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RESUMO

O Zika virus (ZIKV) é um virus de RNA, membro da familia Flaviviridae e género
Flavivirus, transmitido por mosquitos do género Aedes sp. As recentes epidemias
causadas pelo ZIKV geraram sérios problemas de saude publica por todo o mundo
por causar complicagdes neuroldgicas graves em adultos e criangas. Atualmente néo
existem vacinas preventivas ou farmacos anti-ZIKV licenciados. Como a busca por
drogas antivirais € alta, redirecionar medicamentos previamente aprovados € um
caminho mais rapido. Um exemplo disso é a ivermectina (IVM), que esta em estudo
clinico com humanos para tratar infeccbes causadas por DENV e se mostra
promissora também para tratar infeccbes com ZIKV. Entretanto os virus de RNA
podem apresentar resisténcia as drogas antivirais por apresentarem uma ampla
variabilidade genética (quasispécies), devido a alta taxa de mutagdo intrinseca
associada a polimerase (RdRp) viral. Diante disso, o presente trabalho objetivou
induzir o ZIKV (cepa BR15261) a adquirir resisténcia a IVM. Para tal propomos um
protocolo de evolugao viral em células A549 e C6/36 que simule pressdes de selecao
suficientes para prever mutagées no genoma do virus, que possam levar a falha do
tratamento a longo prazo. Para realizacdo deste protocolo as células A549 foram
tratadas com 10 uM de IVM e seu respectivo veiculo por 4h seguidas da infec¢do com
MOI 0,3 de ZIKV. Ja as passagens em C6/36 foram realizadas por 84 horas na
auséncia da droga. Os resultados demonstraram que essa concentragao da droga néo
apresentou efeitos citotoxicos consideraveis e diminuiu o titulo viral de ZIKV frente ao
pré-tratamento das células. Também foram observadas modificagdes fenotipicas do
virus a partir das passagens trés (p3), como alteragdao no tamanho da placa de lise e
queda no titulo viral. Os resultados aqui apresentados sugerem que o fitness viral
possa ter sofrido alteragdes ja nas primeiras passagens e que na p5b tenha ocorrido
a perda das quasispécies com maior fitness da populagcdo. Por consequéncia, os
titulos decrescentes observados até a p7a seriam em funcdo da adaptacdo das
quasispécies de menor fitness. No entanto ainda ndo é possivel afirmar que os virus
tenham adquirido resisténcia a IVM. Por isso € necessario que mais passagens sejam
realizadas, bem como o sequenciamento gendmico para analise da evolugdo das
quasispécies na populacéo. Todavia o protocolo de passagens virais aqui padronizado
e demais dados do uso da IVM em nosso sistema sera util para a realizagéo de novos
ensaios que visem explorar o uso da IVM como tratamento para ZIKV e/ou outros
Flavivirus.

Palavras-chave: Zika virus; ivermectina; resisténcia; quasispécies; fitness.



ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) is an RNA virus, member of the Flaviviridae family and Flavivirus
genus, transmitted by Aedes sp. The recent epidemics caused by ZIKV have caused
severe neurological complications in adults and children creating public health
concerns around the world. Currently, there is no licensed vaccine to prevent or drugs
available to treat ZIKV infections. As the search for antiviral drugs is urgent, the
repurpose of approved drugs is a quicker route to provide an option of treatment. One
example is ivermectin (IVM), an antiparasitic drug currently on a clinical study to treat
DENV infections and with promising results pointing its use also for ZIKV infections.
However, RNA viruses can be resistant to antiviral drugs because their wide genetic
variability (quasispecies) caused by the high rate of intrinsic mutation associated to the
viral polymerase (RdRp). Therefore, this study aimed to induce ZIKV (strain BR15261)
to acquire resistance to IVM. To this end, we proposed a protocol for viral evolution by
alternating passages in A549 and C6/36 cells. This protocol simulates selection
pressures to predict mutations in the virus genome that could lead to failure in the long-
term usage of this drug. In the protocol, A549 cells were treated with 10 uM of IVM or
vehicle for 4 hours followed by infection with ZIKV at MOI 0.3. Passages on C6/36
cells, on the other hand, were performed for 84h in the absence of the drug. The results
have shown limited cytotoxicity of IVM in cells and confirmed its viral activity against
ZIKV. Changes in the virus phenotype, such as a decrease of plaque size and viral
titers were also observed from the third passage (p3). These results suggest that viral
fithess may have undergone changes and from p5b the loss of quasispecies with
greater fitness within the population has occurred. By consequence, the adaptation of
lesser fitness quasispecies would explain the decreasing titers observed up to p7a.
However, up to this point, it is not yet possible to say that viruses have acquired
resistance to IVM. To do so it is necessary to perform more passages, as well as
genomic sequencing to analyze the evolution of quasispecies within the population.
Nonetheless, the viral passages protocol here developed and described as well as all
data on the use of IVM in our system will be useful to carry out new tests aiming to
further explore the use of IVM as a treatment for ZIKV and/or other Flaviviruses.

Keywords: Zika virus; ivermectin; resistance; quasispecies; fitness.
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1 INTRODUGAO

O Zika virus (ZIKV) é um arbovirus (arthropod borne virus - transmitido por
artrépodes) da familia Flaviviridae, género Flavivirus, a qual possui outros membros
que causam ampla morbidade em todo o mundo, como o Dengue virus (DENV), West
Nile virus (WNV), Yellow fever virus (YFV) e Japanese encephalitis virus (JEV)
(CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2006; NEUFELDT et al.,
2018). Identificado inicialmente em 1947 como um membro de baixo risco, o ZIKV s6
foi caracterizado como uma ameacga para os humanos durante a epidemia nas
Ameéricas em 2015. Na ocasiao, patologias neuroldgicas graves e incomuns, além do
aumento da incidéncia da sindrome de Guillain-Barré, uma sindrome neuroldgica
grave, foi relacionada com a infeccdo por ZIKV (STROTTMANN et al.,, 2019;
ZANLUCA et al., 2015). Como muitos outros flavivirus, tem como vetor mosquitos do
género Aedes sp., embora relagbes sexuais entre humanos, também tenha sido
identificada como uma forma de transmisséo (GREGORY et al., 2017; PETERSEN et
al., 2016).

ZIKV é um pequeno virus de RNA (acido ribonucleico) envelopado com
capsideo de simetria icosaédrica. Seu genoma é traduzido em uma poliproteina longa
no citoplasma de células infectadas, a qual é clivada e processada por proteases
hospedeiras ou virais em trés proteinas estruturais (PE) - proteina de membrana
(prM), proteina do envelope (E) e proteina do capsideo (C) - e sete proteinas nao
estruturais (NS) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) em uma fase posterior
(CHAMBERS et al., 1990; KNIPE; HOWLEY, 2013). As PE sao essenciais para a
formacéo da particula viral ao passo que as proteinas NS sido responsaveis pela
replicacédo do RNA viral, auxiliam na montagem de sua estrutura e evasao da resposta
imune do hospedeiro (APTE-SENGUPTA; SIROHI; KUHN, 2014; BIDET; GARCIA-
BLANCO, 2018; GREEN et al., 2014; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2006).

Assim como em outros Flavivirus, a NS5 do ZIKV é a NS mais conservada. Ela
desempenha fung¢des de Metiltransferase (MTase), participando da formagao do
capeamento viral, € de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), responsavel
pela sintese do RNA viral (WANG et al.,, 2017b; ZHAO et al., 2017). Embora a
replicacao dos flavivirus ocorra no citoplasma, a NS5 é encontrada no nucleo em sua
forma fosforilada, enquanto que a parte nao fosforilada fica abundantemente ligada a
NS3 no citoplasma (BROOKS et al., 2002; FRASER et al., 2014; KAPOOR et al., 1995;
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PRYOR et al., 2007; ZHANG et al., 2017). Trabalhos recentes demonstraram que isso
ocorre devido aos sinais de localizacdo nuclear (NLS) presentes na regido
interdominio da NS5 e NS3, que s&o reconhecidos pelo heterodimero de importinas
(IMP) a/B1" da célula hospedeira, carreando a NS5 para o nucleo celular (BROOKS
et al., 2002; FRASER et al., 2014; KAPOOR et al., 1995; STRANGE et al., 2019; TAY
et al., 2013; WAGSTAFF et al., 2012; ZHANG et al., 2017). Em consequéncia, a NS5
modula as respostas imunes mediadas por interferon na célula hospedeira, através
da degradagio do transdutor de sinal e ativador de transcricdo 22 (STAT2) pelo
proteassoma (ZHAO et al., 2017).

Atualmente, ndo ha terapia antiviral aprovada ou vacina preventiva disponivel
para uso clinico contra ZIKV (BARROWS et al., 2016; TAN et al., 2019). Porém
estudos recentes demonstraram que além da capacidade antiparasitaria para tratar
escabiose, oncocercose, filariose linfatica e malaria (CAMPBELL, 2012; CHACCOUR
et al., 2013; CRUMP; OMURA, 2011), a ivermectina (IVM) pode atuar como uma
potente droga antiviral sobre arbovirus, incluindo DENV e ZIKV (BARROWS et al.,
2016; DONG; KANG; DIMOPOULOQOS, 2019; FRASER et al., 2014; KOSYNA et al.,
2015; LUNDBERG et al., 2013; TAY et al., 2013; WAGSTAFF et al., 2012; XU et al.,
2018). Apesar do mecanismo de agdo como droga antiparasitaria ja ser bem descrito
(MOLINARI et al., 2009; ROHRER; ARENA, 1995), ainda ndo é totalmente claro a
acao da IVM como antiviral. Contudo, estudos demonstraram que IVM é um potente
inibidor da IMP a/B1 (WAGSTAFF et al., 2011), e que este € o transportador nuclear
da NS5 viral (PRYOR et al., 2007). Sendo assim, é proposto que 0 mecanismo antiviral
da IVM seja pela inibicao da translocagcao da NS5 para o nucleo (TAY et al., 2013;
WAGSTAFF et al., 2012). Em virtude disso, desde 2015 um ensaio clinico de fase Il /
Il esta sendo realizado na Tailandia, utilizando IVM para tratar pacientes infectados
com DENV (CROCI et al., 2016; U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE., 2015).

Os Virus de RNA podem apresentar resisténcia as drogas antivirais e isso &
atribuido a altas taxas mutacionais, rapida cinética replicativa, populacdo numerosa
de particulas virais e grande diversidade genética (DOMINGO et al., 2005; LAURING;

" (IMP) a/B1: Proteinas responsavel por fazer o transporte nucleocitoplasmatico de moléculas
grandes, com mais de 45kD, através dos complexos de poros nucleares (NPCs) envoltos no envelope
nuclear.

2 8TAT2: Proteina transdutora de sinal e ativadora de transcrigdo 2, codificada pelo gene
STAT2 que em respostas a citocinas é fosforilada por quinases formando homo- ou heterodimeros
que sao translocados para o nucleo para atuarem como ativadores de transcrigdo de genes
estimulados por interferon (ISGs) que participam ativamente na resposta antiviral celular.
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ANDINO, 2010; PADMANABHAN; DIXIT, 2015). As altas taxas mutacionais e a
diversidade genética sdo caracteristicas geradas pela baixa fidelidade das RdRps
durante a replicagcdo viral, resultando em uma populacdo gendmica heterogénea,
denominadas quasispécies virais (DOMINGO et al., 2006; DOMINGO; SHELDON,;
PERALES, 2012; LAURING; ANDINO, 2010). Este termo é definido como uma
colecao de variantes, intimamente relacionadas, cuja hipotese é de cooperar para
produzir o fendtipo geral do virus (KAUTZ; FORRESTER, 2018; KHOU; PARDIGON,
2017). Essa teoria adiciona que os fatores de sele¢cdo ndo favorecem apenas os
poucos individuos mais adaptados da populagao, e sim toda ela, levando em conta
todos individuos mutantes de uma quasispécie (DOMINGO et al., 1998; DOMINGO;
SHELDON; PERALES, 2012). Os flavivirus, assim como outros virus com genoma de
RNA, sao classificados como quasispécies e fortes pressdes seletivas, tais como
respostas imunologicas do hospedeiro ou drogas, podem conduzir a sua evolugao e
adaptacao (KHOU; PARDIGON, 2017). Em virtude disso, muito vem se discutindo
sobre a relagdo da teoria de quasispécies e a variabilidade na resisténcia aos antivirais
(DOMINGO, 1997; DOMINGO et al., 2006; DOMINGO; SHELDON; PERALES, 2012;
SCHUSTER, 2015).

O objetivo desse trabalho é avaliar a capacidade de replicagcédo, adaptagao e as
alteracdes fenotipicas geradas no ZIKV durante a passagem serial na cultura de
células A549 (células epiteliais de adenocarcinoma alveolar humano - ATCC® CCL-
185™) e de células C6/36 (células de Aedes albopictus - ATCC® CRL-1660™)
tratadas com IVM, a fim de simular as pressodes evolutivas e a capacidade adaptativa
do ZIKV durante o tratamento de uma droga com efeito antiviral. Hipotetizamos que
durante este protocolo as pressdes seletivas induzirdo o ZIKV a adquirir resisténcia a
VM.

A auséncia de um tratamento especifico para a infeccdo com ZIKV, torna
extremamente importante caracterizar alteragbes que possam ocorrer no virus
durante o tratamento com uma droga que esta em estudo clinico como antiviral. Isso
fornece maior suporte para o desenvolvimento de uma terapéutica eficaz contra o
ZIKV.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Verificar se o tratamento com ivermectina induzira o ZIKV (cepa BR15261) a

adquirir resisténcia a essa droga.

1.1.2 Objetivos especificos

e Definir as condi¢des 6timas de infecgdo em células A549;

e Avaliar o perfil de citotoxicidade da ivermectina (IVM) em células A549;

e Avaliar o perfil antiviral da IVM contra ZIKV em células A549

¢ Investigar se o ZIKV adquire resisténcia a IVM durante passagens seriadas em
células A549 e C6/36;

e Avaliar parametros de infectividade de ZIKV durante as passagens seriadas

sob presséao seletiva de IVM.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21  ZIKAVIRUS

2.1.1 Histéria e epidemiologia do ZIKV

Entretanto o ZIKV é assim chamado, pois foi isolado pela primeira vez na
Floresta Zika (situada em Uganda no continente Africano) em abril de 1947, de
macacos Rhesus, durante estudos com o YFV (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952).

O primeiro relato de infecgao e isolamento do virus, em humanos, foi na Nigéria
em 1954 (MACNAMARA, 1954), seguida pelo primeiro relato clinico completo da
doenga quando Simpson (1964) descreveu sua propria infeccao (HAYES, 2009).
Apesar do virus ter sido isolado repetidamente nos 50 anos seguintes a sua
descoberta, poucos casos foram notificados até abril de 2007, quando uma epidemia
ocorreu na Micronésia (DUFFY et al., 2009; HAYES, 2009; LANCIOTTI et al., 2008;
NISHIURA et al.,, 2016). Seis anos mais tarde o virus reapareceu na Polinésia
Francesa, em uma epidemia, na qual aproximadamente trezentos pacientes foram
infectados e desenvolveram a Sindrome de Guillain-Barré, uma alteragao neuroldgica
grave (AGRELLI et al., 2019; CAO-LORMEAU et al., 2014; PETTERSSON et al.,
2018).

No Brasil, o primeiro caso de microcefalia neonatal (disturbio neurolégico no
qual o cérebro da crianga tem medidas menores do que o normal) foi notificado
durante o més de maio de 2015, na regiao Nordeste do pais (FARIA et al., 2016;
MASSAD et al., 2017; METSKY et al., 2017; WEAVER et al., 2017). Porém, nao se
tem a data exata de introdugédo do ZIKV no pais. Evidéncias apontam que o virus foi
introduzido no Brasil entre o final de 2013 e inicio de 2014, disseminando-se
posteriormente pelas Américas. Sua expansao ocorreu rapidamente, sendo que em
menos de 15 meses afetou mais de 30 paises das Américas, gerando um numero
estimado de 1,5 milhdo de casos (FARIA et al., 2016; MASSAD et al., 2017).

O Brasil teve a maior epidemia descrita até o momento (STROTTMANN et al.,
2019). De acordo com a Organizagdo Pan Americana de Saude/Organizagdao Mundial
da Saude (OPAS/OMS), até o més de janeiro de 2018 foram notificados no Brasil mais
de 230 mil casos suspeitos da doenca, com quase 140 mil casos confirmados

(OPAS/OMS, 2018). Entretanto como o virus continuou a circular no pais, no intervalo
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de dezembro de 2018 a dezembro de 2019, o Ministério de Saude relatou a notificagao
de cerca de 11 mil provaveis casos de ZIKV, no Brasil. Sendo que a regidao Nordeste
apresentou a maior taxa de incidéncia (9,5 casos/100 mil habitantes), seguida das
regides Centro-Oeste (taxa de incidéncia 5,8 casos/100 mil habitantes), Norte (taxa
de incidéncia 4,3 casos/100 mil habitantes), Sudeste (taxa de incidéncia 4,0 casos/100
mil habitantes) e Sul (taxa de incidéncia 0,4 casos/100 mil habitantes) (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020).

Andlises filogenéticas do genoma viral revelaram que todas as linhagens do
ZIKV emergiram em Uganda, mas foram introduzidas em diferentes regidées do
Continente Africano e Asiatico de forma independente. Isso permitiu a divisdo em duas
linhagens principais, a Africana, representada pela cepa viral MR766 isolada na Africa
Ocidental em 1947; e Asiatica/Americana, representada pela cepa viral P6740 isolada
da Malasia em 1966. A irradiacdo da cepa Asiatica para o Ocidente fez com que esta
sofresse uma adaptagao natural ao novo ambiente, possibilitando o aparecimento da
linhagem Americana e, dentro desta, o surgimento de alguns subgrupos como as
estirpes brasileiras (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; SHARMA et al.,, 2019;
STROTTMANN et al., 2019; YOKOYAMA; STARMER, 2017; ZHU et al., 2016).

No entanto, muito se investiga para explicar as disparidades das manifestacoes
clinicas durante a infecgao por ZIKV. No inicio, nos continentes africano e asiatico, a
doencga tinha comportamento endémico com poucos casos graves. Mas, a forma
epidémica mais recente verificada nas llhas do Pacifico e nas Américas passou a
apresentar maior incidéncia de casos graves e incluir manifestacdes neurolégicas e
comprometimento fetal importantes. Hipéteses como, mutagdées gendmicas das cepas
virais, resposta imunoldgica alterada por infecgdes prévias por outros flavivirus, co-
infecgdo com outros arbovirus, falhas nos sistemas de identificacdo e notificacdo de
casos foram sugeridas como causas, mas nenhuma foi ainda confirmada (FAYE et al.,
2014; FREIRE et al., 2015; HADDOW et al., 2012; LANCIOTTI et al., 2008; LING
YUAN et al., 2017; RUSSELL, 2016).

2.1.2 Transmissao e patogénese
A forma de transmisséao vetorial do ZIKV é pela picada de mosquitos infectados

do género Aedes sp. (RATHER et al., 2017). Entretanto, ja foi demonstrado que o

virus pode ser transmitido por via sexual, perinatal, pés-transfusional e exposicao
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ocupacional, o que pode ter contribuido para a rapida disperséao viral (DECKARD et
al., 2016; FOY et al., 2011; GREGORY et al., 2017; VENTURI et al., 2016).

No Brasil, inicialmente a doenga foi notificada como uma “Sindrome semelhante
a Dengue” devido a semelhanca com os sintomas caracteristicos da dengue
(BARJAS-CASTRO et al., 2016; ZANLUCA et al., 2015). As manifestagdes clinicas
variam de leves a graves. As brandas apresentam evolugao autolimitada,
caracterizadas por exantema, febre baixa ou ausente, artrite ou artralgia, podendo
haver conjuntivite n&o purulenta, mialgia, cefaleia, dor retro-orbitaria, edema e
voémitos. Seu curso é quase sempre benigno, ndo determinando a hospitalizagao,
gerando assim uma subnotificacdo da doenca na populacdo e podendo gerar
complicagbes graves (PETERSEN et al., 2016; PETTERSSON et al., 2018; ZANLUCA
et al., 2015). J& a Sindrome Congénita do ZIKV (SCZ) em recém-nascidos € uma
manifestacdo grave, que durante o surto no Brasil, provocou um grande impacto na
saude publica. A SCZ é caracterizada pela presenga da microcefalia, juntamente com
outras anomalias no sistema nervoso central, alteracbes oculares e auditivas,
calcificagdes cerebrais e insuficiéncia placentaria com restricdo do crescimento fetal
(COSTELLO et al.,, 2016; VENTURI et al., 2016; ZANLUCA et al., 2015). Outra
manifestacao clinica grave gerada pelo ZIKV é a Sindrome de Guillain-Barré (SGB)
em adultos (PETERSEN et al.,, 2016). Clinicamente, as primeiras alteragdes
neuroldgicas iniciam a partir do sexto dia pos-infec¢cdo e tem progressao rapida da
doencga. Os sintomas iniciais envolvem formigamento nos membros inferiores e
fraqgueza muscular que pode levar a perda dos movimentos. Em seguida, a doenca
progride para a por¢ao superior, atingindo os musculos respiratorios e provocando
faléncia respiratoria (KRAUER et al., 2017; MUSSO et al., 2015; WEAVER et al., 2017;
ZANLUCA et al., 2015).

O diagnéstico clinico da doenga causada pelo ZIKV nao é especifico (FAYE et
al., 2008). Sao utilizados métodos moleculares, através do RNA viral extraido de
fluidos bioldgicos incluindo soro, plasma, urina, saliva e liquido amnidtico. Mas, a
capacidade da técnica é limitada, uma vez que a viremia de ZIKV geralmente é baixa
e limitada ao terceiro e quarto dia apds o inicio da doenca. Outra abordagem que pode
ser utilizada é a soroldgica, através da deteccao de anticorpos IgM ou IgG especificos
para o virus, a partir de 5 a 6 dias apds o aparecimento dos sintomas. Porém esta

pode gerar reatividade cruzada devido a similaridade do ZIKV com outros flavivirus
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como DENV, YFV e outros, resultando em falsos-positivos (JAVED et al., 2018;
LANCIOTTI et al., 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

2.1.3 Estrutura e genoma viral

O ZIKV é um virus envelopado, com capsideo de simetria icosaédrica e
didmetro médio de 50 nm. Seu genoma € constituido por uma unica fita de RNA de
sentido positivo [ssSRNA (+)], contendo cerca de 11000 nucleotideos (nt), flanqueado
pelas regides nao codificantes 5° UTR e 3’ UTR (do inglés untranslated regions). A
extremidade 5’ possui cap tipo |, enquanto que a regido 3’ ndo possui cauda
poliadenilada (Figura 1A) (CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH; THIEL; RICE,
2006; SAXENA et al., 2016). O genoma é por si s6 infeccioso e codifica uma unica
sequéncia aberta de leitura (ORF — do inglés Open Reading Frame), que é
responsavel por codificar uma longa poliproteina (Figura 1 A-B) (CHAMBERS et al.,
1990; KNIPE; HOWLEY, 2013).

Durante a etapa de traducéo a poliproteina precursora de 3.400 aminoacidos
(aa) é clivada por proteases do virus e da célula hospedeira, originando 3 PE
(capsideo (C), envelope (E) e pré-membrana ou precursora de membrana (prM) que
apos a clivagem torna-se (M)) e 7 NS (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)
(Figura 1A-B) que sdo importantes na regulagdo da tradugdo e replicagdo viral
(PETERSEN et al., 2016; SHI; GAO, 2017).
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Figura 1. Organizagdo gendmica e estrutura do ZIKV.

(A) A ORF que codifica a poliproteina de ZIKV e as estruturas secundarias previstas 5’ e 3’ UTR.
O genoma contém uma estrutura de cap tipo 1 na extremidade 5'. A clivagem da poliproteina por
peptidases de sinal celular é indicada por tesoura. As setas indicam a clivagem pela protease
viral, enquanto a seta vertical preta indica a clivagem pela protease furina residente no complexo
de Golgi. O ponto de interrogagao indica uma clivagem da poliproteina de ZIKV realizada por
uma protease desconhecida. (B) Localizagao e fungdes das PE e NS. (C) Topologia de membrana
de proteinas virais maduras. As particulas virais imaturas, néo infecciosas sofrem um rearranjo
conformacional nas glicoproteinas virais E (cinza) e precursor M (prM) (azul) dependente de pH.
Particulas infecciosas maduras se formam apds a clivagem, pela proteina furina, da prM e
liberagédo do fragmento pr.

Fonte: Adaptado de (KNIPE; HOWLEY, 2013; NEUFELDT et al., 2018)

As PE sao essenciais para a formagao da particula viral, sendo que o ZIKV
apresenta duas formas distinguiveis, a madura, encontrada fora das células e a
imatura, exclusiva do meio intracelular (Figura 1C). A proteina do capsideo maduro
(C) desencadeia a clivagem da prM por meio da protease do hospedeiro furina,

gerando uma proteina (M) madura e um peptideo Pr. Este processo resulta em
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particulas virais maduras e infecciosas, que sdo encontradas fora das células. Além
disso, a proteina E, que compde a maior parte da superficie do virion3, esta envolvida
na ligagdo a superficie da célula hospedeira, endocitose* e fusdo com a membrana
celular (APTE-SENGUPTA,; SIROHI; KUHN, 2014; BIDET; GARCIA-BLANCO, 2018;
GREEN et al., 2014; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2006).

Ja as proteinas NS executam fungdes essenciais na replicagdo do RNA viral,
processamento e montagem da poliproteina, bem como alteragdo da resposta imune
do hospedeiro contra o virus (Figura 1A-B) (DAl et al., 2016; SHI; GAO, 2017). A NS1
€ uma glicoproteina necessaria no processo de replicagdo do RNA viral, que pode
tanto ser retida nas células infectadas, quanto localizar-se na superficie celular e ser
secretado lentamente pelas células dos mamiferos (Figura 1B). Ja a NS2A atua nas
mudancas entre a replicacdo do RNA viral e o0 seu empacotamento, participa no
controle da expressao de interferon (IFN) durante a resposta antiviral e na secregao
de particulas virais da célula hospedeira (JAVED et al., 2018). Por outro lado, a NS2B
associa-se ao dominio C-terminal do NS3 para formar o complexo de serino-protease
(NS2B-NS3) que esta envolvido na clivagem da poliproteina viral (LINDENBACH,;
THIEL; RICE, 2006). Atualmente, esse complexo esta sendo estudado como alvo para
o desenvolvimento de possiveis antivirais (MILLIES et al., 2019; ROY et al., 2017). A
NS3 é uma proteina multifuncional. Seu dominio N-terminal apresenta atividade de
serino-protease que tem NS2B como um cofator; ja seu dominio C-terminal possui
atividades de helicase, nucleosideo 5’ trifosfatase estimulada por RNA (NTPase) e
atividades do RNA 5’ trifosfatase (RTPase), que desempenham papeis criticos no
desenrolamento e translocacdo do RNA durante a replicagao viral (LINDENBACH;
THIEL; RICE, 2006; SHI; GAO, 2017). NS4A e NS4B sao polipeptidios hidrofobicos
que estdo associados com o rearranjo estrutural e formagdo dos constituintes da
membrana, respectivamente (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2006).

3 Virion: Refere-se a uma Unica particula viral que esta fora da célula hospedeira.
4 Endocitose: Entrada de substancias em uma célula por englobamento das particulas
através da membrana celular.
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Figura 2. Trafico nucleo-citoplasmatico da NS5.

(A) As sequéncias da regido interdominio (esquerda) e do C-terminal (direita) sdo mostradas no
codigo de letras de aminoacidos simples. Os alinhamentos de sequéncia séo para as proteinas
NS5 de DENV1-4 (GenBank AIU47321.1, AAK67712.1, AHN50411.1, AMP43484.1
respectivamente), YFV (GenBank NP_041726.1), JEV (GenBank NP_059434.1), WNV (GenBank
ALF00101.1) e ZIKV (GenBank YP_002790881.1). O simbolo "' abaixo de uma posigéo indica
residuos idénticos, enquanto "' indica conservagdo de residuos altamente semelhantes e '’
Indica conservagao de apenas algo semelhante. Alto grau de identidade das sequéncias é
observado nas regides interdominio do NS5 dos virus, enquanto o NLS C-terminal € menos
conservado entre os virus. O esquema abaixo mostra os dominios da NS5, com o dominio MTase
(regido N-terminal), separados da RdRp (C-terminal) pela regido interdominio. A regiao
interdominio contém dois NLS e uma sequéncia de exportagéo nuclear (NES), e seus parceiros
de ligacéo propostos para IMP e EXP. (B) Trafego nucleo-citoplasméatico da NS5, ocorre através
do NPC mediado pelo heterodimero de IMP a/B1 e Exp1, respectivamente, e provavelmente
modulado pela hiperfosforilagdo de NS5.

Fonte: Adaptado de Jans e Martin, (2018).

Por fim, a NS5 de ZIKV é a maior proteina NS, com dois dominios essenciais
para a replicagdo do genoma viral, que apresenta semelhangas com a NS5 do JEV e
DENV-3 (Figura 2A) (WANG et al., 2017a). Seu dominio N-terminal tem atividade de
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MTase, envolvida no capeamento e na metilagéo da regido 5', enquanto o dominio C-
terminal tem atividade de RdRp, por iniciar a sintese de novas fitas de RNA viral
(CHAUDHARY et al., 2017; MILANI et al., 2009; WANG et al., 2017a).

Embora a NS5 possa formar um complexo com o NS3 para estimular as
atividades de NTPase e RTPase da NS3 no citoplasma (TAY; VASUDEVAN., 2018),
trabalhos demonstraram que a NS5 de DENV-2, em sua forma fosforilada (KAPOOR
et al., 1995) localiza-se no nucleo enquanto as que nao foram fosforilada permanecem
abundantemente ligada a NS3 no citoplasma (BROOKS et al., 2002; FRASER et al.,
2014; ZHANG et al., 2017). Isso é possivel devido ao transporte nucleo-citoplasmatico
mediado por IMP, uma familia de proteinas que reconhecem NLS de proteinas
grandes (>45 kD), para carrea-las até o nucleo celular via complexos de poros
nucleares (NPCs) (Figura 2) (JANS; MARTIN; WAGSTAFF, 2019; WAGSTAFF;
JANS, 2006). No entanto, as IMP podem ser encontradas em forma de homodimeros
(IMP B1) que reconhecem bNLS ou heterodimeros (IMP a/B1), que identificam aNLS.
Diante disso, o NLS presente na regido interdominio, que medeia a interagdo entre
NS5 e NS3, é identificado pelo heterodimero de IMP a/B1, transportando a NS5
fosforilada para nucleo celular (Figura 2) (JANS; MARTIN, 2018; TAY; VASUDEVAN.,
2018; WANG et al., 2017a). Mutagdes em qualquer um desses sinais tem efeitos
drasticos na viabilidade do virus, como por exemplo, a mutacéo de 5 residuos de lisina
(K) dentro do aNLS para alanina (A), resulta em efeitos tdo graves na replicagéo viral
que o virus é incapaz de ser recuperado (FRASER et al., 2014; PRYOR et al., 2007,
RAWLINSON et al., 2009).

No nucleo celular, a NS5 pode antagonizar a resposta ao IFN, citocina com
efeito antiviral do hospedeiro, interagindo e promovendo a degradagdo do STAT2
(ZHAOQO et al., 2017), bem como modular a produgédo de Interleucina 8 (IL-8) pelas
células infectadas (LUNDBERG et al., 2013; PRYOR et al., 2007; RAWLINSON et al.,
2009).

2.1.4 Replicagao viral e resposta imune

ApOs entrar em contato com a derme humana o ZIKV é capaz de invadir
diversos tipos celulares que vao desde a camada superficial até aquelas mais
profundas da pele, como os queratindcitos, fibroblastos e células dendriticas. A

primeira etapa para a infecgao € a interagao da glicoproteina E do envelope viral com
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receptores especificos do hospedeiro como DC-SIGN (do inglés, Dendritic Cell
Specific, receptores especificos de células dendriticas), receptor de manose em
macréfagos, TAM (AXL, TYOR3) e TIM 1 (pertencentes a familia das fosfatidilserina,
que participam das vias de regulagéo de apoptose®) (Figura 3 (a)) (KNIPE; HOWLEY,
2013; STRANGE et al., 2019). Em seguida, ocorre o processo de endocitose mediado
por proteinas clatrinas, que permitem a entrada do virus na célula através de uma
vesicula derivada da membrana celular (b) (KNIPE; HOWLEY, 2013; YUN; LEE,
2017).
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Figura 3. Ciclo replicativo do ZIKV.

(a) Ligagdo da particula viral aos receptores de superficie celular. (b) Endocitose viral via
clatrinas. (c) Fusdo das membranas virais e celulares (d) Tradugao da poliproteina viral (e) Sitio
de replicagao e multiplicagdo do genoma viral (f) Sitio de montagem (g) Transporte das particulas
virais imaturas pela via secretora. (h) Maturagao da particula viral (i) Virus maduro. (j) Liberagao
da particula viral por exocitose.

Fonte: Adaptado de Neufeldt et al. (2018).

Ao atingir o endossomo, o pH acido possibilita uma mudanga conformacional

da proteina do E viral, resultando na liberagdo do RNA viral no citoplasma (c). Dessa

5 Apoptose: Morte celular programada que ocorre de maneira controlada e ordenada através
de modificagées morfolégicas como condensacgao e encolhimento, colapso do citoesqueleto, dissolugédo
do envelope nuclear e fragmentacao da cromatina.
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forma, a traducéo da poliproteina viral € iniciada (d), sendo posteriormente clivada em
proteinas individuais mediante agao de proteases virais e do hospedeiro. As proteinas
resultantes da clivagem participam tanto da replicagdo do RNA, como da montagem
da progénie viral (e) (DUAN et al., 2019; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2006; PERERA,;
KHALIQ; KUHN, 2008; SAXENA et al., 2016).

No reticulo endoplasmatico (RE) ocorre a jungdo do RNA replicado com a
proteina C em sua forma heterodimerizada, formando uma particula imatura e nao
infecciosa (f). Em seguida, o virion ainda imaturo recebe o envelope oriundo da
membrana dessa organela (g), e segue através de canais secretérios para o complexo
de Golgi (g), onde ocorre sua maturagdo mediada pela proteina furina (h). O
amadurecimento da nova progénie € marcado pela clivagem da prM, que leva a uma
mudanga conformacional na superficie do virion (i). Apds este processo, a particula
viral é secretada para o ambiente extracelular por exocitose® onde podera infectar
novas células (j), reiniciando o ciclo de transmissao e replicagao viral (SIROHI; KUHN,
2017).

Entretanto estudos recentes demonstraram que o processo de replicagao do
ZIKV gera a ativagao de uma resposta imune antiviral inata e a producgao de interferon
do tipo | (IFN-I) em células infectadas (GOERTZ et al., 2018; KNIPE; HOWLEY, 2013).
De acordo com Kumar et al. (2016), as proteinas NS1, NS4A sao capazes de inibir
as vias de sinalizagdo e do IFN-I através da supressao de IRF3 (fator regulador de
interferon 3) e NF-kB, enquanto o dominio MTase da NS5 interage e promove a
degradagao proteossomal do STAT-2, prejudicando a via indutora do IFN-I. Em virtude
disso nao ocorre a transcricdo dos genes estimulados por IFN (ISGs) que sao
responsaveis por ativar do estado antiviral celular para combater a infecgdo (KUMAR
et al., 2016; SERMAN; GACK, 2019).

Além disso, a infecgao por ZIKV ativa a transcricao de genes pro-inflamatorios
com consequente producao de citocinas como IL-1B, em células epiteliais humanas.
Também ja foi demonstrado sua capacidade de induzir autofagia’” em fibroblastos,

alterar a expressao de proteinas relacionadas ao ciclo celular e apoptose, bem como

6 Exocitose: processo ativo no qual o material intracelular é transportado, através de vesiculas,
para o meio extracelular.

7 Autofagia: processo catabdlico celular que gera a degradagdo de componentes da prépria
célula via lisossomos.
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de comprometer a producao de novos neurénios (HAMEL et al., 2015; LI et al., 2016;
SOUZA et al., 2016).

Em relagcdo a resposta imune adquirida, as informagdes atuais mostram a
importancia das células T e células B na infec¢ao pelo ZIKV. A produgao de anticorpos
auxilia tanto na resolugdo da infecgao, através da neutralizagdo dos epitopos
presentes na proteina do E, quanto pode aumentar a gravidade da infecgéo devido a
presenga de anticorpos heterdlogos. Uma vez que estudos demonstraram uma maior
carga viral na infeccdo pelo ZIKV, em individuos com contato prévio quando os
individuos ja haviam tido contado anterior com DENV (MCARTHUR, 2017; SLON
CAMPOS; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2018; SMITHBURN, 1952).

2.1.5 Tratamento atual e perspectivas

Até o momento, nao existe terapia especifica para prevenir ou tratar adultos,
tampouco para evitar danos no feto durante a gravidez apds a infecgcéo por ZIKV
(BARROWS et al., 2016; DONG; KANG; DIMOPOULOQS, 2019; GAO et al., 2019). O
tratamento é sintomatico e de suporte geral, que depende da gravidade do quadro
clinico e das disfungdes orgéanicas presentes (DONG; KANG; DIMOPOULOQS, 2019).
Sao utilizadas drogas que auxiliam na redugado dos sintomas, como paracetamol ou
dipirona, para controlar a febre e as dores, além de anti-histaminicos para minimizar
0 exantema maculopapular. Além disso, o acido acetilsalicilico e outras drogas anti-
inflamatoérias sdo contraindicados devido a dificuldade do diagndstico clinico
diferencial em relacdo a dengue, o que poderia aumentar o risco de complicagbes
hemorragicas. Também € indicada reidratacdo ativa ou passiva dos pacientes frente
a quadro emético (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; SAXENA et al., 2016).

Além disso o controle vetorial € de suma importancia, sendo aconselhado a
utilizacdo de telas de protecdo em janelas, mosquiteiros e repelentes. Também é
indicado que as pessoas utilizem roupas claras e longas, tenham cuidado adicional
nas primeiras horas da manha e no final da tarde, pois € o periodo de maior atividade
do vetor (GREGORY et al., 2017; PETERSEN et al., 2016). Para as mulheres gravidas
o cuidado deve ser redobrado. Em virtude disso, o Ministério da Saude recomenda
que estas evitem fazer viagens desnecessarias para areas endémicas e nao tenham
relagcbes sexuais desprotegidas. Ja individuos que tenham viajado para area de

transmissao do ZIKV devem adiar a doagdo de sangue por pelo menos 28 dias.
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Apesar destes métodos ndo conseguiram conter as recentes epidemias causadas por
arbovirus, eles auxiliam no controle da disseminagdo do virus (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Atualmente, ndo ha vacina disponivel para a prevencédo do ZIKV. Um total de
45 vacinas encontram-se em varias fases de desenvolvimento e estdo sendo
avaliadas, desse total seis ja estdo na fase | de testes clinicos em humanos. Sendo
desenvolvidas com diferentes tecnologias: virus inativado, peptideo sintético, uma de
RNA, duas de DNA e uma recombinante (FERNANDEZ; DIAMOND, 2017;
MCARTHUR, 2017).

O processo de desenvolvimento de novos medicamentos requer um grande
esforco, € de alto risco, dispendioso e longo, geralmente levando mais de 10 anos.
Neste caso, outro desafio enfrentado € que a infecgao clinica pelo ZIKV é geralmente
leve, e a populagao alvo primaria seriam mulheres gravidas, principalmente aquelas
com risco de complicagdes neuroldgicas. Porém existem varias consideragdes éticas
envolvidas no desenvolvimento de terapéuticas durante a gravidez. Em geral, as
mulheres gravidas sao excluidas dos ensaios clinicos de novos compostos. Portanto
para que a inclusao desta populagao seja justificada, o agente precisa ser de baixo
risco tanto para a mae quanto para o feto, além de ser pratico para uso em ambientes
com recursos limitados (MCARTHUR, 2017).

Neste sentido, o reposicionamento de drogas é uma alternativa estratégica para
a descoberta de novas aplicagdes. Isso porque os compostos ja passaram por estudos
de citotoxicidade, ensaios clinicos, os efeitos colaterais e interagdes cruzadas sao
conhecidos, além de ja estarem sendo utilizados pela populacdo (BARROWS et al.,
2016; SAXENA et al., 2016). Em virtude disso muitos estudos estdo sendo realizados,
como por exemplo o de Bullard-Feibelmana et al. (2017), que demonstrou que o
sofosbuvir, uma droga antiviral contra virus da hepatite C (HCV) aprovado pelo Food
and Drug Administration (FDA), inibiu a replicagao e infec¢ao por ZIKV na cultura de
tecidos, bem como camundongos protegidos contra a morte induzida por ZIKV. Um
ano mais tarde KIM et al. (2018) avaliou os efeitos antivirais do favipiravir (inibidor
potente e seletivo da RdRp do virus Influenza A) e ribavirina (analogo da guanosina
que possui atividade de amplo espectro contra varios virus de RNA e DNA, como
influenza A e B e HCV) contra cepas asiaticas e africanas de ZIKV em diferentes tipos
de células, incluindo células progenitoras neuronais humanas (hNPCs), fibroblastos

dérmicos humanos (HDFs), células A549 e células Vero. Seus resultados
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demonstraram que ambas as drogas possuem atividade antiviral robusta nos varios
tipos de células analisados, além do favipiravir proteger as células hNPCs da morte
celular mediada pelo ZIKV.

Por fim, o estudo de Barrows et al. (2017) destacou-se ao examinar uma
biblioteca de 774 drogas (ou ativos) aprovados pelo FDA. Essa triagem identificou
mais de 20 compostos capazes de reduzir a infecgao de ZIKV in vitro. Dentre estes se
destaca a ivermectina (IVM) que ja se encontra em testes clinicos de fase 2 e 3 em
pacientes infectados com DENV, na Universidade Mahidol, na Tailandia (U.S.
NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE., 2015)

2.2 IVERMECTINA (IVM)

A lIIVM (22,23-di-hidro-avermectina B1) € um farmaco amplamente utilizado
como antiparasitario em humanos e animais (ROHRER; ARENA, 1995). Esta droga é
uma mistura de duas avermectinas®, modificadas quimicamente que contém pelo
menos 80% de 22,23 dihidroavermectina-B1a e menos de 20% de 22,23
dihidroavermectina B1b, que diferenciam-se entre si pelo grupo organico substituinte
presente no carbono 25, conforme demonstrado na Figura 4. Foi descoberta e
avaliada em 1974, no Instituto japonés Kitasato a partir dos micélios de Streptomyces
avermectins sp., € passou a ser comercializada, inclusive no Brasil, em 1981 pela
empresa Merck Sharp & Dohme, como o primeiro antiparasitario do grupo das
lactonas macrociclicas® (CROCI et al., 2016; MOLINARI et al., 2009; ROHRER,;
ARENA, 1995).

Atualmente com base nos registros da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), no Brasil, existem 39 medicamentos a base de IVM registrados, variando

entre comprimidos e creme, considerando somente farmacos para uso em humanos.

8 Avermectinas: derivado dissacarideo de lactonas pentaciclicas de 16 membros, denominadas
avermectinas A1a-B2b, extraidas da fermentagdo natural do actinomicete Streptomyces avermitilis,
encontrados no solo. Sdo altamente lipofilicos, pouco sollveis em agua, mas facilmente soliveis em
solventes organicos (CAMPBELL, 2012).

9 Lactonas macrociclicas: Composto quimico com potente atividade endectocida por inibir a
sobrevivéncia de endoparasitas (principalmente nematoides) e ectoparasitas (artrépodes que se
alimentam de sangue de um paciente tratado) (CHACCOUR et al., 2013).
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Figura 4. Estrutura quimica da lvermectina.
22,23-di-hidroavermectina B1a e B1b (C4sH74014) Peso molecular: 875.1 g/mol.
Fonte: Adaptado de (PUBCHEM)

Este farmaco é utilizado para tratar infeccbes como sarna, piolho e
oncocercose, mas também ja foi indicado como uma estratégia eficaz e complementar
para a erradicagcdo da malaria (CHACCOUR et al., 2013; KOSYNA et al., 2015). Seu
mecanismo de agao consiste em ativar canais de cloro controlados tanto por
glutamato™ quanto pelo acido gama-aminobutirico'' (GABA) que est&o localizados
em células musculares somaticas. A abertura dos canais de cloro permite o influxo de
ions cloreto, hiperpolarizando a membrana do neurdnio, resultando na paralisia
motora e eliminacéo do parasita. Nos nematddeos, isso ocorre entre células nervosas,
enquanto nos artropodes acontece entre células nervosas e musculares. Nos
invertebrados, os sitios de ligacdo da droga esta localizado no tecido periférico,
enquanto nos mamiferos estes sitios estdo confinados no sistema nervoso central
(SNC) (CHABALA et al., 1980; CHACCOUR et al., 2013; ROHRER; ARENA, 1995).
Entretanto a IVM parece nao ter capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, o que justifica sua atividade apenas nos parasitas e confere um
excelente perfil de seguranga a droga (CHACCOUR et al., 2013; CRUMP; OMURA,
2011).

0 Glutamato: neurotransmissor excitatorio essencial no desenvolvimento do aprendizado e
memodria.

" GABA: Neurotransmissor inibitério que atua na regulagéo da excitabilidade dos neurénios
do encéfalo.
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No entanto, estudos recentes demonstram que a IVM pode ter outras fungoes,
como inibir a importagdo nuclear dependente de IMP a/B1 de forma especifica
(WAGSTAFF et al., 2011, 2012). Como ja havia sido demonstrado por (BROOKS et
al., 2002; PRYOR et al., 2007; RAWLINSON et al., 2009), esse complexo proteico é
responsavel pelo transporte nucleo-citoplasmatico da NS5 de DENV. Em virtude
disso, outros estudos surgiram e demonstraram que a IVM pode atuar como um
potente antiviral inibindo a replicacdo de DENV, Human immunodeficiency virus (HIV),
YFV, JEV e TBEV (FRASER et al., 2014; MASTRANGELO et al., 2012; TAY et al.,
2013; WAGSTAFF et al., 2012), bem como sobre ZIKV (BARROWS et al., 2016;
KETKAR et al., 2019; NG et al., 2019; WANG et al., 2017b). Além disso, é capaz de
atuar sobre o Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV), alterando a distribuicdo
das proteinas do capsideo em células de mamiferos (KOSYNA et al., 2015;
LUNDBERG et al., 2013).

No entanto, 0 mecanismo de agdo como antiviral ainda nao é totalmente claro,
sugere-se que seja através da inibicdo da importagéo nuclear mediada por IMP a/31,
o qual bloqueia a translocacao da NS5 de DENV do citoplasma para o nucleo,
interferindo fortemente na replicagao viral (WAGSTAFF et al., 2011, 2012). Porém,
Mastrangelo et al., (2012) relatou que a IVM atuaria inibindo a atividade de helicase
da NS3 dos flavivirus. Portanto varios estudos ainda precisam ser feitos para que isso

seja elucidado.

2.3 TEORIA EVOLUTIVA DE QUASISPECIES VIRAIS

Atualmente muito se estuda sobre a resisténcia viral as vacinas e drogas
antivirais, isso porque os virus de RNA conseguem adaptar-se rapidamente em
ambientes dinamicos, bem como escapar do sistema imunoldgico do hospedeiro. Esta
rapida adaptacado é relacionada com as altas taxas mutacionais, rapida cinética
replicativa, populacdo numerosa de particulas e grande diversidade genética
(DOMINGO et al., 2005; LAURING; ANDINO, 2010; PADMANABHAN; DIXIT, 2015).
Portanto, sua dinamica evolutiva € complexa, cuja compreensao representa um
desafio para a genética e para as estratégias de intervencao terapéutica efetiva
(CIOTA et al., 2007b; DOMINGO; SHELDON; PERALES, 2012; LIU et al., 2016;
SANZ-RAMOS et al., 2008)
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Para descrever biologicamente e matematicamente a evolugao dos virus com
genoma de RNA, a teoria de quasispécies tem sido amplamente utilizada, e muitas de
suas predi¢des foram validadas experimentalmente (DOMINGO, 1997; DOMINGO et
al., 2006; DOMINGO; SHELDON; PERALES, 2012; SCHUSTER, 2015). Esta teoria
traz consigo varios conceitos que podem nos ajudar a compreender um pouco sobre
a resisténcia as drogas, perda de infectividade e aumento da viruléncia dos virus. Ela
foi formulada originalmente por Manfred Eigen, em 1971, para caracterizar a grande
diversidade genotipica de uma populacédo de virus (EIGEN, 1971; EIGEN;
SCHUSTER, 1982; SANZ-RAMOS et al., 2008). O conceito de quasispécies adiciona
um novo fator nas discussdes evolucionistas, pois 0 alvo da selecdo nao € apenas o
individuo mais adaptado da populacido, e sim toda ela, levando em conta todos
individuos mutantes (DOMINGO et al., 1998; DOMINGO; SHELDON; PERALES,
2012).

Sendo assim, os Flavivirus ndo sao uma populacao clonal de um unico virus,
mas uma mistura de varias espécies gendmicas virais, denominadas como
quasispécies (KHOU; PARDIGON, 2017). Essas misturas de mutantes s&o
intimamente relacionadas, apresentando pelo menos uma sequéncia de consenso
entre todas as suas quasispécies, que cooperam entre si para produzir o fenétipo geral
do virus, influenciando tanto na patogénese quanto a responsividade terapéutica
(KAUTZ; FORRESTER, 2018; KHOU; PARDIGON, 2017). Isso é possivel devido a
alta taxa mutacional que a RdRp (NS5) pode gerar (ARIAS et al., 2013; BASSI et al.,
2018). Estima-se que ocorra em média uma incorreg¢ao por 10.000 bases replicada,
ou seja, basicamente o tamanho do genoma de muitos virus de RNA (DOMINGO et
al., 1996; RUIZ-JARABO et al., 2002). Essas frequéncias de erro nos virus de RNA
sdo muito préximas ao valor maximo compativel com a manutencédo genética,
chamada de limiar de erro, que afeta diretamente a viabilidade dos virus. Sendo assim
0 genoma evolui em diferentes taxas, variando de acordo com a regiao e a pressao a
que ela estd submetida (GALLEGO et al., 2018; KAUTZ; FORRESTER, 2018;
VIGNUZZI et al., 2006).

A Figura 5 descreve esquematicamente a composicdo e a complexidade de
uma populacédo de quasispécie em um organismo hospedeiro.
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Figura 5. Descricao esquematica de uma populacao de quasispécie viral.

A infecgdo por um Unico genoma viral resulta na geragédo de varios mutantes, alguns dos quais
sao representados a direita. Os genomas sao representados como linhas horizontais e as
mutagdes como simbolos nas linhas. A sequéncia consenso (parte inferior) é a que inclui, em
cada posigado, o residuo encontrado com mais frequéncia na posi¢gao correspondente dos
mutantes. A complexidade (nUmero médio de mutagdes por genoma) e a composigdo de uma
quasispécie viral sao determinantes importantes do comportamento biolégico de um virus.
Fonte: (DOMINGO et al., 2006)

Demonstragdes experimentais dessa teoria foram obtidas em cultura de células
com virus de varias familias diferentes, onde um aumento das frequéncias de
mutagdes das quasispécies virais ocorreram em consequéncia de pressdes quimicas
ou da presenca de uma polimerase de menor fidelidade, resultando na diminui¢cao da
infectividade viral e patogénese in vivo (ARIAS et al., 2013; CROTTY; CAMERON;
ANDINO, 2001; VIGNUZZI et al., 2006; YAN et al., 2018; YUSTE et al., 1997).

Fitness é definido como a capacidade de uma entidade biolégica em transferir
suas informacdes genéticas para a proxima geragdo. E medido por meio da
capacidade de um determinado gendtipo (ou fenétipo) persistir em uma populagéo ao
longo de varias geragdes podendo ser classificado como fitness absoluto ou relativo
(DOMINGO; SHELDON; PERALES, 2012; RUIiZ-JARABO et al., 2002). Fitness
absoluto é a raz&do entre o numero de individuos presentes em uma populagédo antes
e depois de uma geracao ou de determinado intervalo de tempo. Enquanto que o
fitness relativo pode ser quantificado por meio de experimentos de competicdo com
um virus de referéncia (DOMINGO, 1997; YUSTE et al., 1997). Desta forma o fitness

aumenta de forma exponencial conforme a populacao viral € subcultivada em células,
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até atingir um platd, favorecendo os virus com alto desempenho (DOMINGO et al.,
1996, 2006).

E importante ressaltar que, durante a replicacdo e disseminagdo, as
populagdes estdo sujeitas a frequentes acumulos de mutagdes deletérias, causando
um declinio no fitness viral (DOMINGO, 1992; DOMINGO et al., 1996; EIGEN, 2002;
EIGEN; SCHUSTER, 1982). Portanto, as medida de fitness de uma espécie ou
quasispécies viral possui relacao direta com a taxa de replicacdo média da populagao,
uma vez que as modificagcdes do ambiente e as limitagdes do tamanho da populacao
influenciam diretamente nesse valor (MANRUBIA; DOMINGO; LAZARO, 2010).
Dessa forma, quando uma populacao de virus é submetida a um processo evolutivo,
€ esperado que sua constitui¢cao, tanto genotipica quanto fenotipica, mude (CIOTA et
al., 2007a, 2007b, 2007c).

Sabe-se que muitos virus de RNA se replicam perto do seu limite do erro,
tornando-os sensiveis a aumentos da taxa mutacional. Quando a taxa mutacional
chegou em seu ponto critico, também chamado de limite de erro, uma populagéo viral
entra em erro catastrofe. Esse processo retarda a extingdo da populacdo, uma vez
que a quasispécie com maior fitness foi perdida devido as altas taxas mutacionais, os
gendtipos com menor fitness precisam evoluir para que ndo ocorra mutagénese letal
(DOMINGO; SHELDON; PERALES, 2012).

Devido a sua possibilidade de aplicacdes praticas, uma das mais importantes
implicagbes do conceito de limite do erro e de erro catastrofe, € o conceito de
mutagénese letal, que consiste no excesso de mutagdes introduzidas na replicagao
do RNA viral, podendo ser induzida por pressdes biolégicas ou quimicas (CROTTY;
CAMERON; ANDINO, 2001; TEJERO; MONTERO; NUNO, 2015). Mas também pode
ser vista como uma perda abrupta do fitness replicativo mediado por um aumento do
numero de mutagbes por genoma nos componentes de uma quasispeécie viral
(DOMINGO et al., 2019; GREGORI et al., 2016; PERALES et al., 2019).

Em virtude disso, moléculas mutagénicas estdo sendo empregadas em estudos
para forcar ainda mais o0 aumento da taxa mutacional viral. Um exemplo € a ribavirina,
um analogo sintético da guanosina usada clinicamente para o tratamento do HCV, que
demonstrou ser capaz de induzir mutagénese letal no hantavirus, no virus da
poliomielite e no ZIKV. Interessantemente no ZIKV, 5 passagens em células Vero
tratadas, gerou uma frequéncia de mutacdo tdo alta que seu fitness foi perdido

totalmente. Diferente disso, nos primeiros estudos feitos com Vesicular stomatitis virus
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(VSV), foi observado que os mutagénicos quimicos apenas reduziram o fitness viral
(ARIAS et al., 2013; BASSI et al., 2018; CROTTY; CAMERON; ANDINO, 2001;
GALLEGO et al., 2018; LAURING; ANDINO, 2010). Resultados semelhantes foram
encontrados para o virus da coriomeningite linfocitaria (LCMV) e o virus da febre
aftosa (VFA) (ARIAS et al., 2004; DE LA HIGUERA et al., 2017).

Portanto drogas mutagénicas podem induzir os virus a erro catastrofe, fazendo
com que o fitness diminua de tal forma que leve a sua letalidade. Com base nisso &
proposto que induzir os virus ao processo de extingdo por mutagénese letal, pode ser
uma estratégia terapéutica eficaz contra infecgdes causadas por virus de RNA (ARIAS
et al., 2013). Mas ainda é necessario que mais pesquisas sejam feitas para que a
mutagénese letal seja considerada uma estratégia terapéutica inspirada nos modelos
tedricos de evolugdo viral (DOMINGO et al., 2006, 2019; LAURING; ANDINO, 2010;
PERALES et al., 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTIVO CELULAR

Foram utilizadas células aderentes de linhagem A549 (células epiteliais do tipo
Il de adenocarcinoma alveolar humano — ATCC®, CCL-185™) e células Vero (células
epiteliais de rim de macaco verde africano — ATCC®, CCL-81™), foram mantidas e
propagadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
(DMEM F-12 1X, GIBCO - Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
suplementado com: 5% de soro fetal bovino (SFB, - GIBCO, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S — GIBCO, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA). Todas as linhagens celulares de mamiferos foram
incubadas em estufa umida a 37 °C e 5 % de CO..

Para preparar as células para os experimentos a monocamada de células das
garrafas de cultura foi lavada uma vez com solugao salina 0,9% estéril (Eurofarma), e
as células aderentes foram soltas através da adicao de tripsina/EDTA 0,05% (GIBCO
- Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). As células permaneceram
incubadas com tripsina/EDTA em estufa umida a 37°C e 5% de COz2, por 5 min, apds
foram entdo individualizadas através do jateamento vigoroso por pipetagem. Uma
aliquota das células foi entdo diluida 20 vezes em reagente azul de tripan (GIBCO -
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) para contagem em camara de
Neubauer. Apds a quantificacdo, as células foram diluidas em meio DMEM/F12
completo, e distribuidas homogeneamente nos pogos. As placas permaneceram
incubadas por 16 a 24h, para total aderéncia da monocamada celular e para a
confluéncia ideal para realizagdo dos experimentos (70 a 80%).

Células semiaderentes C6/36 (células de Aedes albopictus clone C6/36 —
ATCC®, CRL-1660™) foram mantidas e propagadas em meio Leibovitz's L15 (L-15-
GIBCO, Thermo Fisher Scientific) suplementado com: 5 % de SFB (GIBCO - Thermo
Fisher Scientific), 0,26 % de Triptose (Thermo Fisher Scientific), e 1% de P/S (GIBCO
- Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Incubadas a temperatura de 28 °C.

Para preparar os experimentos, a monocamada de células das garrafas de
cultura foi lavada uma vez com solugdo salina 0,9% estéril (Eurofarma), apés um
volume pequeno de meio L-15 foi adicionado e as células aderidas removidas com

auxilio de um rodo para cultura celular (Cell Scraper — Kasvi). Para completa
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separagao, as células foram individualizadas através do jateamento vigoroso por
pipetagem. A contagem e diluicao das células foram realizadas da mesma forma que
para as outras ceélulas. As placas permaneceram incubadas pelo mesmo tempo que
as outras, apenas sendo mantidas a 28 °C.

Todas as linhagens celulares foram testadas rotineiramente para contaminagao

por mycoplasma, conforme protocolo padronizado no laboratério.

3.2 ENSAIOS VIRAIS

3.2.1 Preparagao dos estoques virais

Células C6/36 foram semeadas em uma confluéncia de 80% (9 x 107 células)
em garrafa de 225 cm? que foi mantida a 28 °C overnight. No dia seguinte as células
foram infectadas com Multiplicidade de Infecgdao (MOI) 0,1 por 5 dias para producao
de ZIKV BR 2015/15261 (STROTTMANN et al., 2019) passagem 9. Foram mantidas
em meio L-15 completo a 28 °C em estufa umida. Apos o periodo de expansao do
virus o sobrenadante da cultura foi coletado, centrifugado a 460 x g por 10 min a 4 °C,
aliquotado em microtubos e armazenados a - 80 °C. A quantificagao do titulo viral foi
feita conforme descrito no item 3.2.3, sendo o titulo de ZIKV 4 x 106 PFU/mL. Todos

0S ensaios virais realizados neste trabalho foram feitos com esse lote de virus.

3.2.2 Infecgao viral

Para realizar as infecgdes virais, as células da linhagem de interesse foram
plaqueadas no dia anterior ao experimento, como descrito no item 3.1. No dia da
infecgdo preparou-se o indculo viral, a partir do estoque (titulo de ZIKV 4 x 108
PFU/mL) conforme a multiplicidade de infecgdo (MOI) desejada, em meio sem SFB.
Esta suspenséao viral foi distribuida pelos pocos e incubadas por 90 minutos. Os
volumes adicionados em cada pocgo variaram dependendo da placa utilizada. Apds o
periodo de adsorcdo do virus, as células foram lavadas com salina 0,9 %
(Eurofarma®) para remocgao de particulas virais que nao foram adsorvidos. Em
seguida o meio da respectiva linhagem celular foi adicionado e as células seguiram

para estufa até o término do tempo de infeccéo.
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3.2.3 Titulagao viral por placas de lise

Para a realizagdo desta técnica, células Vero foram semeadas em uma
densidade de 4 x 10° células/poco em placa de 24 pocos no dia anterior, conforme
descrito no item 3.1. No dia seguinte, as amostras a ser tituladas foram descongelas
e diluicdes seriadas dos virus (10" a 10-°) em meio DMEM/F12 com P/S e sem SFB,
foi preparado. Em seguida, as células Vero foram incubadas com 300 uyL de cada
diluicdo de virus por pogo. O mesmo foi feito com os pogos mock, porém utilizando
300 uL de meio sem adigao de virus. As placas permaneceram incubadas a 37°C, em
atmosfera de 5% de COz2, por 90 minutos. Apds esse tempo, o meio foi removido e
acrescentado 500 pL de meio DMEM semissolido: meio DMEM F-12 com 1 % SFB, 1
% PIS e 1,6 % de CMC (Carboximetilcelulose de sédio — Sigma-Aldrich) por pogo e
mantidas em estufa por 5/6 dias. Este meio semi-sélido impede que a progénie viral
ao sair da célula infectada se espalhe, alcangando desta forma apenas as células
vizinhas o que gera uma placa de lise na monocamada de células.

Passados os 5/6 dias, 500 pL de paraformadeido 3% (PFA — Sigma-Aldrich)
foram adicionados a cada um dos pogos por 20 min a TA (temperatura ambiente). As
células foram entao lavadas trés vezes com agua corrente em fluxo baixo e incubadas
com solucao de cristal violeta por 30 min a TA. Em seguida, as placas foram lavadas
novamente em agua corrente, trés vezes. Apds a secagem das placas, as placas de
lise foram contadas, sendo que cada placa de lise corresponde a uma unidade viral
formadora de placa de lise, desta forma. A contagem é feita a partir da diluicdo que
apresente no minimo 10 placas de lise. Este niumero é adicionado a férmula do calculo
do titulo viral (Férmula 1), juntamente com o volume de in6culo viral utilizado na
infecgcao e com o fator de diluicido em que as placas foram contadas. O resultado é
expresso por PFU/mL (do inglés, plaque forming unit, Unidades Formadoras de
Placa/mL).

n° de PFU
pL de virus

PFU / mL= . 10" (fator de diluigao) (1)

3.3 IVERMECTINA

A Ivermectina (Sigma-Aldrich, cat. PHR1380-1G, Lote: LRAB3534) foi diluida
em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentracédo de 10 mg/mL (11430 uM). A solugéo foi
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aliquotada e estocada a -20 °C. Para todos os experimentos descritos a droga foi

diluida para a concentragao desejada em meio DMEM F-12 completo.

3.4  ELISA in situ (Ensaio imunoabssorvente celular in situ ligado a enzima)

Células A549 foram semeadas em placa de 96 pogos em densidade 2 x 10*
células/pogo. No dia seguinte as ceélulas foram pré-tratadas por 4h com diferentes
concentracdes de IVM. Apds as células foram lavadas e infectadas conforme item
3.2.2. Ao término da infecgcdo o sobrenadante foi removido e as células foram fixadas
com metanol: acetona gelado (proporgcéo 1:1), a -20°C por 1h. Apds o fixador foi
removido e a placa permaneceu a TA até a total secagem das células. Em seguida o
tampao de bloqueio (2% de leite desnatado, 0,05% de Tween-20 em PBS 1X) foi
adicionado por 30 min. Apds o anticorpo primario 4G2 (anticorpo monoclonal murino
contra a proteina E de Flavivirus) diluido em tampao de bloqueio, foi adicionado sobre
as células e mantido por 1 h a 37 °C. Depois os pocos foram lavados quatro vezes
com tampé&o de lavagem (0,01% de Tween-20 em PBS 1X). Em seguida foi adicionado
o anticorpo secundario IgG anti-mouse conjugado com HRP (Cell Signaling, 7076),
diluido em tampao de bloqueio, e incubado por 1 h a 37 °C. Apds esse tempo, os
pocos foram lavados quatro vezes com tampéao de lavagem e em seguida adicionado
o substrato TMB (kit de ELISA eBioscience®) que permaneceu incubado por 10 min
no escuro para permitir o desenvolvimento da cor. A reagao foi parada com tampéo
de parada (H2SO4 2M) e a absorbancia lida no comprimento de onda de 450 nm na
leitora de ELISA BioTek ELX800.

Os dados foram normalizados como % de infeccdo em relacdo aos controles,
onde foi descontado a Densidade éptica (DO) da amostra “branco” de todas as
amostras, seguido de uma regressao linear onde as DOs obtidas nas amostras mock
foram tomadas como 0% de infecgao e as obtidas com as células nao tratadas como
100% de infecgéo. Protocolo adaptado de KOISHI et al. (2012).

3.5 CITOMETRIA DE FLUXO
Células foram transferidas para microtubos de 1,5 mL, nos quais, foram

centrifugadas em 460 x g por 5 min. O sobrenadante (SBN) foi removido e as células
foram suspendidas em tampao fosfato (PBS, 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM
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Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4; pH 7,4). Para células marcadas com PI, analise de
viabilidade celular, ele foi adicionado no momento da aquisicdo no equipamento
FACSVerse (BD), sendo as amostras mantidas em gelo até a realizagdo do
procedimento. Para as demais amostras, apds a remogao do SBN, as células foram
novamente centrifugadas em 460 x g por 5 min. Em seguida foram marcadas com
Zombie NIR™ Fixable Viability Kit (BioLegend, cat. 423105) em PBS e incubadas por
20 min/temperatura ambiente/escuro. Apos nova lavagem por centrifugacédo, as
células foram fixadas com PFA por 20 minutos, seguido de centrifugacdo a 460 x g
por cinco minutos a 4 °C e incubadas com anticorpo 4G2 conjugado com FITC
(fluorocromo isotiocianato de fluoroceina), diluido em saponina 0,25% (Dinamica®)
diluida em FACS buffer (PBS, 1% SFB) por 1 hora a 37 °C. Apds adicionou-se PBS e
as amostras foram centrifugadas novamente nas mesmas condigdes. O sobrenadante
foi descartado e as células ressuspensas em FACS buffer permanecendo em gelo até
sua aquisi¢ao no equipamento FACSVerse (BD).

A analise dos resultados foi realizada através da criagdo de estratégias de
gates utilizando o software FlowJo-VX. Como ilustrado na Figura 6, foram utilizadas
células sem adicdao de moléculas fluorescentes para determinacao da referéncia
negativa. Foram retiradas as células acima do limite de detecg¢do para o parametro
tamanho (FSC, do inglés Forward Scatter Channel) e para o parametro complexidade
(SSC, do inglés Side Scatter Channel). A seguir, foram retiradas as células duplas e
com autofluorescéncia. Em seguida foi determinado a positividade das amostras; a
amostra utilizada (sem marcagao) demonstra a porcentagem de células falso positivas
que sera descontado das amostras marcadas. Esta estratégia foi utilizada em todos
os experimentos de citometria deste trabalho. A area é a quantidade total de
fluorescéncia associada a um evento, a altura € o sinal do pico e a largura é duragéo

do sinal.
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Figura 6. Estratégias de gates para analises de citometria de fluxo.

A) Configuragdo dos gafes a partir das células totais. B) Retirada das células duplas pelo
parametro de complexidade (SSC) C) Retirada das células duplas pelo tamanho das células
(FSC). D) Eliminagao de células autofluorescentes. E) Gate que representa células positivas para
Zombie NIR. F) Gate que representa células positivas para 4G2. Estratégia de gates feita a partir
da célula ndo marcada.

SSC: Dispersao lateral de luz (complexidade). FSC: Disperséao frontal de luz (tamanho). A: area
W: largura (do inglés, widch) H: altura (do inglés, height) Canal aberto: 448/45 nm.

Fonte: Préprio autor.

3.6 MTT

A técnica de MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazélio] mede a
viabilidade celular com base no dano induzido nas mitocéndrias. O principio deste
método é a avaliagdo da atividade de desidrogenases mitocondriais, quantificadas
pela reducao do MTT (um sal de coloracédo amarela soluvel em agua) a formazan
(cristais de coloragao purpura, insoluveis em agua) (CHIBA; KAWAKAMI; TOHYAMA,
1998; KOISHI et al., 2012). Para tal, células A549 foram semeadas em placas de fundo
chato de 96 pogos em uma densidade de 4x10* células/pogo, conforme item 3.1. No
dia seguinte, as células foram tratadas com 6 concentracdes distintas IVM (5, 10, 12,5,
25, 50 e 100 uM) e seu respectivo veiculo, ambos em duplicata, sendo incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO2 por 4 e 36h. Um controle em branco (somente meio) e
controle de células (somente células) foram incluidos em todas as placas de ensaio.
Apoés cada intervalo de leitura o sobrenadante foi removido e foram adicionados a
cada pogo da reagéo 50 puL de MTT (Amresco®, catalogo 0793) a uma concentragao
de 0,5mg/mL em meio DMEM F-12 completo em ambiente protegido da luz devido a

fotossensibilidade do mesmo. As placas foram cobertas em papel aluminio e mantidas
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em estufa por 2h. Passado o periodo, os cristais de MTT formados foram extraidos
adicionando 100 mL de DMSO, apds a total dissolugdo dos mesmos, a leitura
diferencial da absorbancia foi feita em 550 nm e 630 nm. Ambas as leituras foram
realizadas na Multileitora Infinite M200 TECAN.

Os dados foram normalizados seguindo a equagado de viabilidade celular
(Férmula 2). Protocolo adaptado de KOISHI et al. (2012).

(valor da amostra—controle branco)

Viabilidade celular (%) =

x 100 (2)

(controle da célula—controle branco)

Ap0os a normalizagao das amostras, uma curva dose-resposta foi obtida usando
uma regressao nao linear com ajuste da curva (Sigmoidal dose-response (variable
slope), e a concentragao citotoxica de 50% (CC50) foi calculada como a concentragao

necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50%.

3.7 VERMELHO NEUTRO

A técnica de vermelho neutro (NR, do inglés, “neutrallred”) mede a viabilidade
celular com base na atividade lisossomal. Células viaveis e com lisossomos
funcionais, retém o vermelho neutro dentro destas estruturas (CHIBA; KAWAKAMI;
TOHYAMA, 1998; KOISHI et al., 2012). Para tanto as células foram semeadas em
uma placa de fundo chato de 96 pocos em uma densidade de 4x10* células/poco,
conforme item 3.1. No dia seguinte, as células foram tratadas com 6 concentragbes
distintas IVM (5, 10, 12,5, 25, 50 e 100 yM/mL) e seu respectivo veiculo, ambos em
duplicata, sendo incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 4 e 36h. Um controle
em branco (somente meio) e controle de células (somente células) foram incluidos em
todas as placas de ensaio. Apds o tempo de incubagao, o sobrenadante foi removido
e o reagente NR a 0,33% em meio DMEM F-12 completo foi adicionado a cada poco,
seguido da incubacéao da placa por 3 h a 37 °C, 5% de COz2. Apds, o meio foi removido
e 150 mL de solugédo extratora (acido acético 1% e etanol 30%) foi adicionado a cada
poco e incubados por 15 minutos sob agitacao para extrair o corante NR. Ao término
do tempo foi mensurado a absorbancia por espectrofotometria a 550 nm na Multileitora
Infinite M200 TECAN. As amostras foram normalizadas e a CC50 calculada como

descrito no item anterior.
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3.8 PROTOCOLO DE EVOLUGAO DE ZIKV DURANTE MULTIPLAS
PASSAGENS EM CULTURA CELULAR

Células A549 foram plagqueadas em placa de 6 pocos, em triplicatas para cada
condigao, conforme descrito no item 3.1. No dia seguinte as células foram tratadas
durante 4 horas com IVM e/ou veiculo (DMSO) diluidos em meio DMEM F-12
completo, conforme protocolo adaptado de Fraser et al. (2014). Apos esse periodo,
as células foram lavadas com salina para total remogao da droga. Em seguida as
células foram infectadas com ZIKV, conforme item 3.2.2. Ao término do periodo de
absorcao foi adicionado 2 mL de meio DMEM F-12 completo e as células levadas a
estufa por 36h. Apds o tempo de infecgao o sobrenadante foi recolhido, identificado e
acondicionado em -80°C. Titulo viral foi determinado pelo ensaio de placa de lise
conforme 3.2.3. Esta etapa do experimento foi chamada de etapa de selecao (p1a,
p2a, p3a, p4a, p5a, pba, p7a), conforme (Figura 7). Apds a determinacgéao do titulo viral
foram plagqueadas células C6/36, em placa de 6 pocgos, em triplicatas para cada
condicao, conforme item 3.1. a partir do titulo viral obtido na p1a, calculou-se uma MOI
de 0,1. As células C6/36 foram entao infectadas com a determinada MOI respeitando
sempre a triplicata do experimento anterior (ver esquema na Figura 7). A infecgao foi
feita conforme item 3.2.2. e infec¢ao foi mantida por 84 h. Ao término do tempo o
sobrenadante foi recolhido, identificado e acondicionado em -80°C. As amostras foram
tituladas conforme item 3.2.3 e apos a revelagao do titulo viral, esta etapa foi chamada
de etapa de expansao (p1b, p2b, p3b, p4b, p5b, p6b). Em seguida o procedimento
descrito para a etapa p1a foi repetido, porém o virus utilizado foi o obtido da passagem
anterior. Ao término das 36h o sobrenadante foi recolhido e titulado, sendo esta
passagem chamada de p2a. Entéo foi repetido a etapa p1b, mas utilizando o virus da

etapa anterior e assim sucessivamente, até atingir a passagem p7a (Figura 7).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sao apresentados pela Média + SEM. A significancia estatistica
entre os grupos foi avaliada por analise de variadncia de uma via (ANOVA) seguida
pelo teste post-hoc de Tukey ou Bonferroni. O nivel de significancia aceito para os
testes foi de p<0,05, sendo indicados nas legendas das figuras os graus de

significancia da seguinte forma: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001, **** p <0,0001.
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Todos os testes foram realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software Inc., Sdo Diego, Califérnia, EUA).

Veiculo

Figura 7. Esquemas representativos do protocolo de multiplas passagens de
ZIKV.

Esquema a direita mostra o ciclo das duas etapas de cada passagem, onde as etapas de selecao
foram feitas em células A549 tratadas com IVM e chamada de A, enquanto as etapas de
expanséo foram feitas e células C6/36 e chamadas de B. Esquema a esquerda mostra que para
cada passagem e condigdo de tratamento foram feitas triplicatas independentes que seguiram
sempre na mesma ordem durante as multiplas passagens.

Fonte: Préprio autor.
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4 RESULTADOS

41 CELULAS A549 INFECTADAS COM MOI 0,3 DE ZIKV DURANTE 36H NAO
CAUSA MORTE CELULAR

Para determinar a MOI e tempo de infecgao de ZIKV nas células A549, foram
testadas 9 condic¢des diferentes. A linhagem celular foi infectada com MOI 0,03, 0,3 e
3 durante 24, 36 e 48h (Figura 8A). Ao término de cada tempo de infecgdo o SBN foi
recolhido e posteriormente titulado para determinagao do titulo viral (Figura 8B),
enquanto as células foram analisadas com Pl por citometria de fluxo para
determinacdo da viabilidade celular (Figura 8C). Baseado no titulo e na viabilidade
celular, foi escolhido utilizar a MOI 0,3 durante 36 h (viabilidade 93,04 + 0,28%, titulo
viral 5,34 x 10* + 6,65 x 103 PFU/mL) uma vez que em 48h a viabilidade das células
cai para 79,4 + 0,7% e trabalhos ja demonstraram a capacidade de ZIKV em induzir
apoptose em células A549 48 horas poés infeccédo (hpi) (FRUMENCE et al., 2016;
TURPIN et al., 2019).

A ZIKV 24h 36h 48h
Células Citometria de fluxo
plaqueadas Titulacéo

B
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Figura 8. Determinacao da MOI e tempo de infecgdo do ZIKV em células A549.
Células A549 infectadas com MOI 0,03, 0,3 e 3 durante 24, 36 e 48h. (A) Esquema do
delineamento experimental. (B) Titulo viral determinado por placa de lise e expresso em Log. (C)
Viabilidade celular determinada por Pl em Citometria de Fluxo. Resultado é expresso em
Porcentagem de células Pl negativas (%PI-). Valores obtidos através de um calculo onde, o valor
obtido niumero de células Pl positivas foram descontadas de 100% (valor considerado como todas
as células viaveis). Cada ponto representa a Média + SEM da duplicata técnica (n=1).
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4.2 EFEITO CITOTOXICO DA IVM EM CELULAS A549 OCORRE EM
CONCENTRAGOES MAIORES DE 10uM

Para testar a capacidade antiviral da IVM, foram analisados primeiramente os
efeitos citotdxicos da droga nas células A549 pelo ensaio de MTT e Vermelho Neutro
(Figura 9). Para isso, as células foram tratadas com diversas concentragdes de IVM
(0,5,10,12,5, 25, 50 e 100 uM) e com veiculo da maior concentragao utilizada (DMSO
0,008%). A viabilidade celular foi mensurada por MTT e vermelho neutro para a
determinacdo da CC50 (valores brutos sdo mostrados na Tabela 1 no ANPENDICE
A), representadas na Figura 9. Apods 4h de tratamento (Figura 9A), a técnica de MTT
gerou valores de CC50 de 19,06 uM (Figura 9B), enquanto a determinagdo por
vermelho neutro mostrou valores um pouco abaixo, 16,26 yM (Figura 9C). Também
foi analisada a viabilidade celular depois apds as 4h de tratamento, seguida da
infeccdo com ZIKV (curva e simbolos em cinza) ou sem virus por 36 h (curva e
simbolos em azul) (Figura 9 D — F). Sendo a CC50 determinada por MTT de 12,81 e
11,09 uM (Figura 9E) e por vermelho neutro 16,06 e 8,33 uM (Figura 9F), 36h sem
virus e 36 hpi com ZIKV, respectivamente. A porcentagem de células mortas
aumentou no o tratamento com IVM em concentrag¢des superiores a 10uM indicada
por setas vermelhas na Figura 9, ap6s 4 h em comparagédo com as celulas controle

tratadas com DMSO (veiculo da droga), o que representa efeitos citotoxicos da droga.
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Figura 9. Citotoxicidade da IVM em células A549.

Diferentes concentracées de IVM (0, 5, 10, 12,5, 25, 50 e 100uM) e veiculo na maior
concentracdo foram utilizados. A toxicidade da droga foi avaliada durante 4h de tratamento (A —
C), onde (A) mostra o esquema do delineamento experimental enquanto (B — C) as Porcentagens
de células vivas analisadas por MTT e Vermelho neutro, respectivamente. Efeitos citotdxicos
residuais foram analisados removendo o tratamento apés as 4h e infectando as células com ZIKV
durante 36h (D — F). (D) mostra o esquema do delineamento experimental enquanto (E — F) as
Porcentagens de células vivas analisadas por MTT e Vermelho neutro, respectivamente. Sendo
que a linha com simbolos azuis representa células que foram tratadas com IVM e n&o infectadas
durante 36h e a linha com simbolos cinzas para células tratadas por 4h e infectadas com ZIKV
por 36h. Os dados foram normalizados conforme a férmula da viabilidade celular, descrita no
item 3.6. A CC50 foi determinada através de uma curva dose-resposta usando uma regressao
ndo linear com ajuste da curva (Sigmoidal dose-response (variable slope). As setas vermelhas
indicam a concentracdo de 10 yM. Os valores mostrados sdo expressos pela Média £+ SEM das
duplicatas técnicas (n=1).

43 IVM TEM EFEITO ANTIVIRAL CONTRA ZIKV

A Concentracgéo Inibitéria de 50% (IC50) da IVM (Figura 10) foi feita a fim de

determinar a atividade antiviral da droga contra ZIKV. Para isso, as células A549 foram
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pré-tratadas com diversas concentracées de IVM (0, 5, 10, 12,5, 25, 50 e 100uM) e
veiculo da maior concentracao utilizada (DMSO 0,008%) por 4 horas, seguidas da
infecgdo com MOI 0,3 de ZIKV (Figura 10A). 36 hpi o SBN foi recolhido e titulado por
placa de lise (Figura 10B) apresentando uma IC50 de 10,07 uM. Em paralelo também
foi utilizada técnica de ELISA in situ (Figura 10C), que resultou em um IC50 de 12,42
MM (valor este proximo do obtido pela titulagao).

Visto que a concentracédo de 10 uM apresentou baixa toxidade para as células
durante 4h de tratamento (90,57 + 2,61% MTT, Figura 9) e também esta entre as duas
IC50 estabelecidas, ela foi escolhida para ser utilizada nos experimentos posteriores.
Em virtude disso as Figura 10D e E destacam os valores isolados para o tratamento
com IVM 10uM e veiculo, obtidos das curvas do titulo viral e porcentagem de células
infectadas justapostas (Figura 10B e C). E possivel observar que nesta condicéo o
titulo viral foi consideravelmente reduzido na presenga da IVM (6 x 10* + 1 x 10*
PFU/mL) quando comparado com o no tratado (1,15 x 10° + 4,24 x 103 PFU/mL,
p=0,0016) e veiculo (9,11 x 10* £ 2,43 x 10% PFU/mL, p=0,041). Esta concentragado de
IVM também foi efetiva em diminuir a porcentagem de células infectadas em 21,31
12,58%.
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Figura 10. Efeitos antivirais da IVM 10uM durante o pré-tratamento.

Células A549 pré-tratadas com diluicdes seriadas de IVM (0, 5, 10, 12,5, 25, 50 e 100uM) e
veiculo da maior concentracéo utilizada (DMSO 0,008%) por 4h, seguidas da infeccdo com MOI
0,3 de ZIKV durante 36h. (A) Esquema do delineamento experimental. (B) Titulo viral obtido por
placa de lise (C) ELISA in situ. (D) e (E) Valores isolados de (B) e (C) demonstrando a eficiéncia
da IVM 10uM. Os valores de (B) e (D) sdo expressos em Log e mostram a Média + SEM (n=3
com duplicatas técnicas), enquanto em (C) e (E) os valores sdo expressos em % e mostram a
Média £+ SEM (n=1 com triplicatas técnicas). Os valores demonstrados em (C) e (E) foram
normalizados conforme descrito no item 3.4. A analise estatistica foi feita comparando todos os
tratamentos através de ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey. * p <0,05; *** p< 0,001.

4.4 SETE PASSAGENS SERIADAS DE ZIKV EM CULTURA DE CELULAS SAO
SUFICIENTES PARA QUE OCORRA UM DECRESCIMO DO TiTULO VIRAL

Como demonstrado nos resultados anteriores, o pré-tratamento de células
A549 com IVM gera efeitos antivirais sobre o titulo de ZIKV, corroborando com outros
estudos da literatura (BARROWS et al., 2016; LUNDBERG et al., 2013; TAY et al.,
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2013). Portanto, com o objetivo de induzir resisténcia ao tratamento com IVM, a cepa
BR15261 de ZIKV foi passada serialmente em células A549 (Figura 11) e C6/36
(Figura 12). Para isso células A549 foram pré-tratadas (ou ndo) com 10uM de IVM ou
veiculo (DMSO 0,0004%) por 4h, seguido da infeccdo com MOI 0,3 de ZIKV por 36h.
O SBN oriundo desta passagem sob presenca da droga foi titulado e usado como
in6culo para infeccao de células C6/36, incubadas por 84h. Esta passagem em
linhagem de inseto tem o objetivo de expansao viral sem a interferéncia de citocinas
antivirais (notadamente IFN-I) ou droga. Este procedimento foi repetido 7 vezes nas
células A549 e 6 vezes em C6/36.

A evolugcdo do titulo de ZIKV ao longo das passagens foram plotadas
separadamente para as linhagens A549 (Figura 11) e C6/36 (Figura 12). Em ambas
as figuras, (A) demonstra a evolug&o do titulo viral das trés replicatas juntas, de cada
tratamento, enquanto em (B), (C) e (D) mostra a evolugao dos titulos virais de cada
replicata e tratamento separadamente. E importante salientar que na primeira
passagem do virus (p1) cada replicata foi identificada e esta ordem foi respeitada nas
passagens subsequentes, sendo, portanto, consideradas independentes.

Pode-se observar na Figura 11 que o titulo das culturas nao tratadas (NT) ou
tratadas com veiculo (V) mantiveram perfis semelhantes ao logo das passagens e
com baixa variabilidade entre as replicatas. Por outro lado, o perfil das NT com a IVM
destacou-se das outras curvas nas passagens p3a e pba justamente por
apresentarem nesses pontos grande variabilidade entre as replicatas. Na p4a o titulo
viral dos 3 tratamentos ficou muito préximo, nos fornecendo sugestdes de que algum
tipo de alteragdo genbOmica ja poderia estar ocorrendo. Entretanto na passagem
seguinte, p5a, as NT e V voltaram a ter titulos mais elevados quando comparado com
as culturas tratadas com IVM. Mas o titulo viral da replicata 3 tratada com IVM da p5a,
chamou a atencdo, pois apresentou um valor de 2,67 x 103 PFU/mL, enquanto as
outras replicatas do mesmo tratamento se mantiveram entre 7 e 4 x 10* PFU/mL
(Figura 11). No entanto nas passagens subsequentes essa diferenca ndo ocorreu
novamente. Na p6a os titulos virais voltaram a se igualar, sendo que o NT (4,56 x 104
+ 4,84 x 103 PFU/mL) e V (3,89x 10* £ 1,16 x 10* PFU/mL) decairam em torno de 1
log, enquanto as replicatas tratadas com IVM tenderam a um leve aumento em seus
titulos (4,67 x 10* £ 1,07 x 10* PFU/mL), nos sugerindo que o tratamento ja ndo estava
mais sendo eficaz e que o virus provavelmente ja havia sofrido algum tipo de

adaptacao ao ambiente. Fato este que foi confirmado quando a p7a revelou titulos
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virais novamente parecidos para ambos os tratamentos (NT: 5 x 103 + 5 x 102 PFU/mL;
V: 3,89 x 10% + 1,25 x 103 PFU/mL), além dos valores terem decaido mais 1 log,
inclusive para os tratados com IVM (5,66 x 103 + 1,39 x 103 PFU/mL).

De forma geral a Figura 12 mostra que os titulos virais de ambos os tratamentos
nao variaram em relagdo as replicatas, mantendo o mesmo perfil durante todas as
passagens. Enquanto que os titulos das culturas anteriormente tratadas com IVM
mantiveram-se abaixo dos titulos dos NT e V até a p5b, sendo que na p6b o titulo das
mesmas teve um aumento de + meio log (7,66 x 10* + 9,6 x 10 PFU/mL), quando
comparado com NT (3,24 x 10* + 1,72 x 103 PFU/mL) e V (2,52 x 10* + 2 x 103
PFU/mL), nos sugerindo que o processo de inducdo a resisténcia poderia estar

ocorrendo.
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Apesar do protocolo de passagens seriadas ter sido estabelecido com MOI 0,3
para infeccdo em células A549 e MOI 0,1 para células C6/36, algumas vezes foi
necessario a adaptagado do mesmo. A julgar que mutagdes poderiam estar ocorrendo,
foi decidido que a maior quantidade possivel de SBN como indculo deveria ser
utilizada, nédo levando em consideragdao a MOI. Desta forma, a probabilidade de
recuperar a provavel quasispécie mutante seria mais alta. Um exemplo disso ocorreu
na infec¢ao da p3b, onde a MOI de 0,1 nao foi atingida nas replicatas 2 e 3 tratadas
com IVM (MOls de cada passagem estdo descritas na Tabela 3 em APENDICE C).
Mas apesar de nao ser infectada com a mesma MOI, o titulo viral das replicatas 2 e 3
tratadas com IVM da p3b atingiram valores proximos das outras amostras (Figura 12).
Interessantemente para realizagdo da p4a a MOI de 0,3 foi atingida, ja para a p4b
todos os tratamentos ndo atingiram a MOI desejada, sendo que os valores variaram
de 0,02 a 0,04. Na p5a os valores de MOI desejados também foram atingidos, assim
como as NT e V da p5b. Ja as tratadas com IVM variaram de 0,02 a 0,001 na p5b.
Entretanto até a p5a os valores de MOI para as células A549, nunca haviam sido
modificados, porém na passagem p6a a replicata 2 do V e 1 e 2 da IVM foram
infectadas com MOI de 0,2. E dessa vez os titulos virais nao foram recuperados, como
podemos observar nas Figuras 11 e 12, pois a p6b teve MOls que variaram de 0,01 a
0,02 enquanto a p7a variou de 0,07 a 0,19 para ambos os tratamentos.

A partir da p3b, além da alteracdo dos valores de MOI, o tempo de incubacéo
das placas de titulagcdo também precisou ser adaptado. Como se pode observar na
Figura 13, até a p3a as placas de lise eram grandes e de facil contagem, sendo que
estas permaneciam incubadas durante 5 dias. Mas na p3b, ao término dos 5 dias de
titulacdo elas passaram a ter cerca de um terco do tamanho observado nas titulacbes
anteriores, sugerindo que uma importante alteragdo de fitness havia ocorrido. A fim
de testar se este fendtipo continuaria ocorrendo, a titulagdo da p4a foi mantida por 5
dias. Como demonstrado na Figura 13 o tamanho das placas de lise revelou-se ainda
menor. Em virtude disso, as titulagdes seguintes foram incubadas por 6 dias, a fim de
estas pudessem ficar maiores, diminuindo o risco de erro na hora da contagem. Isso
permitiu um sutil aumento no tamanho das placas de lise, mas ndao ao retorno do

tamanho observado nas titulagdes iniciais.
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Figura 13. Imagens representativas das placas de lise formadas durante a
titulagcdo das passagens seriadas de ZIKV.

S&o mostrados dois pogos representativos da titulagdo por placa de lise da (A) p1, (B) p3, (C)
p4, (D) p5 e (E) p7. Imagens capturadas das placas de titulagdo no aparelho CHIMIDOC.

45 PERFIL ANTIVIRAL DA IVM E POTENCIALIZADO DURANTE O
TRATAMENTO PROLONGADO

Pensando na utilizagdo da IVM para possiveis terapéuticas anti-ZIKV, foram
realizados ensaios utilizando a IVM apés o periodo de adsorgao do virus, sendo a

droga mantida em contado com as células durante todo o periodo de infecgédo de 24h.
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Para isso, foi realizado o ensaio de citotoxicidade pela técnica de MTT, onde as células
A549 foram tratadas com diversas concentragbes de IVM e veiculo (mesmas
concentragdes utilizadas no pré-tratamento). A Tabela 2 — APENDICE B mostra os
resultados brutos obtidos, enquanto a Figura 14A mostra a curva de viabilidade com
a determinagado da CC50 da droga de 15,84uM, sob essas condi¢gdes. Sendo assim,
foi mantida a concentracéo anteriormente usada de 10uM de IVM para a continuidade
dos ensaios. Para os ensaios virais, as células A549 foram infectadas com MOI 0,3
de ZIKV, e apds o periodo de adsor¢cédo do virus foi adicionada a droga ou seu
respectivo veiculo, sendo mantida a infecgdo por 24h (Figura 14B). Ao término foi
realizado a citometria de fluxo para avaliar a viabilidade celular (Zombie NIR® - Figura
14C) e a porcentagem de células infectadas (4G2+ - Figura 14D), enquanto que o
titulo viral foi quantificado por placa de lise (Figura 14E). Foi observado que a
concentracdo utilizada n&o altera a viabilidade celular pois os valores obtidos das
células infectadas com ZIKV e tratadas com a droga ficaram em 94,9 + 2,05%
enquanto as ceélulas Mock, nao tratadas e tratadas com veiculo ficaram entre 99%
(99,04 £ 0,11, 99,28 + 0,18 e 99,27 + 0,1 respectivamente). A droga foi efetiva em
diminuir a porcentagem de células infectadas, tanto quando comparado com NT
(23,93 £ 3,23% para 5,94 * 2,54%; p=0,0006), como com V (22,2 + 2,55% para 5,94
* 2,54%; p=0,0014). Esse fendtipo foi repetido também no titulo viral, onde foi obtido
um decréscimo de 3 log comparando NT com a IVM (2,74 x 10° para 2,42 x 10?
PFU/mL).
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Figura 14. Efeito antiviral da IVM pés-infecgao.

(A) CC50 determinada por MTT de células A549 tratadas com dilui¢gdes seriadas de IVM (0, 5,
10, 12,5, 25, 50 e 100uM) e veiculo da maior concentragcédo utilizada (DMSO 0,008%) por 24h
(n=1 com duplicata técnica). (B — E) Células A549 infectadas com MOI 0,3 de ZIKV, seguido de
tratamento com IVM 10uM e seu respectivo veiculo por 24h (n=2 com duplicatas técnicas). (B)
Esquema do delineamento experimental. (C) viabilidade celular por Zombie NIR® em Citometria
de fluxo. A analise estatistica foi feita comparando todos contra todos através de ANOVA de uma
via, seguida pelo teste de Bonferroni. (D) quantidade de células positivas para 4G2. A anélise
estatistica foi feita comparando as células nao tratadas, tratadas com veiculo e/ou IVM através
de ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. * p <0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001. (E)
Titulo viral por placa de lise. A analise estatistica foi feita comparando a média das replicatas
técnicas das 2 replicatas bioldgicas através de ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey.
* p <0,05; ** p< 0,01. Todos os valores sdo expressos pela Média + SEM.
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5 DISCUSSAO

As recentes epidemias causadas pelo ZIKV geraram sérios problemas de
saude publica por todo o mundo. Nado somente pelo grande potencial de disseminagéo
e de infeccdo em humanos, mas também por sua capacidade de desencadear
doencgas com alto grau de morbidade e mortalidade (FARIA et al., 2016; MASSAD et
al., 2017; METSKY et al., 2017; WEAVER et al., 2017). Porém até o momento, ndo ha
vacina preventiva ou tratamento eficaz contra esse patdgeno emergente
(FERNANDEZ; DIAMOND, 2017; MCARTHUR, 2017). Em virtude disso a busca por
drogas que possam ser utilizadas como antiviral é crescente e um caminho rapido
para identificar candidatos a terapéutica anti-ZIKV é redirecionar medicamentos
previamente aprovados (BARROWS et al., 2016; SAXENA et al., 2016). Um exemplo
disso é a IVM que esta em estudo clinico em humanos para tratar infecgdes causadas
por DENV e se mostra promissora também para tratar infecgdes com outros flavivirus,
inclusive ZIKV (BARROWS et al., 2016; U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE.,
2015). Tendo em vista o possivel uso da IVM como antiviral contra ZIKV esse trabalho
propds um protocolo de evolugéo viral em células que simule pressdes de selegao
suficientes para prever mutagdes sobre o virus, o que levaria falha do tratamento a
longo prazo.

Para isso foram utilizadas células A549, que sao células epiteliais comumente
utilizadas para infecgdes virais in vitro por serem permissiveis a infeccdo e
mimetizarem a primeira barreira encontrada pelos virus para infectar humanos
(KNIPE; HOWLEY, 2013; KUMAR et al., 2016; SUDEEP; PRATIK B. VYAS; SHIL.,
2019). Mas durante a infecgdo essas células produzem citocinas antivirais, como por
exemplo o IFN (SHAILY; UPADHYA, 2019), que sao secretadas para o meio
extracelular juntamente com os virus produzidos. Portanto se utilizarmos o SBN desta
cultura para infectar novamente a mesma linhagem celular, as citocinas antivirais
presentes no indculo juntamente com as citocinas que serdo produzidas pela cultura
nova, conseguem conter a infecgdo viral, limitando passagens sucessivas. Para
contornar este problema foram estabelecidas passagens de expansao viral utilizado
células C6/36, que sao células de um dos mosquitos vetores do virus, Aedes
albopictus. Nesse sentido, foi optado por nao tratar as células C6/36 com IVM,
permitindo que os virus pudessem proliferar sem nenhuma interferéncia. Mimetizando

basicamente o que acontece in vivo, onde as células humanas sao infectadas com o
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virus, que posteriormente entram em contato com drogas e podem retornar a infectar
e proliferar nas células do vetor, reiniciando o ciclo de transmissao.

A definicdo da MOI, tempo de infeccéo e protocolo de tratamento da IVM em
células A549 foi baseada em trés estudos: (i) Tay et al. (2013), que utiliza células BHK-
21 (células de renais de hamster bebé) pré-tratadas com IVM seguidas da infecgéo
com MOI de 0,3 de DENV por 48h; (ii) Wagstaff et al. (2012), que usa células Vero
pré-tratadas com IVM por 4h, seguidas da infeccdo com MOI 4 de DENV2 e mantida
até 72h; e (iii) Fraser et al. (2014) que utiliza células Vero, tratadas por 3h com a IVM,
seguidas da infecgdo com MOI 4 de DENV2 por 24h. Ja as condigdes de infec¢ao da
linhagem C6/36 com MOI de 0,1 por 84h ja havia sido anteriormente padronizada no
laboratorio (dados ndo mostrados) também baseado em protocolo de Fraser et al.
(2014).

A escolha das concentragbes de IVM testadas tanto nos ensaios de
citotoxicidade como nos ensaios de atividade antiviral, foram baseados nos estudos
de Barrow et al. (2016), Tay et al. 2013 e Wagstaff et al. (2012). Assim como
demonstrado por Barrows et al. (2016), 10uM de IVM n&o apresentou efeitos
citotoxicos consideraveis e diminui o titulo viral de ZIKV frente ao pré-tratamento das
células. Estudos indicam que os efeitos citotoxicos da IVM ocorrem devido a droga
afetar as funcdes das mitocéndrias e lisossomos celulares (MOLINARI et al., 2009;
ZHANG et al., 2019). Mas isso € concentragdo e linhagem celular dependente, visto
que ja foram utilizadas concentragdes de 25 e 50uM em células Vero e 150 uM em
células HelLa (Célula epitelial humana de adenocarcinoma de colo de utero) (FRASER
et al.,, 2014; WAGSTAFF et al., 2012). Estas informagdes podem justificar os
resultados de citotoxicidade apresentados neste trabalho uma vez que MTT analisa a
viabilidade celular pela integridade das desidrogenases mitocondriais enquanto o
vermelho neutro a integridade dos lisossomos (CHIBA; KAWAKAMI; TOHYAMA,
1998). O deslocamento da curva de citotoxicidade gerado pelas células infectadas
posterior ao tratamento com a IVM (Figura 9 C — D), pode ser explicado pelo fato de
que o efeito citopatico caracteristico da apoptose, gerado durante a infecgéo viral é
retardada durante a infeccdo com ZIKV, onde as efeitos tipicos comecam a aparecer
48 hpi (LI et al., 2016; TURPIN et al., 2019).

Durante a replicagéo dos virus de RNA é comum que alteragbes gendmicas
ocorram, causando alteragdes no fitness e na infectividade viral, sendo que protocolos

de sucessivas transferéncias entre células se mostram efetivos para o estudo deste
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fendmeno (DOMINGO; PERALES, 2019). De fato, os resultados aqui apresentados
sugerem que o fitness viral possa ter sofrido alteragdes nas primeiras passagens, pois
além de alteracdes fenotipicas no tamanho da placa de lise durante a titulagdo, os
titulos virais de ambos os tratamentos cairam na p3b (Figura 12). Apesar dessa
hipétese s6 poder ser confirmada com experimentos especificos para avaliar esse
parametro, ja se sabe que durante passagens seriadas o fitness viral atinge um valor
critico, chegando a um platé (NOVELLA et al., 1995b). Conforme a teoria estabelecida
por Eigen, esse fenbmeno indica que a populagao tendera a entrar em erro catastrofe
(EIGEN, 2002; MANRUBIA; DOMINGO; LAZARO, 2010). Fazendo com que as
quasispécies reduzam seu fitness, visando que as mutacdes deletérias geradas nao
levem a extingdo da populacado, uma vez que além dos altos titulos a taxa de mutacao
da populacado também é elevada. Esta queda estaria relacionada ao aparecimento de
novas cepas na populagao em um processo aleatorio no qual os individuos com maior
fitness sédo perdidos, para que os de menor repliquem-se (DOMINGO; SHELDON;
PERALES, 2012). Apesar disso, o platd é seguido por nova fase de crescimento
exponencial do fitness da populagao se ha manutengao das condi¢gdes ambientais (de
pressao de selegao).

Diante do exposto acima pode-se sugerir que o platé de replicagao atingiu seu
limite na p5a, e que durante a p5b possa ter ocorrido a perda das quasispécies com
maior fitness da populagao, uma vez que os titulos comecaram a decair a partir desta
passagem. Desta forma, os titulos decrescentes observados até a p7a aconteceriam
em funcdo da adaptacdo das quasispécies de menor fitness (ANDERSSON;
HUGHES, 1996; NOVELLA et al., 1995a). Neste contexto, o maior titulo observado na
p6b para os virus que receberam IVM sugere mudanga no perfil da replicagdo dessas
populagdes. Nao é possivel afirmar que seja resisténcia, pois nas culturas com células
C6/36 os virus nao recebem a droga. No entanto, o que pode estar ocorrendo € que
0s virus sobreviventes ao tratamento da passagem anterior possam estar
apresentando uma capacidade de replicacdo mais alta nas células de mosquito. Este
fendbmeno seria mais dificilmente observado durante a replicacdo em célula A549,
devido a maior presséo de seleg¢ao deste sistema e, por isso, a p7a ainda apresenta
diminuicdo dos titulos

Conforme Coffey et al. (2011) e Vignuzzi et al. (2006), os principais desafios
para a sobrevivéncia de uma espécie viral ocorrem durante as interacbes com os

diferentes hospedeiros, sendo entdo necessario o equilibrio entre a fidelidade da
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replicagao e a variabilidade gendémica. Isso garante que a transmissao da composi¢ao
genética acontega mesmo durante a constru¢cdo de um reservatorio de mutantes
individuais, facilitando a adaptacdo aos diferentes ambientes encontrados durante a
infeccdo. Apoiando isso, Filomatori et al. (2017) isolaram uma cepa mutante de DENV
a partir de células de mosquitos que apresentaram uma menor capacidade de superar
a resposta antiviral quando este foi utilizado para infectar células humanas. Este
achado apoia a ideia de que durante a transicao entre as diferentes espécies possa
ocorrer a perca de algumas de suas quasispécies, que deixam o virus mais sucessivel
a resposta antiviral da célula humana. Isso sugere que durante a transicdo da p6b
para a p7a, esse mesmo fendbmeno possa ter ocorrido.

Estudos com WNV, outro membro da familia Flavivirus sugerem que a
replicacédo alternada restringe a evolugéo e prevé que quanto maior for a replicagao
no vetor invertebrado, menor sera a capacidade de replicagdo no hospedeiro
vertebrado (CIOTA et al., 2007a, 2007b, 2007c). Informagdes estas que podem
justificar as oscilagdes dos titulos virais obtidos durante o protocolo de multiplas
passagens, sendo que os valores mostrados em p2b, p3a, p4b e p5a, refletem
fortemente isso. Contrastando com estudos realizados com VSV, onde os autores
sugerem que a evolugado dos arbovirus nao € restringida por ambientes celulares
alternados e, ao contrario, que as populacdes de virus sdo generalistas podendo
replicar-se em ambientes celulares dispares indistinguiveis (NOVELLA et al., 1999).

As mutagdes ocorrem inevitavelmente sempre que um virus RNA se replica,
inclusive no curso da formacéao de placas de lise durante as sucessivas passagens.
Isso ocorre pois 0 processo de selecdo resgata apenas uma minoria em meio as
quasispécies que perderam a capacidade de formar uma placa. A geragdo de uma
placa de lise envolve a replicagdo do virus em uma célula inicial, seguida pela
disseminagao da progénie viral para as células vizinhas da monocamada até que os
recursos se esgotem, o virus seja inativado ou o desenvolvimento da placa
interrompido (DOMINGO; SHELDON; PERALES, 2012). Corroborando, 0os nossos
dados de tamanho reduzido das placas de lise das titulacdes, a literatura traz um
estudo realizado por Escarmis et al. (2008) com o virus causador da febre aftosa.
Este foi submetido a diversas passagem na cultura de células BHK-21, sendo que na
p190 até a 409 os clones passaram a apresentar um fenétipo nao citolitico, ou seja,
nao produzindo placas de lise. Mas que apesar de reduzirem em torno de 140 vezes

a sua infectividade quando comparado com os clones selvagens, continuavam
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competentes na replicagdo do RNA e estabeleciam uma infecgdo persistente na
cultura de células. O grupo relatou também que estes apresentavam algumas
mutagdes em regides gendmicas que afetam a capacidade do virus de matar células
BHK-21 (ESCARMIS et al., 2008). Outro estudo que teve resultados parecidos, foi o
realizado por Halstead e Marchette (2003) com sete cepas diferentes de DENV em
cultura de células primarias que resultou em placas menores nas células LLC-MK2
(Células epiteliais do rim de macaco Rhesus) e auséncia de formacdo destas em
células GMK (células primarias de rim de macaco verde africano) (HALSTEAD;
MARCHETTE, 2003).

Até o momento a unica informacgao disponivel sobre a indugao de resisténcia a
IVM em virus € um estudo ndo publicado, apenas comentado no estudo de
Mastrangelo et al. (2012), que visou fornecer uma prova independente de que a
atividade antiviral da IVM seria por inibicdo da NS3 helicase. Para tal, tentou-se
selecionar variantes de YFV resistentes a IVM através da passagem em série sob
concentragdes crescentes da droga. Mas mesmo apds 30 passagens em série de YFV
na presenga de IVM, o grupo ndo teve sucesso em conseguir um virus resistente a
droga mesmo variando a MOI, concentracdo da droga e tipo de célula hospedeira.
Eles sugerem que a barreira a resisténcia € alta e que os mutantes podem n&o surgir
porque podem n&o ser viaveis. Porém a auséncia de uma publicacao final deste
estudo inviabiliza maior compreens&o dos dados gerados.

Por fim, o presente estudo apresenta limitagdes como a falta do
sequenciamento gendmico dos virus gerados apds as passagens. Este sera realizado
por técnica de larga escala uma vez finalizadas as 10 passagens previamente
determinadas. Outra limitagdo é a utilizagdo de uma unica cepa para o estudo. A
obtencao de resultados semelhantes com cepas diferentes pode aumentar a robustez
dos achados. A robustez dos dados também pode ser aumentada com um uso maior
de replicatas. Apesar disso os resultados gerados neste trabalho de perfil de
citotoxicidade e de efeito antiviral da IVM sobre o ZIKV estdo em conformidade com
outros resultados presentes na literatura (KETKAR et al., 2019; NG et al., 2019; WANG
et al.,, 2017b). E, além disso, o protocolo de passagens virais aqui padronizado e
demais dados do uso da IVM em nosso sistema sera util para a realizagdo de novos
ensaios que visem explorar o uso da IVM como tratamento para ZIKV e/ou outros

Flavivirus.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que a CC50 da ivermectina em A549 é de 17uM.
Assim como ja demonstrado na literatura, o pré-tratamento com IVM apresenta
atividade antiviral contra ZIKV. Mas quando utilizada como pds-tratamento esse efeito
€ potencializado. Apesar disso, os resultados aqui apresentados fornecem
informagdes adicionais e promissoras para o desenvolvimento de mais estudos que
visem o uso desta droga como terapéutica pra infecgées com ZIKV.

Nao é possivel afirmar que o ZIKV adquiriu resisténcia a IVM, mas uma das
replicatas das células tratadas com IVM (3 — p3a e p5a) apresentou alteragdo no

processo evolutivo.
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7 PERSPECTIVAS

Apesar das incessantes tentativas para que este estudo fosse concluido, em
virtude do curto tempo e dos inumeros imprevistos ocorridos, isso nao foi possivel.
Portanto visando o seu término, as préximas etapas consistem em:

o Continuar as passagens seriadas do processo de indugao de resisténcia até a
102 passagem, visto que esse era o projeto inicial;

o Realizar o sequenciamento dos virus obtidos nas passagens que apresentaram
algum tipo de alteracdo fenotipica, a fim de analisar alteragbes que possam ter
ocorrido nos genomas virais;

o Executar experimentos de competigdo do virus selvagens com os possiveis
virus mutantes, com objetivo de analisar e quantificar o fithess viral;

Portanto ao término do trabalho teremos um modelo para estudo da evolugao
dos virus RNA que tera a representagdo dos genomas de cada particula viral da
quasispécie. Fornecendo a sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos e eventuais
substituicdes de base destes genomas. Além de informagbes sobre a capacidade
replicativa e outras caracteristicas fenotipicas da populagao viral.

Julgando que esse trabalho gerou uma quantidade de dados que permitem a
realizacao de mais estudos e considerando meu interesse em continua-lo durante o
doutorado, abaixo sao citadas abordagens que poderao ser realizadas.

o Repetir o processo de indugao de resisténcia com DENV e com outras cepas
clinicas de ZIKV, visto que nosso laboratério conta com 3 cepas de DENV e mais duas
outras cepas clinicas de ZIKV;

o Realizar o processo de indugao de resisténcia utilizando células A549 knockout
(deficientes para um ou mais genes), uma vez que nosso laboratorio dispde de células
deficientes para genes importantes da resposta antiviral celular.

o Utilizar os virus obtidos para infectar mosquitos visando analisar a influéncia
das mutagdes e alteragdes de fitness in vivo, no organismo vetor;

o Submeter cepas de ZIKV e DENV a esse mesmo protocolo utilizando a IVM
combinada com outras drogas com potenciais efeitos antivirais;

o Testar concentracbes menores de IVM, visando niveis que possam ser

utilizados terapeuticamente em humanos;
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o Compilar todos os dados em uma biblioteca online, permitindo que resultados
de outros estudos e grupos sejam anexados. Fornecendo assim uma ferramenta de
suporte para a escolha e padronizagao de terapéuticas novas ou até mesmo para as

ja existentes.
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APENDICE A - Resultados da viabilidade celular

Tabela 1. Resultados da viabilidade celular.

Nio Ivermectina (pM)

Tempo Veiculo
tratado 5 10 12,5 25 50 100

MTT

100+ 78,02+ 106,2+ 90,57+ 896+ 2402+ 199+ -143+%

4h 1,13 17,96 2,77 2,61 8,5 18,45 1,02 1,13
36h 100+ 91,81+ 9762+ 883+ 5543+ 467+ 137+ 120%
1,07 1,55 0,68 0,7 8,41 0,75 0,8 0,29

36h+ 100+ 96,25+ 97,15+ 79,88+ 16,42+ 062+ 1,13+ 0,69%
ZIKV 1,58 4,05 2,54 7,67 2,41 0,25 0,67 0,48

Vermelho Neutro

100+ 87,18+ 100,65 8548+ 7761+ 10,22+ -292+ -0,93%

4h 3,79 1,81 + 0,41 8,47 7,77 3,74 0,73 0,23

100+ 119,49 1052+ 9765+ 8182+ 17,83+ 7,39+ 945+

36h 0,95 + 0,86 2,11 0,76 6,37 1,13 2,74 1,22

36h+ 100+ 1134+ 66,34+ 4894+ 1797+ -094+ -053% -430%
ZIKV 0,5 29 2,74 1,02 1,22 1,89 0,64 0,42

Os dados foram normalizados conforme a formula da viabilidade celular, descrita no item 3.6 e
sdo expressos pela Média + SEM das porcentagens das duplicatas técnicas.
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APENDICE B - Resultados de viabilidade celular apés 24h de tratamento

com IVM

Tabela 2. Valores da viabilidade celular das células A549 apés 24h de tratamento
com Ilvermectina pela técnica de MTT.

Ivermectina (uM)

Nao ,
tratado Veiculo
5 10 12,5 25 50 100

100 £ 99,08+ 104,28+ 85,33+ 83,21+ 3,64+% 0,2+ 0,10 +
3,22 4,25 0,77 0,15 5,69 0,06 0,18 0,61

Os dados foram normalizados conforme a férmula da viabilidade celular, descrita no item 3.6 e
sao expressos pela Média + SEM das porcentagens das duplicatas técnicas.
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APENDICE C - Valores de MOI utilizadas em cada passagem celular do

processo de indugao de mutagao de ZIKV

Tabela 3. Valores de MOI utilizados durante o processo de indugao de mutagao de

ZIKV.
Nao tratado Veiculo Ivermectina

1 2 3 1 2 3 1 2 3
pla 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
p1b 0,08 0,07 0,08 | 0,08 0,06 0,06 | 0,05 0,04 0,04
p2a 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
p2b 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
p3a 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
p3b 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,07 0,03
p4a 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
p4b 0,02 004 004 | 0,04 0,03 0,04 003 0,04 0,04
p5a 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
p5b 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,02 0,01 0,001
p6a 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,21 0,21 0,3
p6b 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02
p7a 0,07 0,07 006 | 0,06 004 005 019 0,42 0,15
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