FZ22N  Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
b Programa de Pos-graduacao em Ciéncias da
Saude

Carolina Colombelli Pacca

BUSCA DE COMPOSTOS COM POTENCIAL
ATIVIDADE ANTIVIRAL CONTRA OS VIRUS
DA FEBRE AMARELA E ENCEFALITE DE
SAINT LOUIS

Sao José do Rio Preto
2013



Carolina Colombelli Pacca

SCREENING DE NOVOS ANTIVIRAIS
INIBIDORES DE FLAVIVIRUS

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto para
obtencdo do Titulo de Doutor no Curso
de Pos-Graduacdo em Ciéncias da
Saude, Eixo Tematico Medicina e
Ciéncias Correlatas.

Orientador: Prof. Dr. Mauricio Lacerda Nogueira

Sao José do Rio Preto
2013



Pacca, Carolina Colombelli

Screening de Novos Antivirais Inibidores de Flavivirus/Carolina
Colombelli Pacca.

S&o José do Rio Preto, 2013

75p.

Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
— FAMERP
Eixo Tematico: Medicina e Ciéncias Correlatas

Orientador: Prof. Dr. Mauricio Lacerda Nogueira

1. Flavivirus; 2. Antiviral; 3. Virus da Febre amarela; 4. Virus de
Saint Louis; 5. SLEV; 6. YFV;




CAROLINA COLOMBELLI PACCA

Screening de novos Antivirais Inibidores de
Flavivirus

BANCA EXAMINADORA
TESE PARA OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR

Presidente e Orientador: Prof. Dr. Mauricio Lacerda
Nogueira

2° Examinador: Prof. Dr. Victor Hugo de A. Quintana
3° Examinador: Prof®. Dr®. Vanessa Danielle Muller
4° Examinador: Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos

5° Examinador: Prof®. Dr®. Gisela Cipullo Moreira

Suplentes: Prof. Dr. Mauro Teixeira
Prof®. Dr®. Giovana Mussi Polachini

Séo José do Rio Preto_01/11/2013.




SUMARIO

Dedicatoéria

Agradecimentos

Epigrafe

LiSta de FigUuras. ......oeie it e e
LiSta 08 TADBIA......eoeeeei e e
Lista de Abreviaturas € SIMDOIOS. .........cccoiiiiiii i e
RESUMIO. ... et e
AADSTTACT. ... et ettt
1. INTRODUGAO . .....cooceeeeeeeeeeeeeee et s s saes s e se s s s s sess s s arennaanes
1.2 ATDOVITUS. ..o s
1.2. Familia Flaviviridae - GEnero FIaVIVIrUS............ccoovviiininiiies e
1.3. Estrutura, Genoma e Replicagdo de FIaviVirus .........ccccccevvvieiiecie i
1.4, FEDre AMAIEIA.......cviiieeeiieiecie e e
1.5. Encefalite de SaiNt LOUIS.........ccovrirriiniiiie s
1.6. Relevancia € JUSEITICAIVA. .........coe i s
2. OBJETIVOS. ...ttt e nne e e
2.1, ODJELIVO GEIAL......civiceieciieciececce e e
2.2. ODbjetivos ESPECITICOS.......uiiieiiiieieie ettt e
3. MATERIAIS E METODOS........covieeeiieeeseeieeiseesesiesees s sessesesesess s s s snssss nean o
3.1. Culturas Celulares

3.2. Producdo Viral

3.3. Titulagéo Viral

Vi

vii



3.4, Sintese A0S COMPOSIOS. ....c.ccviieietiieieeteie ettt sttt e e e 22
3.5. Avaliacdo da CItotoXICIdade. ..........cceeiiieiieece e 23
3.6. Ensaio de ReduGao de PIACES............cccoueriieiiiiicie e 24

3.7. Eficiéncia da inibicdo da replicacdo viral em células tratadas segundo

IMUNOTIUOIESCENCIA. ..ottt st e st ne e e e 24
3.8. Andlise do efeito antiviral pela viabilidade celular...............cccccooeoniininnennee. 25
3.8.1. Pré-tratamento..........cccvierrereeiie ettt se e e s ens 25
3.8.2. POS-TTatameNtO......ccuecveieieiiie ettt et 26
3.8.3. Avaliacdo do efeito simultdneo dos compostos na infecgdo viral........... 26

3.9. Analise da Inibicdo da Replicacdo Viral de Celulas tratadas através da
CiItOmMEria de FIUXO ...ooviiiiicie e s e 27

3.10. Teste de infeccdo em camundongos nocautes para receptores de Interferon

O € B (ABR) e 28
3.10.1. CamUNAONQGOS. .. .eeveiireriearresteareeseesieeseesressees e eseearesseeesseensearaesseeneesseenes 28
3.10.2. Infecgéo dos camundongos e processamento das amostras.................. 28
3.10.3. ENsaios BIOQUIMICOS. ......ccuvieeieeie e st 28

3.10.4. Analise histopatoldgica do figado dos camundongos inoculados com
Y N et et ettt ettt enens 29
3.10.5. THUIAGAO VIral......c.ccveiiieiieece e e 29

3.10.6. PCR em Tempo Real (qPCR) para a avaliacdo da replicacdo de

YV ettt ettt n et e e 29
3.10.7. Ensaio de Neutralizagao............ccccueveeiieeieie et 30
A RESULTADOS. ...ttt sttt sttt ettt sttt sa e st es st st en st ere st s 31

4.1, SiNteSe A0S COMPOSLOS. ... ..ccveieiiecie e sttt ete et sre et e e teereesre e e e sae e eneesree s 32



4.2. Avaliagdo da CitotoXICIdade...........cceiviieriiieie e 33
4.3. Eficiéncia da inibicdo da replicacdo viral em células tratadas segundo
iNIDICA0 dO NUMErO de PIACAS. ......cveieeiieicie s 35
4.4. Eficiéncia da inibicdo da replicacdo viral em células tratadas segundo
IMUNOTIUOTESCENCIA. ...ttt st en e e 36
4.5. Anélise do efeito antiviral pela viabilidade celular............cccccoooeoniiiiinennne 39

4.6. Analise da Inibicdo da Replicacdo Viral de Celulas tratadas através da

CILOMELITA & FIUXO vt 41
4.7. Inoculagéo dos camundongos COM YFV ..o 44
4.7.1. ENSAI0S BIOQUIMICOS. ....cuviieieiieieiie sttt sttt e 45

4.7.2. Andlise histopatologica do figado dos camundongos inoculados com
YV ettt 46

4.7.3. PCR em Tempo Real (QPCR) para a avaliagéo da replicacdo de YFV... 49

4.7.4. Ensaio de NeutraliZaGao..........ccoeveeiesieiiiiee e sre s s 49
5. DISCUSSAOD. ... oot e et e e e et et e e et et e et e e e et et e s e et et e e et e e reer e e sra e eeans 51
B. CONCLUSAO. ..o e e e ettt e e e e e e et et e e ee et et et e e ee et e e s e e e erare s e 58

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oo eeeee e eaeeee e eeee e, 60



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos grandes amores da minha vida, meu alicerce:

Vlamir, Waldomiro, Heloisa, Felipe e Juliana.

Sem vocés nada disso seria possivel. Vocés sao meus exemplos de vida.

Obrigada pelo investimento e confianca depositada em mim e por me estimularem a

sempre querer mais acreditando que dara certo.

Amo vocés!



AGRADECIMENTOS

X3

%

>

A0 meu anjo da guarda.

Ao meu orientador Prof. Dr. Mauricio Lacerda Nogueira, pela oportunidade e
confianca depositada. Obrigada pelo trabalho oferecido, pela amizade e pelos
ensinamentos cientificos e intelectuais neste periodo. Deixo aqui meu imenso

respeito a vocé, seus ensinamentos levarei pelo resto da vida.

As minhas grandes amigas e companheiras nestes anos todos de pesquisa:
Aninha e Gislaine. Meu muito obrigado pelo companheirismo, apoio, ajuda,
bebedeiras, cachorro-quente e brigadeiro que nos fizeram engordar. Além das

varias horas na bancada.

A Profa. Dra. Ana Cristina Lima Leite (UFPE) e seu grupo, pela cessdo das

moléculas estudadas.

A todos 0s meus amigos que participaram dessa jornada: LG (Lisandra Gomes),
Ju Carmona, Téti (Fernanda Tollentino), Garotas da Tavola Redonda,
Farmacéuticas Super Poderosas e todos 0s outros aqui ndao mencionados,
obrigada por me incentivarem, por me alegrarem em momentos dificeis e por

fazerem parte da minha vida

Aos novos amigos Rafael Elias, Andre Delorme e Luana Cristiny pela essencial

ajuda no desenvolvimento deste trabalho.

Aos professores da Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude, pelos ensinamentos,

disponibilidade e dedicacdo aos alunos.

A Familia Terzian: pela amizade e pelos vérios almocos que me

proporcionaram. A Familia Dutra: pelo carinho e pimenta cedida.

A amiga Roberta Vieira de Morais Bronzoni. Mesmo de longe, seus principios e

dedicacdo que teve comigo serdo sempre lembrados. Obrigada pela amizade.



0

A X4

Ao Laboratério de Pesquisas em Virologia — FAMERP, pela infra-estrutura de

ensino e pesquisa, essenciais para a realizagao desse trabalho.

Aos Drs. Luiz Tadeu de M. Figueiredo (USP — Ribeirdo Preto), Dr. Charles Rice
(Rockfeller University) e Dr. Mauro Teixeira (UFMG) pela cessdo de reagentes

e animais.

Aos funcionarios e alunos do Laboratorio Microbiologia — FAMERP: Profa.
Dra. Margarete, Natélia; Laboratério de Marcadores Moleculares e
Bioinformatica: Profa. Eloiza e Tiago; Laboratério de Estudo Gendmicos: Profa.
Dra. Paula Rahal, Carol Jardim, Cintia, Marilia; DNapta: Paulinho Peitl, Sergio

Aoki, Valéria, Lilian por me socorrerem durante os experimentos.

A galera do café do Bloco U6: Gislaine, Aninha, Tiago, Rodrigo, Tialfi, Katia

“Fravia”, seu Joao. Uma pausa durante o dia para uma fofoca sempre faz bem.
Aos novos alunos e aos veteranos do Laboratorio de Pesquisa em Virologia.
A CAPES pela concessio da bolsa de doutorado.

Aos “nao-amigos” por me ensinarem a lidar com situagdes adversas e a me
lembrarem que tudo muda. Obrigada por me ajudarem a melhorar como pessoa e

profissional, pois ndo repetirei as mesmas atitudes.

A todas as pessoas aqui ndo mencionadas e que, de alguma forma, participam da

minha vida, deixo aqui, com muito carinho, 0 meu muito obrigada.

A Deus, por tudo.

Muito Obrigada!

Carol



“O dinheiro fag homens ricos; o- conhecimento
fag homens salbioy e v humildade fag grandes
homens’”.

(Dalai Lama)

“Néo- haw problemav que néo-possow ser
Z 1% z pela/p . A % ”-

(Chico Xavier)



Lista de Figuras

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.
Figura 17.

Figura 18.

Estrutura esquematica dos virus pertencentes a familia Flaviviridae.....
Organizagdo gendmica dos FlaviVIrus...........c.ccocvneiiniicinnnicce e,
Ciclo de replicagéo viral de FIaVvIVITUS...........ccocoviniiniicccceee,
Estrutura quimica das tiossemicarbazonas e phtalyl-tiazol avaliadas.....
Avaliagdo da CitotoXICIAAE. ........cceiverire i
Ensaio de Redugdo de Placa - YFV ...
Ensaio de Redugéo de Placa — SLEV ...

Imunofluorescéncia das celulas infectadas com YFV e tratadas com
(070] 001010 1) (01 SOOI

Imunofluorescéncia das celulas infectadas com SLEV e tratadas com
COMPOSEOS ..vvvtirisiiie et se st ebeb sttt e eb b
Viabilidade Celular — YFV ...
Viabilidade Celular — SLEV........ccocoiiiiiiicee e

Citometria de Fluxo de celulas desafiadas com YFV e tratadas durante

Citometria de Fluxo de celulas desafiadas com SLEV e tratadas
AUPANTE 48N, e
Citometria de Fluxo de celulas desafiadas com SLEV e tratadas
AUIANTE 24N, e

Analise Hitopatologica dos figados dos animais............cccccceeeivevieenenne.
Anaélise Hitopatologica dos figados dos animais.............ccccceeveeeecvennnne.

Avaliacdo da replicacdo viral por qPCR.........cccoiviviiiii e

06

09

32

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

43

47

48

49



Vi

Lista de Tabelas

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Identificacdo dos camundongos utilizados e quantidade de virus

1T ol 0] F=o [ 1SR 44
Determinacdo dos testes bioquimicos e hematoldgicos.............ccccveeeee.. 45
Valores de Referencia de animais segundo Carpenter, 2010................... 16

Ensaio de Neutralizagdo dos camundongos...........ccccevererenenineinnnninns 50



Vil

Lista de Abreviaturas e Simbolos

Hg
pL

ALT
AST
BSA
BSQV

CCso
cDNA
CMC
DENV
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
dsDNA

EDTA
HBV
HCV
HIV
HSV
IFN

ILHV
JEV
KCI
L15

Micrograma

Microlitro

microMolar

Alanina Aminotransferase
Aspartato Aminotransferase
Bovine Serum Albumin

Virus Bussuquara

Proteina do capsideo viral
Concentracdo Citotxicidade 50%
DNA complementar
Carboximetilcelulose

Virus Dengue

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico
Deoxyribonucleotide triphosphate
Double strand DNA

Proteina do envelope viral
Ethylene diamine tetracetic acid
Virus da hepatite B

Virus da hepatite C

Virus da Imunodeficiéncia Humana
Herpes Simples Virus

Interferon

Imunoglobulina G

Virus llhéus

Virus da Encefalite Japonesa
Cloreto de potassio

Meio Leibovitz

Molar



MAYV
MEM
MgCl,
mL
mM
MOl
MTT
Na2HPO4
NaCl
NCR
nm

NS
NS1
NS2A
NS2B
NS3
NS4A
NS4B
NS5
OMS
ORF
OROV
p/v

pb
PBS
PCR
PFU
pH

gPCR
RNA
RNAM

Virus Mayaro

Eagle’s Minimum Essential Medium
Cloreto de magnésio

Mililitro

milimolar

Multiplicity of Infection

Thiazolyl blue tetrazolium bromide
Hidrogenofostato de sodio dibasico
Cloreto de Sodio

Non coding region

Nanométro

Proteina ndo-estrutural

Proteina ndo-estrutural 1

Proteina ndo-estrutural 2A
Proteina ndo-estrutural 2B

Proteina ndo-estrutural 3

Proteina ndo-estrutural 4A
Proteina ndo-estrutural 4B

Proteina ndo-estrutural 5
Organizacdo Mundial da Saude
Open reading frame

Virus Oropouche

Peso por volume

par de base

Phosphate-buffered saline

Polymerase chain reaction
Unidade formadora de placa
Potencial hidrogeni6nico
Proteina precursora da proteina M
PCR quantitativo

Acido ribonucleico

RNA mensageiro

viii


http://cshprotocols.cshlp.org/content/2006/1/pdb.rec8247.full?text_only=true

ROCV Virus Rocio

rpm Rotagdes por minuto

RT-PCR Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
SFB Soro Fetal Bovino

SLEV Virus da Encefalite de Saint Louis

SSDNA Single strand DNA

SSRNA Single strand RNA

U Unidade

UTR Unstranslated Region

viv Volume por volume

WNV Virus West Nile

YFV Yellow fever virus — virus da Febre Amarela
ng Nanograma

pmol Picomol

iRNA Interferéncia de RNA



Resumo

Introducdo: Os arbovirus, virus transmitidos por artropodes, sdo freqlientemente
associadas a surtos em seres humanos e representam um problema sério de salde
publica. Os virus pertencentes ao género Flavivirus, tais como virus da Febre Amarela
(YFV) e virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV), sdo importantes patdgenos que
podem causar alta taxa de morbidade e mortalidade no mundo. No Brasil, YFV é
mantido em ciclo silvestre notificados anualmente, a despeito da seguranga e eficiéncia
da vacina. A encefalite de Saint Louis é uma doenca infecciosa febril aguda causada
pelo SLEV amplamente distribuida nas Américas. A emergéncia do SLEV passou a ser
um fato preocupante no Brasil a partir da constatacdo do primeiro surto no pais em
2006, na cidade de S&o Jose do Rio Preto. N&o existe tratamento especifico para estas
viroses, somente tratamento de suporte para ajudar a aliviar 0s sintomas e prevenir
complicacbes. Desta forma, ha uma grande necessidade de que sejam desenvolvidos
antivirais efetivos e seguros para o tratamento destas infeccdes. Objetivos: O objetivo
deste trabalho foi identificar potenciais compostos antivirais contra 0s arbovirus
causadores de doenca febril aguda e encefalites (YFV e SLEV) in vitro e avaliar a
capacidade de inibicdo da replicacdo viral dos compostos in vivo em camundongos
ABR. Materiais e Métodos: Para tanto, foram realizados ensaios de reducao de placas,
citometria de fluxo, imunofluorescencia, bem como testes de viabilidade celular para as
analises in vitro. Além disto, camundongos ABR foram inoculados com YFV e seus
materiais bioldgicos testados para a presenca de particulas virais por ensaio de reducéo
de placas e gPCR. Adicionalmente, foi realizado ensaio de neutralizacdo do soro dos
animais. Resultados: Celulas tratadas com os compostos mostraram eficiente inibicao

da replicacdo viral em concentracdes que apresentam baixa citotoxicidade. Os ensaios
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mostraram que derivados de ftalyl-tiazole e fenoxytiosemicarbazone foram os mais
eficazes na acdo antiviral, apresentando reducdo de 60% e 75% para YFV e SLEV,
respectivamente. Camundongos ABR inoculados com YFV apresentaram alteragfes
histologicas no figado, entretanto, ndo foi constatado titulo viral nas amostras testadas.
O ensaio de neutralizagdo mostra altas concentragdes de anticorpos no soro dos animais.
Conclustes: A inibicdo da replicacdo foi comprovada por varios ensaios in vitro
evidenciando as moléculas como potentes alternativas para o tratamento dos virus. Mais
estudos sdo necessarios para a determinacdo do mecanismo de acdo destas moléculas.
Os camundongos apresentaram alteracfes histopatoldgicas sendo um indicativo de
infeccdo, entretanto, apresentam altas taxas de anticorpos. Mais estudos sobre modelo

animal sdo necessarios para a realizacao de ensaios in vivo.

Palavras-chave: 1. Flavivirus; 2. Encefalite Saint Louis; 3. Febre amarela; 4. Antiviral;
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ABSTRACT

Introduction. Arboviruses, arthropod-borne viruses, are frequently associated with
human outbreaks and represent a serious health problem. The genus Flavivirus, which
includes both the Yellow Fever Virus (YFV) and Saint Louis Encephalitis Virus
(SLEV), are important pathogens that result in high morbidity and mortality rates
worldwide. In Brazil, YFV has a sylvatic cycle and occurs annually, despite the
efficiency of the vaccine. Saint Louis Encephalitis is an infectious illness that can cause
acute fever caused by SLEV, which is widely distributed in the Americas. The
emergence of SLEV became a serious concern after the first related outbreak in Brazil
in 2006, in the city of Sao Jose do Rio Preto. There is no specific antiviral drug for these
viruses, only supporting treatment that can alleviate the symptoms and prevent
complications. The need to develop effective and safe antiviral drugs is indispensable
for the treatment of these infections. Objective. The aim of this work was to identify
new possible antiviral drugs against the arboviruses that can cause acute fever and
encephalitis (YFV and SLEV) and to evaluate the capacity of inhibition of these
compounds in ABR mice. Material and Methods. Plaque reduction assay, flow
citometry, immunofluorescence and cellular viability were used to test the compounds
in vitro. ABR mice were inoculated with YFV, and the biological samples were tested
for the presence of the virus through the use of plaque reduction assay and gPCR.
Neutralization assay was also performed. Results. Treated cells showed efficient
inhibition of viral replication at concentrations that presented minimal toxicity to the
cells. The assays showed that ftalyl-tiazole and fenoxytiosemicarbazone were more
effective, and that they reduced viral replication by 60% and 75% for YFV and SLEV,

respectively. The analysis also revealed that the ABR mice inoculated with YFV had
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histopathological alterations in the liver; however, the samples did not present viral title.
Neutralization assay showed a high concentration of antibodies in the serum.
Conclusion. The inhibitions of viral replication were confirmed through the use of
some assays in vitro, and the effectiveness of the selected compounds show that they are
an option in the treatment of these viruses. More detailed studies are needed to
determine the mechanism of action of these molecules. The mice were found to have
histopathological alterations, which indicates viral infection; however, they also
presented with high concentrations of antibodies. More studies about animal models are

necessary to make in vivo experiments.

Keywords: 1. Flavivirus; 2. Saint Louis Encephalitis Virus; 3. Yellow Fever; 4.

Antiviral;
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1. Introducéo
1.1.  Arbovirus

Classificados eminentemente de forma epidemiolégica, arbovirus (arthropod
borne viruses) sdo virus transmitidos por artrépodes hemat6fagos a hospedeiros
vertebrados suscetiveis. As arboviroses sdo freqiientemente associadas a surtos em seres
humanos e representam um problema sério de salde publica. Apresentam ampla
distribuicdo geogréfica, abrangendo todos o0s continentes, mas estdo presentes
predominantemente nos tropicos, devido as condi¢des climéaticas favoraveis a
manutencéo do ciclo viral™?.

A manutencdo dos arbovirus na natureza ocorre atraves de ciclos silvestres
complexos com participacdo de espécies de vertebrados silvestres (aves, roedores,
marsupiais, primatas, morcegos, répteis e outros) e artropodes hematofagos (mosquitos,
carrapatos, acaros, simulideos e tabanideos), porém, podem passar despercebidos. O
homem é hospedeiro acidental para a maioria das arboviroses e se infecta ao penetrar
em areas enzooticas, com excecdo apenas para o virus do Dengue, em que € 0
hospedeiro principal. Por outro lado, mudancgas ecoldgicas no habitat natural destes
virus levam a alteracfes em seus ciclos, podendo haver adaptacdo a novos reservatorios
e, com isto, aumentar sua multiplicacdo e o risco da emergéncia® ®. Outro mecanismo
para manutencdo dos arbovirus nesses vetores é a transmissdo transovariana, como
ocorre com os virus da Encefalite Japonesa, Febre Amarela e Dengue', entretanto este
modo de transmissdo ndo é tdo expressivo na disseminacdo dos arbovirus®.

No homem, apds a picada de um vetor infectado, o virus é transmitido para a
corrente sangiiinea. Apos a infeccdo, ha um periodo de incubacdo durante o qual ocorre

multiplicacdo viral, e sua intensidade e a sua localizagdo determinardo o aparecimento



de manifestagdes clinicas, como febre acompanhada de mal-estar, cefaléia, nauseas,
vOmitos e mialgia. Neste estdgio, a doenca pode terminar ou exibir manifestagdes
hemorréagicas secundarias. De uma forma geral, infecgdes por arbovirus podem levar a
quatro formas clinicas distintas, dentre as quais se destaca a doenca febril (causada por
praticamente todos os arbovirus patogénicos ao homem), doenca febril com exantema,
febre hemorragica (no Brasil, causada apenas pelos virus do Dengue e Febre Amarela) e
encefalite (causada por diversos membros das familias Togaviridae, Flaviviridae, e
Bunyaviridae). No entanto, sintomatologia inespecifica pode ser observada nas
infeccOes por diferentes arbovirus, especialmente na fase aguda, dificultando o
estabelecimento de um provével agente etiologico pelo médico assistente® 7.

Devido & grande extensdo territorial (8.514.876 km?), com reas tropicais, 0
Brasil possui regides florestais situadas no Norte, Nordeste, Sudoeste e Sudeste, com
grande diversidade de plantas e animais, apresentando condi¢des ecoldgicas adequadas
para a ocorréncia de zoonoses causadas por arbovirus. O pais apresenta
aproximadamente 200 milhdes de habitantes, onde a maioria vive em areas urbanas
infestadas por mosquitos vetores, dos géneros Aedes e Culex, aumentando 0s riscos de
ocorréncia de surtos de infeccOes nas areas urbanas densamente habitadas, devido ao

grande numero de pacientes virémicos infectados em areas silvestres de transmissao

(www.ibge.com.br)®®.
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1.2.  Familia Flaviviridae — Género Flavivirus

Em termos de saude puablica, os virus pertencentes as familias Flaviviridae
(género  Flavivirus), Togaviridae (género Alphavirus), Bunyaviridae (género
Orthobunyavirus) sdo responsaveis por aproximadamente 95% dos casos humanos
causados por arbovirus no Brasil®. O género Flavivirus é composto por 53 virus
distribuidos mundialmente, sendo que 22 destes estdo associados a doencas humanas,
entre elas, o Dengue, Febre Amarela, West Nile e Encefalite Japonesa séo as mais
importantes no mundo por causar alta taxa de morbidade e mortalidade™®.

No Brasil ja foram isolados os Flavivirus da Febre Amarela (Yellow Fever Virus
— YFV), do Dengue (DENV) 1, 2, 3 e 4, Encefalite de Saint Louis (Saint Louis
Encephalitis - SLEV), Rocio (ROCV), Ilhéus (ILHV), Bussuquara (BSQV), Iguape
(IGUV) e Cacipacore (CPCV). Muitos destes virus sdo zoonoticos no meio silvestre e
podem, eventualmente, infectar o homem, como os virus YFV, SLEV, ROCV, ILHV e
BSQV®™Y,

Podemos destacar DENV, Febre Amarela (YFV), Encefalite de Saint Louis
(SLEV), Rocio (ROCV), Mayaro (MAYV) e Oropouche (OROV), como o0s
responsaveis pela maioria dos casos humanos causados por arbovirus no Brasil*?. Estes
virus podem produzir surtos epidémicos esporadicos ou epidemias de grandes
proporcdes™ 41314,

A maioria dos arbovirus sdo zoonoses transmitidas por mosquitos causando
doencas em humanos e animais onde o principal vetor € o mosquito Culex e hospedeiros

vertebrados naturais sdo passaros silvestres™.



1.3.  Estrutura, Genoma e Replicacdo do género Flavivirus
A estrutura viral apresenta virion com didmetro aproximado de 40-60nm, com
capsideo de simetria icosaédrica, circundado por envoltério de natureza lipoprotéica,

originario da célula hospedeira, contendo projecdes superficiais®® (Figura 1).

T=3 Capsid T=3-ike organization
of surface dimers

Figura 1: Estrutura esquematica dos virus pertencentes a familia Flaviviridae.
Representacdo do nucleocapsideo icosaédrico circundando o RNA viral. Os virus
apresentam um envelope derivado da membrana de células hospedeiras, alem de
glicoproteinas E, uma proteina membrana M, rearranjada como homodimero e

associada a E. Fonte: http://www.expasy.org

O genoma € constituido por RNA de fita simples ndo segmentado, linear, de
polaridade positiva, com aproximadamente 11000 nucleotideos. Possui uma unica fase
aberta de leitura, a qual leva a formacdo de um Unico polipeptidio, que é processado por
proteases virais e célulares em trés proteinas estruturais (proteinas do core — C, da
membrana — M e a glicoproteina de superficie — E) e sete proteinas nao-estruturais
(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5)*"*9 A ORF é flanqueada por duas
regides ndo-codificadoras (NCR- Noncoding Region) a 3’NCR e a 5’NCR, a qual
apresenta CAP. As regifes ndo-codificadoras sdo importantes para a regulacdo e

expressdo das protefnas virais“” %> (Figura 2).
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Figura 2: Organizagdo gendomica do género Flavivirus. Uma unica fase de leitura
(ORF) codifica uma poliproteina precursora que € processada em 3 proteinas estruturais
(C, prM e E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B e NSb).
Fonte: Pastorino et al, 20102,

As funcdes de todas as proteinas virais ainda ndo foram totalmente estabelecidas,
sabe-se que as proteinas estruturais sdo incorporadas ao virion durante a maturacdo e
liberacdo viral e as proteinas ndo-estruturais sdo responsaveis pela replicacdo nas
células infectadas®®®).

A proteina E é responsavel pela ligacdo do virus na célula, bem como pela fusao
com a membrana endossomal, sendo o maior determinante antigénico viral® 2. A
proteina C forma o nucleocapsideo viral e esta envolvida no transporte da proteina prm
(precursora da proteina M) ao reticulo endoplasmatico para ser glicosilada®®® 2. A
proteina M é formada a partir do processamento de sua precursora prM, sendo uma
proteina de membrana de particulas virais maduras®® 2%,

A proteina NS1, embora com funcdo desconhecida, participa de forma essencial

na replicacdo do RNA viral, pois estudos de mutagéneses em NS1 causaram diminuicéo



drastica na replicagdo do RNA e producdo viral®* . A NS2a participa na replicacio
viral e pode estar associada & inibicdo de Interferon®®. NS2b forma um complexo
estdvel com a proteina NS3, agindo como um co-fator para a atividade serino-

e@ 2D A protefna NS3 é altamente conservada entre os flavivirus. E uma

proteas
proteina multifuncional, pois tem atividade de serino-protease na sua por¢do
aminoterminal, € uma RNA-helicase RNA-dependente, além disso, codifica uma
atividade de RNA trifosfatase com o proposito de defosforilar a regido 5’ terminal do
genoma do RNA antes da adicdo da CAP®?. As proteinas NS4a e b sdo hidrofébicas,
associadas @ membrana e pouco conservadas entre os flavivirus. Acredita-se que sdo
componentes da replicase por formarem complexos com NS2b e NS3¢% 2L 29 A
proteina NS5 é a maior das proteinas virais e altamente conservada entre os Flavivirus.
Apresenta atividade de RNA polimerase RNA-dependente na regido carboxi-terminal e
metiltransferase em sua porgdo aminoterminal 2124 28),

Em geral, a replicacdo flaviviral ocorre dentro do citoplasma de células
susceptiveis ao virus (Figura 3). O ciclo inicia-se com a ligacdo da proteina E a
receptores célulares especificos (possivelmente, glicosaminoglicanos sulfatados e
heparan sulfato), com a subsequente entrada do virus por endocitose. Apés a fusdo do
virion a membrana da célula hospedeira, 0 nucleocapsideo é entregue ao citoplasma e 0s
endossomos que contém as particulas virais fundem-se com os lisossomos, levando a
uma diminuicdo do pH intra-endossémico, potencializando mudancgas conformacionais
na proteina E, a qual resulta na fusdo do envelope viral a membrana das vesiculas

endossomais e, conseqiientemente, a desmontagem da particula viral e liberacdo do

genoma no citoplasma, local onde ocorre a tradugdo do RNA gendmico®® 2429:30),



Todas as proteinas virais conhecidas sdo produzidas a partir de um precursor da
poliproteina de aproximadamente 3400 aminoacidos, a qual é processada por uma
combinacdo de proteases virais e célulares originando proteinas estruturais, localizadas
na extremidade amino-terminal da poliproteina, e proteinas ndo-estruturais que ocupam
a extensdo restante. Seqiiéncias caracteristicas de uma serino-protease, uma RNA
helicase e de uma RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) sdo encontradas em pontos
similares nas poliproteinas dos trés géneros virais da familia Flaviviridae. Os
componentes enzimaticos da RNA replicase sdo provavelmente formados a partir dos
produtos de segmentacéo contendo essas regides® 2.

A replicacdo do RNA acontece em complexos de replicacdo citoplasmaticos
associados a membranas perinucleares, a partir da sintese de um RNA intermediario de
polaridade negativa (SSRNA-), que serve para a formacdo de uma fita dupla de RNA
(dsRNA), o qual é usado como molde para a sintese dos RNAs (ssSRNA+) da progénie.
A montagem do virus ocorre em associacdo a membranas do reticulo endoplasmatico
intracélulares com formacao do nucleocapsideo pela proteina C e sSSRNA+ que se ligam
a porcdo citoplasmatica das glicoproteinas virais ancoradas na membrana bilipidica do
reticulo endoplasmético, os quais contém heterodimeros das proteinas prM e EG233).

A maturacdo viral ocorre na via secretora do Complexo de Golgi dentro de
vesiculas citoplasmaticas, as quais se fundem com a membrana plasmatica, liberando as

novas particulas virais para o compartimento extracélular por via exocitica® 3.
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Figura 3: Ciclo de replicacao viral de género Flavivirus. Virus do género Flavivirus
sdo internalizados por endocitose e ocorre a liberagdo do material genético no
citoplasma da célula do hospedeiro. A traducdo do RNA viral é seguida pelo
processamento da poliproteina e, logo apds, forma-se o complexo de replicagéo viral. A
maturacdo da particula viral ocorre na via do Complexo de Golgi e os virus séo

liberados por exocitose. Fonte: Stiasny e Heinz, 2006®°

Dessa forma, a replicacdo do RNA viral envolve ndo apenas proteinas virais,
mas também proteinas célulares oriundas da maquinaria de transcricdo e traducao
célular. Estas proteinas célulares interagem com proteinas virais ndo-estruturais, entre
elas NS2B, NS3 e NS5 e com a regido 3’NCR do genoma viral para formar o complexo
de replicacdo viral (replicase viral). Os componentes deste complexo de replicacéo,
especialmente os fatores célulares, ainda sdo pouco conhecidos, portanto trabalhos
envolvendo a identificacdo destes fatores seriam de grande valia para o melhor

entendimento da replicacéo dos flavivirus™ 2.
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1.4.  Febre Amarela

A Febre Amarela é uma doenca infecciosa ndo contagiosa que se mantém
endémica ou enzoGtica nas florestas tropicais da América e Africa causando
periodicamente surtos isolados ou epidemias de maior ou menor impacto em saude
pUblica®®.

Essa doenca é causada pelo virus da Febre Amarela (YFV-Yellow Fever Virus),
0 prototipo do género Flavivirus (familia Flaviviridae). O YFV esta incluido nos
arbovirus, os quais s&o transmitidos a vertebrados através da picada de artrépodes®.

No Brasil, a Febre Amarela divide-se em duas formas epidemioldgicas, silvestre
e urbana, que diferem entre si quanto a natureza dos transmissores e dos hospedeiros
vertebrados. O YFV é mantido em ciclo silvestre caracterizado por epizootias entre as
espécies de primatas ndo-humanos, sendo considerados os principais hospedeiros
vertebrados, e o mosquito do género Haemagogus, em particular Haemagogus
janthinomys, o principal transmissor. No ciclo urbano, como ocorre com o Dengue, 0
virus é transmitido diretamente ao homem pelo mosquito Aedes aegypti” %% 339

Clinicamente, a infeccdo pelo YFV pode ser assintomatica ou causar sintomas
caracterizados por febre alta, mal estar, dor de cabeca, dor muscular, cansaco e
calafrios. Apés trés ou quatro dias, a maioria dos doentes (85%) recupera-se
completamente e fica permanentemente imunizado contra a doenca. Cerca de 15% dos
doentes infectados com Febre Amarela apresentam sintomas graves como febre
hemorragica cursando com faléncia hepatica, insuficiéncia renal e morte em
aproximadamente 50% dos casos®" 2%,

No Brasil, os primeiros relatos de epidemia de Febre Amarela ocorreram em

Recife e Salvador nos anos de 1685 e 1686. No século XVIII ndo ha relato de epidemias
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da doenca no pais. No entanto, em 1849 foi registrada na Bahia uma nova epidemia, a
qual se disseminou por 16 provincias brasileiras, incluindo Goids, Mato Grosso e a
cidade do Rio de Janeiro cuja incidéncia de infeccio foi de 35%©”. No fim do século
XI1X foi identificado o mosquito transmissor da doenca, o que permitiu adotar em varios
paises medidas de erradicacdo®®. Com o melhoramento da infra-estrutura urbana, nas
primeiras décadas do século XX, aliado as medidas de combate ao vetor e ao advento da
vacina antiamarilica, em 1937, o numero de casos de Febre Amarela foi rapidamente
reduzido. Desta forma, os Ultimos casos registrados da doenca urbana no Brasil
ocorreram em 1942 (Ministério da Satide, 1969) e em 1991, nas Américas®® %%,

Os casos silvestres da doenga séo notificados anualmente, principalmente nas
regibes Amazobnica, do Planalto Central e do Pantanal brasileiro, onde foram
registrados, nos anos de 2003 a 2006, 71 casos, com letalidade de 60% entre 2003 e
2004 e 100% nos anos seguintes. Entre dezembro de 2007 a Janeiro de 2008, foram
registrados 20 casos de Febre Amarela silvestre nas regides dos Estados de Goias,
Distrito Federal e Mato Grosso, com letalidade de 50% (Ministério da Saude, Janeiro de
2008)40).

A re-emergéncia da Febre Amarela silvestre no Brasil tem ocorrido
simultaneamente com o aumento da distribuicdo e densidade populacional do vetor
urbano Ae. aegypti pelas regides do pais. A migracdo de individuos infectados, em fase
de viremia, do meio silvestre para cidades com alta densidade do vetor, pode iniciar
epidemias urbanas explosivas e acometer milhares de pessoas entre a popula¢do nao
vacinada® *?.

A vacinacdo é a mais importante medida de controle. A vacina é produzida a

partir do virus atenuado, cepa 17DD, em ovos embrionados de galinha apresentando
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sacarose, glutamato, sorbitol, gelatina bovina, eritromicina e hanamicina na sua
composicdo final (Fundagcdo Oswaldo Cruz — Bio-Manguinhos), A despeito da
seguranga e eficiéncia da vacina, o virus continua a ser um problema de satde publica
nas areas tropicais da América do Sul

(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/febreamarela/index.php).

Individuos imunocomprometidos apresentam risco de desenvolver complicagdes
apo6s a aplicagdo da vacina, individuos sensiveis a proteina do ovo, eritromicina e
gelatina também nao podem ser imunizados®®. O tratamento desta doenca é voltado
para o combate dos sintomas clinicos, ndo havendo um medicamento especifico contra
0 virus. Sendo assim, estudos de farmacos antivirais tornam-se de extrema importancia

para o combate desta patologia.

1.5.  Encefalite de Saint Louis

A Encefalite de Saint Louis ¢ uma doenga infecciosa febril aguda causada pelo
virus SLE e encontra-se amplamente distribuido nas Américas, desde o Canada até a
Argentina®® *> *¥_ Ao contrario do que acontece nos Estados Unidos, que apresenta
carater endémico, sendo responsavel por surtos que acometem 5000 pessoas, desde
1955“* %) em paises da América Central e do Sul, a deteccdo do SLEV é rara™?,
embora 5% da populacdo do norte e sudeste do Brasil apresentam anticorpos contra o
virus. Entretanto, esses dados devem ser criteriosamente analisados, pois pode haver
reacdo cruzada entre anticorpos de diferentes flavivirus, os quais sdo induzidos
principalmente por vacinacdo contra Febre Amarela ou exposicdes aos virus DENV. No
entanto, 0 SLEV pode estar circulando nestas areas e causando infeccdes humanas,

embora a maioria delas nio seja diagnosticada®®*®.


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/febreamarela/index.php
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No Brasil, os primeiros casos registrados da doenga em humanos ocorreram nos
anos de 1971 e 1978, nos quais 0s pacientes apresentavam sinais de ictericia e doencga
febril sem sintomas neurolégicos“® *" 49 Em 2004, o virus foi isolado de uma
moradora de S&o Pedro (SP), a qual apresentava doenca febril semelhante a causada
pelo Dengue®?.

No inicio de 2005, a Argentina registrou uma epidemia causada por SLEV, na
cidade de Cordoba, com 65,3% de pacientes positivos®”. Concomitante a esta
epidemia, foi realizado um estudo com aves domésticas (gansos e galinhas) das areas
urbanas préximas as residéncias de pacientes positivos para SLEV. Destas aves, 62%
foram positivas®?.

Em maio de 2005, a presenca de anticorpos contra SLEV foi investigada em
aves silvestres (residentes e migratdrias) capturadas em Iguape, SP, porém a prevaléncia
ndo foi significante epidemiologicamente. No entanto, em aves capturadas em maio de
2006, houve uma alta prevaléncia de anticorpos anti-SLEV. Os autores concluem que
pode ter ocorrido uma importante transmissdo de SLEV na regido devido,
provavelmente, a re-introducdo do virus ou a ativacdo do ciclo silencioso de transmisséo
por algum fator do meio®?.

A emergéncia do SLEV passou a ser um fato preocupante no Brasil a partir da
constatacdo do primeiro surto no pais. Em 2006, no municipio de Sdo José do Rio
Preto/SP, concomitante a uma epidemia de DENV-3 que atingiu cerca de 15000
pessoas, foram registrados 12 casos e um de co-infeccdo com DENV-3, nos quais 0s

pacientes apresentavam sintomas de Dengue Hemorragico e encefalite. Como o dengue

é uma doenca disseminada no Brasil, a alta prevaléncia de anticorpos anti-SLEV sugere



14

que a infeccdo pelo virus ndo é diagnosticada corretamente e sua importancia é
subestimada®* %)

Dados soroldgicos indicam a presenca de anticorpos especificos circulantes na
populacdo localizada préximo as areas florestais da Amazdnia e Mata Atlantica, e
apesar do raro isolamento do SLEV de humanos, este virus tem sido isolado de
artrépodes, aves e animais silvestres, indicando que é enzodtico nestas regides %57,

InfecgBes por SLEV podem ser assintomaticas ou subclinicas, mas também
podem levar a sintomas semelhantes a um resfriado comum e muitas vezes séo
diagnosticadas como Dengue. Possivelmente uma pequena quantidade das infec¢cdes por
SLEV é clinicamente aparente. Os principais sinais e sintomas observados incluem
febre, cefaléia, mialgia, nauseas/vomitos e sonoléncia. Normalmente, quadro grave com
sinais neurologicos focais e encefalite ocorre em pacientes com mais de 60 anos ou
imunodeprimidos, para os quais a letalidade varia de 7 a 24%©®% % Entretanto, pela
reatividade cruzada de anticorpo entre diferentes flaviviroses, imunizacdo pelo virus
Dengue também confere imunizacéo contra o SLEV®?.

O virus é mantido na natureza em ciclos enzodticos envolvendo passaros
migratorios, primatas, preguicas, tatus, marsupiais e, 0s principais vetores, Culex spp. O
homem é infectado por mosquitos que se alimentaram em passaros virémicos e sdo 0s
hospedeiros acidentais®®.

A sorologia é o método mais comumente utilizado para o diagnostico de SLEV,
mas a reatividade cruzada pode levar a erros de interpretacdo dos resultados®® ©2.

Sendo assim, métodos moleculares tém sido utilizados para diminuir a chance de erros

de diagnéstico, uma vez que tais testes sdo especificos para SLEV©253).
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N&o existe tratamento especifico para SLEV, somente tratamento de suporte
para ajudar a aliviar os sintomas e prevenir complicacdes®™. O Brasil ndo possui
programa de vigilancia epidemiolégica para este virus e os profissionais da salde nao
estdo familiarizados com seu diagndstico. Sendo assim, estudos de antivirais especificos
para SLEV sdo necessarios para a tentativa de uma nova abordagem para a prevencao

da replicacéo viral deste virus®?.

1.6. Relevancia e Justificativa

Um tema comum entre todos os flavivirus € que praticamente ndo existe
nenhuma terapia antiviral especifica para o tratamento de doengas em humanos. Apesar
de vacinas licenciadas para a prevencdo de alguns destes virus (YFV, Virus da
Encefalite Japonesa — JEV), ainda existe uma elevada prevaléncia de infec¢bes causadas
por eles, provavelmente devido a subutilizacdo de vacinas em areas endémicas. Isto é
altamente preocupante uma vez que a maior parte dos virus de RNA sdo emergentes e
altamente patogénicos®?.

Entretanto, estudos para desenvolver terapias antivirais eficazes tém sido
realizados somente para alguns virus pertencentes a esta familia, tal como o Virus da
Hepatite C® e ndo ha interesse da indUstria farmacéutica para o desenvolvimento de
farmacos contra outros flavivirus, tais como o protétipo do género, YFV e SLEV®®.

Atualmente, existem cerca de 50 farmacos antivirais licenciados, onde metade é
recomendada para o tratamento de infec¢bes do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). Algumas estruturas sintéticas aprovadas para o tratamento de virus de RNA,
como a Ribavarina (1-B-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida), tém sido

testadas contra Febre Amarela. Esta estrutura € um nucleosideo de purina com largo
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espectro de atividade contra virus de DNA e RNA®". Este composto exerce um efeito
protetor in vitro da maioria dos virus de RNA testados embora sua poténcia possa variar
consideravelmente dependendo da natureza do virus®®. Um screening computacional
realizado na biblioteca do Instituto Nacional de Cancer identificou recentemente um
pequeno conjunto de compostos que foram detectados para se ligarem na proteina E de
flavivirus. Todos os compostos foram avaliados em ensaios de inibicdo do virus da
Febre Amarela e, embora 0os compostos ativos tenham estruturas variaveis, a maior
parte das moléculas apresenta um anel de tiazole central como caracteristica comum®?.
Entretanto, mesmo apo0s este estudo, ate o presente momento ndo existem agentes
antivirais clinicamente Uteis.

O sistema de interferéncia de RNA é uma ferramenta que foi descrita em
inimeros trabalhos avaliando os efeitos da iRNA no ciclo replicativo de varios virus
patogénicos, dentre eles, virus da Influenza™®, HIV™ ™ Virus da Hepatite B e C7,

(76)

Poliovirus®, Paramixovirus!’”

, Coronavirus associado a Sindrome Respiratéria
Aguda®,  Papilomavirus Humano'®, Virus Sincicial Respiratorio’” ) Febre
Aftosa®" e Herpes Simples Tipo 1. Nestes trabalhos foi demonstrada a capacidade da
iRNA em inibir in vitro e/ou in vivo a replicacéo viral®”.

Anteriormente, foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisas em Virologia -
FAMERP, um sistema de interferéncia de RNA (iRNA) contra o YFV para estabelecer
a possibilidade de desenvolver potentes drogas antivirais. Neste projeto, a inibicdo da
replicacdo do virus da Febre Amarela pela iIRNA foi demonstrada através de ensaios in

vitro utilizando células expressando siRNA constitutivamente e pela inoculacdo em

camundongos adultos e nonatos. Porém, existe a necessidade de maiores elucidacGes
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referente ao mecanismo de interferéncia de RNA no biossistema célular e no sistema de
inoculagdo dos siRNAs in vivo®“?.

Algumas classes de compostos demonstram grande atividade bioldgica®, sabe-
se que tiossemicarbazonas, ftalimidas e tiazoles tém posi¢do de destaque em um grande
numero de subunidades estruturais utilizados para amplo espectro de atividades, sendo
que o0 modo de acdo destes farmacos é geralmente atribuido a inibicdo de maultiplos
alvos. Como por exemplo, derivados de thiosemicarbazones que apresentaram
atividades antimicrobianas, anticonvulsivas, antiinflamatérias, entre outros®®%, alem
de inibidores do virus da Leucemia de Moloney, HIV, Virus Herpes Simplex (HSV) e
Variola®. Sendo assim, a descoberta de novas drogas antivirais potentes e seguras para
o0 tratamento ou profilaxia de infec¢bes causadas por flavivirus é de suma importancia.
A utilizacdo de moléculas sintéticas com estruturas que apresentem como grupo comum
nucleos de thiossemicarbazone ou phtalyl-tiazol podem ser potentes inibidores da
replicacdo de flavivirus, uma vez que a atividade antiviral ja foi apresentada para outras
familias virais.

O desenvolvimento de drogas contra infeccdes pelo YFV e SLEV seria de
grande valia para a saude pablica por trazer grandes avangos na prevencao e tratamento
das enfermidades. Sendo assim, a busca de novas moléculas que inibam a replicacdo
viral é extremamente importante, devido ao fato de ate o presente momento nédo existir

moléculas eficazes contra tais virus.
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2. Objetivos
2.1.  Objetivo Geral
Identificar possiveis antivirais contra os arbovirus causadores de doenca febril
aguda e encefalites — Yellow Fever Virus e Saint Louis Encephalitis Virus
2.2.  Objetivos Especificos
a) Awvaliar a capacidade de inibigéo da replicacdo viral dos compostos in vitro
através das técnicas de Ensaio de Reducdo de Placas, Imunofluorescéncia,
Viabilidade Célular e Citometria de Fluxo.
b) Avaliar a capacidade de inibicdo da replicacdo viral dos compostos in vivo

em camundongos ABR (nocautes para receptores de Interferon o ¢ )
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3. Materiais e Métodos

3.1.  Culturas Célulares

No presente estudo foram utilizadas células C6/36, clones célulares de larvas de
A. albopictus, para a preparacdo do estoque viral, mantidos em Meio Leibovitz (L15 -
acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino — SFB - 100U/mL de Penicilina e 100pug/mL de
Estreptomicina) e células Vero E6 (Células diploide de rim de Macaco Verde Africano,
clone E6), gentilmente cedidas pelo Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo (USP — Ribeir&o
Preto), mantidas em Meio Eagle’s Minimum Essential (MEM - acrescido de 10% de
Soro Fetal Bovino — SFB - 100U/mL de Penicilina e 100pug/mL de Estreptomicina), a

temperatura de 37°C com 5% de CO,, para a realizacdo dos experimentos.

3.2.  Producéo Viral

Estoques virais preparados a partir da cepa vacinal YF17DD (Biomanguinhos,
FIOCRUZ) e SLEV (cepa BeAr417704, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Luis Tadeu
Figueiredo, USP), foram propagados em linhagem célular C6/36, segundo metodologia
descrita por Figueiredo (1990)©%.

Para tanto, monocamadas célulares, com aproximadamente 90% de confluéncia,
foram infectadas com YFV ou SLEV por 1 hora a 28°C e incubadas por 7 dias com
meio de manutencdo (L15 - acrescido de 1% de Soro Fetal Bovino — SFB - 100U/mL de
Penicilina e 100ug/mL de Estreptomicina). ApoOs periodo de incubagdo, o0s
sobrenadantes foram aliquotados e congelados a -80°C. Logo apdés, foi realizada a
confirmacdo da presenca do genoma viral por RT-PCR, segundo metodologia

empregada por Bronzoni e colaboradores®?.
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3.3.  Titulagéo Viral

A titulagdo viral foi realizada através do Ensaio de Placas de lise, o qual utiliza
meio semi-sélido e evita formacao de placas secundérias, infectando somente as células
adjacentes e assegurando que cada placa formada no teste seja proveniente de uma
particula viral infecciosa do inoculo inicial ®* %%,

Para tanto, diluices seriadas de razdo 10 (10 a 10°) da suspensdo de YFV e
SLEV proveniente de cultura célular foram inoculadas em células e aderidas em
microplacas de 24 cavidades. Cada diluicdo, incluindo o controle negativo (sem virus),
foi inoculada em quadruplicata. Uma hora apds a incubacdo, o inoculo viral foi
removido para adigdo de 1lmL/cavidade da mistura (v/v) de Carboximetilcelulose
(CMC) 2% e meio de manutencdo concentrado 2X. As células foram incubadas a 37°C,
5%CO, e observadas diariamente. Apds seis dias, a mistura foi removida para fixacao
das células vivas com solucdo de Paraformaldeido a 4%. Solucdo de Cristal Violeta a
1% foi adicionada para visualizacdo e contagem das placas. Por fim, foi calculado o
titulo de infectividade expresso pelo nimero de unidades formadoras de placas e,

portanto, de particulas virais, ja que cada placa formada € iniciada pela infec¢do de uma

particula viral infectante.

3.4.  Sintese dos Compostos

2-(3-chlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP36), 2-(2,3-
dichlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP33), 2-(3,4-
dichlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP 24), 2-(4-(4-fluorophenyl)thiazol-
2-yl)hydrazono)ethyl)isoindoline-1,3-dione  (SC-43) e 2-(4-(4-chlorophenyl)thiazol-2-

yl)hydrazono)ethyl)isoindoline-1,3-dione (3g) (SC-47) foram obtidos a partir de sintese
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realizada no Laboratorio de Planejamento e Medicina Quimica, Universidade Federal do
Pernambuco, gentilmente cedido pela Profa. Dra. Ana Cristina Lima Leite, os quais foram
devidamente identificados por Ressondncia Magnética Nuclear de hidrogénio,

infravermelhos e por Espectrometria de Massa.

Em seguida, os compostos foram reconstituidos com DMSO (Sigma) em

concentracdo final de 100ug/pL para posteriores analises.

3.5. Avaliacdo da Citotoxicidade

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada em células Vero E6. Para tanto, foi
utilizado o ensaio colorimétrico do MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide, Sigma—
Aldrich, Germany), proposto por Mosmann (1983)®* com algumas modificacges.

Monocamadas de células Vero E6 aderidas em microplaca de 96 cavidades
foram expostas a diferentes concentra¢fes dos compostos por sete dias a temperatura de
37°C com 5% de CO,. Apos incubacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente removido
para a adicdo de 100uL de meio Mem acrescido de MTT (1 mg/mL). As placas foram
novamente incubadas a 37°C com 5% de CO, durante 30 minutos. Apds este periodo, 0
sobrenadante foi retirado e adicionado 100puL de DMSO (Merck) para a solubilizacao
dos cristais formazan. A placa foi agitada por 10 minutos e realizada a leitura no
espectrofotobmetro a LT-4000 Microplatereader (LabTech) a 540nm. A absorbancia
obtida é diretamente proporcional a viabilidade célular. A concentracdo necessaria de
cada composto para reduzir a 50% da viabilidade célular (CCs) foi calculada a partir da

comparacdo de células ndo tratadas®.
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3.6.  Ensaio de Reducéo de Placas

Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia proposta por Lennette®®
com algumas modificacBes. Monocamada de células Vero E6, aderidas em microplacas
de seis cavidades, foram inoculadas com 50 PFUs/cavidade de suspensdo de YFV ou
SLEV (o experimento foi realizado em triplicata). Ap6s uma hora de infec¢do, o inoculo
foi substituido por 4mL de mistura contendo, MEM com 1% CMC contendo 5ug/mL
dos compostos, separadamente. As células foram incubadas a 37°C, com 5% CO,,
durante seis dias e, em seguida, fixadas e coradas de acordo com a metodologia descrita
anteriormente no item 3.3. Por fim, foi calculada a média e o desvio padrdo do niumero

de placas obtidas para cada grupo de celulas tratadas ou nédo-tratadas, bem como foi

determinada a porcentagem de inibicao da replicacéo viral.

3.7.  Eficiéncia da inibicdo da replicacdo viral em células tratadas segundo
imunofluorescéncia

Monocamadas ceélulares (70-80% confluencia) aderidas em laminulas em placa
de 24 cavidades foram inoculadas com 10 MOI de YFV ou SLEV por uma hora. Apos
periodo de infeccédo, o indculo foi substituido por meio de manutencao com 5ug/mL dos
compostos e incubados por 24 horas a 37°C, com 5% CO,. Ap0s esta incubacado, as
células foram fixadas com solucdo de Paraformaldeido 4% em tampéo fosfato-salino
(Phosphate Buffered Saline, PBS: 37 mM NaCl, 10 mM Fosfato, 2.7 mM KCI, pH 7.4),
por 20 minutos, permeabilizadas com Triton X-100 0,05% em PBS, por 30 minutos e
blogueadas com solucdo de bloqueio (soro de cabra a 10% em PBS), por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se anticorpo de coelho anti-NS4 de YFV,

gentilmente cedido pelo Dr. Charles Rice (Rockfeller University) ou MIAF-SLEV
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(gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Luis Tadeu de MoraisFigueiredo, USP) na dilui¢cdo
de 1:1000 em solugdo de bloqueio. Apos incubacdo a 4°C, em camara Umida, por 16
horas, foram realizadas trés lavagens de cinco minutos com PBS, para eliminar o
excesso de reagentes. ApoOs lavagens, as células foram submetidas a incubagdo com
anticorpos secundarios (AlexaFluor 488 Goat Anti-rabbit 1gG para YFV ou AlexaFluor
488 Goat Anti-mouse IgG para SLEV, Molecular Probes, USA) na diluicdo de 1:2000 a
37°C, em camara Umida, por uma hora, seguido de trés lavagens de cinco minutos com
PBS. Por fim, as laminulas foram retiradas das cavidades e colocadas sobre laminas
contendo 10pL de solucdo de Mowiol 5% em Glicerol 12% para serem analisadas em

Microscopio de Fluorescéncia (BX 41 equipado com camera Q-Color5, Olympus).

3.8.  Anadlise do efeito antiviral pela viabilidade celular

Trés tipos de tratamentos foram realizados neste ensaio, tratamento das células
com 0s compostos e posterior infeccdo com YFV ou SLEV (Pre-tratamento),
Tratamento das células com os compostos apds infeccdo com YFV ou SLEV (Pos-

tratamento) e avaliacdo do efeito dos compostos na Adsorcéo Viral®®.

3.8.1. Pré-tratamento

Monocamadas de células Vero E6 aderidas em microplaca de 96 cavidades
foram cultivadas durante 24 horas utilizando meio MEM suplementado com 10% de
SFB e 5ug/mL dos compostos. Apds periodo de incubacdo, o sobrenadante foi
removido e as células foram desafiadas com 1 MOI de YFV ou SLEV. Apés periodo de
infeccdo, o inoculo foi removido e adicionado meio MEM acrescido de 1% SFB e

5ug/mL dos compostos. As células foram entdo incubadas por 48h para infeccdo com
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YFV e 72h para infeccdo com SLEV, a 37°C, com 5% CO,. Passado este periodo, foi
realizado o ensaio de MTT citado no item 3.5 para a analise da viabilidade célular, uma
vez que o MTT € incorporado pelas mitocondrias de células vidveis, € possivel

comparar a viabilidade célular comparando-se com o grupo controle — sem infeccéo®®.

3.8.2. Pdés-Tratamento

Monocamadas célulares foram cultivadas em placas de 96 cavidades e incubadas
por 24 horas em meio umidificado a 37°C e 5% CO,. Logo apods, as células foram
desafiadas com 1 MOI de YFV ou SLEV por uma hora. Em seguida, o inoculo foi
cuidadosamente removido e foi substituido por meio MEM acrescido de 1% de SFB e
5ug/mL dos compostos. As células foram novamente incubadas em meio umidificado a
37°C e 5% CO, durante 48h para infeccdo com YFV e 72h para infeccdo com SLEV e

segui-se 0 ensaio de MTT descrito no item 3.5.

3.8.3. Avaliacéo do efeito simultaneo dos compostos na infec¢éo viral

Células Vero E6 foram cultivadas em placas de 96 cavidades conforme descrito
acima. Apos 24 horas, 0 meio foi retirado por aspiracdo e foram adicionados 1 MOI de
YFV ou SLEV concomitantemente com 5ug/mL dos compostos para a analise do efeito
dos compostos na adsorcdo viral. Apds periodo de infeccdo, o inoculo foi removido e
substituido por meio MEM acrescido de 1% de SFB e 5ug/mL dos mesmos compostos.
As células foram novamente incubadas em meio umidificado a 37°C e 5% CO, durante
48h para infeccdo com YFV e 72h para infeccdo com SLEV e segui-se 0 ensaio de

MTT descrito no item 3.5.
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3.9. Andlise da Inibicdo da Replicacdo Viral de células tratadas através da
Citometria de Fluxo

Monocamadas de células (70-80%) aderidas em microplacas de 6 cavidades
foram desafiadas com 1 MOI de YFV ou SLEV. Apds periodo de infecgdo, o inoculo
foi substituido por meio MEM acrescido de 5ug/mL de cada composto e incubado por
24 ou 48 horas a 37°C, com 5% CO,.

Apo6s periodo de incubacgdo, as células foram tripsinizadas, transferidas para
microplacas de 96 cavidades e lavadas com tampéo de lavagem (PBS1X, 0,5% BSA).
Apos lavagem, as células foram centrifugadas a 420G, 4°C, por 10 minutos e
permeabilizadas com Tampé&o de Permeabilizagdo (PBS1X, 0,5%BSA, 0,1% Saponina)
por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se o anticorpo primario especifico para YFV ou
SLEV (Anti-NS4BYFV e MIAF-SLEV, respectivamente), na diluicdo 1:200 e
incubadas por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente. Apos periodo de
incubacéo, as células foram novamente lavadas para a retirada de excesso de reagentes e
foram adicionados os anticorpos secundarios (AlexaFluor 488 Goat Anti-rabbit 19G
para YFV ou AlexaFluor 488 Goat Anti-mouse IgG para SLEV, Molecular Probes,
USA) na diluicdo de 1:200 por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura ambiente,
seguida trés lavagens com tampéo lavagem. Logo apds, as células foram fixadas com
tampao de Formaldeido a 4% (PBS1X, 4% Formaldeido). e submetidas a citometria de
fluxo no aparelho BD FACS Calibur (BD Biosciences). Posteriormente, foram
analisadas pelo software FlowJo (TreeStar, Inc., Ashland, OR) para a geracdo de

gréaficos de comparacéo.
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3.10. Teste de infeccdo em camundongos nocautes para receptores de Interferon a
e p (ABR)

A falta de modelos animais para o estudo de uma infeccdo que mimetize o que

acontece em humanos é uma das grandes dificuldades encontradas para estudar a

patogenia de Flavivirus. Sendo assim, a busca por um modelo foi necessaria em nosso

estudo para a realizacdo dos testes in vivo.

3.10.1. Camundongos

No estudo, foram utilizados camundongos SV129 (selvagens), provenientes do
Bioterio da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e deficientes para
receptores de Interferon a e B — ABR, com idade media de 3 semanas, gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. Mauro Teixeira (UFMG). Protocolo Comité de ética Animal —

CETEA UFMG 133/2009.

3.10.2. Infeccdo dos camundongos e processamento das amostras

Grupos de animais foram inoculados via subcutanea com 10° ou 10° PFU de
YFV17D. Os camundongos controles foram inoculados com meio de cultura. Seis dias
apos a inoculacdo, os camundongos foram sacrificados para a obtencdo de amostras de

sangue, cérebro, figado e bago para posteriores ensaios.

3.10.3. Ensaios laboratoriais
Para andlise laboratorial, os ensaios realizados foram Hematécrito, Fosfatase

Alcalina, Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT). Tais
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ensaios foram realizados no Laboratério Central do Hospital de Base de Séo José do

Rio Preto.

3.10.4. Analise histopatoldgica do figado dos camundongos inoculados com YFV

Os animais infectados ou ndo com YFV foram observados durante 6 dias e logo
apos, sacrificados. O figado de cada animal foi retirado e armazenado em solucdo de
Formol a 10% e em seguida embebidos em parafina para o corte histolégico. As
amostras teciduais foram coradas com Hematoxilina e Eosina e analisadas, por

microscopia Optica, para a presenca de lesdes caracteristicas de infeccao viral.

3.10.5. Titulagéo Viral
As amostras biologicas recolhidas foram maceradas com meio MEM na
proporcdo de 10% (p/v), centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, recolhido o

sobrenadante para seguir a titulacdo conforme item 3.3.

3.10.6. PCR em Tempo Real (QPCR) para a avaliacédo da replicacédo de YFV.

Os figados dos animais foram macerados com meio MEM para a extracdo do
RNA viral. Para a extracdo do material genético foi utilizado 140 pl do macerado e o
reagente TRizol (Invitrogen), seguindo recomendac6es do fabricante. Em seguida, 5 pul
do RNA extraido foi adicionado a reacdo de SuperScript®Ill Platinum® SYBR® Green
One-Step gRT-PCR kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). Um total de 25 pL da reacdo
contendo 0,5 pL de SuperScript Ill RT Platinum Tag Mix, 1 pL de cada primer
NS5YFSEQ1663F (5'-TTGAACTACATGAGCCCACATC-3") e NS5YFSEQ1828R (5'-

CATAAGTCACTACCTGCCCG-3') a 10uM cada, 12,5 pL da mistura 2X SYBR
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Green, 0,5 pL de ROX para uma concentragdo final de 500 nM e agua suficiente para
completar 25 pl, foi submetida a 50°C por 20 min e 95°C por 5 min, seguida de 40
ciclos: 95°C por 3 seg, 60°C por 30 seg, 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min. Finalmente,
a curva de melting foi construida incubando os amplicons a 95°C por 15 seg. Os dados
gerados foram plotados e analisados pelo programa GraphPad Prism 5.0.

As reacdes foram realizadas em StepOnePlus Real Time PCR System (Applied
Biosystem) utilizando MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied
Biosystem). A curva padrdo foi realizada com a amostra vacinal de YFV 17DD

contendo 10°%, 10* e 10? PFU/mL.

3.10.7. Ensaio de Neutralizacéo

Monocamadas de células Vero E6 aderidas em microplacas de 96 cavidades
foram preparadas 24 horas antes da realizacdo do ensaio de neutralizacdo. O ensaio de
neutralizacdo foi realizado com os soros colhidos dos animais infectados ou ndo com
YFV. Primeiramente, os soros foram inativados a 56°C durante 30 minutos, logo apos,
foi realizada diluicdo seriada na base 2 das amostras biologicas em meio MEM,
iniciando a partir da dilui¢do 1:2 ate a diluicdo 1:2048, e desafiadas com 100 TCIDs, de
YFV por diluicéo, titulado anteriormente pelo método de Reed & Muench, 1938 (97). A
mistura foi incubada por 1 hora a 37°C e depois transferida para a microplaca preparada
com a monocamada ceélular, neste ponto, as particulas virais que nao foram
neutralizadas irdo infectar a monocamada célular. A placa foi entdo incubada a 37°C,
com 5% CO; durante 7 dias. ApoOs periodo de incubacdo, foi realizada a fixagdo e
coloracdo das células conforme item 3.3 para a verificacdo do efeito citopatico (morte

célular) nas cavidades e posterior analise.
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4. RESULTADOS |
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4, Resultados

4.1. Sintese dos Compostos

2-(3-chlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP36), 2-(2,3-
dichlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP33), 2-(3,4-
dichlorophenoxy)acetaldehyde thiosemicarbazone (WP 24), 2-(4-(4-fluorophenyl)thiazol-
2-yl)hydrazono)ethyl)isoindoline-1,3-dione  (SC-43) e 2-(4-(4-chlorophenyl)thiazol-2-
yl)hydrazono)ethyl)isoindoline-1,3-dione (3g) (SC-47) foram obtidos a partir de sintese
realizada no Laboratorio de Planejamento e Medicina Quimica, Universidade Federal do

Pernambuco. As estruturas das moléculas estéo ilustradas na Figura 4.
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Figura 4: Estrutura quimica das tiossemicarbazonas e phtalyl-tiazol avaliadas.



33

4.2.  Avaliacdo da Citotoxicidade

A avaliacdo da Citotoxicidade frente as células Vero E6 foi determinada pela
técnica de MTT utilizando concentragcdes dos compostos variando de 0,049ug/mL a
100pg/mL. A porcentagem de viabilidade célular foi calculada por comparacdo da
absorbancia das células tratadas com as células ndo tratadas (Figura 5). E ap6s analise,
foi determinada a concentragdo de 5ug/mL dos compostos para a realizagdo dos ensaios

subsequentes.
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4.3. Eficiéncia da inibicdo da replicacdo viral em células tratadas segundo inibi¢ao

do nimero de placas
As porcentagens de placas formadas devido a replicacdo viral de YFV em

células tratadas com SC-43 (39,2%), SC-47 (65,3%), WP-24 (74%), WP-33(78,3%) e
WP-36 (74%) foram inferiores a obtida em células ndo tratadas, indicando que houve
inibicdo da replicagdo viral, principalmente no tratamento com os compostos WP-33 e

WP-36, conforme mostra a Figura 6.
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Figura 6: Ensaio de Reducdo de Placa - YFV. Inibicdo da replicacdo de YFV em
células tratadas segundo % de numero de placas formadas. Eixo Y: % da replicacdo

viral. Eixo X: células tratadas.

Nos ensaios realizados com SLEV, as porcentagens de placas formadas devido a
replicacdo viral de YFV em células tratadas com SC-43 (60,5%), SC-47 (75,9%), WP-
24 (48,5%), WP-33(51,3%) e WP-36 (40,5%) também foram inferiores a obtida em
células ndo tratadas, indicando que houve inibi¢do da replicacdo viral, principalmente

no tratamento com os compostos WP-33 e WP-36, conforme mostra a Figura 7.
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Figura 7: Ensaio de Reducéo de Placa - SLEV. Inibicdo da replicacdo de SLEV em
células tratadas segundo % de namero de placas formadas. Eixo Y: % da replicacdo

viral. Eixo X: células tratadas.

4.4. Eficiéncia da inibicdo da replicacdo viral em células tratadas segundo
imunofluorescéncia
Células desafiadas com YFV ou SLEV e posteriormente tratadas com o0s
compostos WP-33 e WP-36 foram analisadas quanto a intensidade de
imnofluorescencia. Conforme Figuras 8 e 9, células tratadas mostraram fluorescéncia
td0 baixa quanto a observada em células ndo-infectadas®, indicando que houve

inibicdo da replicagdo viral conferida pelo tratamento das células.
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Figura 8: Imunofluorescéncia das células infectadas com YFV e tratadas com compostos. Células desafiadas com 10 MOI de YFV e
tratadas com compostos WP-33 e WP-36, comprovando a inibicdo da replicacdo viral. Mock: células ndo-infectadas. Aumento de 100X
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MOCK SLEV CONTROL SLEV + WP-33 SLEV + WP-36

Figura 9: Imunofluorescéncia das células infectadas com SLEV e tratadas com compostos. Células desafiadas com 10 MOI de SLEV
e tratadas com compostos WP-33 e WP-36, comprovando a inibicdo da replicacdo viral. Mock: células ndo-infectadas. Aumento de 100X
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4.5.  Analise do efeito antiviral pela viablidade celular

Com o intuito de avaliar a viabilidade celular das células tratadas com os
compostos, antes (pré-tratamento), durante a infec¢do (adsor¢é@o) ou ap0s infeccao (pds-
tratamento), foi realizado ensaio de MTT e a intensidade de absorbéancia adquirida
permitiu a geracdo de graficos de comparacgdo. A Figura 10, mostra a viabilidade celular

das células infectadas com YFV e tratadas.

g

~
wn

25+

Viabilidade Celular (%)

-
g & 8

Viabilidade Celular (%)
o

Figura 10: Viabilidade Célular - YFV. Graficos gerados a partir do valor da
absorbancia adquirido pelo ensaio de viabilidade célular em células infectadas com

YFV e tratadas com 0s compostos.
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Células infectadas com SLEV e tratadas com 0s compostos apresentaram
resultados diferentes quando comparados com a infeccdo por YFV. Os compostos WP-
36 e WP-24 possivelmente mantenham a viabilidade célular no tratamento da infeccéo

viral. (Figura 11)
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Figura 11: Viabilidade Célular - SLEV. Graficos gerados a partir do valor da
absorbancia adquirido pelo ensaio de viabilidade célular em células infectadas com

SLEV e tratadas com 0s compostos.
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4.6. Anédlise da Inibicdo da Replicacdo Viral de células tratadas através da
Citometria de Fluxo

Células desafiadas com YFV ou SLEV e posteriormente tratadas com o0s
compostos foram analisadas quanto a intensidade de fluorescéncia pelo ensaio de
Citometria de Fluxo. Conforme Figuras 12 e 13, células infectadas com YFV e tratadas
durante 48 horas mostraram intensidade de fluorescéncia menor quando comparadas
com celulas ndo-infectadas (Mock), indicando que houve inibicdo da replicacdo viral
conferida pelo tratamento das células. Quando realizado tratamento de 24h, o resultado
ndo apresentou 0 mesmo padrédo, sugerindo que possivelmente os compostos ndo agem

na fase inicial da replicagéo.

FACS - YFVin VERO cells
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&

Figura 12. Citometria de Fluxo de células desafiadas com YFV e tratadas durante
48h. Intensidade de fluorescéncia das células tratadas e controles no tratamento de 48h

apos infeccdo com YFV.
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Figura 13. Citometria de Fluxo de células desafiadas com YFV e tratadas durante
24h. Intensidade de fluorescéncia das células tratadas e controles no tratamento de 24h

apos infeccdo com YFV.

As Figuras 14 e 15 mostram células infectadas com SLEV e tratadas durante 48
horas. A intensidade de fluorescéncia apds tratamento é menor quando comparadas com
células ndo-tratadas® apés infeccdo viral, confirmando a inibicdo da replicacéo viral
conferida pelo tratamento das células. Da mesma forma, o resultado do tratamento
durante 24h, apresentou o mesmo padrdo da infeccdo por YFV, corroborando com a

sugestdo da acdo dos compostos na replicacao viral.
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Figura 14. Citometria de Fluxo de células desafiadas com SLEV e tratadas durante
48h. Intensidade de fluorescéncia das células tratadas e controles no tratamento de 48h

apos infeccdo com SLEV.
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Figura 15. Citometria de Fluxo de células desafiadas com SLEV e tratadas durante
24h. Intensidade de fluorescéncia das células tratadas e controles no tratamento de 24h

apos infecgdo com SLEV.
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4.7. Inoculacéo dos camundongos com YFV

Para analisar se 0s camundongos eram suscetiveis a infec¢do, 12 animais foram
inoculados via subcutanea com 10° ou 10° PFU de YFV (Tabela 1). No sexto dia ap6s a
infeccdo, os camundongos foram sacrificados para exame histopatolégico do figado e
determinacdo da carga viral dos soros, cérebros e figados dos animais. Néao foi
observada nenhuma placa de lise na titulacdo, devido a isto, foi realizado PCR em

Tempo Real.

Tabela 1. Identificacdo dos camundongos utilizados e quantidade de virus
inoculado.

Numero Tipo Quantidade
Amostra Camundongo ~ de Virus
Inoculado

1 ABR NI
2 ABR NI
3 ABR NI
4 SV129 NI
S SV129 NI
6 ABR 10° PFU
7 ABR 10° PFU
8 ABR 10° PFU
9 ABR 10° PFU
10 ABR 10° PFU
11 ABR 10° PFU
12 SV129 10° PFU
13 SV129 10° PFU
14 SV129 10° PFU
15 SV129 10° PFU
16 SV129 10° PFU
17 SV129 10° PFU

ABR: camundongos nocaute para receptores de Interferon a e B, SV129: camundongos
selvagens; NI: ndo infectado
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4.7.1. Ensaios Laboratoriais

Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratorio Central do Hospital de
Base de S&o Jose do Rio Preto. Foram analisadas as transaminases (AST, ALT),
hematdcrito, bem como a fosfatase alcalina (ALP) para verificar possivel alteracdo das
enzimas hepatica, uma vez que tais enzimas tendem a aumentar quando o figado sofre

alguma lesdo. Os valores de referencia foram obtidos por Carpenter, 2010°® (Tabela 2 e

3).
Tabela 2. Determinacdo dos testes bioquimicos e hematoldgicos

5 - -

N°da o mundonge  QuantidadeVirus o aop AT ALP

amostra Inoculado

1 ABR NI 49 275 47 105
2 ABR NI 46 102 39 161
3 ABR NI 48 565 160 116
4 SV129 NI 50 325 52 149
5 SV129 NI 52 603 69 143
6 ABR 10° 50 306 60 90
7 ABR 10° 45 224 66 104
8 ABR 10° 48 145 66 102
9 ABR 10° 0* 216 65 163
10 ABR 10° 42 138 50 67
11 ABR 10° 48 484 64 113
12 ABR 10° 0* 103 34 148
13 SV129 10° 50 1500 153 109
14 SV129 10° 48 227 69 82
15 SV129 10° 45 475 74 125
16 SV129 10° 45 231 56 126
17 SV129 10° 48 176 69 130

ABR: camundongos nocaute para receptores de Interferon a e B; SV129: camundongos
selvagens; NI: ndo infectado; Ht: hematdcrito; AST: Aspartato Aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase; ALP: Fosfatase Alcalina; * Falta de material bioldgico
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Tabela 3. Valores de Referéncia de animais segundo Carpenter, 2010.

Valores de
Referéncia

Ht: 35-40%
ALT: 26-77 U/L
AST: 54-269 U/L

ALP: 45-222 Ul/L

Ht: hematdcrito; AST: Aspartato Aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; ALP:
Fosfatase Alcalina

4.7.2. Analise histopatoldgica do figado dos camundongos inoculados com YFV
Para analise histopatologica dos figados, os camundongos foram infectados e
sacrificados como mencionado anteriormente e realizado ensaio histopatologico.
Analise das laminas mostrou que os camundongos nocautes infectados apresentavam
infiltrados célulares no figado, necroses centrais circundadas por células inflamatorias
mononucleares, necrose individual dos hepatocitos e granulomas perivasculares

(Figuras 16 e 17).



Necrose central circundada por células
inflamatoérias predominantemente
mononucleares formando granuloma
focal

Necrose central circundada por células
inflamatoérias predominantemente
mononucleares formando granuloma
focal com hemorragia

Necrose individual de hepatocitos

Granuloma multifocal periportal com
areas de necrose adjacente

Granuloma perivascular com necrose
vascular fibrinoide segmentar e
formagao de trombos centro lobular
Discreto

Granuloma perivascular com necrose
vascular fibrinoide segmentar e
formagao de trombos centro lobular.
Moderada

histolégicos foram corados com hematoxilina e eosina. Aumento de 400X.
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Firua 16: Analise Hitopatoldgica dos figados dos animais. Histopatologia do figado dos camundongos nocautes infectados. Os cortes



Necrose fibrinoide cominfiltrado em

volta

Distribuigdo granulomas multifocais e

pericolangite

Distribuigdo granulomas multifocais e
pericolangite

Foco de necrose com neutrofilos,
linfocitos, plasmocitos e macrofagos,
com discreta fibroplasia periferica
formando granuloma, naregido
paracentral causando compressdo da
parede daveiacentrolobular ocluindo
parcialmente aluz do vaso. Granuloma
paracentralfocal.

Foco de necrose comleucocitos,
discretafibroplasia periférica
formando granulomanaregido
paracentral causando compress3o da
parede daveiaocluindo parciaimente
aluz dovaso. Granulomaparacentral
focal.

Granuloma perivascular com necrose
vascular fibrinoide segmentar e
formagdo de trombos centro lobular,
distribui¢do paracentral

histolégicos foram corados com hematoxilina e eosina. Aumento de 400X.
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Firua 17: Andlise Hitopatologica dos figados dos animais. Histopatologia do figado dos camundongos nocautes infectados. Os cortes



4.7.3. PCR em Tempo Real (QPCR) para a avaliacio da replicacdo de YFV.
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Para analisar se os camundongos eram suscetiveis a infecgdo, foi realizado

gPCR para confirmar o ensaio de placas realizado anteriormente. Ap6s geracdo do

gréafico, os dados ndo permitem confirmar a infeccdo nestes 6rgaos, conforme Figura 18.
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Figura 18: Avaliacdo da replicacéo viral por gPCR. PCR em Real Time (qPCR) para

a quantificacao da replicacdo de YFV em figados de camundongos nocautes infectados.

4.7.4. Ensaio de Neutralizacéo

O ensaio de neutralizacdo foi realizado com o soro de todos os camundongos,

nocautes e silvestres, infectados ou ndo. Com o intuito de verificar o efeito de

neutralizacdo causado pelos anticorpos secretados pelo sistema imunologico dos

animais contra o virus YFV. Tal ensaio é considerado o teste mais sensivel e mais

especifico para a deteccdo e quantificacdo dos anticorpos neutralizantes, sendo o

método de referencia para a avaliacdo da resposta imune protetora ap0s vacinacdo. A

Tabela 4 mostra a diluicdo dos anticorpos neutralizantes dos camundongos infectados.
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Tabela 4. Ensaio de Neutralizagdo dos camundongos.

NUmero Tipo Quantidade .
Amostra Camundongo de Virus  Neutralizacao
Inoculado

1 ABR NI Negativo
2 ABR NI Negativo
3 ABR NI Negativo
4 SV129 NI Negativo
5 SV129 NI Negativo
6 ABR 10° PFU Negativo
7 ABR 10° PFU 1/16

8 ABR 10° PFU 1/64

9 ABR 10° PFU 1/8

10 ABR 10° PFU Negativo
11 ABR 10° PFU 1/2048
12 SV129 10° PFU 1/8

13 SV129 10° PFU 1/8

14 SV129 10° PFU Negativo
15 SV129 10° PFU 1/8

16 SV129 10° PFU Negativo
17 SV129 10° PFU Negativo

ABR: camundongos nocaute para receptores de Interferon a e B, SVI129: camundongos

selvagens; NI: ndo infectado
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5. DISCUSSAO |
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5. Discussao

Vérios estudos anteriores descrevem a utilizagdo de substancias sintéticas ou
naturais como potenciais agentes antivirais em ensaios in vivo e in vitro“® % 100,
Entretanto, atualmente ndo existem farmacos disponiveis no mercado para tratamento
contra Flavivirus, especialmente YFV e SLEV. Sendo assim, a busca por antivirais
torna-se de suma importancia, uma vez que infec¢cdes por YFV em regides silvestres é
comum, bem como o aparecimento de SLEV, fato extremamente preocupante para o
Brasil uma vez que a deteccdo deste virus ndo era comum no pafs até pouco tempo®>.

Sabe-se que algumas estruturas sintéticas estdo sendo testadas contra YFV®" e
que a Ribavarina (1-B-D-ribofuranosil-1H-1,2,4-triazol-3-carboxamida), a qual € um
anadlogo de neclosideo de purina com atividade da largo espectro, ¢é eficiente contra
varios tipos de virus de DNA e RNA®™Y. Entretanto, a ribavirina associada ao
Interferon-y ja foi testada sem resultados satisfatérios contra YFV, pois quando
utilizada em modelos primatas ndo-humanos a droga ndo apresentou eficacia em inibir o
curso da doenca’®?. Moléculas semelhantes & Ribavarina, tais como Taribavirin
hydrochloride, 1-af-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamidine  (Viramidine®,
Valeant Pharmaceutical International, Singapore) mostram eficiéncia contra problemas
hematolégicos™®®.Gabrielsen e colaboradores (1994) demonstraram a eficiéncia de um
composto inibidor da descarboxilase 5p8-monofosfato, 6-azauridine contra infeccdo por
YFV e JEV. Entretanto, o tratamento ndo foi eficaz em camundongos infectados com
JEV@®_ Compostos de Iminocyclitol, moléculas com a presenca de uma cabeca
deoxynojirimycin, inibiram a montagem de particulas virais no reticulo endoplasmatico
do hospedeiro contra infeccdes pelos géneros Flavivirus e Pestivirus“%®. Puig-Basaqoiti

e colaboradores (2006) demonstraram a inibicdo de Flavivirus em cultura celular com a
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utilizacdo da molécula Triarylpyrazoline{[5-(4-chloro-phenyl)-3-thiophen-2-yl-4,5-
dihydro-pyrazol-1-yl]-phenyl-methanone} bem como atividade antiviral contra outros
virus de RNA®®. Outro agente inibidor de flavivirus de amplo espectro é o 2-amino-8-
(B-D-ribofuranosyl) imidazo [1,2-a]-s-triazine-4-one (ZX-2401), o qual tem ampla agéo
quando utilizado em sinergismo ao Interferon®”.

No presente estudo, avaliamos a potencial atividade antiviral de moléculas com
nlcleos de thiossemicarbazone ou phtalyl-thiazole contra os virus da Febre Amarela e
da Encefalite de Saint Louis. Os resultados obtidos mostraram que especialmente dois
dos compostos testados possuem potencial antiviral.

Para que um antiviral seja eficiente, este deve interferir minimamente na
estrutura e metabolismo da célula do hospedeiro, ndo apresentar toxicidade, e a0 mesmo

tempo inibir a replicacdo viral*%®

. Fatores como a concentracdo do material teste,
tempo de exposicao, linhagem célular, entre outros, podem ou ndo apresentar diferentes
intensidades de lesdo célular'’®. Sendo assim, a avaliacdo da citotoxicidade pelos
compostos é de extrema importancia, pois, alteracdes na sobrevivéncia, multiplicacao e
metabolizacdo das células utilizadas nos ensaios, causadas pelos compostos, levariam
ao descarte dos mesmos, uma vez que ndo se encaixariam como potentes antivirais™?.
No presente estudo, a citotoxicidade dos compostos foi baixa quando utilizados na
concentracdo de 5ug/mL, o que possibilitou a continuidade do trabalho.

A avaliacdo antiviral dos compostos foi realizada primeiramente pelo ensaio de
reducdo de placas. O composto WP-33 mostrou reduzir significativamente a taxa de
replicacdo de YFV (78,3%), enquanto o composto WP-36 inibiu a replicacdo de SLEV

(59,5%). Estes compostos sdo derivados de thiosemicarbasones. Moléculas de

thiosemicarbasones ja foram demonstradas com atividade antiviral**® e alguns



54

derivados (isatin-thiosemicarbazones) apresentaram a mesma efetividade contra Variola
em um estudo na india realizado por Bauer e colaboradores“***® onde também foi
testada no tratamento de HSV™*. Nossos dados corroboram com a atividade antiviral
previamente testada dos derivados de thiosemicarbazones. A inibigéo da replicacéo viral
mediada pelos compostos SC-43, SC-47 e WP-24, os quais apresentam anel Thiazol em
sua estrutura, foram significativas para YFV - SC-43(39,2%), SC-47(65,3%) e WP-24
(74%) — bem como contra 0 SLEV — SC-43(39,5%), SC-47(24,1%) e WP-24 (51,5%).
Moléculas contendo anel de thiazol ja foram descritos como potentes
antimicrobianos®,  antiprotozoarios®, antiinflamatérios®”,  antifungicos® e
antituberculose®, o que levou a hipdtese para tratamento antiviral utilizada no presente
estudo.

Para confirmar os resultados do ensaio de reducdo de placas, realizou-se
citometria de fluxo de células tratadas com os compostos e os dados obtidos foram os
esperados. A inibicdo da replicacdo do YFV com o uso das moléeculas WP-33 (49%) e
WP-24 (20,7%) obtidos pela citometria de fluxo, corroboraram com o ensaio anterior,
mostrando que 0os compostos sdo efetivos contra este virus, especialmente 0 composto
WP-33, o qual apresentou maior efeito inibitorio sobre a replicacdo. Nas células
infectadas com SLEV, foi possivel observar que os compostos WP-36 (67,5%), WP-33
(57,6%) e SC-43 (36,1%) mostraram efeito inibitério sobre a replicacdo. Dessa forma,
podemos confirmar a efetividade destes compostos em inibir a replicacéo viral.

Novamente, os resultados obtidos anteriormente, com os compostos WP-33 e
WP-36, foram confirmados por imunofluorescéncia utilizando anticorpos policlonais
contra proteinas virais de YFV e SLEV em células tratadas. Nestes dois grupos houve

um menor nimero de células marcadas com o uso do composto WP-33 para YFV e com
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WP-36 para SLEV, indicando a inibicdo da expressdao das proteinas virais, 0o que
corrobora com ensaios anteriores.

Com o intuito de verificar a viabilidade célular, células Vero E6 foram
submetidas ao tratamento com os compostos antes da infec¢do (pré-tratamento), apos a
infeccdo (pds-tratamento) e durante a infecgdo (adsorcdo), tanto para YFV como para
SLEV. Os resultados mostraram que a viabilidade célular é mantida tanto nas células
tratadas e infectadas com YFV como nas células somente infectadas com YFV.
Entretanto, nas células tratadas com os compostos WP-36 e WP-24 e infectadas com
SLEV, a viabilidade célular se mostrou muito proxima a observada no controle célular.

Com o sucesso dos ensaios in vitro, a realizacdo de testes in vivo fez-se
necessaria. A dificuldade de encontrar um modelo animal para flavivirus acessivel
impulsionou o presente estudo a investigar a patogenicidade de YFV em camundongos
ABR, 0s quais sd0 nocautes para receptores de Interferon ¢ a.

Ja foi descrito previamente que pacientes infectados com YFV, com
sintomatologia grave, apresentam alteracdes em varios érgaos, no entanto, o figado é o
6rgdo mais afetado***") apresentando necrose nos hepatécitos, granulomas, esteatose
microvesicular, infiltrados inflamatorios, entre outros. Tais caracteristicas patologicas
s30 bastante especificas para YFV* 117118 Em macacos Rhesus infectados com YFV,
o principal achado nos trés primeiros dias da infeccéo foi necrose das células de Kupffer
no figado, esteatose macro e microvesicular™*® 2%, Estudos indicam que a necrose
correlaciona-se com o acimulo de antigenos virais nos hepatécitos“*?. Embora este
modelo animal apresente caracteristicas especificas da infec¢do viral, o uso do mesmo é
inviavel em laboratorios de pequeno porte, sendo necessario o desenvolvimento de um

modelo animal de pequeno porte.
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No presente estudo, embora 0s animais ndo tenham apresentado padréo
histopatolégico similar ao descrito em humanos™"” algumas caracteristicas hepéticas
mostraram ser suscetiveis a infeccdo por YFV, sendo observadas esteatose hepética e
esplenomegalia (dados ndo mostrados), bem como infiltrados célulares e necrose dos
hepatdcitos, corroborando assim, com os dados da literatura.

Sbrana e colaboradores (2006)**Y compararam os valores bioguimicos de
humanos e hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com YFV e observaram que a
primeira alteracdo bioquimica detectada em hamsters foi 0 aumento das transaminases
(ALT/AST), os quais sdo potentes marcadores hepaticos. Os dados do presente estudo
ndo mostraram alteracdes nos valores das transaminases, com excec¢do do camundongo
13. Entretanto, este animal apresentava o soro com muita hemolise, 0 que pode ter
interferido no resultado do teste. Outra hipOtese para a auséncia de alteracfes
bioguimicas pode estar no fato da utilizagdo de um kit bioquimico especifico para
humano, o qual, talvez, ndo consiga diferenciar entre enzimas humanas e murinas.

Embora tenham sido detectadas alteracbes histopatologicas no figado, dos
animais nocautes, infectados com YFV, o ensaio de placa realizado com o soro e 6rgaos
(cérebro, baco e figado) destes animais ndo apresentou titulo viral. Sendo assim, foi
realizado qPCR para comparar os dados obtidos, uma vez que esta técnica é
extremamente sensivel e especifica. Apds analise dos dados, foi observado que os
titulos virais apresentados ndo poderiam confirmar infeccdo no tecido estudado,
corroborando com o resultado do ensaio anterior.

Sendo assim, realizou-se o ensaio de neutralizacdo para titular o nivel de
anticorpos nos animais. Tal experimento é considerado o teste mais sensivel e

especifico para a deteccdo e quantificacdo dos anticorpos neutralizantes, sendo um
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método de referéncia para a avaliacdo da resposta imune protetora apés a vacinagdo??.
Sabe-se que a imunizagdo por vacinacdo é a maneira mais eficaz de prevencédo da YFV,
sendo fundamental para prevenir epidemias (OMS, 2009). A vacina 17DD é segura e
imunogénica, induzindo a formacdo de uma rapida resposta imune especifica®™. No
presente estudo, os testes de infeccdo dos camundongos nocautes foram realizados com
cepa vacinal 17DD, sendo assim, o ensaio de neutralizagdo mostrou que oS
camundongos foram infectados pelo virus, pois o resultado do experimento revelou
altas concentragdes de anticorpos.

Baseado no resultado do ensaio de neutralizacdo e na falta de titulo viral
apresentado nos ensaios de quantificacdo viral,é possivel que os camundongos nao
tenham apresentado sintomatologia devido ao fato de se tornarem imunes a doenca, pela
utilizacdo de uma cepa vacinal. Uma forma de resolver tal problema e melhorar o
estudo com camundongos ABR seria a utilizacdo de cepas virais selvagens, pois,
mesmo utilizando a cepa vacinal, foi possivel detectar alteragdes histopatologicas no
figado destes camundongos. Como ndo foi possivel utilizar o modelo animal sugerido,
0s testes in vivo com os compostos ndo foram realizados.

Dessa forma, a escolha apropriada de moléculas pode aumentar a eficiéncia da
droga em alcancar seu alvo. No estudo, os derivados de thiosemicarbazones foram os
mais eficientes em inibir a replicacio de YFV e SLEV, apresentando baixa
citotoxicidade, podendo ser considerados potentes agentes antivirais. Até o momento,
este é, provavelmente, o primeiro estudo demonstrando a eficacia destes derivados

como drogas antivirais.
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6. CONCLUSOES |
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6. Conclusdes

1.

2.

3.

4.

Dentre os compostos analisados, os derivados de thiosemicarbasones (WP-33 e
WP-36) sdo os mais eficazes contra a replicagdo de YFV e SLEV,
respectivamente.

A inibicdo da replicagdo pode ser observada por varios ensaios in vitro, como
Imunofluorescéncia, Citometria de Fluxo e Ensaio de Reducdo de Placas. Tais
resultados evidenciam as moléculas como potentes alternativas no tratamento de
YFV e SLEV. Mais estudos sdo necessarios para a determinacdo do mecanismo
de acéo destas moléculas;

Os camundongos ABR apresentaram alteracdes histopatoldgicas, sendo este um
indicativo de infeccdo. O Ensaio de placa e gPCR ndo permitiram confirmar a
infeccdo dos animais. O Ensaio de Neutralizacdo mostrou anticorpos em altas
concentragfes. Mais estudos sobre o modelo animal, utilizando cepas virais
selvagens, sdo necessarios para posteriores ensaios in vivo com 0s compostos
que apresentaram atividade antiviral,

Até o momento, este é, provavelmente, o primeiro estudo demonstrando a

eficacia destes derivados como drogas antivirais.
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