da falta de tratamento, a evolucdo da
doenca de forma lenta e no longo periodo de tempo para suas formas crénicas: fibrose, cirrose
e carcinoma hepatocelular (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Dos casos cronicos, 20%
evoluem para cirrose hepética, no decorrer do tempo, e 1% a 5% dos pacientes desenvolvem
carcinoma hepatocelular a cada ano (WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014).

A cronicidade da doenca esta relacionada a alteracdes histoldgicas e vasculares que
levam o paciente a quadros de ictericia, hemorragia varicosa, ascite e encefalopatia
portossistémica, entre outras complicagdes que resultam na insuficiéncia hepatica podendo
levar o mesmo ao 6bito (COLLETTA et al., 2005).

Esse quadro fibrotico pode ser diagnosticado através de testes invasivos e néo
invasivos que além de diagnosticar, classificam o estadiamento da doenca. A bidpsia hepatica
percutinea, apesar de invasiva, representa o “padrdo-ouro” para 0 diagndstico da fibrose
hepatica. No entanto, nem sempre é possivel a realizacdo dela j& que exige estrutura

apropriada e hospitalizacdo do paciente. Outras alternativas sdo os métodos ndo invasivos
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como elastografia hepdtica, e escalas de estadiamento histolégico, como o escore APRI (AST
to Platelet Ratio Index) e FIB-4 (Fibrosis-4) que permitem estratificar, em ordem crescente, 0
diagnostico de fibrose hepatica (WHO, 2014).

Entretanto, ao nos referirmos ao Estado do Amazonas, sabemos que tais
procedimentos ndo sdo disponibilizados pela maioria dos municipios do estado, seja por falta
de profissionais, equipamentos ou locais adequados, sendo esse um potencial motivo que leva
0 paciente ao desconhecimento da doenca. Além disso, sabe-se que o territorio amazonense é
de grande extensdo e possui muitas comunidades isoladas, nos quais, inimeros pacientes ndo
possuem condigdes socioecondmicas para deslocar-se aos grandes centros de atendimento na
capital do Amazonas, Manaus. Em vista disso, propomos que apesar dos avangos no
diagnostico e tratamento da hepatite C, esses ndo se estendem a cura ou regressao dos danos
causados ao tecido hepético, tornando o diagndstico precoce da fibrose uma etapa
fundamental para o combate da evolucdo da doencga para suas formas mais graves.

Atualmente, uma das técnicas mais promissoras que visam o desenvolvimento de
novas tecnologias para o diagnostico de doencas infecciosas e parasitarias é a técnica de
Phage Display (PD), baseada na expressdo de peptideos exdgenos na superficie do fago
codificados pelo DNA exd6geno inserido em fusdo com o gene do capsideo viral (BARBAS et
al, 2001).

Desse modo, a aplicacdo da tecnologia PD pode contribuir significativamente na
identificacdo de novos epitopos que podem ser utilizados em novos ensaios para diagndstico
da fibrose, para fins de prevencdo e tratamento da hepatite C. Além disso, a busca por
métodos diagnodsticos mais acessiveis € de grande relevancia, principalmente para o Estado do
Amazonas, em detrimento da dificuldade no acesso as regides mais isoladas e ao dificil

deslocamento dos pacientes aos grandes centros de salde.

21



2.0 Revisédo Bibliografica

2.1 Descoberta e dados Epidemioldgicos da Hepatite C

A descoberta do agente etioldgico responsavel pela da Hepatite C (HCV) se deu no
ano de 1989 por Qui-Lim-Choo e os seus colaboradores Michel Honghton, George Kno e
Daniel Bradley, através de experimentos em modelos animal que possibilitaram, por meio de
estudos e técnicas da biologia molecular, a construgdo de uma biblioteca de DNA
complementar (¢cDNA) derivada de plasma infectado com o virus, até entdo conhecido como
ndo-A, nao-B (HNANB) (CHOO et al., 1989). A partir disso, foi possivel identificar um
antigeno associado especificamente a esse virus que passou a ser denominado como virus da
hepatite C (HCV), e assim, clonar partes dele e desenvolver um teste sorolégico capaz de
identifica-lo em individuos infectados (ALTER et al., 1989; CHOO et al., 1989).

Atualmente, segundo o Ministério da Saude, 2018, a infeccdo pelo HCV ja é a
principal causa de cirrose e transplante hepatico no mundo ocidental (MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2018), infectando cronicamente cerca de 7 milhdes de pessoas nas
Américas e 71 milhdes em todo o mundo. Em relacdo ao Brasil, esse quantitativo esta
estimado em cerca de 1,4 a 1,7 milhdo de individuos infectados (BARBOSA et al., 2019).

Em relagdo ao Estado do Amazonas, em 2018, foram notificados cerca de 8 casos para
cada 100 mil habitantes, com excecdo da capital do estado, Manaus, que notificou cerca e 12
casos para cada 100 mil habitantes. Quanto ao coeficiente de mortalidade por hepatite C como
causa basica, observou-se aproximadamente 0,7 dbitos por 100.000 habitantes entre os anos
de 2007 a 2017 (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

E importante observar, que essa diferenca no quantitativo de notificacées entre os 61
municipios e a capital pode estar relacionada a falta de estrutura que a maioria desses
municipios apresentam na realizacdo dos exames, principalmente quanto a bidpsia hepatica
que requer a hospitalizacdo do paciente, a estrutura apropriada e profissionais capacitados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

2.2 Classificacéo, estrutura e organizacao genémica do virus

O virus da hepatite C pertence a familia Flaviviridae, e estd inserido no género
Hepacivirus. Essa familia é representada por pequenos virus que medem cerca de 30 a 60nm
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de didmetro. O HCV, especificamente, é constituido por um capsideo proteico (C), envolto
por um envelope de natureza lipidica, onde estdo inseridas as proteinas de membrana (M) e
glicoproteinas (E), (Figura 1) (CATANESE et al., 2013).

Glicoproteinas E1 e E2

Figura 1: Representacdo esquematica do virus da hepatite C.
Fonte: Adaptado LINDENBACH e RICE, 2013.

O seu genoma € composto por um acido ribonucleico (RNA) de fita simples com
polaridade positiva de aproximadamente 9.600 nucleotideos. Nele ha duas regibes nao
traduzidas (UTRs), regides 5’ e 3’°, que desenvolvem fung¢des importantes na tradugdo e
replicacdo do virus. Além disso, a regido mais conservada da 5’UTR ¢ muito utilizada para a
determinacdo de diagnostico (CATANESE et al., 2013; CHOO et al., 1989; SMITH et al.,
2016).

Entre essas duas regides altamente conservadas, encontra-se uma sequéncia aberta de
leitura (open reading frame — ORF) com cerca de 10.233 nucleotideos que codificam uma
poliproteina de aproximadamente 3000 aminoacidos, que quando clivada por peptidases e
proteases ddo origem a duas regides distintas que codificam cerca de dez proteinas, regido
estrutural - localizada na por¢do aminoterminal, e a regido ndo estrutural que representa a
extremidade carboxiterminal do genoma viral (HOUGHTON et al., 1991; LAUER,;
WALKER, 2001).

A regido estrutural codifica trés das proteinas estruturais do virus, a proteina Core e as

duas proteinas do envelope viral E1 (gp33) e E2 (gp72) que estdo relacionadas com a
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organizacdo da particula viral. A regido ndo estrutural codifica cinco proteinas ndo estruturais
(NS): NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B, que desempenham fungdes reguladoras e de
expressao do virus, como a replicacdo, viruléncia e patogenicidade. Além dessas, existe uma
membrana peptidica p7 que além de separar as proteina estruturais das nao estruturais também
participa da montagem do virus (CATANESE et al., 2013; SMITH et al., 2016).

2.2.1 Proteinas Estruturas e Nao Estruturais

A primeira proteina produzida durante a sintese da poliproteina é chamada de Core,
composta por 191 aminodcidos e com o peso molecular de aproximadamente 21 KDa, esta
envolvida na formacdo do nucleocapsideo, através da sua ligacdo ao RNA. Ela é processada
por peptidases sinalizadoras da célula hospedeira clivando-a na regido C-terminal liberando
sua forma imatura. O peptideo de sinal da regido C-terminal é posteriormente processado e
resulta na forma madura da proteina, com um dominio hidrofilico maior na porcdo N-
terminal, responsavel por sua associagcdo com as membranas do reticulo endoplasmatico (ER)
e goticulas lipidicas, e um dominio hidrofébico menor na porcdo C-terminal (GAWLIK;
GALLAY, 2017; SANTOLINI, et al., 1994; SUZUKI et al., 2005).

As proteinas de envelope, E1 e E2, possuem pesos moleculares de aproximadamente
35 kDa e 70 kDa, respectivamente, sdo glicoproteinas responsaveis pela entrada e montagem
do virus nas células hospedeiras. Interagem entre si de forma ndo covalente e formam
heterodimeros localizados no reticulo endoplasmatico da célula. Por causa das funcBes que
desenvolvem sdo importantes alvos no desenvolvimento de terapias antivirais que visam
bloquear a entrada do virus na célula (BARTOSCH; COSSET, 2006; BARTOSCH et al.,
2003).

A glicoproteina E2 apresenta na sua extremidade C-terminal, entre a regido estrutural
e ndo estrutural, uma pequena proteina de membrana conhecida como p7; essa € liberada da
poliproteina por peptidases do hospedeiro. J& na sua extremidade N-terminal essa proteina
possui duas regides hipervariavel (HVR1 e HVR2) que apresentam alta variabilidade, sofrem
constante selecdo por mutacbes o que dificulta a eficacia da resposta imunoldgica do
hospedeiro. Além disso, a glicoproteina E1 também possui uma regido com variabilidade
moderada e acredita-se ela pode estar envolvida na fusdo intra-citoplasméatica da membrana
do virus (PENIN et al., 2001; SAEED et al., 2014).
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Em relaco as proteinas ndo estruturais temos a autoprotease NS2, uma proteina
transmebrana de 23 kDa, que apesar de ainda ndo ter suas atividades bem descritas, sabe-se
que, quando estimulada, ela participa juntamente com a proteina NS3, da clivagem entre NS2-
NS3, além de provavelmente exercer alguma funcdo na montagem do virus. Ja a NS3, de 70
KDa, é uma protease do tipo serina e atua como ATPase /helicase na liberagdo das proteinas
ndo estruturais NS4A, NS4B, NS5A e NS5B do complexo poliproteico (LINDENBACH;
RICE, 2005; STAPLEFORD et al., 2011).

A NS4A é um pequeno polipeptidio hidrofobico, de aproximadamente 8 KDa, que
atua como um cofator para serina protease NS3, além disso, pode ser mediadora na associacdo
da NS3 com a membrana do reticulo endoplasmatico. Também atua na formacdo do
complexo viral associando o RNA viral e as proteinas durante o processo de replicacdo e
serve como ancora de membrana para o complexo de replicacdo (GRETTON et al., 2005;
SAEED et al., 2014).

A proteina NS5A é capaz de modular a resposta ao interferon (IFN), reprimindo a
atividade da proteina quinase, e outros processos da célula do hospedeiro, interferindo no
mecanismo que confere resisténcia ao efeito antiviral do interferon nas células infectadas.
Além disso, ela interage com varias proteinas celulares e esta envolvida na replicacdo do
HCV (PELLERIN et al., 2004; SAEED et al., 2014).

Por fim, a proteina NS5B é uma enzima, com funcdo de RNA polimerase dependente
de RNA, responsavel pela replicacdo viral. Hwang et al. (1997) demonstraram que esta
proteina tem uma localizacdo perinuclear e sua interacdo com as membranas sugere que a
replicacdo ocorra associada as membranas do reticulo endoplasmético ao redor do nucleo.
Além disso, Naka e colaboradores (2006) sugerem que a proteina NS5B pode ter um papel
adicional na patogénese do HCV, pois estd relacionada ao atraso na progressdo do ciclo
celular dos hepatdcitos através da inducdo de interferon-beta (HWANG et al., 1997; NAKA et
al., 2006).
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Figura 2: Organizacdo do genoma viral, estrutura polipeptidica e fungdes proteicas.
Fonte: Adaptado de LINDENBACH; RICE, 2013.

2.2.1.1 Proteina F

A Proteina F (ARFP) é uma proteina derivada de um quadro alternativo de leitura da
sequéncia de codificacdo da proteina core, proteina principal do HCV (XU et al., 2003). Um
dos primeiros estudos que demostraram evidéncias de sua descoberta foi descrito por
Walewski e colaboradores que detectou a presenca de quatro peptideos ARFP em soros de
pacientes HCV cronicos e concluiram em seus experimentos que essa nova proteina estaria,
possivelmente, associada ao processo de replicacdo viral, patogénese e carcinogénese do virus
induzindo resposta imunologicas especificas (WALEWSKI et al., 2001).

Desde entdo, pesquisas vém sendo desenvolvidas buscando elucidar a composicao,
estrutura e funcdo da proteina F. Atualmente, ja é confirmado que a sua codificacdo se da a
partir da abertura de um segundo quadro de leitura (frameshift ribossdbmico —2/+1) dentro da
regido do nucleo rica em adenosina, nos cddons 8-11, compartilhando 0 mesmo codon de
iniciacdo AUG, por esse motivo também é denominada ARPF (proteina de quadro alternativo
de leitura) ou core +1. J& se sabe também que seu comprimento pode variar de acordo com o
gendtipo do HCV apesar de possuir sua sequéncia bem conservada em todos os eles
(MOHAMADI et al., 2020; VASSILAKI et al., 2003; XU et al., 2003).

Outros mecanismos de codificagdo também foram sugeridos, o que produz uma forma
mais curta da proteina (core +1) que é codificada, a partir de uma iniciacdo de leitura interna,
nos codon 85/87 ou 26 e o mecanismo de deslocamento duplo (double-frameshift) que

desloca (+1) no cédon 42 e, em seguida, desloca novamente (-1) no codon 144 no genotipo 1b
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do HCV (BOULANT et al., 2003; MOROZOV; LAGAYE, 2018). Podemos compreender

melhor o processo de frameshift para originar a ARFP na figura 3.
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Figura 3: Organizacdo do genoma viral. a) sequéncia aberta de leitura (ORF). b)
processo de frameshift que origina a proteina F e as posi¢Ges de cada aminoacido de
inicio para cada isomorfa.

Fonte: Adaptado de VASSILAKE; MAVROMARA, 2009; LINDENBACH, 2013.

Ainda sdo poucos os trabalhos que apresentam experimentos que visam observar a
antigenicidade da ARFP. Baghbani-arani et al. (2012), com o proposito determinar sua
expressdo e caracteriza-la, demostrou a presenca de trés principais dominios antigénicos na
parte inicial da proteina, nos residuos 1-28, 48-75 e 85-98, esses residuos representam um
possivel epitopo candidato a investigacBes imunoldgicas, como a producdo de anticorpos
monoclonais. Abaixo podemos observar um grafico de antigenicidade demostrado por eles
(Figura. 4) (BAGHBANI-ARANI et al., 2012).
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Figura 4: O gréfico de antigenicidade da proteina F (aminoacido 1-161). Valores
positivos indicam &reas hidrofilicas ou antigénicas.
Fonte: Adaptado de BAGHBANI-ARANI et al. (2012).

2.2.2 Gendtipos e subgendtipos

O virus da Hepatite C esta distribuido em todo o mundo, sua elevada amplitude se da
em decorréncia de sua diversidade genotipica. Atualmente, j& foram classificados sete
diferentes gendtipos, identificados de 1 a 7, que possuem uma grande heterogeneidade nas
sequéncias genéticas, que estdo principalmente associadas aos modos de transmissdo e a
distribuicdo geogréafica (SMITH et al., 2016).

Além desses sete genotipos ja descritos, existe, ainda, uma classificacdo em
subgendtipos que diferem entre 15-25% a nivel de nucleotideos dentro de um mesmo
gendtipo. Até o momento, ja foram descritos 67 tipos. No entanto, apesar da grande
diversidade, sabe-se que essas variantes apresentam bases bioldgicas similares, como:

hepatotropismo, propensao a persisténcia e patogenicidade (SMITH et al., 2014, 2016).

Alguns dos gendtipos possuem prevaléncias em algumas localidades. Gendtipos 1 e 2
s&o encontrados principalmente na Africa Ocidental, o 3 no Sul da Asia, 0 4 na Africa Central
e no Oriente Médio, o 5 na Africa do Sul, e 0 6 no Sudeste Asiatico. O gendtipo 7 foi descrito
apenas uma vez, até o0 momento, 0 mesmo foi isolado no Canada em um imigrante da Africa
Central (MESSINA et al., 2015; SMITH et al., 2014).

Além disso, em relagdo a prevaléncia de cada genotipo, o genotipo 1 é responsavel por
cerca de 83,4 milhdes de casos (46,2% de todos os casos de HCV). O gendtipo 3 é o segundo
mais prevalente no mundo (54,3 milhdes, 30,1%); os genotipos 2, 4 e 6 sdo responsaveis por
um total de 22,8% de todos os casos; 0 genotipo 5 compreende os restantes <1% (MESSINA
et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 5: Prevaléncia de cada genétipo do HCV no mundo. A prevaléncia dos casos é
representada pelo tamanho do grafico de pizza, enquanto as fatias representam a abundancia de
gendtipos.

Fonte: Adaptado de MESSINA et al., 2015.

No Brasil, 0 genétipo mais recorrente é o gendtipo 1, seguido pelo gen6tipo 3e 0 2 em
terceira posicao (Figura 5). Em um estudo desenvolvido por Lima et al. (2018) que buscou
levantar o perfil clinico-epidemiolégico das doencas hepaticas cronicas, no ambulatorio de
gastroenterologia do Centro Universitario Serra dos Orgdos (Unifeso), de 115 pacientes,
17,8% dos casos se tratava de pacientes portadores de cirrose hepéatica decorrente da infec¢do

pelo HCV. Desses, 64% dos casos se tratava da infec¢cdo pelo gendtipo 1 (LIMA et al., 2018).

Amaral e colaboradores (2013) também comprovaram a prevaléncia do genétipo 1
seguido pelo 3, em um estudo que buscou descrever os aspectos clinicos e epidemiolédgicos
dos portadores da hepatite C em Rio Branco, Acre, onde dos 46 individuos (HCV*) que
possuiam genotipo ja estabelecidos, 74% das infecgdes correspondiam ao gendtipo 1, e 24%
ao genotipo 3 (AMARAL et al., 2013).

Outra pesquisa que corrobora os dados citados acima foi realizada com 69 pacientes
(HCV™) residentes da cidade de Manaus, Amazonas, que visou caracterizar o virus de
pacientes com hepatite C cronica em relagdo aos seus genotipos. Este estudo demostrou que o
genotipo mais prevalente nessa populacdo foi o gendtipo 1, seguido do genodtipo 3 e 2
respectivamente (ARAUJO et al., 2011).

Outro estudo que reafirma tais dados foi realizado por Torres et al. (2009) que buscou
caracterizar o perfil sorolégico e molecular de 154 doadores de sangue positivos para

anticorpos para HCV-RNA da Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas e
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obteve como resultado que 87,1% desses individuos apresentavam infecgdo pelo gendétipo 1 e
os demais, 12,9%, estavam infectados pelo genétipo 3 (TORRES et al., 2009). Além disso, é
importante destacar que ja é confirmado a ocorréncia do genétipo 4 na regido amazonica,
apesar do mesmo ser mais prevalente no Oriente Médio, Africa, india e Caribe (TARRAGO
etal., 2017).

Vale ressaltar, por fim, que a identificacdo correta dos gendtipos é de grande
relevancia para tracar as provaveis decisdes terapéuticas a que cada paciente sera exposto,
tendo em vista que a gravidade da infeccéo estd associada diretamente ao seu genotipo. Uma
pesquisa desenvolvida por Gordon et al., (2015) que buscou estimar a prevaléncia de cirrose
hepética entre pacientes infectados pelo HCV demostrou, entre outros fatores, que a infeccao
pelo gendtipo 3 do HCV aumenta o risco de cirrose em comparacdo com a infeccdo pelo
genotipo 1, e que a infeccdo pelo gendtipo 2 do HCV esta associada a um menor risco de
cirrose (GORDON et al., 2015).

Em outro estudo, Kanwal e colaboradores (2014) demostraram que o gendétipo 1 pode
aumentar o risco de cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC) em comparacdo ao genotipo 2
em pacientes infectados cronicamente, além disso, afirmaram que aqueles infectados pelo
gendtipo 3 apresentam um maior risco desenvolver cirrose e CHC quando comparado ao
gendtipo 1 (KANWAL et al., 2014).

2.3 Ciclo de vida

O ciclo de vida do HCV compreende varias etapas: a) entrada, b) traducdo de RNA, c)
processamento da poliproteina, d) replicacdo, €) montagem do virus, f) liberacdo da particula
viral (Figura 6). Os hepatdcitos, células do figado, sdo os principais alvos dessa infecgéo,
porém sabe-se que outras células como as células mononucleares do sangue periférico e
células polimorfonucleares também estdo suscetiveis a esse virus (MORADPOUR et al.,
2007).
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Figura 6: representagdo do Ciclo de vida do HCV.
Fonte: Adaptado MORADPOUR et al., 2007.

E importante destacar, que a replicagdo do HCV esta intimamente ligada ao
metabolismo lipidico das células, pois se associam fortemente as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e muito baixa densidade (VLDL), de alta densidade (HDL), e a
polipoproteina (Apo) como ApoA-I, ApoB-48, ApoB-100, ApoC-I e ApoE, circulante no
sangue. Essas associacOes facilitam a entrada do virus no célula hepética, além de
possivelmente conferir protecdo contra anticorpos neutralizante (HERKER; OTT, 2012;
LINDENBACH; RICE, 2013).

Figura 7: Associacdo do HCV com lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e muito baixa densidade
(VLDL), alta densidade (HDL) e apolipoproteina. Particula de HCV compartilhando o envelope com a
lipoproteina de baixa densidade (LDL).
Fonte: LINDENBACH E RICE, 2013
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A entrada do HCV nas células hospedeiras € mediada por interacdo de reconhecimento
entre o complexo proteico E1/E2 do envelope viral e receptores de membrana, que induz o
processo de fusdo entre o envelope viral e a membrana celular. Os eventos de entrada podem
ser simplificados da seguinte forma: a) inicialmente ocorre a ligagdo entre o receptor LDL
(LDLR) e glicosaminoglicanos (GAG) a apoliproteina ApoE, b) o receptor SRB1 (receptor
scavenger classe B tipo I), considerado um co-receptor, se liga ao complexo E1/E2 e propicia
a interacdo da proteina E2 com o receptor tetraspanina (CD81), c¢) a interacdo CD81/E1E2
associados as proteinas de juncdo claudina-1 (CLDN1) e Ocludina (OCLN) propicia a
difusdo do envelope com a membrana plasmatica e o virus entra na célula via endocitica
dependente de clatrina (Figura 7) (DING et al., 2014; LINDENBACH; RICE, 2013).

Sequentemente, 0 RNA viral é liberado e traduzido no reticulo endoplasmético (RE)
em uma poliproteina que é clivada por proteases do hospedeiro e viral, liberando as 10
proteinas virais. As proteinas ndo estruturais (NS3-NS5B) formam complexos de replicacdo
de RNA dentro de estruturas membranosas derivadas do reticulo endoplasmaético,
denominadas teia membranosa. A montagem e liberacdo das novas particulas virais ocorrem
por meio de processos firmemente regulados com a sintese lipidica da célula. Apos a
clivagem da poliproteina, a Core se realoca na membrana do reticulo endoplasmético em
goticulas de lipidios, ao passo que ocorre interacdo NS5A/Core induzindo a formacgdo do
nucleocapsideo, apo6s a encapsulacdo do RNA recém-sintetizado, 0 mesmo brota no limen do
RE. O amadurecimento e eventos de modificacbes pds-traducionais, realizado por
glicosidases e glicosiltransferase do complexo de golgi, se ddo a medida que as novas
particulas virais percorrem pela via secretora até serem liberadas para o meio extracelular
(Figura 8) (LANGE et al., 2014; LINDENBACH; RICE, 2013; VIEYRES et al., 2010).
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Figura 8: Esquema do ciclo de vida do virus da hepatite C.
Fonte: LANGE et al. (2014).

2.4 Modos de Transmissao do virus da hepatite C

A principal via de transmissdo do HCV é a parental, principalmente, através do
contato com o sangue infectado. O compartilhamento de agulhas e seringas contaminadas na
realizacdo de tatuagens, piercings e a troca desses materiais entre usuarios de drogas ilicitas, é
considerado uma das principais vias de transmissdo do virus. Além disso, a reutilizacdo de
equipamentos médicos que ndo sdo adequadamente esterilizados, em procedimentos
cirargicos e ortoddnticos e uso de sangue/derivados contaminados, também sdo formas
relevantes de transmissdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Além disso, existe a possibilidade de transmissao por via sexual, apesar de ser pouco
relatada, € mais propicia em pessoas de multiplos parceiros que nao se previnem
corretamente. Segundo o Ministério da Saude, no ano de 2018, a proporcao de infec¢des por
via sexual foi superior ao percentual de infeccOes relacionadas ao uso de drogas, e a
propor¢do de infeccBes por via transfusional. A transmissdo vertical, perinatal e atraves de
secrecBes organicas sio raramente relatadas (BRASIL, 2008; MINISTERIO DA SAUDE,
2019).
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2.5 Abordagem Diagnostica

A inespecificidade ou falta de sintomas, principalmente durante os primeiros anos da
infeccdo pelo HCV dificultam o diagnéstico da Hepatite C que, frequentemente, €
diagnosticada através de exames ocasionais, triagem sorolégica de doadores de sangue ou
através de campanhas de detec¢do quando se tem suspeita epidemioldgica (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018).

O diagnostico positivo se da através da presenga de anticorpos (anti-HCV) que
surgem, em média, com oito a dez semanas ap0s a exposi¢do ao virus, detectados através de
testes sorolégicos como: ensaio imunoenzimatico (ELISA), ensaio de quimioluminescéncia
ou teste rapidos como os por imunocromatografia de fluxo somados a detec¢do por meio de
tecnologia desenvolvida para a detec¢do do acido nucléico viral (NAT-HCV). Vale ressaltar,
que o RNA viral pode ser detectado no soro ou plasma a partir da segunda semana apds o
contagio, constituindo-se a melhor ferramenta para diagndstico precoce da infeccdo aguda
(GUPTA et al., 2014; HOUGHTON et al., 1991).

Além disso, é importante salientar que a detec¢do desses marcadores moleculares, nao
indicam o curso da infeccdo, sendo preciso maior aprofundamento no diagnostico para se
obter maiores informacGes sobre a evolucdo do paciente, que pode ter evoluido para cura
espontanea ou para um quadro de cronicidade (SILVA et al., 2012).

Vale mencionar, que outros fatores que constituem o diagnostico também podem ser
detectados, tais como a carga viral, obtida por meio de teste moleculares quantitativos que
indicam o nimero de cOpias de genomas virais circulantes e a genotipagem do virus, que visa
identificar os genotipos, subtipos e populacdes mistas do HCV, importante para o
estabelecimento das decisbes terapéutica que cada paciente sera submetido (GUPTA et al.,
2014).

Como ja mencionado, o diagndstico é geralmente realizado durante a fase cronica da
infeccdo, sendo necessario estabelecer o grau de acometimento do tecido hepéatico. Desse
modo, biopsia hepatica é considerada o exame padrdo-ouro para essa avaliacdo, porem, é um
método invasivo que requer a hospitalizacdo do paciente, sendo necessario a estrutura
apropriada para sua realizacio (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Apesar de considerada o exame padréo-ouro, atualmente, a biopsia hepatica ndo é o

exame mais indicado para o diagnostico. Os enxames ndo invasivos, como a elastografia

34



hepética associada ao APRI (AST to Platelet Ratio Index) ou FIB4 (Fibrosis-4) sdo 0s mais
indicados solicitados. Através da elastografia hepética, pode-se identificar o estagio da
fibrose, permitindo a avaliacdo de uma area maior do parénquima quando comparada a
avaliacdo por fragmento de biopsia hepatica (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Os escore APRI e FIB4 também sdo exames ndo invasivos, que visam estabelecer o
estadiamento da fibrose e um esquema terapéutico a que cada paciente sera exposto. Seus
valores sdo obtidos através de célculos matematicos baseados em exames laboratoriais,
levando em conta: os niveis de AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina
aminotransferase), contagem de plaquetas e a idade do paciente durante o tratamento e
acompanhamento do paciente com hepatite C cronica. Abaixo estdo demostradas as equacdes
para a realizacdo dos calculos matematicos para cada teste: (MINISTERIO DA SAUDE,
2018).

Para APRI:
Valor de AST (UL'L)
APRI=
Limite Superior Normal de AST (UL'L)
100x
Contagem de Plagquetas (1079)
Para FIB4:
Idade (anos) =AST (UL'L)
FIB4=

Contagem de Plaguetas (10°9) x YALT (UL'L)

Figura 9: Célculos mateméticos para a realizacdo APRI (AST to Platelet Ratio Index) e FIB4
(Fibrosis-4). )
Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2018.

Finalmente, para caracterizar o estadiamento da fibrose e da cirrose hepatica deve-se
correlacionar os resultados derivados desses exames com a escala de METAVIR (Meta-
analysis of Histological Data in Viral Hepatitis) obedecendo os pontos de cortes ja
preestabelecidos (Tabela 1) (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
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Tabela 1: Caracterizacdo de fibrose hepatica conforme valores de APRI e FIB4

APRI (avaliacdo de fibrose hepatica avancada)

Resultado <05 05-1,49 >1,5

Baixa probabilidade Néo é possivel Alta probabilidade de
Interpretacéo de fibrose hepética determinar o fibrose hepética F3 ou

F2, F3 ou F4 estagio de fibrose F4

hepética

APRI (avaliagdo de cirrose hepética)
Resultado <1,0 1,0-1,49 >2,0

Baixa probabilidade Néo é possivel Alta probabilidade de
Interpretagéo de cirrose (F4) determinar o estagio cirrose (F4)

de fibrose hepatica

FIB-4 (avaliagdo de fibrose hepatica avancada ou cirrose)

Resultado <1,45 1,45 3,24 > 3,25
Interpretacéo Baixa probabilidade N&o é possivel Alta probabilidade de
de F2, F3 ou F4 determinar o estagio F3ouF4

de fibrose hepatica

Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2018

Sabe-se que a realizacdo desses exames apresenta limitacdes; a bidpsia hepatica, por
exemplo, tem como principal limitacdo o erro de amostragem, relacionado ao tamanho do
fragmento e ao local de sua coleta. Além disso, possui contraindicacdes relativas, quando o
paciente possui ascite, obesidade mérbida, possibilidade de lesbes hepaticas vasculares,
amiloidose, incapacidade de cooperacdo do paciente, e contraindicagdes absolutas quando o
paciente apresenta coagulopatia grave, infeccdo no parénquima hepético e obstrucdo biliar
extra-hepética (BRASIL, 2016).

Em relacdo a elastografia hepatica, suas principais limitacfes sdo as especificidades da
tecnologia, a falta ou o inadequado treinamento dos profissionais de salde, o alto custo do
exame, além da necessidade de uma frequente manutencdo de equipamentos. Além disso, esse
exame possui distintos valores de referéncia, que variam de acordo com a origem da doenca
hepética (BRASIL, 2016; WONG, 2013).

Diante de tais limitac6es fica evidente que a busca por novos exames diagnéstico para
fibrose hepética, que sejam mais praticos e mais acessiveis € de grande relevancia,
principalmente, para atender as necessidades das populagfes mais isolados do Estado do

Amazonas.

2.6 Aspectos Clinicos

A infecgdo pelo HCV nédo é uma patologia de facil deteccéo clinica, visto que é uma
doenga, frequentemente, assintomatica e envolve muitos fatores como idade, sexo, etnia,
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doencas metabdlicas, doencas hepaticas concomitantes, fatores genéticos, fatores virais como
genotipo e carga viral, fatores ambientais como o consumo de alcool, tabagismo, coinfecgdes
com outros virus como o da hepatite B (VHB) e virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV)
(SILVA et al., 2012).

Essa infeccdo pode ocorrer de duas formas distintas: a forma aguda e a cronica. De
modo que, geralmente, a fase aguda apresenta uma evolucdo subclinica com auséncia de
sintomas ou com sintomas muito inespecificos como anorexia, astenia, mal-estar e dor
abdominal, sendo a elevacdo dos niveis da ALT uma das unicas manifestaces clinica da
doenca. Essa fase pode durar até seis meses, mas sua resolucdo costuma acontecer até a 122
semana. Além disso, estima-se que cerca de 15% a 40% dos casos alcancam cura espontanea
(PUOTI et al., 2010; SHARMA; FELD, 2014; SILVA et al., 2012).

No entanto, a detec¢do de marcadores anti-HCV e HCV-RNA por mais de seis meses
caracteriza o quadro crénico da infeccdo, que somado a auséncia de sintomas mais especificos
e a falta de diagndstico na fase inicial, pode propiciar a evolucdo da doenca por décadas a
quadros mais graves. Cerca de 60% a 85% dos casos ndo tratados evoluem para fase cronica
da doenca. E em média, 20% desses casos podem evoluem para cirrose hepatica e 1% a 5%
deles para carcinoma hepatocelular. Além disso, o risco de ocorrer descompensacdo hepatica
nesses individuos é de 3 a 6%, levando 20% deles ao riscos de ébito nos 12 primeiros meses
ap6s o evento (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

A principal caracteristica da fase cronica é uma persistente inflamacdo no tecido
hepatico, proveniente da resposta imunoldgica do hospedeiro, que realiza o recrutamento das
células de defesa ao local de infeccdo, afim de combaté-la, acarretando uma constante
deposicdo de matriz extracelular fibrética que resulta em graves lesdes no tecido hepatico

substituindo-o por um tecido fibroso e ndo funcional (BERARDIS et al., 2015).

Esse quadro inflamatdrio pode evoluir para uma fibrose hepatica, cirrose até alcancar a
forma mais grave da doenca, o hepatocarcinoma celular, que acarretam Vvarios tipos de
complicagdes, tais como: a insuficiéncia hepatocelular, hipertensdo portal (varizes
gastresofagicas, hemorragia digestiva alta, ascite), encefalopatia hepatica entre outras
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Somado ao acometimento hepatico, existem também o risco de manifestagdes extra-

hepaticas que provavelmente estdo relacionadas a processos imunes, provavelmente devido a
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possibilidade do virus se replicar nas células linfoides e de depositar imunocomplexos nos
diversos tecidos (LAUER; WALKER, 2001).

2.7 Imunopatogénicidade da infeccéo por HCV

O reconhecimento e combate a qualquer tipo de infeccdo é realizado pelo sistema
imunologico, que tem a finalidade principal de defender o organismo contra agentes invasores
ou qualquer corpo estranho causador de doenca (antigenos). Esse sistema dispde de uma
complexa estrutura organizacional que cria mecanismo para deteccdo e eliminacdo desses
antigenos. A primeira linha de defesa é conhecida como imunidade inata ou inespecifica, que
consiste em um conjunto de reacdes bioquimicas e celulares que induzem as células a um

estado antiviral, visando inibir a replicacdo viral (ABBAS et al., 2019).

Esses mecanismos sdo ativados por estimulos especificos, provenientes de estruturas
moleculares de microorganismos, regides conservadas e especificas do HCV. Essas estruturas
sdo conhecidas como padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) que sao
reconhecidos e interagem com diferentes receptores de reconhecimento padrdo (PRRS),
codificados por linha germinativa, como o gene indutivel pelo &cido retindico I (RIG-I),
antigeno de diferenciacdo de melanoma 5 (MDAJS) e o receptor do tipo toll 3 (TLR3), que
estdo presentes nas celulas natural Killer, células dendriticas e células de Kupffer, por
exemplo. A interacdo PAMPS/PRRs sinaliza a ativacdo de uma variedade de fatores de
transcri¢cdo, como o fator regulador de interferon (IRF 3 e 7) e o fator nuclear kappa B (NF-
kB), que resulta na expressdo imediata de genes de resposta do hospedeiro (REHERMANN,
2015).

Os receptores RIG-1 e MDAS reconhecem os padrdes na regido 3' UTR do genoma
viral dentro do citoplasma, agindo como sensores virais citoplasmaticos por via citosolica. Por
outro lado, TLR-3 reconhece as estruturas de RNA de fita dupla (dSRNA) e tem como alvos
virus liberados no ambiente extracelular pelas células infectadas. Muitos dos receptores da
familia dos Toll-like (TLR 3, TLR 7, TLR 8 e TLR 9), expressos no endossoma das células
dendriticas, células de Kupffer e nos hepatdcitos, quando ativados desempenham um papel
central na ligacdo aos patdgenos e no inicio da resposta inflamatoria, ativando a via de
sinalizagdo do TLR, recrutando o IFN-B, indutor do adaptador do dominio receptor

Toll/interleucina-1 (TRIF), conduzindo uma via de sinalizacdo e induzindo a producgéo de
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diversas citocinas para realizar o recrutamento e direcionamento das células do sistema
imunolégico (CRUVINEL et al., 2010).

Vérias células do sistema imune fazem parte da resposta inata, tais como: neutrdfilos,
células dendriticas, macrofagos, células natural Killer (NK) e células NK T. As células
dendriticas produzem interferon | (IFN-I -a e B) que visam inibir a replicagdo viral. Esse IFN-
| aumenta a expressdo de HLA (antigeno leucocitario humano) de classe | na superficie das
células apresentadoras de antigenos e ativa as células NK e NKT para eliminar os hepatocitos
infectados pelo VHC, esse processo estimula as células dendriticas mieldides a secretarem o
IFN-y que entdo ativa os macrofagos hepaticos (Células de Kupffer) e aumentam a inflamagao
local, iniciando-se assim o processo da hepatite (ABBAS et al., 2019; HIROISHI et al.,
2008).

As defesas imunoldgicas inatas ndo envolvem apenas o0s eventos intracelulares das
células infectadas, mas também extracelulares, como no papel das células natural killer (NK)
e das células T natural killer (NKT) que ao serem ativadas via IFN-I desempenham papeis
antivirais eliminando as células infectadas, seja de forma direta, através de processos
citoliticos, ou de forma indireta por meio da producéo de citocinas pré- inflamatérias como o
TNF-a (Fator de Necrose Tumoral - alfa) que amplifica a resposta celular e aumenta a
duracdo da producdo de IFN, induzindo a maturacdo de células imunes efetoras e das células
apresentadoras de antigenos, potencializando a modulacdo indireta de respostas imunes
adaptativas e defesas mediadas por células, levando a producéo de citocinas pro-inflamatorias
pelas células hepaticas (CRUVINEL et al., 2010).

De modo que a partir do reconhecimento e captura dos antigenos do HCV pelas
células dendriticas miel6ides, no figado, ocorre 0 seu processamento e apresentacdo aos
linfdcitos, levando a sua maturacdo, expressao de HLA (classe | e Il) e de moléculas co-
estimulatorias, induzindo a diferenciacdo das células T helper (naive) em células Thl através
da producéo da interleucina 12 (IL-12), que por sua vez secretam interleucina 2 (IL-2) e IFN-
v induzindo a ativagdo e proliferacdo das células NK e de linfécitos T citotoxicos (CTLs), que
realizam o reconhecimento de peptideos do virus via HLA de classe |, desencadeando uma
cascata de evento que levam a morte das células infectadas através da liberacdo de perforinas,
granzimas e TNF- o. E importante destacar que o TNF- a € um potente imunomodulador,

regula a atividade das células NK através da producdo de interleucina-15 (IL-15),
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promovendo sua ativacgdo, proliferacdo e prolongando sua sobrevivéncia (HIROISHI et al.,
2010).

Apesar dos linfocitos serem considerados as principais células envolvidas na resposta
imune adquirida, as células apresentadoras de antigenos (APCs) desempenham papel
fundamental em sua ativacdo. Desse modo, a partir da ativacdo dos linfocitos T CD8+e T
CD4+, através da sua interacdo com antigenos apresentados via HLA | e 1l pelas APCs, dar-
se inicio a resposta imune adaptativa, que realiza o recrutamento e ativacao de células imunes,
através da producdo de citocinas, induzindo uma inflamagdo para eliminar o patégeno
(HIROISHI et al., 2010).

Sabe-se, ainda, que a producdo de citocinas esta diretamente relacionada aos
mecanismos de defesa que buscam levar o individuo a cura. Todavia, a0 passo que essa
resposta ndo se mostra eficaz a infeccdo desencadeia um processo inflamatério persistente,
responsavel pelo desenvolvimento de fibrose e cirrose, fases cronicas da doenca. Assim
sendo, fica evidente que a regulacdo da resposta imune € um importante fator no curso da
doenga (IRSHAD; GUPTA,; IRSHAD, 2019 HALLIDAY et al., 2011).

Essa regulacdo pode ser realizada pelas células T reguladoras (CD4* CD25* Foxp3*
Tregs) que mediam a atividades das células T, alterando sua capacidade de produzir citocinas
e desenvolver suas funcgdes antivirais, aumentando o nivel de citocinas anti-inflamatorias. A
alta producdo de citocinas anti-inflamatoria, IL-10 e o fator de crescimento transformante
(TGF-P), por exemplo, ou pro-inflamatérias como IL-17, TNF-a, IL-1p, IL-6 contribuem para
a progressao e aumento da lesdo no tecido hepatico (REHERMANN, 2015).

A fibrose é o resultado de um grande acumulo da matriz extracelular (MEC) no
parénquima do figado, € considerada um processo de cicatrizacdo do tecido hepatico em
resposta as lesGes causadas por um insistente quadro inflamatério promovido pela acéo
imunoldgica frente a um agente patogénico (BATALLER; BRENNER, 2005).

De modo geral, o processo fibrético tem inicio com o aparecimento de lesbes no
tecido, onde hepatocitos e células danificadas liberam citocinas inflamatorias e fatores que
ativam as ceélulas de Kupffer, principais produtoras de fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) que estimulam e recrutam células T ativadas, que por sua vez induzem a
ativacdo de células do parénquima responsaveis pela regeneracdo e substituicdo das células

mortas do local lesionado. Quando essas lesGes se tronam persistente, esse mecanismo de
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regeneracdo pode ndo ser o suficiente para a reparacdo, sendo assim, as células mortas passam
a ser substituidas por matriz extracelular (MEC). A MEC que é composta, principalmente, de
colageno tipos (I, 111 e 1V), substancias glicoconjugadas, como proteoglicanos, fibronectina e
laminina. Ao passo que essas lesdes persistem, ocorre acumulo exacerbado de matriz

extracelular no tecido dando inicio ao processo de fibrogénese (SEBASTIANI et al., 2014).

Este processo regenerativo € regulado atraves de interacdes entre a sintese e a
degradacdo da matriz extracelular, por meio das metaloproteinases (MMPs) e de sua
regulacdo, atraves dos seus inibidores especificos (TIMPs), vérios fatores de crescimento,
citocinas, horménios, entre outros. As MMPs sdo endoenzimas de acdo proteolitica
produzidas pelos neutrofilos, hepatdcitos, células de Kupffer e células estreladas (HSCs), que
atuam na degradacdo do colageno fibrilar modulando a regeneracdo do tecido durante a
fibrogénese. As MMPs tém suas atividades reguladas, principalmente, pelos TIMPs
(Inibidores teciduais de metaloproteinas), proteinas sollveis produzidas pelas HCSs, que
modulam suas agdes enzimaticas, inibindo suas atividades enzimaticas, propiciando o
processo cicatricial. Em condi¢cdes normais, esse mecanismo ocorre de forma equilibrada,
todavia, diante de lesbes persistentes, existe uma degradacdo excessiva das MMPs
desencadeando um desequilibrio entre essa razdo e propiciando uma maior cicatrizacdo do
tecido (IREDALE et al., 2013; RODERFELD, 2018).

O acumulo continuo e exacerbado da matriz extracelular no parénquima do figado leva
a fibrose, com a substituicdo do tecido funcional por ndo funcional, que podem progredir para
quadros de cirrose hepética, onde ocorre a conversao da arquitetura normal do figado em
estruturalmente anormal com presenca de nddulos, e carcinoma hepatocelular (HCC),
consequéncia mais grave da fibrose, desencadeando insuficiéncia hepatica com a necessidade
de transplante hepatico (Figura 10) (MARTINEZ-ESPARZA et al., 2015; SEBASTIANI et
al., 2014).

As principais células responsaveis pela producéo e deposicdo de MEC séo as células
estreladas (HSCs), normalmente encontradas nos espagos perissinusoidal de Disse, que em
resposta as lesbes teciduais, diferenciam-se em miofibroblastos proliferativos e adquirem
capacidade pro-inflamatérias e fibrogénicas, a fim de regular a degeneracdo tecidual. A
inflamacédo cronica também é modulada por meio de proteinas virais, que induzem respostas
imunes antivirais do hospedeiro. Esse mecanismo se da através do reconhecimento celular,

gue ativam vias intracelulares pré-mitogénicas e vias pré-inflamatorias das células, por
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exemplo (SALAS-VILLALOBOS et al., 2017). Além disso, vérios outros fatores
proliferativos influenciam na ativacdo dessas células (HSCs), fator de crescimento
transformador o (TGFa), fator de crescimento transformador-beta (TGF-$), que medeiam o
processo fibrotico ao induzirem nas HSC a expressdo do gene de producdo da MEC, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF /
CCN2), citocinas anti-inflamatéria IL-10 e pro-inflamatéria IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-17, entre
outros (AYDIN; AKCALLI, 2018).

° Hepatocitos
07972
(A) o.«’ élula estrelada (HSC)
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Linfocito infiltrado
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Proteinas da matriz extracelular
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Célula de Kupffer ativadas
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resisténcia ao fluxo
sanguineo)

Figura 10: a) CondigBes Hepaticas no inicio da infec¢do b) Alteragbes associadas a fibrose hepatica
avancada.
Fonte: Adaptado de BATALLER; BRENNER, 2005.

2.8 Phage Display (PD)

A tecnologia de exibi¢cdo de fagos (Phage Display - PD), desenvolvida George P.
Smith em 1985, representa um grande avanco tecnoldgico no desenvolvimento de diagnostico
e tratamento de doencas infecciosas. George Smith teve sucesso na exibicdo de peptideos
recombinantes na extremidade da proteina plll do fago M13, posteriormente, Gregory Winter,
através da técnica, produziu anticorpos para o tratamento de doengas como esclerose multipla
e cancer. Por tais realizados George P. Smith e Gregory Winter foram laureados com o
Prémio Nobel de Quimica de 2018 (MIMMI et al., 2019; SMITH; PETRENKO, 1997).

42



Essa técnica, é baseada na apresentacdo de uma biblioteca heterogénea de peptideos ou
proteinas, na superficie de um fago, por fusdo com proteinas do capsideo viral, e no
armazenamento do material genético codificante no genoma do bacteriofago. Atualmente,
vem sendo muito utilizada em estudos de biologia celular, imunologia, na descoberta de novas
terapias, vacinas e teste diagnosticos (SMITH, 1985; MIMMI et al., 2019).

Os métodos mais usados nessa metodologia, sdo baseados no uso de fagos
filamentosos, geralmente o fago M13, que possui um DNA circular de fita simples (ss-DNA)
de aproximadamente 6.407 bp, envolto por um capsideo proteico e € constituido por cinco
proteinas: plll, pVI, pVII, pVIII e pIX. Esse grupo de virus infecta bactérias gram-negativas
por meio do pilus F e possui um ciclo de vida lisogénico, liberando as particulas virais sem a
lise da membrana plasmatica das células hospedeiras. Essa técnica utiliza como padrdo a cepa
ER2738 da bactéria Escherichia coli que possui plasmideo F' que codifica resisténcia ao
antibiotico tetraciclina. (BARBA, 2001; OMIDFAR; DANESHPOUR, 2015).
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Sequéncia codificando a p3

Figura 11: Representacdo esquematica da particula viral M13. O gene codificador do peptideo esta
inserido no genoma do fago e é expresso junto com a proteina plll no capsideo.
Fonte: Adaptado de FERNANDEZ-GACIO, 2003; PLOSS; KUHN, 2010.

A interacdo entre a regido aminoterminal da proteina plll e o pilus F bacteriano,
propicia a transferéncia do DNA de fita simples do fago para bactéria, sendo esse convertido,
por meio da maquinaria de replicacdo da célula, em uma forma replicativa de plasmideo de
fita dupla que sofre constantes replicacdes do DNA circular e gerar um DNA de fita simples
que serve como molde para expressdo das proteinas do fago. Os novos fagos sdo montados
por empacotamento do DNA de fita simples em capsideos proteicos e liberados da célula por

exocitose (Figura 12) (BARBAS, 2001; RAKONJAC et al., 2011).
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Figura 12: Ciclo de infeccdo do bacteriéfago M13. Proteina plll se liga
ao pilus F da célula hospedeira. Proteina TolA despolimeriza as
proteinas de revestimento do fago. Introducdo do ssDNA que é
convertido em dsDNA. Replicagdo. Maturacéo e Liberagéo do fago.
Fonte: JOHNNY X. HUANG et al. 2012.

Para se obter sucesso na realizacdo dessa técnica é importante a utilizacdo de
bibliotecas que possuam uma grande variedade de sequéncias aleatorias de aminoacidos
produzidas a partir de oligonucleotideos degenerados, pois quanto maior for a diversidade de
clones, maiores sdo as possibilidades de encontrar um que contenha uma sequéncia ligante,
com alta afinidade, a um determinado alvo. Essas bibliotecas consistem na clonagem de
diversos peptideos de DNA exdgeno no genoma de fagos filamentosos e na expressdo de
diferentes peptideos em fusdo as proteinas plll e pVIIl do capsideo viral (TOLEDO-
MACHADO et al., 2015).

Em resumo, as bibliotecas randdmicas tém como principal objetivo selecionar um
ligante a molécula de interesse. No entanto, o rigor da selecdo dependera da finalidade do
estudo, visto que se a finalidade for um mapeamento de possiveis ligantes a uma molécula
alvo, a selecéo ocorreré de forma mais branda. Em contrapartida, se for para fins diagnosticos,
por exemplo, essa deve ser realizada um maior rigor afim de eliminar fagos que interagem de
forma inespecifica ou fraca (BARBA, 2001).

Atualmente, as bibliotecas de peptideos podem ser adquiridas comercialmente, através

da empresa New England Biolabs (Massachusetts, EUA) que fornece bibliotecas compostas
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por 7 (PhD7) ou 12 (PhD12) residuos de aminodcidos lineares, e também a de 7 residuos
conformacionais (PhD C7C-mer), o quantitativo de fagos de cada uma pode variar de 10° a
10% sequéncia randdmicas (BARBA, 2001; OMIDFAR; DANESHPOUR, 2015).

O processo de selecdo dos clones é chamado de biopanning e tem inicio com a (a)
exposicdo da biblioteca de peptideos a molécula alvo, (b) favorecendo sua ligagdo com as
sequéncias que apresentam afinidade e eliminando fagos ndo ligantes através de sucessivas
lavagens. Logo, (c) os fagos ligantes sdo recuperados por meio de elui¢des, que desfazem sua
interacdo com a molécula alvo, (d) e sdo reinfectados nas bactérias, para que ocorra sua
amplificacdo. Ao final de cada ciclo, é realizado a titulacdo dos fagos. Por fim, sdo pré-
validados, por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), para determinar sua
especificidade de ligacdo ao alvo (Figura 13) (BARBAS, 2001; MIMMI et al., 2019).

Biblioteca de fagos
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Figura 13: Biopanning: Ciclo de selecdo por phage display.
Fonte: Adaptado de Instruction Manual Ph.D.™ Phage Display Libraries, 2017.

45



2.8.1 Phage Display: A descoberta de novos alvos bioldgicos.

A técnica de PD é amplamente utilizada nos processos de identificacdo e isolamento
de peptideos de alta afinidade/especificidade a alvos de interesse. Nas Ultimas décadas ela
vem sendo aprimorada para auxiliar no desenvolvimento de novos diagndsticos e tratamentos,
contra muitas doencas, por meio da producdo de proteinas, peptideos, e na selecdo de
anticorpos (mADbs). A exemplo disso, estudos ja demostraram a presenca de anticorpos
circulantes, apds vacinacdo com mimetopos, contra diversos agentes patologicos incluindo o
HCV (PUNTORIERO et al., 1998).

Em um estudo desenvolvido por Paciello e colaboradores, visando a selecdo e
identificacdo de novos anticorpos (mAbs) anti-claudina 1 para inibicdo da infec¢cdo pelo HVC,
foram gerados seis novos mAbs anti-CLDN-1 capazes de se ligar seletivamente a CLDN-1 e
inibir a infeccdo in vitro de células Huh7.5 por diferentes isolados virais. Além disso, um dos
mADbs selecionados, quando usado em combinacdo com o mAb anti-SRB1, aumentam a
poténcia antiviral da célula, evidenciando o efeito sinérgico do uso de anticorpos direcionados
a diferentes receptores de HCV (PACIELLO et al., 2016).

Em outro estudo, que buscou selecionar anticorpos anti- NS3/NS4A do HCV a fim de
inibir sua atividade de protease, foram produzidos, for meio da exposicdo a biblioteca de
fagos, anticorpos humanos de cadeia Unica (scFvs) penetrantes em células, especificos para a
proteina NS3/NS4A do HCV, que inibiram sua replicacdo em células hepaticas humanas
restaurando a resposta imune inata do hospedeiro (JITTAVISUTTHIKUL et al., 2016).

Mansun Law e colaboradores (2008) também buscaram selecionar anticorpos anti-
HCV capazes de neutralizar diferentes genétipos do virus. Como resultado do estudo foi
possivel selecionar anticorpos amplamente neutralizantes, que agem inibindo a ligacdo entre o
complexo E1-E2 e o co-receptor de virus CD81 bloqueando, assim, a interacdo do virus com
co-receptor CD81 inibindo a infeccdo (LAW et al., 2008).

Além disso, existe grandes avangos nas descobertas de novos medicamentos por meio
da técnica. Alguns exemplos de peptideos em uso clinico, atualmente, sdo o ecallantide, um
inibidor de calicreina (protease) usado no tratamento de angioedema hereditario, doenca
causada pela disfungdo de uma proteina de inibi¢do (C1) que regula a via de ativacéao cléssica
do complemento, romiplostim, um mimético funcional da trombopoietina usado no

tratamento da trombocitopénica imune; e o tanzeum (albigutideo), um receptor de um
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peptideo semelhante ao glucagon, usado no controle da glicemia em adultos com diabetes
mellitus tipo 2 (FALA, 2015; FARKAS; VARGA, 2011; HAMZEH-MIVEHROUD et al.,
2013; MIMMI et al., 2019).

Portanto, a tecnologia de PD pode ser considerada uma ferramenta pioneira no
desenvolvimento de terapias peptidicas de uso clinico, assim como um grande avango na

identificacdo de novos epitopos que podem ser utilizados em ensaios para diagnostico.

A vista disso, foi proposto por esse trabalho a selecdo e identificacio de peptideos
miméticos imunorreativos aos antigenos de HCV que possam ser utilizados em novas
plataformas nanobiotecnoldgicas para fins de diagnostico da fibrose hepatica decorrente da

hepatite C cronica.
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3.0 Objetivos

3.1 Objetivo Geral:

Identificar peptideos miméticos aos antigenos de HCV que sejam imunorreativos e

que possam ser usados em novas plataformas nanobiotecnologicas para fins de diagndstico.

3.2 Objetivos especificos:

v" Selecionar peptideos miméticos aos antigenos de HCV reativos contra 1gG total
purificada de pacientes com diferentes estagios de doenca hepatica;

v Verificar a reatividade dos clones obtidos contra IgG em pools de soros de pacientes
com fibrose hepatica grave;

v Comparar a similaridade de peptideos encontrados com outras proteinas do virus da

Hepatite C em uma analise in silico.
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4.0 Metodologia

Selecio dos Fagos

Fagos (> [2)

(selagdo dos fagos reativos )
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Fluxograma 1: Fluxograma apresenta as etapas da pesquisa de forma resumida para a melhor
compreensdo da metodologia e dos resultados.
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4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo descritivo, transversal apoiado pelo programa de Pds-graduacédo
em Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas em parceria com 0S grupos de
“Imunologia Basica e Aplicada” da Universidade Federal do Amazonas e “Nanotecnologia”
da Universidade Federal de Uberlandia- UFU.

Para a validacao dos testes, foram utilizadas amostras bioldgicas coletadas dos seguintes
segmentos populacionais:

I) Pacientes diagnosticados com Hepatite C, com e sem fibrose, que procuraram

atendimento na Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), localizada na cidade de Manaus, estado do Amazonas.

I) Candidatos a doadores de sangue de ambos os sexos, com idade minima de 18
anos, reativos ou ndo no teste de triagem soroldgica para anti-HCV. Foram
excluidos, os doadores com sorologia positiva para marcadores de Hepatite B (anti-
HBc, HBsAQ), HIV (anti-HIV-1 e 2), HTLV (anti-HTLV-1 e 2), Doenca de Chagas
(teste de ELISA) e Sifilis (VDRL) e confirmados por PCR.

Para a construcdo da biblioteca de peptideos, foram usadas o total de 20 amostras.
Destas, 5 amostras foram de individuos anti-HCV reativos com PCR positivo com Fibrose em
grau menor que F2, 5 amostras foram de individuos anti-HCV reativos com PCR positivo
com Fibrose em grau maior que F2, 5 amostras foram de individuos anti-HCV reativos, PCR
positivo e Hepatocarcinoma. Além destes, foram utilizadas 5 amostras de individuos
controles.

A coleta de informacGes se deu por meio de um questionario simplificado com um
minimo de informacdes cadastrais, socio-econdmicas e comportamentais, como por exemplo,

idade, sexo, nivel de escolaridade, estado civil, nimero de parceiros por ano.

4.2 Casuistica

Pacientes infectados pelo HCV, acompanhados no ambulatorio de hepatologia da
FMT-HVD foram convidados para participar deste projeto. Os pacientes foram atendidos por
demanda espontanea. Todos os exames (bioquimicos, sorologicos e de biologia molecular)
foram realizados em uma Unica coleta. Em célculo amostral prévio, o total de 50 pacientes
foram incluidos, admitindo teste de sensibilidade de 0.90 e especificidade de 0.70 com

preciséo (intervalo de confianga 95%).
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4.3 Considerac0es éticas

Este estudo é parte de um projeto ja aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da unidade de proponente deste projeto (HEMOAM) sob o numero CAAE
49652815.8.0000.0009/2015, sendo conduzido de acordo com este protocolo e respeitando as

diretrizes da Declaracdo de Helsinque e de Boas Praticas Clinicas (GCP).

4.4 Variaveis Socio-demograficas, Clinicas e Laboratoriais Avaliadas

Dados pessoais e clinicos foram registrados na consulta agendada no momento da
coleta dos exames e registrados em um arquivo sigiloso na FMT-HVD. Os formularios com
dados clinicos e pessoais sdo armazenados em local seguro com acesso exclusivo dos

investigadores.

Os dados coletados sdo confidenciais e de responsabilidade dos investigadores. A
identidade dos pacientes incluidos é de conhecimento exclusivo dos investigadores.
Consequentemente, 0 nome do paciente ndo é associado aos dados clinicos e pessoais
coletados (completamente andnimo), para cada prontuario é utilizado o registro do paciente na

Instituicdo.

Os dados sécio-demograficos (género, idade, naturalidade, procedéncia), clinicos
(indice de massa corporal [IMC]), tratamento anti-viral [atual e prévio] para hepatite crénica
C, Doencas cronicas e comorbidades associadas, fatores de risco para aquisicdo do HCV,
Habitos de vida [etilismo, tabagismo e uso de drogas], grau de fibrose (FIB-4 e APRI) e
laboratoriais (ALT, AST, bilirrubina total e fracdes, carga viral do HCV [HCV-RNA],
genotipo do HCV e citocinas pro-inflamatérias e regulatdrias) avaliados foram tabulados em
planilha de dados Microsoft Excel.

4.5 Métodos néo invasivos para deteccdo da fibrose hepatica

A deteccdo da fibrose hepatica foi realizada pelo método APRI e FIB-4, preconizados
pelo Ministério da Saude. O célculo para a identificacdo do grau de fibrose foi realizado
utilizando parametros simples como transaminases e plaquetas. O calculo do APRI foi
realizado utilizando a formula: AST (x LSN) /contagem de plaquetas (109/L) *100. A
conversdao do APRI para o estagio de fibrose METAVIR (1994) foi: >1.5 para F2; >2.0 para

F4 (Wai, Greenson et al. 2003). O FIB-4 foi calculado conforme a seguinte formula: (Idade x

51



AST)/(contagem de plaquetas x (sqr (ALT)). A conversdo do FIB-4 para o estagio de fibrose
METAVIR (1994) foi: >1.45 para F2 (Vallet-Pichard, Mallet et al. 2007).

4.6 Coleta de Dados e Material Biologico

As amostras de sangue foram coletadas com sistema de coleta a vacuo, em trés tubos
de 5 mL, um com EDTA e dois tubos de 5 mL sem anticoagulante, com gel separador. As
amostras foram transportadas ao Laboratério de Genémica da HEMOAM, para realizacdo do
phage-ELISA, além da realizagdo de testes bioquimicos no Laboratério Central (LAC) da
FMT-HVD, uma vez que os pacientes do estudo fazem parte da rotina do atendimento

individuos com hepatite C cronica.

4.7 Phage Display: Selecdo de Peptideos

Esta etapa se refere a selecdo de peptideos contra anticorpos neutralizantes, utilizamos
as bibliotecas de peptideos randémicos conformacional (Ph.D.-C7C) e linerar (Ph.D.-12). Na
estratégia de Phage Display com peptideos randémicos, almejamos obter mimétopos que

reconhecam o paratopo dos anticorpos neutralizantes provenientes de soros de pacientes.

4.7.1 Acoplamento das 1gG nas microesferas com proteina G

O acoplamento de IgG total dos pacientes de todos 0s grupos, grupo controle, fibrose
leve (<F2), fibrose grave (>F2) e o grupo com hepatocarcinoma (HCC) foi realizado

utilizando PBS-1x (pH 7.4) e microesferas recobertas com proteina G (beads).

Primeiramente, 125 pL de beads foram lavadas trés vezes com 200 puL de PBS1x para
sua ativagdo. Posteriormente foi realizado para dois grupos pools de 125 pL, um pool de
amostras do grupo controle e outro com amostras do grupo fibrose grave (>F2). Outros dois
pools de 25 pL foram realizados, um com o grupo fibrose leve (<F2) e por Gltimo outro com o
grupo de hepatocarcinoma, todos eles foram colocados nos respectivos microtubos com as
beads magnéticas e incubados por agitacdo moderada por 1 hora a 37°C. Em seguida, em uma
rack magnética, a mistura foi lavada quatro vezes com 200 pL PBS-Tween 0,05% que
possibilita 0 aumento da afinidade. As 1gGs ligadas as beads foram ressuspendidas com 125
ML de PBS-1x e armazenadas a 4°C (BARBAS et al., 2001).
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4.7.2 Biopanning: Selegéo de fagos de interesse

Para selecdo dos peptideos miméticos foram utilizados 10 pL (1x10™ de sequencias
randomicas) de uma biblioteca Ph.D.-C7C e a de Ph.D.-12M (New England BioLabs® Inc.,
Massachusetts, EUA) de peptideos randdmicos fusionados a proteina plll de bacteriéfagos
filamentosos M13 diluida em 190 pL de PBS-Tween 0,05%. A biblioteca Ph.D.-C7C possui
sete aminoacidos lineares flanqueados por duas cisteinas, com a capacidade de formar pontes
dissulfidicas, através da oxidacdo dessas cisteinas durante a montagem do fago, o que permite
uma conformacdo constrita ou rigida ao peptideo em forma de loop. Na biblioteca consiste de
12 aminoé&cidos randdémicos entre duas sequéncias espacadoras curtas fusionadas a regido N-

terminal da proteina Il (plll) de bacteriofagos M13 (Barbas et al., 2001).

O inicio da selecdo, para cada biblioteca de forma individual, o primeiro round foi
realizado com 20 uL de beads acopladas com 1gGs do grupo controle e grupo fibrose grave
(>F2). Para a selecdo negativa, a biblioteca de peptideos foi incubada por 30 minutos a 37°C
com as beads acopladas com 1gGs do grupo controle, sob agitacdo moderada, em seguida, as
beads foram precipitadas e o sobrenadante foi transferido para um outro microtubo. Esse
processo foi repetido trés vezes para garantir que todos os fagos de néo interesse, aqueles que

se ligaram com IgGs grupo controle, sejam totalmente selecionados.

Na selecdo positiva foi utilizado o sobrenadante da Gltima passagem da selecdo
negativa. Isso foi incubado com as beads acopladas com IgGs do grupo fibrose grave (> F2)
por 30 minutos a 37°C, sob agitacdo moderada. O processo foi repetido por trés vezes e na
ultima vez o sobrenadante foi passado em beads acopladas com IgGs do grupo fibrose leve e
no grupo hepatocarcinoma, a fim de selecionar clones que também fossem reativos a eles.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado, e a bead residual foi ressuspendida em PBS-T
0,05%. Logo, as beads contendo os ligantes dos pacientes do grupo fibrose grave (> F2)
ligadas aos fagos, foram lavados 5 vezes com PBS-T 0,05% e os fagos selecionados foram
eluidos com 200 pL de glicina (pH 2.2) incubado por 15 minutos, sob agitacdo e temperatura
ambiente, a seguir foi transferido para um novo microtubo e neutralizada com 60 pL de Tris-
HCI (1M pH 9.1). Enfim, o eluato foi separado para a realizagdo da titulacdo e para

amplificacdo dos fagos.
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Figura 14: Estratégia do biopanning para sele¢do de fagos de interesse.

No processo de amplificacdo dos fagos, foi realizada a inoculagdo em um meio Luria
Bertani (meio LB) de uma colénia isolada de Escherichia coli da linhagem ER2738. O meio

foi incubado sob agitacdo a 37°C até a fase early-log (OD 600 ~ 0,3).

A cultura foi transferida para um tubo de centrifuga estéril e centrifugada a 15.000
rpm por 10 minutos, sob a temperatura de a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo de centrifuga contendo uma solucdo de PEG/NaCl (20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5
M de NaCl) na propor¢do de 1/6 do volume do sobrenadante e a solucdo foi incubada

overnight a 4°C para a precipitacdo do fago.

Apos isso, o tubo foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi suspendido em 1 mL de PBS-1x e transferido
para um novo microtubo de 1,5 mL e adicionado 1/6 do seu volume de PEG/NaCl e incubado
no gelo por 1 hora. O microtubo foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C e 0
sobrenadante foi descartado. Por fim, foi realizado uma ressuspenssao do precipitado em 200
pL de PBS-1x, obtendo-se entdo o eluato amplificado (BARBAS et al., 2001).
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4.7.3 Titulagdo

Para determinar a quantidade de particulas virais durante entrada e saida de cada ciclo
do biopanning foi realizado o processo de titulacdo, no qual a solucdo de fagos foi submetida

a diluicGes seriadas crescentes sob log10 em meio LB.

Para as dilui¢bes de 10! até 10* foram utilizados eluatos ndo amplificados de cada
etapa, e para diluicdes entre 107 a 10 utilizou-se os eluatos amplificados. Para cada diluicéo
foi acrescentado 200 pL da cultura de E. coli ER2738 (fase mid-log - OD 600 nm ~ 0,5) e
esta solucdo foi agitada rapidamente e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente.

Foi feita a transferéncia das culturas infectadas para tubos falcon de 15 mL contendo 3
mL de Agarose-Top e espalhadas sobre uma placa de Petri contendo Agar LB com
IPTG/Xgal (1 pL/mL de Agar LB) e tetraciclina (1 pL/mL de Agar LB). Em seguida as
placas foram incubadas a 37°C overnight. Apos este periodo, houve a formacéo das coldnias
azuis (Figura 15), indicando as linhagens transformadas, as quais foram contadas e
quantificadas, multiplicando-se cada valor obtido de colbnias pelo fator de diluicdo com

intuito de obter o titulo dos fagos.

Figura 15: Titulagdo dos fagos. Formacdo das coldnias azuis indicam
as linhagens transformadas.

O backup do biopanning foi realizado através da distribuicdo de 1 mL da cultura de E.
coli ER2738 (o inicio da fase log - OD 600nm ~ 0,3) em cada poc¢o de uma placa Deepwell.
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Com palitos de madeira esterilizados, as colOnias azuis foram retiradas da placa de Petri e
transferidas para a Deepwell.

A cada poco foi adicionado apenas uma coldnia de fago isolado, totalizando 96
coldnias. A placa foi vedada e incubada por 5 horas sob agitacdo a 37°C e ap0s a incubacéo, a
placa foi centrifugada por 20 minutos a 3.700 rpm. Posteriormente, 120 pL do sobrenadante
de cada poco da deepwell foi transferido para uma microplaca nos respectivos pogos e em
sequida adicionado glicerol 50%. O backup foi armazenado em freezer a -20°C até o

momento do uso (Barbas et al., 2001).

4.7.4 Amplificacdo e purificacao de fagos

Para a amplificacdo, distribui-se 1 mL da cultura de E. coli ER2738 no inicio de fase
log (OD600nmM~0,3) em cada poco de uma placa Deepwell. Com palitos de madeira
esterilizados, colbnias azuis foram retiradas da placa de Petri (ciclos ndo-amplificados) e
transferidas para a Deepwell. A cada poco foi adicionado apenas uma col6nia de fago,
totalizando 96 col6nias em cada Deepwell, uma placa para cada biblioteca. As placas foram
vedadas e incubadas overnight sob agitacdo a 37°C. Apos isso, as placas foram centrifugadas
todo o meio foi transferido para tubo de centrifuga e centrifugado por 10 minutos a 10000
rpm, apds o sobrenadante foi transferindo para outro tubo de centrifuga. A esta segunda placa
adicionou-se 1/6 de PEG/NaCl (um sexto do volume total do sobrenadante), sendo incubada
overnight a 4°C. Apo0s esse tempo a placa foi centrifugada por 15 minutos a 10000 rpm, o
sobrenadante foi dispensado e o precipitado ressuspendido em 1mL PBS 1X (0,15M de salina
tamponada com fosfato). Logo depois esse meio foi passado para microtubos de 1,5 mL,
centrifugado por 10 minutos a 14000 rpm, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e adicionou-se 1/6 de PEG/NaCl. Foi incubado por 1 hora no gelo, apés
centrifugada 10 minutos 14000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em 200 pL de PBS.

4.7.5 Pré-validacéo de peptideos por PHAGE ELISA

Os fagos mais reativos ao HCV foram testados com soros individuais de pacientes e de
controles negativos para analisar o valor preditivo positivo, negativo, sensibilidade e

especificidade.
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Nesse processo de pré-validacdo dos clones selecionados, foram utilizados pools de
amostras do grupo de pacientes com Fibrose Grave a fim de verificar sua reatividade.
Inicialmente as placas de microtitulacdo (Nunc-Immune™ Plate MaxiSorp™ Surface) foram
sensibilizadas com 10ug/poco de anticorpo monoclonal anti-M13 (GE Healthcare) diluido em
tampéo carbonato 50mM, pH 9,6 (1:500) e incubado a 4°C.

No dia seguinte, as placas foram lavadas uma vez com PBS-Tween 0,05% e
bloqueadas por 1 hora em tampé&o de bloqueio (PBS-1x suplementado com 5% de leite em pd
desnatado) em temperatura de 37 °C. Apos isso, foram lavadas por trés vezes com PBS-
Tween 0,05% e adicionados 50 pL/poco de sobrenadante dos fagos e incubadas por 1 hora a

37°C.

Posteriormente, as placas foram novamente lavadas por seis vezes com PBS-Tween
0,05% e foram adicionados os pools com soros dos grupos 2 e 4 e foram incubados a 37°C por
1 hora - os pools de soro foram diluidos 1:200 em PBS-1x suplementado com 5% de leite
desnatado. Ap0s este periodo, as placas foram lavadas seis vezes e incubadas com anti-1gG
humana conjugado com peroxidase (Sigma/Aldrich), diluido 1:5000 em PBS-1x
suplementado com 5% de leite em p6 desnatado por 1 hora a 37°C.

Em seguida, as placas foram novamente lavadas seis vezes e a ligacdo
antigeno/anticorpo foi detectada pela adicdo do tampdo tetrametilbenzidina (TMB) na
concentracdo de 1 mg/mL. A reacdo foi interrompida pela adicdo de &cido sulfdrico a 4 N. A
reatividade foi medida pelos valores de absorbancia obtidos em leitor de placas EL800
Universal Microplate Reader (Bio-Tek Instruments, Inc.) com leitura no comprimento de
onda de 450 nm. O linear de positividade foi definido como sendo a absorbancia trés vezes o
valor de absorbéancia do grupo controle. O ponto de corte foi calculado a partir da média e do

desvio padrao.

4.7.6 Extracdo de DNA

Na extracdo de DNA dos vetores recombinantes, colonias azuis provenientes do 3°
ciclo de selecéo (eluato ndo-amplificado), foram transferidas para placas deepwell contendo 1
mL de cultura de E. coli ER2738, sendo entdo incubadas. Ap6s o tempo de incubacéo,
seguiram-se 0s mesmos procedimentos da amplificacdo (descrito acima) até a ultima

centrifugacdo de 1 hora, onde foi acrescentado ao precipitado tampé&o iodeto (10 mM de Tris-
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HCI pH 8,0; 1ImM de EDTA e 4 M de Nal). As placas foram agitadas vigorosamente por 1
minuto e, em seguida, adicionou-se 250 pL de etanol absoluto. Apos, as placas foram
centrifugadas (4°C, 40 minutos). Foram adicionados 150 pL de etanol a 70% e centrifugado
por 10 minutos a 14000 rpm. Finalmente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de
DNA foi diluido em 15 pL de &gua ultrapura e sua qualidade foi verificada pela corrida
eletroforética em gel de agarose a 0,8% corado com solucdo de brometo de etideo (10

mg/mL).

4.7.7 Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada com 500 ng de DNA molde dos fagos
recombinandtes selecionados no biopanning, 5 pmol do primer- 96 gIII (5’-OH CCC TCA
TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) e o pré-mix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Kit. - Amersham Biosciences). A reacdo de 35 ciclos foi feita em um termociclador de placas
nas seguintes 40 condi¢des: deshaturacao a 95°C por 20 segundos, anelamento a 58°C por 15
segundos e extensdo a 60°C por 60 segundos. Os amplicons gerados da reacdo de
sequenciamento foram precipitados com 1 pL de acetato de amoénio e 27,5 uL de etanol
absoluto. A placa foi centrifugada por 45 minutos a 2432 g e o sobrenadante descartado. Foi
adicionado ao pellet 150 puL de etanol a 70%, centrifugando-0 por 10 minutos, a 2432 g,
descartando posteriormente o sobrenadante. A placa permanecera invertida sobre um papel
toalha e nesta posicéo foi centrifugada a 486 g, durante 1 minuto. Em seguida, a placa foi
coberta com papel aluminio, ficando assim por cinco minutos para evaporar o etanol
remanescente. O precipitado resultante foi ressuspendido no tampao de diluicdo (DYEnamic
ET Dye Terminator Cycle Kit. - Amersham Biosciences) e a leitura foi realizada em um
sequenciador automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences).

4.7.8 Bioinformatica

A deducdo in silico das sequéncias de aminoacidos foi realizada pelo programa
DNA2PRO12, que € designado para deducdo de sequéncias de insertos tanto de bibliotecas da
New England Biolabs (Ph.D.-12TM ou Ph.D.-C7CTM) quanto de outras bibliotecas de
interesse que contiverem as sequéncias inicial e final do vetor. O programa automaticamente

localiza a posicdo do inserto, traduz o mesmo e indica os possiveis erros na traducdo (tais
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como codons inesperados ou erros na sequéncia proxima). As similaridades entre os peptideos
selecionados para as duas formas clinicas foram testadas utilizando o programa CLUSTAL W
versdo 1.83 (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Os peptideos foram alinhados com proteinas
depositadas no NCBI/BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que consta de um
conjunto de programas que buscam similaridades entre diferentes sequéncias. O alinhamento
das sequéncias investigadas foi realizado com o banco de dados de &acidos nucléicos e/ou
proteinas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Dentro do BLAST a busca foi realizada no
“Protein blast” utilizando como database o “swissprot protein sequence (swissprot)”,
algoritmo - blastp (protein BLAST) e a pesquisa foi restrita a0 HCV. Para obter informagdes
mais detalhadas sobre as proteinas que alinharam com os peptideos selecionados foi utilizado
um segundo alinhamento no software on-line Clustal Omega, esse programa realiza o
alinhamento de sequéncia mdltipla que usa arvores-guia semeadas e técnicas de perfil-perfil
HMM para gerar alinhamentos entre trés ou mais sequéncias. A predicdo da estrutura 3D da
proteina F foi realizada por meio software on-line I-Tasser, que realiza a previsdo da estrutura
e funcdo da proteina baseada em sua estrutura, identificando modelos estruturais a partir do
PDB por abordagem de segmentacdo multipla LOMETS, com modelos atémicos de
comprimento total construidos por simula¢fes de montagem de fragmentos com base em
modelo iterativo.(ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010). O alinhamento tridimensional foi
realizado no software on-line Pepitope Server por meio do programa Pepsurf, este programa
tem como entrada um conjunto de proteinas no formato PDB. O algoritmo procura agrupar
um subconjunto dos peptideos para identifica uma regido na proteina alvo que potencialmente

é mimetizada por aquele grupo de peptideos especificos (MAYROSE et al, 2007).

4.7.9 Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.0. Foi realizado o
teste de normalidade dos dados (D Agostino - Pearson) e aplicados testes paramétricos para
variaveis com distribuicdo normal e testes ndo paramétricos para variaveis sem distribuicdo
normal. Os testes estatisticos utilizados foram One-Way ANOVA, Mann Whitney, Kruskal-
Wallis, Fisher e Teste t ndo pareado, e a significancia foi considerada quando p <0,05 com
intervalo de confianca (IC) de 0,95. Foram utilizadas as correlagdes de Spearman e Pearson,
respectivamente, para dados paramétricos e ndo paramétricos e os resultados séo descritos

como coeficientes de correlacdo e valores de p.
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5.0 Resultados

No processo de biopanning, foram selecionados um total de 192 fagos, sendo 96 da
biblioteca de 7 (Ph.D.-C7C) e 96 da biblioteca de 12 (Ph.D.-12). Todos esses foram
submetidos a um ensaio de Phage-ELISA, com sobrenadante de fagos, com pools de soros de
5 pacientes portadores do HCV incluidos no grupo da Fibrose Grave e 5 amostras de
individuos saudaveis, o grupo controle, para preé-validar a reatividade dos 192 fagos

selecionados durante o processo de biopanning. Foi percebido que apenas o clone B4 da

biblioteca de 12 mers (PhD12) foi reativo aos dois grupos (Figura 17).

> £ e < e e N Fe

e

el BN .‘«z __- ;.f = = y . v ~ e . P - S \\:A .l " S _-‘ .5
Figura 16: Pré-validacdo dos fagos por Phage— Elisa utilizando pools de amostras do grupo de pacientes com

Fibrose Grave e Controle negativo a fim de verificar a reatividade dos fagos. Primeira metade das placas contém
Fibrose Grave e a segunda metade das placas contém Controle negativo. As amostras foram testadas em
duplicatas.

Desses 192 fagos submetidos ao ensaio de Eliza, 83 deles apresentaram diferencga
significativa entre absorbancia dos individuos portadores da Fibrose Grave e aqueles do grupo
controle (Figura 17). Como critério para selecdo dos melhores clones foram selecionados
aqueles que apresentaram o valor de absorbancia trés vezes maior que o valor do ponto de
corte. Esses 83 fagos foram submetidos ao sequenciamento para se obter as sequéncias

peptidicas correspondente a cada um deles.
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Figura 17: Phage-ELISA dos clones selecionados por biopanning, pacientes positivos a Fibrose Grave
em comparacdo a individuos saudaveis (grupo controle). Ponto de corte 0.104 para PhDc7C e de 0.135
para PhD12.

Para a realizagdo do sequenciamento, inicialmente foi realizada a extracdo de DNA
dos 83 clones selecionados e sua qualidade foi verificada por meio de separacdo eletroforética
em gel de agarose (0,8%) no qual foram selecionados, de forma aleatdria, seis fagos de cada

biblioteca para a realizacéo do teste (Figura 18).

Figura 18: Produtos da extracdo visualizados por separacao eletroforética em gel
de agarose (0,8%). Selecdo aleat6ria dos fagos para demonstracéo.
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Apos o sequenciamento foram obtidas as sequéncias peptidicas de todos os 83 clones
submetidos. Todas as sequéncias foram traduzidas e alinhadas com proteinas do banco de
dados de acidos nucléicos e/ou proteinas NCBI/BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
onde consta de um conjunto de programas que buscam similaridades entre diferentes
sequéncias proteicas. O alinhamento resultou na que selecdo de 23 clones correspondem a 15
sequéncias distintas derivadas da biblioteca PhDc7c e 17 clones que correspondem a 13
sequéncias distintas derivadas da biblioteca PhD-12 (Quadro 1 e 2).

O numero de clones foi reduzido pois foram selecionados apenas aqueles cuja as
sequéncias apresentaram pelo menos 80% de identidade e cobertura quando alinhadas a
sequéncia de referéncia do virus. Isso garante uma boa homologia entre sequéncias
selecionadas e as proteinas do HCV. O percentual de identidade representa o percentual de
aminoacidos iguais e a cobertura representa o alinhamento correto entre os aminoacidos da
sequéncia pesquisada e as proteinas depositadas no banco de dados. Abaixo pode-se observar
as sequéncias dos aminoacidos dos clones que obtiveram um bom alinhamento e a quais
proteinas elas estavam melhor relacionadas por meio do percentual de identidade e cobertura

alinhamento.

Quadro 1 - Sequéncias identificadas a partir da biblioteca de (PhD-c7c) alinhados com proteinas do banco de
dados NCBI/BLAST com numero de acesso e porcentagem da cobertura e identidade. (Freq) corresponde a
frequéncias de cada sequéncia encontrada. (*) corresponde aos aminoécidos da sequéncia e foi usado para
manter o sigilo das sequéncias selecionadas.

Clones da Biblioteca de (PhD-c7c)

Clones Freq Sequéncia Cobertura | lIdentidade Proteinas GenBank
CleG10 2/23 SEHFFEXG 100% 80% Poliproteina = AQW44737.1
Dle G4 2/23 SHHFXES 100% 80% Poliproteina = AQW44782.1
F1,C7eGl11 3/23 Grxxxx 85% 83.33% Proteina F AGC14518.1
H1 1/23 SrHF*EG 85% 100% Poliproteina = ADY38591.1
F2 1/23 SEFFEXG 100% 100% NSb5a ALN43441.1
C3 1/23 SFEFEFEN 85% 100% Poliproteina QGQ76469.1
C4,G8,H9eCl11l  4/23 SHrxE*G 85% 83.33% Poliproteina =~ AAP30148.1
E4 1/23 GrExx*G 85% 83.33% Proteina F QGW53320.1
D6 1/23 SEHRFFEN 85% 83.33% Proteina F QPB71906.1
H6 1/23 SHEFEF*Q 85% 83.33% Core AXH64878.1
F7 1/23 SEFFAXG 100% 85.71% Poliproteina AXF35725.1
H7 1/23 SHEFEFEN 85% 83.33% Poliproteina AAF25611.1
H8 1/23 SEHFFAXE 85% 83.33% Proteina F AGC14518.1
E10e D11 2/23 SHEFEFXG 85% 83.33% Poliproteina ACA48614.1
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H11 1/23 SrHFFFP 100% 85.71% Proteina F QED93976.

Quadro 2 - Peptideos identificados a partir da biblioteca de (PhD-12) alinhados com proteinas do banco de
dados NCBI/BLAST com numero de acesso e porcentagem da cobertura e identidade. (Freq) corresponde a
frequéncias de cada sequéncia encontrada. (*) corresponde aos aminoacidos da sequéncia e foi usado para
manter o sigilo das sequéncias selecionadas.

Clones da Biblioteca de (PhD-12)

Clones Freq. Sequéncias Cobertura | Identidade Proteinas GenBank
DleC7 2/17 NFFAFFFFFFXES 100% 83.33% Poliproteina ANN11861.1
A2 e F6 2/17 \Viakekaiakahalokalakal & 100% 85.71% Poliproteina AQW44779.1
D2 1/17 AFFFFAASAIAT 100% 85.71% Poliproteina BBC62263
E2 1/17 AFFFAFIIFIAIN 91% 83.33% Poliproteina Q9QAX1.3
F3 1/17 (Chaiaiaiaialaialolalel \\ 91% 100% Poliproteina ABR27360.1
G10 1/17 A\ Ackalakaiakaiaiaiaiad \" 100% 100% Poliproteina QTF98639.1
Ed4eCl1 2/17 NFFAFAFAFXES 83% 80% Poliproteina AEF01077.1
G3 1/17 D Jekalakabalalalakaiad \ 91% 100% Poliproteina BAB18804.1
G5 1/17  Ealalekolokalakaialel & 91% 87.50% Proteina F AGC14522.1
C6 1/17 V- Nakekalakaiakabalolal o | 91% 80% Poliproteina BBC44630.1
H8 1/17 THAxAFFFFAEFAR 83% 83.33% Poliproteina ABE98149.1
F11 1/17 [ Eefalaiakaiakaiolalol 4 91% 100% Poliproteina AXS76914.1
G1l1 1/17 R AAKAXT 83% 85.71% Poliproteina BAK61626.1

Todos esses resultados sugerem varias interpretacdes, no entanto, buscando direciona-
los ao nosso objetivo principal que € selecionar e identificar, a partir da técnica Phage
Display, peptideos reativos aos soros de pacientes HCV* com fibrose hepatica, foram
selecionadas as sequéncias potencialmente envolvidas no processo de fibrético. Desta forma,
as sequéncias de Proteina F foram selecionadas para dar continuidade a analise in silico.
Adiante é possivel observar, com detalhe, as seis sequéncias de proteina F alinhadas com

amostras do banco de dados.

Quadro 3 - Sequéncias identificadas e alinhadas com Proteinas F no banco de dados NCBI/BLAST com nlmero
de acesso e regido de alinhamento. Os aminoacidos grafados em negrito e sublinhados fazem referéncia as
sequéncias que sdo homdlogas as encontradas no banco de dados do GenBank. Query corresponde a sequéncia
identificadas e Sbjct corresponde a sequéncia ja existente no banco de dados. (*) corresponde aos aminoacidos
da sequéncia e foi usado para manter o sigilo das sequéncias selecionadas.

Sequencias potencialmente relacionadas a Proteina F

Clones Sequéncia Alinhamento GenBank
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F1,C7eG11 SFH**A Queryl S*****D 6 AGC14518.1
SPT+WD
Shjct 130 SPTSWD 135

E4 S*T***S Query 1 S*****H 6 QGW53320.1
SP+HAH
Shjct65 SPRHAH 70
D6 S*T***A Query 2 prx**xA 7 QPB71906.1
P+HLGA
Shjct96 PAHLGA 101
H8 S**H**F Queryl S*****D 6 AGC14518.1
SPT+WD
Shjct 130 SPTSWD 135
H11 S*p***p Query 1 S*****p 7 QED93976.1
SP+HADP
Shjct 51 SPRHADP 57
G5 [**FYHRXTHLP Query 1 [*xx#kxxx| g AGC14522.1
IPSH+ AAL

Shjct 120 IPSH - AAL 126

ApoGs essa primeira triagem, foi realizado o alinhamento global entre as sequéncias
lineares dos clones e a sequéncia da proteina alvo por meio do software on-line Clustal
Omega. Essa etapa é realizada com o propdsito de refinar o primeiro alinhamento (Quadro 4).
Quadro 4 - Alinhamento linear pelo software on-line Clustal Omega. (*) residuos de aminoacidos idénticos, (:)

substituicdo conservada com caracteristicas basicas, acidas ou neutras conservadas. (#) na coluna de sequéncia
corresponde aos aminoacidos da sequéncia e foi usado para manter o sigilo das sequéncias selecionadas.

Clones | Sequéncia Alinhamento Global
F1,C7 SHEHH##A
AGC14518.1 RSSIPLRAASFTSNDTSASHAP LIV ASPELUHTEL EFL <TELTTQQE|TSP‘ ALSLSSSHH 128
Gl1 F1 B R T e 7
F 3:3
E4 SHTHHS QGl53328.1 GVSLSPRHAHAR AGPGPELETLGERSMEN ALY GQDGF{PF'--LF. VERCNTPGVDPATIY 128
E4 e BFTHAHS - - -7
e H$§
D6 SHTHEHA QPET19@E.1 FVEATAEPELSPETLGRSHY TP-v-.GGQaGSCF‘-ﬁ APAHLGAGMTPEAGRATIWVASS 116
I — ] s SSPTHLEA — - - m o mm o 7
PR EEEE
H8 SHHH#HF AGEC14518.1 RSSIPLRAASFTSUDTSRSHAPLIVASPELWHTELEFW TELTTQRETSFVALSLESSWH 138
- = Ha - -----SPTHIDE g
EX L -
H11 SHPH#HP QEDE357E. 1 PTAAHUTLSSAAVARSLVESTCORAGATH) -J"I:-‘--T:EPLQSEN VEEVNLSPRHADPRAG 68
I — H11 e __SPPHADF--- 7
¥ BREE
G5 |H#EHY Hit AGC1£522.1 SPRAASPRADPGELS LETHEPSMVHAVAGGADESCLLAAL DHLGARM IPGEGRVINVESST 128
THLP Gs B E bl ——————————————]: 1
AGC14522.1 FSHAALPTSWDTSAS 135
Gs FSHYASLTHLF---- 12

FEE E B
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Ap0s isso, a predicdo da estrutura 3D da proteina F foi realizada, ja que a mesma ainda
ndo possui estruturas cristalografada disponivel no banco de dados. A predicéo foi feita por
meio software on-line I-Tasser. Adiante é possivel observar os melhores modelos preditos
para cada sequéncia. E importante destacar que essa analise visa a sele¢do da sequéncia que

apresenta maior potencial para seguir para 0s ensaios experimentais.

Diante disso, dentre os esses seis modelos apresentados, foram selecionados dois que
apresentaram melhores scores, que correspondem aos modelos as sequéncias dos clones E4 e
D6 (figuras 20 e 21 respectivamente). Em relacdo aos scores, o C- score indica a pontuacdo
de confianca que estima a qualidade dos modelos previstos e deve estar na faixa de -5 a 2,
sendo que a pontuacdo mais alta indica melhor qualidade do modelo. O TM-score mede a
similaridade estrutural entre duas estruturas, que indica a precisdo da modelagem de uma
estrutura, onde TM-score > 0,5 indica uma topologia correta e um TM-score < 0,17 indica
uma semelhanca aleatéria. O modelo E4 apresentou o C- score de -2,87 e um TM-score de
0,39 enquanto que o modelo D6 apresentou o C- score de -2,35 e um TM-score de 0,44. Esses

foram os modelos que apresentaram os melhores scores, as analises seguiram baseadas neles.

Essa andlise bioinforméatica prever modelos tedricos que norteiam e auxiliam na
selecdo de estruturas alvos, no entanto, esses modelos também podem apresentar limitacdes e
por isso os testes experimentais sdo indispensaveis. E importante ressaltar que a cada ano os
softwares de predicdo sdo atualizados e melhorados e tem apresentado resultados muito

significativos no estudo de predicdo de estrutura proteica e suas possiveis interacdes.
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| Redefinir para a orientacdo inicial | B Ligar / desligar

Baixar o modelo 1

C-score =-3,09 ( Leia mais sobre C-score )

Pontuagio estimada de TM =037+ 0,12
Figura 19: Melhor modelo obtido por meio da predicdo da
estrutura tridimensional por meio software on-line 1-Tasser
para a sequéncia dos clones F1, C7 e G11.

| Redefinir para a orientaco inicial | Ligar / desligar

Baixar o modelo 1
C-score = -2 87 ( Leia mais sobre C-score )
Pontuacio estimada de TM =039+ 0,13

Figura 20: Melhor modelo obtido por meio da predi¢do da
estrutura tridimensional por meio software on-line I-Tasser
para a sequéncia do clone EA4.
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| Redefinir para a orientac3o inicial | Ligar / desligar

Baixar o modelo 1
C-score =-2_35 ( Leia mais sobre C-score )
Pontuacio estimada de TM =044 £ 014

Figura 21: Melhor modelo obtido por meio da predicdo da
estrutura tridimensional por meio software on-line 1-Tasser
para a sequéncia do clone D6.

Reset to initial orientation | Spin On/Off

Download Model 1
C-score=-3.09 (Read more about C-score)
Estimated Th-score = 0.37=0.12

Figura 22: Melhor modelo obtido por meio da predicdo da
estrutura tridimensional por meio software on-line I-Tasser
para a sequéncia do clone H8.
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| Redefinir para a arientag3o inicial || Ligar / desligar

Baixar o modelo 1
C-score = -3.69 ( Leia mais sobre C-score )
Pontuagio estimada de TM =031 = 0,10

Figura 23: Melhor modelo obtido por meio da predicdo da
estrutura tridimensional por meio software on-line I-Tasser
para a sequéncia do clone H11.

| Reset to initial orientation | & Spin On/Off

Download Model 1
C-score=-3.13 (Read more about C-score)
Estimated Th-score = 0.36=0.12

Figura 24: Melhor modelo obtido por meio da predicdo da
estrutura tridimensional por meio software on-line I-Tasser
para a sequéncia do clone G5.
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O software I-Tasser também prediz, baseado no servidor COFACTOR que prevé as
possiveis fungdes proteicas baseadas na estrutura, sitios de ligacdo do ligante que possam estar
presentes no modelo construido. O modelo E4 apresenta um possivel de sitio de ligante
relevantes para nossa analise nos residuos 44 e 89 que, possivelmente, pode estar interagindo
com a enzima glutationa S-transferase A3, uma protease antioxidante envolvida no processo de

inibicdo da fibrose hepatica. Observe a seguir esse sitio de ligante (Figura 25).

Figura 25: Modelo que demostra o local de ligagdo do
ligante previsto. As esferas verde-amarelas indicam 0s
ligantes de ligacdo previstos e os palitos azuis indicam os
residuos de ligacéo ao ligante.

Por fim, apds a predicdo da estrutura tridimensional e analise dos resultados, é
possivel prosseguir com a analise para a proxima etapa baseando-se no modelo predito para a
sequéncia do clone E4. Foi realizado seu alinhamento tridimensional por meio do software
on-line Pepitope Server, esse software se baseia no algoritmo Pepsurf, que permite o
mapeamento de epitopos selecionados por afinidade. Assim, pode-se interpretar o
alinhamento de acordo com a cor apresentada na imagem, onde a cor branca (match) indica o
compartilhamento do mesmo aminoacido e a cor amarela indica aminoacidos (mismatch)

diferentes indica incompatibilidade dos aminoacidos. Figura 25:

Dessa forma, é possivel identificar o alinhamento de quatro amino&cidos idénticos e
de trés diferentes que possuem caracteristicas conservadas ndo havendo aminoacidos
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incompativeis. E importante observar os valores da pontuacdo do alinhamento e o p-value.

Quanto maior a pontuagdo melhor o alinhamento e o p-value ndo pode estar acima de 0,001.

Pontuacao desse alinhamento foi de 11,3002 e o p-valor foi igual a 0,001 (Figura 26).

Alignment of

Peptide 1:
Ser-Alal’:
Pro-Prolé6:
Thr-Thrl4d:
His-Hisl5:
Ala-Met35s:
His-Tyr34:
Ser-Ser63:
—— KEY ——
Match.
Mismatch.

-

Figura 26: Alinhamento tridimensional realizado software on-line Pepitope
Server. Pontuacéo de alinhamento: 11,3002 p-valor: 0,001.
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6.0 Discussao

O virus da hepatite C (HCV) € uma das principais preocupacgdes da saude publica no
mundo. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimativa que cerca de 170 milhdes
pessoas sdo portadoras dele, levando 71 milhdes delas a doencas hepaticas graves, como
fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular, o que resulta em aproximadamente 400 mil mortes
por ano (WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2019; WHO,
2020).

O Brasil apresenta dados preocupantes relacionados a taxa de deteccdo de novos
casos, cerca de 11,9 a cada 100.000 habitantes. Em relacdo ao estado do Amazonas as
estaticas sdo ainda mais alarmantes visto que a capital do estado, Manaus, foi umas das
capitais que apresentou uma taxa de deteccdo superior a nacional, cerca de 12 novos casos a
cada 100.000 habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Diante desses dados, é clara a necessidade do desenvolvimento de estratégias que
busquem elucidar os mecanismos inflamatdrios desenvolvidos durante a infeccdo, pois, estas
visam ndo apenas evitar a progressao crénica da doenca, mas também aprimorar e facilitar seu
diagnéstico (MIMMI, S. et al.,, 2019). Sem duvida alguma, essa busca por métodos
diagnosticos aprimorados e mais acessiveis € de grande relevancia, principalmente para o
Estado do Amazonas, em detrimento da dificuldade no acesso as regifes mais isoladas e ao

dificil deslocamento dos pacientes aos grandes centros de saide (GARNELO et al., 2016).

Sob essa perspectiva, varios estudos tém sido direcionados a identificacdo de novos
epitopos, altamente especificos a moléculas de interesse, por meio da tecnologia de Phage
Display (PD) (MIMMI, S. et al., 2019). Neste trabalho a tecnologia de PD foi utilizada para
selecionar peptideos miméticos reativos aos soros de pacientes crénicos, infectados pelo
HCV. A selecdo se deu a partir da utilizacdo de duas bibliotecas de peptideos randémicos a de
PhD C7C e PhD-12. Dos seis peptideos miméticos que apresentaram possiveis epitopos
relacionados a proteina F do virus do HCV. O peptideo E4 parece ser o principal candidato a
novos ensaios para diagnostico da fibrose, para fins de prevencéo e tratamento da Hepatite C
cronica por apresentar um possivel sitio de ligagdo que interage com a protease antioxidante

glutationa S-transferase A3.

Ao se referir a cronicidade da doenca sabe-se que a mesma é resultado do acimulo da

matriz extracelular e da cicatrizacdo do tecido hepatico em resposta as lesdes causadas por um
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quadro inflamatorio persistente promovido por uma insistente acdo imunolodgica frente ao
virus. (BATALLER; BRENNER, 2005).

Células hepaticas infectadas, células de Kupffer ativadas e leucécitos circulantes estdo
envolvidos nos principais mecanismos que induzem essa cronificagdo. Quando estimuladas,
por meio da ativacdo de cascatas de sinalizacdo celular, estresse oxidativo, apoptose ou
ativacdo direta da imunidade inata e adaptativa, essas células induzem a producéo de citocinas
como: o Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a), Interleucinas 1B (IL-1p), IL-6 e IL-8, que
estimulam a inflamacéo liberando varios mediadores fibrogénicos, que ativam as células
estreladas (HSCs) e os miofibroblastos do figado (IVANOV et al., 2017).

Os estudos relacionados a proteina F (ARPF) do virus HCV sdo pioneiros, apesar de
seu papel ainda ndo estar bem definido, muitos deles ja demonstraram seu envolvimento com
0s varios mecanismos imunoldgicos, como: sinalizagdo celular, resposta imune inata, resposta
humoral e celular (MOHAMADI et al., 2020).

Sabe-se que a ARPF pode atuar na regulacdo dos genes c-myc e p53 e inibir a
apoptose celular. Tais resultados sdo demostrados por Wu et al. (2007) que afirmam que a
ARPF aumenta a transcricdo de c-myc e diminui a de p53, o que influencia diretamente na
progressdo da doenca. Attallah et al. (2017) confirmam a participacdo desses genes no
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (CHC). Buscando determinar a expressao de c-
myc e de p53 e avaliar sua importancia no diagndstico do CHC eles concluiram que myc e
p53 sdo biomarcadores potenciais € 0 uso combinados deles pode melhorar a precisdao do
diagnostico do carcinoma hepatocelular em pacientes com hepatite C crénica de alto risco
(ATTALLAH et al., 2017; WU et al., 2007).

Em outro estudo Hsin-Chieh et al. (2008) mostraram que a ARPF também interage
com a proteina de ligacdo a c-myc (MM-1) responsavel por inibir a atividade de transativacdo
do gene c-myc, antagonizando seus os efeitos inibitorio sobre a transativacdo do c-myc
induzindo o0 aumentando sua a atividade contribuindo para a formagdo do CHC por meio do
aumento da proliferacéo celular (HSIN-CHIEH et al., 2008). Também foi demostrado que ela
pode reprimir a p21, proteina que regula a transi¢cdo da fase G1 para S no ciclo celular, e
regula negativamente a proteina adaptadora 1 (AP-1) interrompendo o ciclo celular (BASU et
al., 2004; KOTTA-LOIZOU et al., 2013).
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A proteina F inibe a apoptose celular, pois, induz o aumento na ativacdo da via de
sinalizagdo mediada pelo fator nuclear kB (NF-xB), que possui um papel critico na regulagao
da resposta imune induzindo a expressdo de varios genes pro-inflamatorios, tornando as
células hepaticas capazes de resistir a apoptose induzida pelo TNF-a (SHAO et al., 2009).

Observe a seguir 0s processos descritos acima (figura 27).
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Figura 27: Contribuicdo da proteina F no carcinoma hepatocelular.
Fonte: Adaptado de MOHAMADI et al., 2020.

Além disso, ao investigar o possivel papel da ARPF na resposta celular, Fiorucci et al.,
(2007) também observou sua provavel relacdo com o aumento de secrec¢do de citocinas pré-
inflamatdrias, pois, ela induz o aumento de IL-6, IL-8, MCP-1, que sdo quimioatraentes de
proteina-1 em mondcitos, e MIP-1B3, uma proteina inflamatéria em macrdfago-1beta, em
células dendriticas e macrdfagos infectados, podendo estar fortemente associada aos

processos de patogénese do virus (FIORUCCI et al., 2007).

A ARPF pode modular a frequéncia da populacdo de células T CD4+ CD25+ e
FoxP3+ em pacientes cronicamente infectados, Hashempour et al. (2015) observaram um
aumento na populacdo dessas células em pacientes com anticorpo anti-F circulante,
concluindo que ela estar envolvida no aumento da frequéncia da populacdo dessas células e

podendo associar-se a persisténcia da infeccéo viral (HASHEMPOUR et al., 2015).

Outro estudo, que procurou investigar os perfis de citocinas Thl e Th2 e avaliar as

respostas imunes direcionadas a proteina F em 55 pacientes cronicamente infectados, foi

73



observado que a prevaléncia de anticorpos anti-F foi significativamente maior em pacientes
com CHC comparados a pacientes sem CHC. Além disso, houve reducdo, significativa, da
proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), secretoras de IFN-y,
IL-2, IL-4 e IL-5, diminuicdo dos niveis de IFN-y e / ou IL-2 e aumento dos niveis de IL-4 e /
ou IL-5, demostrando a que a Proteina F pode enfraquecer a resposta celular e contribuir

com a progressdo da doenca (YUE et al., 2013).

XU e colaboradores (2014) também investigaram a resposta de citocinas frente a
proteina F em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e células dendriticas

plasmocitoides (PDCs) em pacientes cronicos. Eles observaram uma reducao significativa dos
niveis de interferon o (IFN-a), secretado por PBMCs, em pacientes positivos para o anticorpo

anti- F comparados aos de pacientes negativos para o anticorpo. Além disso foi possivel
demostrar o aumento da frequéncia de PDCs em pacientes negativos comparados a frequéncia
no grupo positivo para o anti-F. Como conclusio eles sugeriram “que a proteina F pode inibir
a secrecdo de IFN-o de PBMC ao regular a produgdo de IL-10 e pode contribuir para um
aumento nas taxas de apoptose em PDCs” (XU et al., 2014). Observe a seguir 0S processos

descritos acima (figura 28).
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Figura 28: Efeitos da proteina F nas células imunolégicas.

Fonte: Adaptado de MOHAMADI et al., 2020.
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Esses dados endossaram inumeros estudos que vem, continuamente, relacionando a
ARPF a persisténcia da infeccdo e quadros de cronicidade da doenca. Ajorloo et al. (2015)
buscando determinar o papel da ARPF em pacientes cirréticos e ndo cirréticos observaram a
prevaléncia de anticorpo anti-F em todos os pacientes cirréticos testados, significativamente
maior do que em pacientes ndo cirréticos, corroborando a ideia de associagdo da proteina F as
fases cronicas da doenca. Em outro estudo, Kassela et al. (2017) demonstraram uma alta
prevaléncia de desses anticorpos em pacientes com cirrose avangada e com HCC (AJORLOO
etal., 2015; KASSELA et al., 2017).

Moustafa et al. (2018), com o propdsito de obter informacGes sobre as propriedades
funcionais e patoldgicas da ARPF demostraram que ela também pode acelerar o ciclo celular
pois induz a expressdo de ciclina D1, proteina que promove a inativacdo da proteina
supressora de tumor, por meio de sua fosforilacdo, o leva ao aumento da expressdo de varios

oncogenes e da carcinogénese hepatica (MOUSTAFA et al., 2018).

Recentemente, Musavi e colaboradores (2020), buscaram caracterizar a presenca dos
anticorpos anti-F em candidatos a transplante de figado (LTC) e compara-los a pacientes
cirréticos mas ndo LTC, foi possivel observar a prevaléncia de anti-F em todos os pacientes
LTC e de 94,3% nos pacientes cirroticos ndo LTC (MUSAVI et al., 2020).

Desse modo, apesar da funcdo da ARPF ainda ndo estar bem definida, h4 evidéncias
de seu envolvimento em processos de respostas imunoldgicas, como imunomodulagdo de
algumas vias, regulacdo das respostas relacionadas a fase cronica da doenca, producdo de
anticorpos, entre outros. A alta prevaléncia de anti-F nos estudos com pacientes cronicos
indicam uma forte relacdo da ARPF com a cronicidade da fibrose hepética desencadeada pelo
HCV nos demostra isso (MOHAMADI et al., 2020).

Em relacdo a glutationa S-transferase A3, possivel ligante do epitopo predito na nossa
estrutura tridimensional. Segundo Chen e colaboradores, ela € uma protease antioxidante e
pode estar relacionada com a inibicdo da ativacdo de células hepaticas estreladas (HSCs) e a
fibrogénese por meio da supressdo das vias de sinalizacdo da MAPK (proteina quinase ativada
por mitdgeno) e da GSK-3 (quinase do receptor acoplado a proteina G) e por isso pode
representar um alvo promissor para uma potencial intervencdo terapéutica em doencas

fibrdticas do figado. Essas vias estdo relacionadas coma ativagdo das células estreladas,
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estresse oxidativo e a inducdo da fibrose (BORKHAM-KAMPHORST; WEISKIRCHEN,
2016; XIAO et al., 2016).

Além disso, um dado muito interessante sobre essa enzima é que, em camundongos,
ela é expressada em altos niveis tornando-os resistentes as lesdes no DNA induzidas pela
atividade tdxica da Aflatoxina B1, uma substancia toxica considerada um importante fator de
risco para o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular em humanos, inibindo o

desenvolvimento de tumor no figado (ILIC et al., 2010).

Os peptideos vém sendo considerados bons alvos para estratégias terapéuticas,
planejamento racional de medicamentos e inibicdo de proteinas, pois, possuirem baixa
toxicidade e pequenas areas de interface. Estima-se que cerca de 15% a 40% das interacdes
proteicas sdo mediadas por eles, participando de uma grande variedade de processos
bioldgicos, tais como: sinalizacdo celular, redes regulatorias, respostas imunoldgicas e
inibicdo enzimatica (MARTINS et al., 2021).

Mais estudos precisam ser realizados para a investigar a possivel interacdo entre a
proteina F e a enzima glutationa S-transferase A3 e a outras proteinas envolvidas nos
mecanismos de infeccdo e de defesa do HCV. Podendo sugerir uma funcdo mais precisa da

ARPF para a comunidade cientifica.

Diante dos dados relatados nesse trabalho observa-se que a técnica de Phage Display é
uma ferramenta valiosa para a descoberta de novos marcadores bioldgicos contra o0 HCV.
Através dela, foi possivel selecionar um mimétopo potencialmente envolvido na cronicidade
da Hepatite C de pacientes HCV positivos. A sequéncia selecionada como mais promissora
agora serd submetida a ensaios experimentais para verificar seu potencial imunogénico contra
imunoglobulinas 1gG em soros individuais cronicamente infectados, e assim daremos
continuidade na construcdo de uma estratégia para o desenvolvimento de um diagnéstico

focado nas fases cronica da Hepatite C.
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7.0 Conclusao

Dos 192 clones selecionados, através da tecnica de Phage Display, 83 deles
apresentaram diferencas significativas entre a reatividade contra IgG em pool de soros de

pacientes com fibrose hepatica grave comparados ao pool de soros de pacientes saudaveis.

Foi possivel identificar mimetopos de um possivel epitopo da proteina F do HCV que
pode estar interagindo com enzima glutationa S-transferase A3 (GSTA3), conhecida por inibir

0 processo fibrogénico em células estreladas do figado.

O clone E4 foi selecionado como o melhor candidato a ser utilizado em novas
plataformas nanobiotecnolégicas para fins de diagnostico da Fibrose Hepética Grave induzida
pelo HCV.

Foram selecionados clones com similaridade e cobertura a partir de 80% comparadas
as proteinas do HCV ja depositadas no banco de dados GenBank e podem servir de base para

o desenvolvimento de outras linhas de estudo.
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