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RESUMO

O Zika virus € um flavivirus que tem sido objeto de grande preocupacdo mundial
devido sua associagdo com casos de malformacgdes congénitas e doencas neuroldgicas graves
como a microcefalia e a sindrome de Guillain-Barré. O virus ja foi reportado em mais de 80
paises e continua a se espalhar geograficamente. A eminéncia de possivel reincidéncia em
regides ja afetadas pelo virus tem gerado preocupacgdes. Apesar do grande acervo cientifico
adquirido ap6s a declaracao de estado de emergéncia feita pela Organizacao Mundial de Satude
em 2016 ainda ndo existem vacinas nem tratamentos aprovados para uso em humanos contra o
zika virus (ZIKV). Buscando desenvolver uma estratégia alternativa capaz de avaliar compostos
que apresentassem atividade antiviral e efeito citoprotetor, desenvolvemos um bioensaio
baseado na utilizacao de células reporter. Estas células repérter, permissiveis a infec¢do por
ZIKV, sdo geneticamente modificadas para expressao citoplasmatica de GFP, possibilitando-
se a sua deteccdo por citometria de fluxo. A utilizacdo desse bioensaio possibilitard a avaliacdao
de cole¢cdes de compostos candidatos ao desenvolvimento de farmacos, que poderdo ser
utilizados para prevencdo e tratamento de infec¢des pelo ZIKV. Com alvo de explorar a
funcionalidade de nosso bioensaio realizamos testes com farmacos ja utilizados para outras
finalidades terapéuticas, como Proclorperazina, Amodiaquina, Quinacrina, e Berberina, em
comparagdo ao composto 2’-C-Metilcitidina, ja descrito por seu efeito antiviral para inibir
ZIKV. Foi possivel verificar através de nossos estudos, que os compostos Proclorperazina,
Amodiaquina e 2’-C-Metilcitidina conferem citoprotecdo as células submetidas a infeccao com
ZIKV. Dessa forma, verificamos a possibilidade de realizar uma avaliacao funcional e também
uma andlise preliminar de citotoxicidade utilizando nosso bioensaio. As informagdes geradas a
partir de nossos estudos, utilizando-se esse modelo de andlises in vitro de candidatos para
interferir na infec¢ao por ZIKV também poderao ser aplicadas para ampliacao do conhecimento
e exploragdo de candidatos farmacoldgicos para inibi¢do do ZIKV ou mesmo de outros novos

virus emergentes que apresentem efeito citopético.



ABSTRACT

Zika virus is a flavivirus that has been the subject of great concern worldwide due
to its association with cases of congenital malformations and severe neurological diseases such
as microcephaly and Guillain-Barré syndrome. The virus has been reported in more than 80
countries and continues to spread geographically. The eminence of possible re-introduction in
regions already affected by the virus has raised alarms. Despite the great scientific information
acquired after the declaration of a state of emergency made by the World Health Organization
in 2016, there are still no vaccines or treatments approved for use in humans against the zika
virus (ZIKV). In order to develop an alternative strategy capable of evaluate compounds that
presented antiviral activity and cytoprotective effect we developed a bioassay based on the use
of reporter cells. These reporter cells, permissible for ZIKV infection, are genetically modified
for cytoplasmic expression of GFP, making it possible to detect them by flow cytometry. The
use of this bioassay will allow the evaluation of collections of candidate compounds for the
development of drugs that can be used for the prevention and treatment of infections for ZIKV.
In order to verify the functionality of our bioassay, we performed tests with the drugs used for
other therapeutic purposes, such as Prochlorperazine, Amodiaquine, Quinacrine, and Berberine
comparing with the 2'-C-Methylcytidine, compound already described for its antiviral effect to
inhibit ZIKV. It was possible to verify through our studies that the compounds
Prochlorperazine, Amodiaquine and 2'-C-Methylcytidine presented cytoprotective effect to the
cells that were submitted to infection with ZIKV. In this way, we verified the possibility of
performing a functional evaluation and a preliminary analysis of cytotoxicity using our
bioassay. Information acquired from our studies using this model of in vitro analysis of
candidates that can interfere on ZIKV infection could be also applied to increase knowledge
and exploration of pharmacological candidates for inhibition of ZIKV or even other emerging

virus that present cytopathic effect.
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1.INTRODUCAO

1.1 Zika virus: uma questao de satude publica

O Zika virus (ZIKV) é um flavivirus pertencente a familia Flaviviridae que emergiu
nos ultimos anos no campo cientifico como alvo de preocupacao mundial devido sua associagcdao
com casos de malformagdes congénitas e sindromes neuroldgicas graves (Gulland, 2016).

Historicamente o virus foi isolado pela primeira vez hd mais de 60 anos em um
macaco Rhesus na floresta Ziika em Uganda, na Africa (Dick, 1952). Relatos posteriores
indicam seu reconhecimento em mosquitos do género Aedes e sua associacdo com a Febre do
Zika em humanos, uma doenca benigna caracterizada por ser assintomdtica em 80% dos casos
(Dick, 1952; Fauci, Anthony S.; Morens, 2010).

Desde sua descoberta pouco conhecimento foi adquirido a respeito do ZIKV, visto
que apenas casos esporddicos da doenga foram relatados nas regides da Africa e Asia em um
periodo de 50 anos (Barrows et al., 2016). Este quadro apresentou mudanca apenas em meados
de 2007 quando surtos infecciosos de ZIKV passaram a ser registrados em regides do pacifico
(Duffy et al., 2009; Roth et al., 2014).

O primeiro grande surto infeccioso do virus da Zika foi relatado na regido da
Micronésia. Esse conjunto de ilhas localizadas no Oceano Pacifico a oeste das Filipinas teve
mais de 70% da sua populacdo infectada pelo virus. O segundo grande surto infeccioso
aconteceu na regido da Polinésia Francesa, um conjunto de ilhas localizadas a sudeste da
Micronésia, apds uma janela de tempo de seis anos. Os registros indicam que cerca de 66% da
populacao foi infectada pelo virus no periodo entre 2013-2014. Apesar da grande disseminagao
infecciosa entre a populacdo o que comecou a instigar os pesquisadores foi a observaciao do
aumento dos casos de sindrome de Guillan-Barré (GBS) verificados na regido da Polinésia
Francesa em paralelo a epidemia viral por ZIKV, setenta e trés casos de GBS foram reportados
durante o surto de ZIKV na Polinésia Francesa, uma quantidade bem acima da faixa normal de
ocorréncias deste tipo de sindrome neuroldgica na regido (Fontes, Dos Santos, & Marchiori,
2016).

A epidemia viral de ZIKV atingiu o Brasil no ano de 2015 sendo registrado como
o terceiro grande surto infeccioso. Devido o pais ser endémico para o mosquito Aedes aegypti,
o principal agente transmissor do virus da Zika, a epidemia se alastrou rapidamente pelo pais
sendo estimados cerca de 1,5 milhdes de casos de infeccao nesse periodo. Contudo, o fator que

chamou a atencdo de entidades mundiais para o surto no Brasil foi o0 aumento em cerca de 20
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vezes do numero de casos de microcefalia em algumas regides de epidemia de Zika no paifs,
indicando uma possivel correlacio entre esses casos (Schuler-Faccini et al., 2016).

Apbs o surto no Brasil, o virus se espalhou rapidamente entre o continente
Americano, causando um grande aumento no ndmero de infec¢des por ZIKV em paises da
América Latina e Central (Lessler et al., 2016). O surto infeccioso registrado na Coldmbia
mostrou, assim como no Brasil, um aumento muito grande nos casos relatados de microcefalia
e sindromes neurolédgicas graves sustentando a hip6tese de uma correlacdo entre as patologias
(Pacheco et al., 2016; Rica & Lucia, 2016).

Os crescentes casos de microcefalia e sindrome de Guillain-Barré nas regides
afetadas pelo ZIKV fizeram com que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarasse em
fevereiro de 2016 estado de preocupacdo emergencial, incentivando grupos de pesquisa a
estudarem e entenderem os mecanismos de funcionamento do ZIKV, as correlagdes entre os
casos de infeccdo com virus e o desenvolvimento de doengas neuroldgicas e os possiveis
mecanismos de tratamento (Gulland, 2016).

Em conseguinte a declaracdo da OMS se desenvolveu um grande acervo cientifico
que pesquisou e introduziu conceitos importantes com relagao ao ZIKV. Dentre esses conceitos,
foi demonstrado, através de estudos de casos na regido brasileira, a correlacdo entre a infec¢do
de gestantes e o desenvolvimento de fetos com microcefalia, assim como a confirmag¢do dessa
correlacdo através de modelos animais (de Aradjo et al., 2016; Fernandes et al., 2016; King,
n.d.; Miner et al., 2016; Xavier-Neto et al., 2017). Foi possivel demonstrar o tropismo do virus
para células neuroprogenitoras e para células da barreira hemato-placentdria indicando a forma
de entrada e infec¢@o do virus no organismo que levariam aos problemas agravantes da doenca,
como as malformag¢des congénitas (Ferreira de Lima Neto et al., 2017; Miner & Diamond,
2017; Simonin et al., 2016; Suter & Aagaard, 2016). Buscou-se pesquisar as possiveis
interacoes entre virus e hospedeiro, procurando-se quais os receptores celulares que
possibilitariam a entrada do virus na célula, entre outras informacdes relevantes (R Hamel et
al., 2015; Li et al., 2017; Wang et al., 2017).

Atualmente o virus ja foi reportado em 84 paises ao redor do mundo, destes 31
apresentaram um aumento nos casos de microcefalia correlacionados com a infeccao por ZIKV
e 24 paises relataram um aumento nos casos de sindromes neuroldgicas decorrentes da infec¢ao.
Segundo dados da OMS o virus continua a se espalhar geograficamente e apesar do niimero de
infeccoes ter diminuido de forma significativa em regides como o Brasil e o proprio continente
Americano no ano de 2017 a vigilancia e prevenc¢do contra esse patégeno continuam altas visto

a possibilidade de sua reincidéncia (WHO) World Health Organization, 2017).
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1.2 Aspectos biolégicos e moleculares do Zika Virus

O Zika virus pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus. Outros virus
como o da Dengue, Encefalite japonesa, Febre amarela e o virus do Oeste do Nilo também
recebem essa classificagdo e possuem caracteristicas em comum como a organizagao gendmica
e as estratégias de replicacdo viral (Rabaan, Bazzi, Al-Ahmed, Al-Ghaith, & Al-Tawfiq, 2016).

Morfologicamente o ZIKV pode ser caracterizado como um virus de envelope viral
formado por uma bicamada lipidica de 50 nm de didmetro, composto em seu interior por um
capsideo icosaédrico onde o genoma encontra-se inserido (Faye et al., 2014; Kuno & Chang,
2007).

O genoma ¢ constituido de um RNA fita simples de polaridade positiva com
aproximadamente 11 kb de comprimento que codifica uma tnica poliproteina. Esta poliproteina
passa por um processo de clivagem dentro da célula gerando 3 proteinas estruturais (C, prM e
E) e 7 proteinas ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (Chan, Choi,
Yip, Cheng, & Yuen, 2016; Faye et al., 2014; Kuno & Chang, 2007).

As proteinas estruturais estdo relacionadas com a formacgao do envelope e capsideo
viral das novas particulas virais geradas apds o processo de replicacdo no interior das células,
enquanto que as proteinas nio estruturais apresentam funcionalidades diversas que vao desde o
envolvimento de forma essencial nos processos de replicagdo e empacotamento, até o
desempenho de papeis importantes na evasao da resposta imune celular (McArthur, 2017).

Dentre essas, a proteina de envelope E € a proteina de superficie do virion mais
abundante e estd envolvida na execucdo das principais fun¢des biolégicas do virus como na
ligacdo com receptores da célula e no processo de fusdo/entrada do virus nesta, sendo assim um
importante alvo de pesquisas terapéuticas (Chan et al., 2016; Faye et al., 2014; Kuno & Chang,
2007).

Da mesma forma, as proteinas NS3 e NS5 também tem se destacado como alvos
terapéuticos em virtude dos seus papeis enzimadticos caracteristicos fundamentais para a
replicacdo e desenvolvimento de novas particulas virais. A proteina NS3 € a principal
responsavel pelo processamento das poliproteinas precursoras na fase citosélica e possui
funcionalidade na replicagcdo viral, enquanto a NS5 constitui a polimerase responsavel pelo
processo de replicacdo viral e possui acdo antagonista de Interferon extremamente importante
para evasdo da resposta imune. Essas proteinas constituem as estruturas mais conservadas entre

as espécies de flavivirus (McArthur, 2017).
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Existem duas linhagens principais do ZIKV sendo elas a linhagem Africana e a
linhagem Asidtica (Chan et al., 2016). Estudos genéticos e estruturais sobre essas linhagens
demonstraram que a linhagem Asidtica apresenta regides de glicosilacdo nas proteinas do
envelope de forma diferente a sua linhagem precursora africana. Essas diferencas estruturais
poderiam estar correlacionadas a diferencas genéticas entre as duas linhagens onde foi
verificada a substituicao de 16 aminodcidos no genoma precursor € que isso estaria diretamente
correlacionado a alteragdes na viruléncia e tropismo desses virus (Rodolphe Hamel et al., 2017,

McArthur, 2017).

1.3 A infeccao por Zika virus esta associada ao desenvolvimento de patologias

com importancia clinica, como a microcefalia e sindrome de Guillain-Barré

A Febre do Zika caracteriza-se por ser uma infec¢ao sintomética em apenas 20%
dos casos, com o aparecimento de sintomas varidveis como febre, conjuntivite, mialgia, dor de
cabeca e erupcdes maculopapulares. Ela é considerada como uma infec¢cdo tempo-limitante,
onde hd o desaparecimento de manifestagdes clinicas em um periodo de 3 a 7 dias. A
semelhanca de suas manifestagdes clinicas com outros tipos de infeccdo por arbovirus, em
especial infeccdes de Dengue e Chikunguya, tornam dificil a realizacdo de um diagnéstico
preciso (Duffy et al., 2009).

A infec¢do por ZIKV também tem sido associada a dois quadros patolégicos
extremamente graves, como malformacdes congénitas e sindromes neuroldgicas graves, das
quais a microcefalia e a sindrome de Guillai-Barré se destacam com os maiores nimeros de
ocorréncias relatados pela organizacdo mundial de satide (WHO) World Health Organization,
2017; Soares de Oliveira-Szejnfeld et al., 2016).

A microcefalia pode ser classificada como uma condi¢do rara em que a
circunferéncia da cabega do bebé € significantemente menor que o normal, sendo um resultado
de um mau desenvolvimento do cérebro do feto no periodo gestacional. Criangas com essa
condi¢do irdo apresentar problemas como convulsdes, deficiéncia intelectual, problemas de
desenvolvimento, atraso nas funcdes motoras e de fala e deficiéncias visuais. Ja a sindrome de
Guillain-Barré é considerada uma doenca neural aguda, em que células do sistema imune
passam a atacar células do sistema nervoso central resultando em deficiéncias no
desenvolvimento sensomotor do paciente. A auséncia de tratamento reversivel para a condicao
de microcefalia, assim como os prejuizos e possiveis sequelas geradas apds o desenvolvimento

de GBS, indicam a necessidade de prevengao e tratamento para o ZIKV (Rabaan et al., 2016).
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1.4 Formas de contagio e disseminaciao do ZIKV

A principal forma de transmissdo da infeccdo de ZIKV € através de mosquitos
infectados do género Aedes (R Hamel et al., 2015). Duas espécies se destacam como os
principais vetores competentes de transmissdo do virus, Aedes aegypti e Aedes albopictus.
Esses vetores apresentam um padrdo de incidéncia alta em areas de regides climéticas tropical
e sub-tropical sendo os responsaveis pela rapida disseminacdo viral nessas regides (McArthur,
2017).

Além da veiculagdo do virus por mosquito, estudos mostraram que o contdgio com
ZIKV também poderia ocorrer através de relagdes sexuais com pessoas infectadas e por meio
da transmissdo perinatal entre mae e feto (Lyle Peterson, Jamieson, Powers, & Honein, 2016;
Musso et al., 2014).

Dados recentes da literatura sugerem que o controle do mosquito € essencial para
reduzir significativamente a incidéncia da infec¢do viral, entretanto, considerando-se a
gravidade de patologias associadas a infec¢do viral, tal como microcefalia e GBS, o
desenvolvimento de vacinas e terapias antivirais é de grande importancia (Zanluca & Nunes,

2016).

1.5 Estado atual no desenvolvimento de vacinas para infeccao por Zika Virus

As vacinas constituem um excelente modelo de prote¢do preventiva no caso de
infeccdes virais, sendo bastante utilizadas para preven¢do contra espécies de flavivirus bem
conhecidos como do virus da Febre Amarela e virus da Encefalite Japonesa. Intimeros estudos
foram desenvolvidos apds a declaracdo da OMS buscando desenvolver uma plataforma de
vacina que eficientemente levasse a protecdo da populagcdo contra as infecgdes por ZIKV,
contudo esse processo € bastante lento e burocrético, ndo existindo ainda um modelo acessivel
para a populacdo (McArthur, 2017).

Segundo dados da OMS cinco candidatos de vacinas para ZIKV, desenvolvidos a
partir de diferentes métodos experimentais, encontram-se na primeira fase de testes clinicos
atualmente (GLS-5700, VRC ZIKV DNA, AGS-v, MV-ZIKA, Mrna-1325) e um candidato
encontra-se na segunda fase de testes clinicos (VRC 705) (World Health Organization(WHO),
2017).

Nao obstante os bons resultados apresentados pelos candidatos até entdo, €
importante lembrar que esses estudos ndo cobrem a avaliagdo do principal grupo alvo, que

seriam mulheres em periodo gestacional, ndo se sabendo assim se essa metodologia conseguiria
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ser aplicada e garantir protec¢do da infec¢do gerada pelo virus da Zika nesse grupo populacional.
Aliados a isso, estimativas apontam que um minimo de quadro anos de estudos ainda seja
necessario até que esses candidatos possam ser direcionados para a populagao.

Vacinas para flavivirus possuem uma complexidade visto os possiveis problemas
associados a disseminacdo de sorotipos diferentes de uma mesma espécie viral. A exemplo do
caso do virus da Dengue, que € uma flavivirus muito investigado, mesmo apds décadas de
estudos para o desenvolvimento de vacinas que garantissem prote¢do a infec¢ao por esse virus
ainda ndo ha um modelo completamente acessivel a populacdo mundial (Sun, Li, Wang, Hao,
& Jin, 2017; Wichmann et al., 2017). Isso se deve em parte a disseminacdo de sorotipos
diferentes da mesma espécie viral, onde 5 sorotipos diferentes ja foram descobertos, € a
necessidade de que a vacina garanta protecdo a todos os sorotipos verificados, visto que a
protecdo parcial a esses sorotipos poderia levar ao agravamento da infec¢ao devido ao problema
de antibody dependent enhancement (ADE) (Mustafa, Rasotgi, Jain, & Gupta, 2015; Sun et al.,
2017). Apesar de ndo se ter conhecimento sobre a disseminacao de sorotipos diferentes para o
virus da Zika, esta € uma possibilidade que ndo deve ser negligenciada, pois assim como o virus
da dengue, o genoma do ZIKV € composto de RNA e estd sujeito a inimeras mutagdes que
viabilizam o surgimento de diferentes cepas, que podem apresentar alteracdes fenotipicas (Faye
et al., 2014; Ye et al., 2016). Além disso, estudos tém indicado que a presenca de alguns tipos
de anticorpos adquiridos apds uma infeccao por outras espécies de flavivirus como Dengue ou
virus do Oeste do Nilo poderiam induzir o fendmeno do ADE e levar ao agravamento dos
sintomas da Febre do Zika em modelos in vitro e in vivo, caso comprovado em humanos esse
fator aumentaria ainda mais a dificuldade para o desenvolvimento de uma vacina eficaz e segura

(Bardina et al., 2017; Richner et al., 2017; Willis & Hensley, 2017).

1.6. As medidas terapéuticas para o tratamento da infeccao por ZIKV sao

sintomaticas.

As medidas terapéuticas disponiveis para a populacdo sdo apenas de suporte para
os pacientes infectados, ndo havendo nenhum agente antiviral que especificamente combata a
infeccdo por ZIKV (McArthur, 2017). Varias pesquisas tém sido desenvolvidas neste campo
com o intuito de identificar compostos com atividade antiviral contra o virus da Zika, dentre os
compostos que apresentaram resultados satisfatorios em ensaios in vitro podemos citar os
andlagos nucleosidicos NITD008 (Deng et al., 2016), BCX4430 (Julander et al., 2017), 7TDMA
(7-Deaza-2'-C-Methyladenosine) (Zmurko et al., 2016), ¢ 2CMC (2’-C-Methylcytidine)
(Zmurko et al., 2016), além de um composto polifendlico EGCG(-epigallocatechin gallate) que
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se encontra em grandes quantidades na composi¢do do chd verde (Carneiro, Batista, Braga,
Nogueira, & Rahal, 2016), e o composto Quercetin um flavonoide encontrado em abundancia
em alguns vegetais, frutas e até mesmo no vinho tinto (Wong, 2017).

Apesar dos bons resultados apresentados por esses € outros compostos 0 processo
de descoberta e desenvolvimento de novos firmacos € bastante longo sendo necessério que
vdrias etapas de testes sejam feitas para que o medicamento seja aprovado e direcionado para a
populacdo. Devido a urgéncia de condicionar uma medida terapéutica que garanta a seguranga
de pelo menos 0 maior grupo de risco para o ZIKV, que sdo as gestantes, pesquisas envolvendo
medidas como a reorientacdo do uso de drogas ja aprovadas por 6rgios de saide (“drug-
repurposing’) tem ganhado maior aten¢ao (Cheng, Murray, & Rubin, 2016).

Através do reposicionamento de mercado medicamentos ja aprovado por 6rgaos de
saide passam por um novo processo de screening para avaliar seu potencial de acdo contra
outra doenca diferente da qual ele teria sido aprovado (Cheng et al., 2016; Xu et al., 2016). Essa
metodologia confere a vantagem de eliminar algumas etapas no processo de descoberta de
compostos, visto ji se ter nogdes a respeito da citotoxicidade do composto, quais vias
moleculares ele modula, qual a sua cinética de absorcdo celular, as concentragcdes maximas e
minimas utilizadas em humanos, além de ja se ter indicios de efeitos adversos do composto ao
organismo através das informacdes adquiridas nos estudos clinicos ou em estudos animais.
Esses fatores acabam por agilizar os estudos de novos compostos antivirais em casos de surtos
virais imprevisiveis que necessitam de uma resposta cientifica rdpida como os do ZIKV (Xu et
al., 2016).

Resultados satisfatorios nos estudos de tratamento para o virus Ebola foram
alcancados a partir dessa metodologia durante seu ultimo surto infeccioso, conseguindo
identificar através de um tnico screening 53 composto que conseguiam bloquear a progressao
da infec¢do pelo virus através da modulacdo de diferentes vias celulares ja conhecidas
(Kouznetsova et al., 2014).

No caso do ZIKV uma das possiveis vantagens ao se utilizar essa metodologia
encontra-se no fato de ja se ter acesso a informacdes sobre possiveis efeitos colaterais do
composto, em estudos animais, com relagdo ao risco gerado pelo tratamento em animais em
periodo gestacional e sua classificacdo sobre possivel desenvolvimento de doencgas
teratogénicas no feto (Barrows et al., 2016). Essas informac¢des seriam muito importantes,
podendo até serem usadas como uma espécie de filtro, uma vez que este seria o principal grupo
de acdo do medicamento em humanos, ¢ que medicamentos que ja apresentassem indicios

maléficos nesse sentido poderiam ser descartados.
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Indimeros compostos ja foram identificados com relagcdo a sua atividade antiviral
para infeccdes por flavivirus seguindo esse modelo de reproposicdo de mercado. Dentre eles
podemos citar os compostos Cloroquina (Delvecchio et al., 2016); Amodiaquina
(Balasubramanian, Teramoto, Kulkarni, Bhattacharjee, & Padmanabhan, 2016), Quinacrina
(Balasubramanian et al., 2016), Proclorperazina (Simanjuntak, Liang, Lee, & Lin, 2015),
Sofosbuvir (Snyder, Goebel, Koide, Ptak, & Kalkeri, n.d.), Ribivarin (Chen, Yokokawa, & Shi,
2015), Daptomicina (Barrows et al., 2016), entre outros. Destes compostos quatro (Cloroquina,
Sofosbuvir, Ribivarin, Daptomicina) ja foram avaliados com relacdo ao seu potencial antiviral
contra ZIKV e apresentaram resultados interessantes (Munjal, Khandia, Dhama, & Sachan,

2017).

1.7. As metodologias de screening possibilitam acelerar a prospecciao de novas

moléculas com atividade antiviral

Existem atualmente variadas metodologias de screening para descoberta de novos
hits (candidatos farmacolégicos), cada qual ird se adequar de forma a obter os melhores
resultados para a sua linha de pesquisa utilizando os equipamentos, materiais e informagdes
acessiveis ao seu laboratorio.

Essas metodologias podem ser divididas normalmente em trés vertentes principais,
os ensaios baseados em células, os ensaios bioquimicos, e os estudos in silico. Os ensaios
celulares podem identificar inibidores virais de uma maneira ampla, sem a necessidade de se
ter conhecimento prévio sobre alvos proteicos especificos do virus em andlise. Além disso,
esses ensaios possuem a capacidade de identificar inibidores que estejam relacionados a
qualquer etapa do ciclo de replicagdo viral nas células. Por outro lado, os ensaios bioquimicos
sdo aqueles que visam estudar os inibidores virais focando-se em uma etapa especifica do ciclo
de replicacdo viral ou em uma proteina viral caracteristica, sendo necessario dessa forma ja se
ter informacdes especificas a respeito do virus e de suas propriedades funcionais. J4 os estudos
in silico caracterizam-se pelo uso de ferramentas de bioinformadtica para avaliar o potencial de
ligacdo de bibliotecas de compostos com proteinas-alvo do virus, s6 sendo possivel realizar
essas andlises quando as estruturas cristalograficas das proteinas que serdo utilizadas como
alvos sao conhecidas (Beyleveld, White, Ayllon, & Shaw, 2014).

Dentre essa gama de plataformas, estudos envolvendo ensaios em cultura de células
sdo largamente informativos para sugerir candidatos terapéuticos. Isso se deve ao fato de que

essas metodologias oferecem uma abordagem inicial mais ampla, conseguindo identificar um
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maior nimero de compostos que possuam propriedades inibitdrias diversas ao ciclo celular de
replicagdo do virus. Ao se trabalhar com virus emergentes existe uma quantidade limitada de
conhecimento sobre seus mecanismos de agdo, replicacdo e interacdes celulares e esse tipo de
metodologia consegue adquirir resultados satisfatorios mesmo na auséncia dessas informacoes
(Beyleveld et al., 2014).

Além disso, os ensaios em cultura de células também oferecem a vantagem de se
trabalhar em um sistema mais préximo de um ambiente fisiolégico, possibilitando uma
compreensdo melhor sobre a interacdo farmacoldgica entre o composto e o virus. Dessa forma,
nao s6 aspectos basicos como a atividade inibitéria do composto poderiam ser analisados como
também suas propriedades citotoxicas, de permeabilidade celular e de tempo de degradacao,
garantindo a exclusio inicial de compostos que seriam maléficos ou com propriedades nao
aplicdveis em um contexto de uso em humanos, possibilitando-se um inicio de estudo “hit to
lead”, em que compostos provenientes de um screening passam agora por ensaios de
caracterizacdo (Goebel et al., 2016; Hughes, Rees, Kalindjian, & Philpott, 2011).

O screening de novos compostos via ensaios baseados em células podem ser
desenvolvidos a partir de diferentes metodologias. Dentre as mais utilizadas podemos citar as
metodologias de medida do efeito citopdatico (CPE) (Zmurko et al., 2016), ensaios de
imunofluorescéncia (Delvecchio et al., 2016), e desenvolvimento de virus geneticamente
modificados para expressar um gene reporter, ou replicons (Xie et al., 2016).

Sendo uma das metodologias mais utilizadas para verificacdo de compostos com
acao antiviral, os testes de efeito citopatico (CPE) envolvem a avaliacdo da viabilidade celular
a partir da marcagdo das células vidveis com corantes. Neste ensaio uma linhagem celular
aderente € submetida a um periodo de tratamento com o composto em andlise e infectada com
o virus, apés um periodo de tempo as células que ndo sofreram efeito citopatico do virus sao
coradas, analisadas e quantificadas. Este ensaio é amplamente utilizado para se determinar o
titulo viral, por meio da contagem de unidades formadoras de placas de lise, no caso de virus
citopdtico, como os flavivirus (Beyleveld et al., 2014).

Ensaios como de titulagdes conseguem mensurar ndao somente a diminui¢do do
efeito citopatico apds o tratamento com um composto com agao antiviral, mas também fornecer
informagdes a respeito da carga viral observada em cada condi¢do de tratamento. Ensaios de
titulacdo apresentam como ponto negativo o longo tempo de execucdo (5 a 7 dias) (McAuley
& Beasley, 2016).

Outra metodologia utilizada nos ensaios celulares sao os ensaios enzimaticos como

MTT, XTT e LDH. Esses ensaios valem-se da ideia da avaliagcdo do efeito citotéxico verificado
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nas células ap6s infeccdo viral através da quantificacio de produtos colorimétricos gerados apos
reacdes enzimaticas celulares. Compostos como MTT e XTT sdo considerados sais tetrazélicos,
esses sais quando em contato com enzimas celulares podem sofrer reducao via NADH e gerar
um produto denominado formazan, que € um tipo de composto que apresenta coloracdo em uma
escala quantificavel através de medidas de absorbancia em leitor de placa.

O composto MTT ¢€ soluvel as células, e por isso quando adsorvido por células
vidveis a reacdo de redugdo ocorre e estas passam a apresentar uma colorac¢do no interior de seu
citoplasma. As células que passaram por um processo citotdéxico ndo irdo apresentar essa
coloracdo por ndo apresentarem mais uma maquinaria celular funcional capaz de realizar a
reacdo de reducao do sal em questdo. Ensaios de MTT apresentam um alto potencial citotdxico
as células devido a acumulagdo de formazan no interior dessas e por isso ndo € recomendavel
em ensaios que exijam um periodo de incubag@o de mais de quatro horas. J4 o composto XTT
nao apresenta solubilidade as células em virtude de sua carga negativa e por esse motivo nao
consegue ser adsorvido por estas. A reacdo de reducio acontece na membrana de células vidveis
via transporte de elétrons a partir de NADH gerados pela mitocondria. Em ambos os ensaios
uma maior coloragdo serd observada em tratamentos que resultaram em um maior nimero de
células vivas (Riss et al., 2013).

No ensaio de LDH a medida é baseada na quantidade de enzima Lactato
dehidrogenase observada no sobrenadante celular apds a célula sofrer algum dano em sua
membrana celular. A lactato dehidrogenase possui a fun¢ao de converter piruvato em glicose
gerando NADH, este NADH sera reduzido por outra enzima presente no kit do ensaio e ird
transformar um sal tetrazélico em composto formazan de forma proporcional a quantidade de
enzima LDH observada no sobrenadante em andlise. Dessa forma observa-se um aumento de
intensidade do sinal colorimétrico nos sobrenadantes das células que apresentaram maior efeito
citopdtico, devido ao extravasamento da enzima lactato dehidrogenase (Fotakis & Timbrell,
2006). Apesar de sua aplicabilidade e auséncia de toxicidade, os ensaios de LDH apresentam
um alto custo financeiro visto ser necessdrio a utilizagdo de kits comerciais especificos para sua
analise (Riss et al., 2013).

Com o advento dos sistemas de High-Content Screening que utilizam uma alta
tecnologia de imagens para avaliar o fenétipo de células durante um periodo de tempo
selecionado, os experimentos de CPE aumentaram bastante sua sensibilidade e funcionalidade.
Nesses experimentos as células tratadas com a biblioteca de compostos e infectadas com o virus
passam por um processo de marca¢do com corantes nucleares como DAPI e Hoechst e sdo

analisadas e quantificadas com relacdo a sua viabilidade celular. Esses experimentos
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conseguem avaliar importantes aspectos relacionados a morfologia celular e analisar multiplos
estdgios celulares em um mesmo experimento. Os ensaios de HCS se tornaram amplamente
utilizados em sistemas de High Throughput Screening, contudo apresentam como ponto
limitativo o seu alto custo de investimento em equipamentos de andlise como o sistema
Operetta (Beyleveld et al., 2014; Garvey et al., 2016).

Os ensaios de imunofluorescéncia podem ser classificados como outro tipo de
metodologia utilizada no screening de compostos. Esses ensaios valem-se do uso de anticorpos
para marcacdo de diferentes proteinas que estdo envolvidas em diferentes etapas do ciclo de
replicacdo do virus. Em virtude dos altos custos financeiros dos seus principais reagentes (0s
anticorpos) esses ensaios sdo utilizados mais como uma metodologia complementar, visando
se analisar a forma como o composto com propriedades antivirais conseguiria inibir a infec¢ao
das células, marcando-se proteinas especificas de cada processo (Beyleveld et al., 2014; Pankaj,
2013).

Os avancos nos estudos de biologia molecular e de clonagem possibilitaram que
novas metodologias de estudo fossem incorporadas aos ensaios celulares de screening de
compostos. Uma dessas tecnologias que hoje € bastante empregada no estudo de vérias espécies
virais € a de constru¢do de virus recombinantes. A incorporacdo de genes reporters (GFP,
Luciferase, B-Galactosidase, etc) no genoma desses virus possibilitam a andlise de parametros
interessantes do processo infeccioso tanto em modelos de estudo in vitro como in vivo, sendo
possivel rastrear e quantificar de uma forma bastante sensivel a quantidade de particulas virais
em um determinado ensaio.

Como todas as demais metodologias o uso de genes reporters em virus
recombinantes também apresentam limitagcdes, dentre elas podemos citar que ao introduzirmos
um gene reporter modificagdes sdo feitas no genoma viral que podem levar a alteragdes nos
padrdes de infectividade, tropismo, e replicacdo celular. Aliados a isso, ao se trabalhar com
screening de compostos com particulas virais recombinantes a agcdo dos compostos sobre essas
particulas pode variar quando comparado com a espécie selvagem desse virus (Xie et al., 2016).

A construcdo de virus recombinantes também apresenta limitagdes. No caso de
virus pertencentes ao género Flavivirus recombinagdes do genoma sdo de dificil execucao, em
grande parte devido a impossibilidade de se executar as metodologias de clonagem em bactérias
competentes convencionais (Aubry, Nougairede, Gould, & De Lamballerie, 2015).

No caso do ZIKV algumas plataformas foram desenvolvidas de forma a se tentar
tornar o screening de compostos quimicos o mais especifico possivel para esta infecgdo.

Estudos como o desenvolvido por Scott Goebel (Goebel et al., 2016), Miao Xu (Xu et al., 2016),
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e Xuping xie (Xie et al., 2016) sdo exemplos de metodologias de screening bastante especificas
e inovadoras tendo como alvo o ZIKV.

Goebel priorizou a sensibilidade desenvolvendo um ensaio celular que utilizasse
primers desenhados especificamente para amplificar regides conservadas de diferentes
linhagens de ZIKV e através disso medir a quantidade de genoma viral e os efeitos dos farmacos
em andlise por RT-PCR. Sua tecnologia ampliou o padrdo de sensibilidade conseguindo utilizar
MOIs menores do virus e nao mascarar o efeito de antivirais mais fracos, contudo como se
baseia em uma medida direta da quantidade de cdpias virais encontradas no ambiente celular
ap6s um determinado tempo de incubagdo e tratamento com os compostos em andlise essa
técnica ndo consegue verificar firmacos que apresentem apenas efeito citoprotetor as células.
Da mesma forma, tecnologias de andlise por RT-PCR sdo bastante onerosas, visto o custo dos
kits para realizagdo do ensaio em cada condi¢do de andlise (Goebel et al., 2016).

Miao Xu explorou o uso de células humanas progenitoras neurais € o
monitoramento de mecanismos complexos ligados ao desenvolvimento do processo de infec¢ao
por ZIKV nestas células como o de ativacdo de caspase-3 para avaliar compostos com atividade
antiviral contra ZIKV. Apesar de ser uma metodologia bastante inovadora os reagentes para
deteccdo de ativagdo de Caspase-3 sdo bastante onerosos, reduzindo de certa forma sua
utilizacdo em estudos em larga escala (Xu et al., 2016).

Xuping Xie desenvolveu uma tecnologia que usa replicons, moléculas de RNA
viral que passaram por um processo de delecio do genoma em regides ligadas a genes
estruturais. Este modelo de ensaio tem como caracteristica principal a biosseguranca, uma vez
que os replicons nao possuem mais seu potencial de replicacdo viral na célula. Contudo sdo
necessdrias vdrias etapas de clonagem até se obter a molécula de replicon de interesse, sendo
utilizadas metodologias de dificil execucdo em espécies de flavivirus, além disso, estudos de
screening de compostos envolvendo replicons ndo conseguem avaliar compostos que teriam
acdo nos processos de entrada e liberacdo de particulas virais nas células (Xie et al., 2016).

Apesar de todos os avangos alcangados neste campo de pesquisa, muito ainda pode
ser feito de forma a aumentar ainda mais a eficiéncia de deteccdo e descoberta de compostos
quimicos que apresentem potencial antiviral.

Neste trabalho, desenvolvemos uma nova estratégia para screening de compostos
antivirais, que permite andlise por citometria de fluxo. Em nossa proposta, utilizamos células
permissiveis portadoras de gene reporter GFP (green fluorescente protein) como biosensores,
que indicam o efeito de citotoxicidade viral. Para isso, células VERO foram transduzidas com

vetores lentivirais que continham o gene reporter GFP, de expressdo citoplasmatica,
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possibilitando-se a detec¢do do seu sinal por citometria de fluxo. Levando-se em conta o efeito
citopdtico caracteristico de células infectadas com ZIKV, propomos que quando
submetéssemos nossas células geneticamente modificadas a infec¢cdo com o virus da Zika, esta
proteina GFP citoplasmatica iria extravasar a medida que as células fossem morrendo, € isso
poderia ser verificado utilizando a ferramenta de citometria de fluxo onde a medida que o efeito
citopatico da infecc¢do progredisse seria observada a diminui¢ao do sinal de GFP. No caso de
cultivarmos essas células infectadas na presenca de compostos com ac¢ao antiviral, esperariamos
verificar a preservagdo na expressao de GFP quando comparado com condig¢des controle onde
células infectadas ndo sdo tratadas e exibem reducdo na expressdo do repérter. O
desenvolvimento de uma nova estratégia de screening de compostos utilizando a ferramenta de
citometria de fluxo contribuiria para realizar a avaliacdo de forma mais sensivel, por um tempo
e custo relativamente reduzidos de compostos com potencial ndo somente antiviral como
também citoprotetor, conseguindo ampliar e aperfeicoar pontos importantes que apresentam

limitac¢des ao trabalharmos com as metodologias disponiveis atualmente.
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2. OBJETIVOS

O objetivo central deste trabalho é desenvolver uma nova plataforma de screening
para avaliar a atividade citoprotetora ou antiviral de farmacos, utilizando células permissiveis
geneticamente modificadas para expressar o fluoréforo GFP. Para isso, planejamos cumprir as

seguintes etapas experimentais:

1- Estabelecer linhagens celulares que expressem o gene reporter GFP;

2- Avaliar o efeito citopatico destas linhagens quando infectadas com o ZIKV,
determinando curvas de expansdo viral e MOI;

3- Realizar ensaios in vitro para avaliar atividade antiviral de fdrmacos descritos na
literatura;

4- Realizar o screening de bibliotecas de compostos.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1-Virus

As cepas virais de ZIKV (MR766 e HBa) e DENV-2 utilizadas nos experimentos
foram doadas pelo colaborador Dr. Rafael Elias Marques, pesquisador do laboratério de
manipulagio de patégenos (LMP) do LNBio/CNPEM. A cepa MR766 (ATCC® VR-84™) tem
origem comercial, enquanto que a cepa HBa (HS-BA-2015) foi isolada a partir do sangue de
um paciente infectado com ZIKV durante a epidemia na regido da Bahia. A cepa de DENV-2
(ATCC® VR-1584™) tem origem comercial. Todas as amostras virais, com excecdo da
DENV-2, doadas pelo pesquisador Dr. Rafael Elias passaram por um processo de expansao e
titulagdo em células VERO com o intuito de se gerar um estoque viral proprio que foi utilizado
durante todas as fases experimentais. Para a producdo do estoque viral as cepas foram passadas
em células VERO e os sobrenadantes coletados foram titulados por ensaio de formacgdo de
placa. As amostras do estoque foram mantidas em aliquotas de 100uL em freezer -80°C,
seguindo todas as medidas de biosseguranca. Para as amostras de DENV-2 foi utilizado o

estoque gerado pelo pesquisador Dr. Rafael Elias.

3.2-Linhagens celulares

Nos experimentos foram utilizadas as linhagens de células VERO (ATCC® CCL-
81™) e Vero Fugw pool (produzida no Laboratorio de Vetores Virais). Essas células eram
mantidas em placas de 100mm utilizando meio DMEM (Gibco®) suplementados com
glutamina e 10% de soro fetal bovino (Vitrocell®) em estufa 37°C e 5% CO2 por até 12

passagens.

3.3- Estabelecimento da linhagem GFP positiva

Para o estabelecimento das células permissiveis utilizou-se células VERO (ATCC®
CCL-81™) obtidas de colaboradores do Laboratério de Manipulacdo de Patégenos
(LMP)\LNBio, plasmideo FUGW (L. Naldini, Blomer, Gage, Trono, & Verma, 1996; Luigi
Naldini et al., 1996), e virus produzidos pelo Laboratério de Vetores Virais LVV\LNBio, com
protocolo adaptado da literatura (Bajgelman, Costanzi-Strauss, & Strauss, 2003; Strauss,
Patricio, de Carvalho, & Bajgelman, 2006). As células foram plaqueadas com uma
concentragio de 2x10° células em placa de 35mm no dia anterior 2 infec¢do, foram infectadas

utilizando MOI de 10 overnight e feita expansdo em placas de 60mm e 100mm a medida que
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as células adquiriam confluéncia. Foram realizados ensaios de citometria de fluxo durante cada

passagem das células de forma a se avaliar a presenga do novo fenétipo nas células.

3.4-Teste efeito citopatico utilizando a linhagem repérter Vero-FUGW

Para o teste de efeito citopatico foram utilizadas células Vero-Fugw pool (células
permissiveis estabelecidas) e VERO parental; e os virus zika virus HBa, zika virus MR766 e
dengue virus 2. As células foram plaqueadas a uma concentracdo de 2x10° células por pogo
em placa de 24 pocos no dia anterior a infeccao, infectadas com os respectivos virus por 2 horas
e mantidas em incubagdo por 72 horas apds troca do meio de cultura, para linhagens de ZIKV,
e por 96 horas apds troca do meio de cultura, para linhagem de DENV, a 37°C em estufa 5%
CO2. Para o plaqueamento foi utilizado meio DMEM acrescido de glutamina e 10% soro fetal
bovino, para infec¢ao com virus utilizou-se meio DMEM acrescido de glutamina e 2% soro
fetal bovino. Apds o periodo de incubacdo a monocamada de células de cada condig¢do era
entdo tripsinizada, fixada em paraformaldeido 4%, ressuspendida em PBS 1x e direcionada para

o ensaio de citometria de fluxo.

3.5-Teste in vitro para avaliar atividade antiviral e/ou citoprotetora dos
compostos quimicos Proclorperazina, Amodiaquina, Berberina, Quinacrina e

2°-C-Metilcitidina

O composto Proclorperazina (C20H24CIN3S - 2C4H404) foi doado pelo Dr. Eduardo
Pagani e pela Dra. Silvana Rocco pesquisadores do LNBio/CNPEM e diluido em
dimetilsulféxido (DMSO). Os compostos Amodiaquina (C20H22CIN30O - 2HCI - 2H20 -
#A2799 Sigma-Aldrich) e 2’-C-Metilcitidina (CioHisN3Os - #M4949 Sigma) foram
comprados da empresa Sigma-Aldrich e diluidos em DMSO, e os compostos Berberina
(C20H18CINO4 - xH20 - #14050 Aldrich) e Quinacrina (C23H36CI3N3O3 - #CDS020709
Aldrich) foram adquiridos através da empresa Sigma-Aldrich e diluidos em dgua mili-Q estéril.
Todos os compostos com excecdo do Berberina foram mantidos a uma concentra¢io estoque
de 10mM em refrigeragdo de -20°C, Berberina foi mantido em concentragdo estoque de 2mM.

Nos ensaios de teste dos compostos quimicos as células Vero Fugw pool foram
plaqueadas a uma concentragio de 2x10° células por poco em placa 24 pogos no dia anterior 2
infeccao (Dia 0). Essas células passaram por um processo de pré-tratamento com 0 composto
quimico no dia do plaqueamento, nessa etapa apds as células aderirem a placa o meio de cultura

era trocado por meio de cultura com o composto quimico diluido nas concentracdes de 5, 10 e
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20 uM para os ensaios com os compostos Proclorperazina, Amodiaquina, 2’-C-Metilcitidina e
Berberina e 1.25, 2.5, e 5 uM para o ensaio com o composto Quinacrina. No Dia 1 era realizada
a infeccdo dessas células com as cepas virais de interesse, usando-se dois valores de MOI 0.01
e 0.1. Nessa etapa era efetuada novamente a troca de meio, onde meio DMEM 10% SFB com
composto quimico era trocado por meio DMEM 2% SFB com composto quimico € o virus de
interesse. Essas células eram mantidas em estufa 5% CO2 a 37°C por um periodo de 2h e depois
disso passavam por mais uma etapa de troca de meio, adicionando as células meio DMEM 2%
SFB novo com as dilui¢cdes dos farmacos apresentadas anteriormente. Os periodos de incubagao
foram os mesmos utilizados nos testes de efeito citopatico, 72 horas para linhagens de ZIKV e
96 horas para DENV. Apos o periodo de incubacdo era realizada a coleta dos sobrenadantes de
todas as condi¢des para posterior ensaio de titulacio. A monocamada de células de cada
condi¢do era entdo tripsinizada, fixada em paraformaldeido 4%, ressuspendida em PBS 1x e
direcionada para o ensaio de citometria de fluxo.

Os ensaios com os compostos quimicos eram realizados para dois grupos de analise,
um grupo que apresentava células que foram pré-tratadas e infectadas e outro que continha
células pré-tratadas e ndo infectadas. O objetivo de se utilizar dois grupos era para avaliar nao
somente a possivel acdo antiviral e/ou citoprotetora, mas também uma possivel citotoxicidade
do préprio composto quimico nas células em anélise.

Os resultados obtidos através da citometria de fluxo foram normalizados em fun¢do
do grupo controle, no qual as amostras nao receberam tratamento com os fairmacos e nao foram
infectadas com os respectivos virus (colunas brancas da condi¢do 0 uM), e expressos em razao

da porcentagem da intensidade de GFP.

3.6-Screening de biblioteca de compostos para avaliar atividade antiviral e/ou

citoprotetora

A biblioteca de compostos analisada no screening foi doada pela colaboradora Dr.
Silvana Rocco pesquisadora do LNB1o/CNPEM, contendo 76 compostos quimicos sintetizados
pela mesma com aplicacdes diversas. Os compostos foram diluidos em dimeltilsulféxido
(DMSO) e mantidos em estoque a uma concentragdo de 10mM em refrigeracdo de -20°C.

No ensaio de screening da biblioteca, células Vero Fugw pool foram plaqueadas a
uma concentragio de 2x10* células por pogo em placa 96 pocos no dia anterior 2 infec¢do
utilizando meio DMEM e 10% SFB. No Dia 1 era realizada a infeccdo dessas células com a

cepa de ZIKV HBa, usando-se o valor de MOI 0.01, e o tratamento dessas células com os



31

compostos da biblioteca em analise utilizando uma concentracao final de 10uM de tratamento,
utilizando-se nesta etapa meio DMEM e 2% SFB. Essas células eram mantidas em estufa 5%
CO2 a 37°C por um periodo de incubacdo de 72h. Apds o periodo de incubag¢do a monocamada
de células de cada condicdo era entdo tripsinizada, fixada em paraformaldeido 4%,
ressuspendida em PBS 1x e direcionada para o ensaio de citometria de fluxo.

Da mesma forma que o ensaio descrito anteriormente, o ensaio de screening da
biblioteca de compostos era realizado utilizando dois grupos de andlise, um grupo que
apresentava células que foram apenas tratadas com os compostos quimicos e outro que continha
células infectadas com o virus e tratadas com os compostos. O objetivo de se utilizar dois grupos
era para avaliar ndo somente a possivel acdo antiviral e/ou citoprotetora, mas também uma
possivel citotoxicidade do proprio composto quimico nas células em andlise. Foram realizadas
triplicatas para cada composto da biblioteca em andlise.

Os resultados obtidos através da citometria de fluxo foram normalizados através da
divisdo dos valores de intensidade de GFP do grupo de células infectadas e tratadas, pelos
respectivos valores de intensidade de GFP de cada composto observado no grupo de células

ndo infectadas e tratadas, e expressos em razdo da porcentagem da intensidade de GFP.

3.7- Citometria de Fluxo

Os ensaios de citometria de fluxo foram realizados utilizando citometro Acea-
NovoCyte® e software NovoExpress® para andlise dos resultados dos testes iniciais in vitro e
citometro BD-FacsCanto2® e software FCS-ExpressS® para andlise dos resultados do
screening da biblioteca de compostos. A populacio celular foi selecionada inicialmente em
fun¢do do seu tamanho por granulosidade celular, uma vez selecionadas foram analisadas com
relacdo a sua fluorescéncia utilizando filtro FITC (fluorescein isothiocyanate). Esse filtro
consegue analizar moléculas que apresentam faixa de excitacdo e emissao de 495 nm/521 nm,
sendo bastante utilizado na realizacdo de andlises de compostos com fluor6foro GFP. A
determina¢do dos quadrantes nas populacdes celulares positivas levou em consideraciao as
células parentais utilizadas como controle negativo, sabendo-se que estas ndo apresentavam
particulas de proteina GFP no interior de seu citoplasma. A quantidade de amostra adquirida
pelo citdmetro durante o ensaio era a necessdria para contabilizacdo de 10000 eventos em cada
condicdo. Os resultados foram analisados pela contabilizagdo da intensidade de GFP em cada
amostra, utilizando-se o pardmetro de medida da média aritmética X nos softwares dos

citdbmetros.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Nan%C3%B3metro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nan%C3%B3metro
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3.8- Ensaio de formacao de placa - Titulacoes

Essa metodologia foi utilizada com o objetivo de confirmar os resultados obtidos
nos ensaios in vitro de avaliacdo dos compostos quimicos que foram analisados por citometria
de fluxo. Nesta etapa visou-se analisar se houve diminui¢do da carga viral nos sobrenadantes
tratados com os compostos quimicos que foram coletados na etapa final dos ensaios in vitro.

As células VERO parentais foram plaqueadas a uma concentracdo de 2x10° célula
por pog¢o no dia anterior a infec¢do em placa de 24 pocos. Os sobrenadantes respectivos a cada
condic¢do de tratamento foram submetidos a uma dilui¢do seriada de 10" a 10" que foram entéo
adicionados as células VERO parentais no dia consecutivo ao plaqueamento. Apds um periodo
de infec¢do de duas horas em estufa 37°C 5% CO2 essas dilui¢des dos sobrenadantes eram
retiradas e meio DMEM suplementado com CMC (Carboximetilcelulose) 2% e 2,5% SFB era
adicionado a todos os pogos da placa de 24 pocos. Decorrido um periodo de incubacio de
aproximadamente 7 dias essas células eram fixadas com paraformaldeido 10%. Apés varias
etapas de lavagem para retirada do meio, essas células eram coradas com cristal violeta 1%

(#V5265 SIGMA) e as placas de lise podiam ser visualizadas e contabilizadas.

3.9-Ensaio de citotoxicidade por LDH

O ensaio de citotoxicidade por LDH foi realizado com o intuito de confirmar
possivel atividade citoprotetora contra ZIKV dos compostos quimicos que foram visualizadas
na metodologia usando citometria de fluxo.

A lactato dehidrogenase (LDH) € uma enzima citosdlica presente em uma grande
variedade de células, ao haver qualquer tipo de dano a membrana celular essa enzima € liberada
e pode ser quantificada no meio extracelular utilizando-se kits de reacdes enzimdticas. A partir
dessa quantificacdo de LDH a porcentagem de citotoxicidade de um tratamento com um
composto ou patdgeno pode ser entdo estimada.

Neste ensaio os sobrenadantes que foram coletados na etapa final do ensaio in vitro
com os compostos quimicos, foram analisados quanto a sua citotoxicidade usando kit LDH
Pierce da Thermo Fisher Scientific™ (NC: #88953). A metodologia utilizada seguiu o
protocolo do kit da Thermo. A placa contendo as amostras foi lacrada com filmes de vedacao
da Axigen® por questdes de biosseguranca e sua absorbancia analisada em aparelho leitor de
fluorescéncia EnVision disponibilizado pelo laboratério de bioensaios (LBE) -

LNBio/CNPEM.
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3.10-Analises estatisticas

As andlises estatisticas e os respectivos graficos foram feitos utilizando-se o
software Graph Pad Prism 5.0. Os resultados sdo expressos em funcdo da média de
quadruplicatas ou triplicatas 4/- erro padrao da média que foram normalizados em funcdo do
grupo controle mock, representado pela coluna de amostras que ndo foram infectadas e as quais
ndo receberam tratamento com os farmacos em andlise (condi¢do de 0 pM). Os grupos foram
analisados com relag@o a sua variancia através do teste one way ANOV A (Anélise de variancia)
e submetidos a pos-testes de Turkey ou Dunnett dependendo do experimento analisado.

Consideramos como significativa as andlises estatisticas que apontaram P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Preparacao do ensaio in vitro para avaliar citoprotecao e/ou inibicao da
infeccao viral: Estabelecimento de células permissiveis GFP positivas.

A primeira etapa experimental consistiu no estabelecimento de células VERO
permissiveis contendo o gene reporter eGFP. Conforme j4 introduzimos anteriormente, estas
células serdo utilizadas como um sensor de infec¢do ou toxicidade viral. No caso de haver
infeccdo e efeito citopdtico, pressupde-se que a célula ird lisar e extravasar o GFP
citoplasmédtico. Como o GFP citoplasmatico pode ser analisado por citometria de fluxo,
podemos avaliar a eficiéncia de candidatos para inibir a infec¢do ou mediar citoprote¢ao
utilizando este ensaio reporter baseado em citometria de fluxo.

Sendo assim, estabelecemos um pool de células Vero- Fugw permissiveis (que
apresentam o gene repdrter eGFP a comando de um promotor/enhancer ubiquitina), através da
transducdo com um vetor lentiviral. A expressao dessa proteina na célula foi medida através da
realizacdo de citometria de fluxo convencional. O sinal de GFP possibilitou quantificar a
porcentagem de células transduzidas e que passaram a expressar esse novo fenétipo GFP(+) no
seu citoplasma.

Efetuamos a transdugdo de células VERO com o vetor lentiviral recombinante
FUGW, utilizando um MOI de 10. Estas células transduzidas foram denominadas Vero-FUGW

pool, verificando-se cerca de 62% de positividade para expressdo do reporter (Figura 1).
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Figura 1- Citometria de fluxo representativa da linhagem geneticamente modificadas para expressar o
fenotipo GFP. A populagdo celular foi selecionada inicialmente em funcdo do seu tamanho (SSC-H) por
granulosidade celular (FSC-H), uma vez selecionada a populacdo as células foram analisadas com relagdo a sua
fluorescéncia utilizando filtro FITC. Células parentais (Mock) foram utilizadas como controle negativo para o
estabelecimento dos quadrantes das células positivas. Citometria de células mostrando a expressdao de gene GFP
nas células Vero-Fugw pool. Os grificos A e B mostram células VERO- parental utilizadas como controle para
determinag¢do dos quadrantes. Os graficos C e D mostram células Vero-Fugw pool com presenca de 62,28% do
fendtipo.
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4.2 Avaliacao do efeito citopatico em funcao do MOI viral utilizando as células
permissiveis Vero-Fugw pool: Ensaio de dose resposta associado a carga viral.

O alvo central deste projeto consiste em desenvolver um novo teste para avaliagdo
da eficiéncia de farmacos, assim como analisar estratégias para inibir infec¢do por zika virus
ou mesmo mediar citoprote¢do. O principio de nosso ensaio se baseia na medida do GFP
citoplasmatico das células permissiveis que sdo desafiadas com o virus. Sendo assim, quanto
maior a carga viral ou efeito citopatico, menor deve ser o sinal de GFP observado.

Um ponto critico em nosso ensaio consistiu em determinar alguma relacdo de
dose/resposta da medida de GFP em fun¢do do efeito citopético ou citotéxico mediado pela
carga viral. Para isso, realizamos um ensaio de infectividade com células Vero-Fugw pool.
Neste ensaio infectamos células Vero-Fugw pool em placa de 24 pocos utilizando diferentes
MOIs e pudemos observar uma dose resposta. Estabelecemos um tempo de 72 horas de
incubacdo para infecgdes por cepas de Zika virus (MR766 e HBa) e 96 horas de incubagao para
infec¢Oes com a cepa de Dengue virus —2. As diferengas nos tempos de incubacio se devem a
cinética diferente observada pelos virus em ensaios preliminares. Os resultados podem ser
observados através da figura 2 ilustrada abaixo.

Através dos resultados obtidos nestes ensaios, verificamos a possibilidade de
utilizar a linhagem Vero-Fugw pool como um sensor do efeito citotoxico/citopatico mediado
pelos flavivirus avaliados, pois verificamos uma consisténcia e reprodutibilidade nas relacdes
dose/resposta proporcionais ao incremento da carga viral para todas as cepas virais testadas.

Pensando-se na utilizagdo deste ensaio para avaliagdao de farmacos candidatos para
citoprote¢do ou inibicdo de ZIKV ou DENV, o efeito terapéutico deveria ser evidenciado pelo
resgate na expressao de GFP das células infectadas, comparando-se com células infectadas sem
tratamento, de forma andloga ao que observamos quando reduzimos o MOI de virus nestes
ensaios.

Além disso, esse ensaio dose/resposta também possibilitou escolher quais os
parametros (como MOI e tempo de incubagdo) que seriam mais adequados para posterior
emprego nos testes in vitro para avaliacdo da atividade citoprotetora/antiviral dos farmacos.
Decidimos escolher MOIs que induzissem cerca de 80% de morte celular. A importancia dessa
escolha consiste em verificar qual a quantidade de particula viral por célula que seria necessaria
para que fosse constatada a atividade citopdtica do virus da mesma forma que esta quantidade
ndo gerasse um efeito citopatico tdo agressivo de forma que nenhum sinal de GFP pudesse ser
observado ap6s 72 horas de infeccao para ZIKV e 96 horas para DENV. Assim no nosso caso,

os MOIs que reduziam a quantidade de células em aproximadamente 70%-80% foram os
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selecionados para a etapa posterior. No caso de utilizarmos farmacos inibidores ou

citoprotetores ao virus, esperariamos resgatar a expressao de GFP, conforme exploraremos mais

adiante.
A B ZIKV MR766
ZIKV HBa 150-
150' ?
T [
o &
S 100- S 1004
3 3
3 3
S 50 *xk S 504
zs 2 *kx
2 * %% k% e 2 S * %k % -
c I I I'—I c | | sk ok
- 0 T T T T T T - G T T T T T T
N~ N N N N N
F & e N N U
(&) ) QQ ? [(\}) 00 QQ QQ QQ 9 Q
(‘\ °9° [\}) Q 6\ ng Q"Q \Y Q
Multiplicidade de infecgdo (moi) Multiplicidade de infecg&io (moi)
DENV-2
150+
q
o
[T
O 1001
O * %%
©
Q * k%
®
T 50
2 *kk
o Kok
£
0-

Multiplicidade de infeccao (moi)

Figura 2- Ensaio dose-resposta associado a carga viral em células Vero-Fugw pool utilizando metodologia
de citometria de fluxo. Células Vero-Fugw pool foram infectadas com as cepas de ZIKV HBa (A), ZIKV MR766
(B) e DENV-2 (C) utilizando diferentes MOIs a fim de ser simulado uma interacdo dose — resposta relacionada ao
aumento da carga viral. As células foram mantidas em cultura apds o periodo de infec¢do por 72h para ZIKV HBa
, ZIKV MR766 e 96h para DENV-2, sendo realizada citometria de fluxo apds os respectivos periodos de
incubacdo. A viabilidade celular foi determinada medindo-se a intensidade de GFP expressa em cada condi¢do e
comparadas com as células néo infectadas (mock). Os resultados sao expressos em média aritmética +/- erro padrao
da média. *** e ** P<0,05 relativo ao grupo controle Mock. Gréficos representativos de 1 experimento. Mock=
células ndo infectadas.



37

4.3 Teste in vitro para avaliar atividade antiviral dos farmacos
Proclorperazina (pcpz), Amodiaquina, Berberina, Quinacrina e 2’-C-
Metilcitidina

Uma vez que todos os parametros para a realizacdo do ensaio in vitro foram
estabelecidos foram realizados diferentes testes envolvendo compostos quimicos que
apresentaram na literatura potencial antiviral contra outras espécies de Flavivirus. Esses ensaios
foram efetuados com o intuito tanto de realizar a prova de conceito da metodologia, quanto de
iniciar a investigacdo de compostos que apresentariam alguma atividade antiviral ou
citoprotetora contra ZIKV.

Optamos por iniciar nossos testes utilizando um farmaco descrito na literatura por
apresentar efeito antiviral contra outra espécie de flavivirus, sugerido pelo Dr. Eduardo Pagani,
LNBio - CNPEM. O Dr. Pagani j4 tinha indicios na literatura que embasavam a atividade do
PCPZ para inibicdo de DENV-2 (Simanjuntak et al., 2015) e ao saber que estdvamos
desenvolvendo uma plataforma para screening de compostos antivirais solicitou que
avalidssemos a eficiéncia inibitéria do PCPZ em nossos ensaios. Assim, em um primeiro ensaio
procuramos avaliar a atividade antiviral de PCPZ para inibir infec¢ao desencadeada pelas cepas
ZIKV-MR766 (africana), ZIKV-HBa (brasileira) e DENV-2.

A partir de estudos de bioinformatica encontrados na literatura optamos por analisar
além do PCPZ os compostos Amodiaquina, Quinacrina e Berberina. O Estudo de
bioinformatica dirigido por Sahoo e colegas demonstrou através da andlise de dockings que
assim como o PCPZ esses outros farmacos, ja aprovados pelo FDA, apresentariam interacao
com a proteina NS3 e desta forma poderiam atuar como inibidores na infeccdo por ZIKV
(Sahoo, Jena, Daf, & Kumar, 2016). Com alvo de testar essa hipdtese em experimentos in vitro,
realizamos os ensaios seguindo nossa metodologia.

Entendendo-se que nenhum desses compostos ja havia sido descrito na literatura
por apresentar atividade antiviral especifica para ZIKV, optamos por testar em nossa
metodologia também um composto quimico que ji apresentasse na literatura indicios da
atividade antiviral contra ZIKV. O composto 2’-C-Metilcitidina foi entdo selecionado por
corresponder a esses quesitos para os estudos posteriores (Zmurko et al., 2016).

Os ensaios seguiram os padrdes estabelecidos nos ensaios de efeito citopético,
utilizando tempo de incubacdo de 72 horas paras as linhagens de ZIKV e 96 horas para o DENV.
Os MOIS selecionados foram de 0,1 e 0,01 para infeccdo com ZIKV HBa; ZIKV MR766; e

DENV-2. Todas as condicdes foram analisadas utilizando-se quadruplicatas, e para cada
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concentracdo testada do farmaco realizou-se controles a fim de se verificar efeitos citotoxicos

do farmaco as células.

-Avaliacao do efeito inibitério da Proclorperazina

Os resultados verificados através da figura 3 mostram que o farmaco
Proclorperazina apresenta potencial antiviral para as cepas de ZIKV HBa e ZIKV MR766,
conseguindo preservar a expressao de GFP em células infectadas a partir de uma concentra¢io
de 10 uM. O composto conseguiu demonstrar uma diminuicao do efeito citopatico mesmo
utilizando-se MOIs maiores, que geralmente apresentam uma resposta mais agressiva.
Observamos uma significativa toxicidade do composto nas concentragdes de 20 uM, indicadas
pela redugdo na expressao de GFP no grupo pré-tratado e nao infectado. Contradizendo dados
da literatura (Simanjuntak et al., 2015), ndo foram observados sinais de diminui¢@o de infec¢ao

nos ensaios com DENV-2, utilizando nosso ensaio in vitro.

-Avaliacao do efeito inibitério da Amodiaquina

Os ensaios realizados com o composto Amodiaquina demonstraram assim como
para o PCPZ o possivel potencial de atividade antiviral ou citoprotetora do composto contra
ZIKV HBa e ZIKV MR766. O tratamento das células com o fairmaco demonstrou resgatar os
valores iniciais de intensidade de GFP nas concentracdes de 10 e 20 uM (Figura 4) apresentando
uma diferenca significativa (P<0,05) quando comparado com o grupo que foi infectado e ndo
foi tratado com o composto. Esse resgate do sinal de GFP foi observado tanto nas células
infectadas com MOI de 0,01 quanto para as células infectadas com MOI dez vezes mais forte.
Ao contrério do que foi observado com o composto PCPZ, as células tratadas com Amodiaquina
nao apresentaram padrdes de citotoxicidade tdo significativos utilizando-se a concentracao de

20 uM.

-Avaliacao do efeito inibitorio da Quinacrina

Os ensaios iniciais com o composto Quinacrina demonstraram que este farmaco
candidato foi extremamente toxico as células na faixa de concentracdes utilizadas nos ensaios
anteriores de 5, 10, e 20 uM (Figura 5 — A e B) ndo sendo possivel desta forma avaliar sua
capacidade antiviral e citoprotetora contra ZIKV. A citotoxidade do farmaco pode ser verificada
ao analisarmos as colunas brancas dos graficos A e B da figura 5 onde hd um decréscimo em
mais de 90% da expressdo do sinal de GFP quando comparado com o grupo controle que ndo
recebeu tratamento representado pela coluna branca de O uM. Tendo-se isso em vista foi

realizado outro ensaio utilizando-se concentracdes abaixo da faixa que estdvamos trabalhando,
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sendo estabelecidos novos valores de 1.25, 2.5, e 5 uM de farmaco. Os resultados referentes a
esse ensaio podem ser visualizados nas figuras SC e 5SD. Observamos uma inconstancia com
relagdo a concentragdo de 5 uM, visto que no segundo ensaio ndo foi possivel observar um
decaimento no sinal de GFP associado a citotoxicidade nas mesmas porcentagens que o
primeiro ensaio, ao contrario disso observamos através dos ensaios de citometria de fluxo que
o farmaco ao ser adsorvido pelas células ampliava o sinal de fluorescéncia destas, mascarando
o resultado da medida de intensidade de GFP nas células tratadas com o composto. Isso pode
ser analisado ao olharmos para as colunas brancas das figuras 5SC e 5D onde a medida que se
aumenta a quantidade de farmaco, aumenta-se a porcentagem do sinal de GFP. Desta forma
optamos por ndo seguir com 0s experimentos para esse composto entendendo que ele ndo se
enquadrava dentro da nossa metodologia em virtude da sua capacidade de mascarar o sinal de

fluorescéncia nos ensaios.

-Avaliacao do efeito inibitério da Berberina

Os ensaios utilizando o composto Berberina para tratamento de células infectadas
com ZIKV HBa e ZIKV MR766 demonstraram que esse composto ndo apresenta atividade
citoprotetora ou antiviral eficiente. Nao sendo possivel verificar variagcdes expressivas no sinal
de GFP das células tratadas e infectadas com as duas linhagens de ZIKV nas diferentes
concentragdes observadas na figura 6. O tratamento utilizando a concentracdo de 20 uM
apresentou uma diferenca de apenas 10% nas células infectadas com ZIKV HBa (Figuras 6A e
6B) quando comparado ao grupo sem tratamento. Apesar da literatura sugerir efeito antiviral in

silico, (Sahoo et al., 2016) ndo conseguimos observar isso em nosso modelo in vitro.

-Avaliac¢ao do efeito da 2’-C-Metilcitidina

O composto 2’-C-Metilcitidina apresentou em nossa metodologia propriedades
citotoprotetoras as células infectadas com ZIKV HBa. Os resultados visualizados na figura 7A
¢ 7B demonstram que assim como o firmaco Amodiaquina o composto 2’-C-Metilcitidina foi
capaz de proteger as células infectadas que foram tratadas com as concentracdes de 10 e 20 uM
do composto. Esse fato pode ser verificado através do resgate dos valores de intensidade de
GFP em valores proximos aos das células ndo infectadas. Contrariando os dados da literatura
nao foi possivel verificar o mesmo padrao de citoprotecao para as células infectadas com a cepa

de ZIKV Africana MR766 (Figuras 7C e 7D) (Zmurko et al., 2016).
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Figura 3- Ensaio de avaliacao da atividade citoprotetora ou antiviral do firmaco Proclorperazina em células
Vero-Fugw pool. Células Vero Fugw pool foram infectadas com as cepas de ZIKV HBa (A-B), ZIKV MR766
(C-D) e DENV-2 (E-F) utilizando MOI 0,01 e 0,1 com o objetivo de verificar potencial citoprotetor ou antiviral
do composto nas concentragdes de 5, 10 e 20 uM. As células foram mantidas em cultura apés o periodo de infec¢ao
por 72h para ZIKV HBa, ZIKV MR766 e 96h para DENV-2, sendo realizada citometria de fluxo apds os
respectivos periodos de incubagdo. A medida da intensidade de GFP expressa em cada condi¢do funciona como
indicativo da viabilidade celular nesse modelo experimental. Os resultados sdo expressos em média aritmética +/-
erro padrao da média. *** P<0,0001 e ** P< 0,001 relativo ao grupo controle O (Coluna Preta para andlise do
grupo “infectado + pré-tratado” ¢ Coluna Branca para andalise do grupo “ndo infectado + pré-tratado”). Os
resultados foram normalizados em fun¢@o do grupo controle (coluna branca 0 uM). Gréficos representativos de 3
experimentos independentes.
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Figura 4- Ensaio de avaliacao da atividade citoprotetora ou antiviral do farmaco Amodiaquina em células
Vero-Fugw pool. Células Vero Fugw pool foram infectadas com as cepas de ZIKV HBa (A-B), ZIKV MR766
(C-D) utilizando MOI 0,01 e 0,1 com o objetivo de verificar potencial citoprotetor ou antiviral do composto
Amodiaquina nas concentragcdes de 5, 10 e 20 uM. As células foram mantidas em cultura apds o periodo de
infeccdo por 72h para ZIKV HBa e ZIKV MR766, sendo realizada citometria de fluxo apds o periodo de
incubacdo. A medida da intensidade de GFP expressa em cada condi¢do funciona como indicativo da viabilidade
celular nesse modelo experimental. Os resultados sdo expressos em média aritmética +/- erro padrdo da média.
*#*% P<0,0001 e ** P< 0,001 relativo ao grupo controle O (Coluna Preta) em que as células foram apenas infectadas
e ndo tratadas. Os resultados foram normalizados em fun¢ido do grupo controle onde as células ndao receberam
tratamento e ndo foram infectadas com os virus (coluna branca 0 uM). Graficos representativos de 3 experimentos

independentes.
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Figura 5- Estudo do efeito do tratamento com farmaco Quinacrina em células nao infectadas e infectadas
com ZIKYV. Células Vero Fugw pool foram infectadas com ZIKV HBa utilizando MOI 0,01 e 0,1 com o objetivo
de verificar potencial citoprotetor /antiviral e analisar citotoxidade do composto nas concentracdes de 5, 10 e 20
UM (A-B) e 1.25,2.5, e 5 uM (C-D). As células foram mantidas em cultura apds o periodo de infec¢do por 72h,
sendo realizada citometria de fluxo ap6s o periodo de incubag@o. A medida da intensidade de GFP expressa em
cada condi¢do funciona como indicativo da viabilidade celular nesse modelo experimental. Os resultados foram
normalizados em fung@o do grupo controle onde as células ndo receberam tratamento e ndo foram infectadas com
os virus (coluna branca 0 uM). Os resultados sdo expressos em média aritmética +/- erro padrdo da média. ***
P<0,0001 e ** P< 0,001 relativo ao grupo controle 0 (Coluna Branca) do grupo “néo infectado + pré-tratado ” em

que as células ndo foram tratadas. Graficos representativos de 1 experimento.
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Figura 6- Ensaio in vitro utilizando citometria de fluxo para avaliar o tratamento com farmaco Berberina
em células infectadas e nao infectadas com ZIKV. Células Vero Fugw pool foram infectadas com as cepas de
ZIKV HBa (A-B), ZIKV MR766 (C-D) utilizando MOI 0,01 e 0,1 com o objetivo de verificar potencial
citoprotetor ou antiviral do composto Berberina nas concentragdes de 5, 10 e 20 uM. As células foram mantidas
em cultura ap6s o periodo de infec¢do por 72h para ZIKV HBa, ZIKV MR766, sendo realizada citometria de fluxo
ap6s o periodo de incubacdo. A medida da intensidade de GFP expressa em cada condicdo funciona como
indicativo da viabilidade celular nesse modelo experimental. Os resultados foram normalizados em fun¢do do
grupo controle onde as células ndo receberam tratamento e ndo foram infectadas com os virus (coluna branca 0
UM). Os resultados sdo expressos em média aritmética +/- erro padrdo da média. Graficos representativos de 3

experimentos independentes.
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Figura 7- Ensaio de avaliacdo da atividade citoprotetora ou antiviral do farmaco 2’-C-Metilcitidina em
células Vero-Fugw pool. Células Vero Fugw pool foram infectadas com as cepas de ZIKV HBa (A-B), ZIKV
MR766 (C-D) utilizando MOI 0,01 e 0,1 com o objetivo de verificar potencial citoprotetor ou antiviral do
composto nas concentracdes de 5, 10 e 20 uM. As células foram mantidas em cultura apds o periodo de infecgdo
por 72h para ZIKV HBa, ZIKV MR766, sendo realizada citometria de fluxo apés os respectivos periodos de
incubagdo. A medida da intensidade de GFP expressa em cada condicao funciona como indicativo da viabilidade
celular nesse modelo experimental. Os resultados foram normalizados em fung¢@o do grupo controle onde as células
ndo receberam tratamento e nao foram infectadas com os virus (coluna branca 0 uM). Os resultados sdo expressos
em média aritmética +/- erro padrdo da média. *** P<0,0001 relativo ao grupo controle O (Coluna Preta) em que
as células foram apenas infectadas e nao tratadas. Graficos representativos de 2 experimentos independentes.

4.4 Comparacio da inibicao viral indicada pelo repérter GFP e titulacio de particulas

virais produzidas por células tratadas.

Em nossos ensaios in vitro pudemos observar um efeito antiviral ou mesmo
citoprotetor associado a utilizacdio do PCPZ, Amodiaquina e 2’-C-Metilcitidina em células
infectadas por ZIKV. O tratamento com esses compostos induziu um resgate na expressao do
GFP das células tratadas. Nossa divida consistiu entdo em saber se estes farmacos candidatos
também reduziriam a produgdo de virus nas células tratadas. Essa avaliacdo pode ser feita por
meio de um protocolo de titulagdo in vitro, tradicionalmente realizado para verificar a efici€éncia

inibitéria de compostos antivirais (McAuley & Beasley, 2016).
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Neste sentido, realizamos um ensaio de titulacdo para avaliar a carga viral dos
sobrenadantes coletados ao final dos experimentos in vitro com as células Vero-Fugw pool que

foram infectadas e tratadas com esses compostos e que os resultados foram descritos acima.

-Comparacao de resultados de citometria para GFP e titulacao viral utilizando o

farmaco candidato Proclorperazina

E possivel verificar através da titulacdo que houve uma diminui¢io da poténcia da
infeccdo viral observada na figura 8 através da reducdo do tamanho e quantidade das placas de
lise na condic¢do de tratamento de 10 uM com o composto Proclorperazina. Isto confirma o que
havia sido observado nos graficos de citometria de fluxo (Fig. 3 A-D) para ambas as linhagens
de ZIKV indicando atividade antiviral de PCPZ contra ZIKV HBa e MR766. O grupo
envolvendo infeccdo com ZIKV MR766 mostrou que apesar de ndo haver uma reducdo da
quantidade de placas de lise verificadas na condi¢do de 10 uM, o farmaco PCPZ atuou
modificando o fenétipo de expressdo dessas placas, levando a geragdo de placas
significativamente menores, um fator interessante que pode ou ndo ser correlacionado a uma
possivel diminui¢do da carga viral e que deve ser melhor estudado em um outro momento.
Apesar da diminui¢do quantitativa do nimero de placas de lise nas amostras tratadas com 10
uM de Proclorperazina foi possivel verificar que o titulo viral apresentou alteragdo significativa
apenas na condi¢do de tratamento de 10 uM para as células infectadas com o menor MOI de
ZIKV HBa (Figura 8A), isso poderia estar correlacionado com as limitacdes da metodologia
empregada onde a determinagdo da carga viral € direcionada apenas pela contabilizacdo da

quantidade de placas de lise sem se atentar para o tamanho dessas placas.

- Comparacao de resultados de citometria para GFP e titulacao viral utilizando o

farmaco candidato Amodiaquina

As titulacdes envolvendo os sobrenadantes coletados das células infectadas e
tratadas com o composto Amodiaquina mostrou que o farmaco consegue reduzir a carga viral
nas concentracdes de 10 e 20 uM para a infeccdo com ZIKV HBa (Figura 9 A-B), confirmando
os resultados do experimento por citometria de fluxo (Figuras 4A e 4B). Contudo o mesmo
padrao de redugdo da carga viral ndo foi observado nos sobrenadantes coletados das células
infectadas com a linhagem africana (Figura 9 C-D), neste grupo ao invés de diminuir a formagao
de placas de lise no tratamento de 10 uM o composto pareceu favorecer a infec¢do, aumentando

a quantidade de placas observadas. Ja nos sobrenadantes tratados com 20 uM a auséncia total
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de placas também torna a andlise por essa metodologia questiondvel. Apesar de ndo podermos
afirmar se o composto Amodiaquina apresenta propriedade antiviral contra ZIKV entende-se
que nos ensaios de citometria de fluxo o tratamento com esse composto levou a uma diminui¢ao
significativa do efeito citopatico para ambas as linhagens virais (Figuras 4 A-D) indicando que
este composto apresenta propriedade citoprotetoras significativas. Com alvo de confirmar os
resultados obtidos com nossa metodologia, iremos avaliar esses sobrenadantes em comparacao
a outra metodologia ja bem estabelecida, através de um ensaio de citotoxicidade quantificando

enzima LDH (Lactato dehidrogenase).

- Comparacao de resultados de citometria para GFP e titulacao viral utilizando o

farmaco candidato 2’-C-Metilcitidina

O composto 2’-C-Metilcitidina foi selecionado como nosso controle no
experimento de citometria de fluxo por ja haver estudo indicando seu potencial antiviral contra
ZIKV (Zmurko et al., 2016). Apesar de em nossos resultados ele ter reduzido o efeito citopatico
nas células infectadas com o virus que receberam tratamento de 10 e 20 uM (Figura 7 A-B) os
mesmos resultados ndo foram observados nas titulacdes de seus sobrenadantes, que podem ser
verificados através das figuras 10A e 10B. Os ensaios de titulacdes dos sobrenadantes
infectados e tratados com esse composto ndo apresentaram diferengas significativas com
relacdo a reducdo da formagdo das placas de lise entre as amostras tratadas e ndo tratadas.
Supomos que apesar deste composto ndo conseguir reduzir a carga viral de forma significativa
ele poderia proteger essas mesmas células do efeito citopatico decorrente da infecgdo viral, essa

hipétese também serd testada através de ensaios de citotoxicidade por quantificacao de LDH.
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Figura 8- Ensaio de formaciao de placa demonstrou diminuicio da carga viral dos sobrenadantes que
receberam tratamento com Proclorperazina na concentraciao de 10 pM. Monocamada de células VERO foram
incubadas com dilui¢des seriadas dos sobrenadantes coletados em cada condicdo de tratamento com o farmaco
PCPZ do experimento anterior por 2h, seguindo da retirada das amostras e adicdo de meio viscoso contendo
carboximetilcelulose (CMC). Posteriormente o meio foi retirado sendo adicionado o corante Cristal violeta, as
placas de lise foram contabilizadas e os titulos virais determinados. (A-B) Graficos e figuras representativas das
titulacdes dos sobrenadantes que foram desafiados a infec¢do com o virus ZIKV HBa e tratamento com
Proclorperazina utilizando-se os MOIs de 0,01 (A) e 0,1 (B). (C-D) Gréficos e figuras representativas das titulagdes
dos sobrenadantes que foram desafiados a infec¢do com o virus ZIKV MR766 e tratamento com Proclorperazina
utilizando-se os MOIs de 0,01 (C) e 0,1 (D). Os resultados graficos sdo expressos em média aritmética +/- erro
padrdo da média. ** e *** P<0,0001 relativo ao grupo controle O uM. Imagens representativas de 3 experimentos
independentes.
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Figura 9 — Ensaio de formacao de placa para avaliacdo do potencial antiviral do composto Amodiaquina.
Monocamada de células VERO foram incubadas com dilui¢des seriadas dos sobrenadantes coletados em cada
condi¢do de tratamento com o fairmaco Amodiaquina no experimento da metodologia por citometria de fluxo por
2h, seguindo da retirada das amostras e adi¢cdo de meio viscoso contendo CMC. Posteriormente o meio foi retirado
sendo adicionado o corante Cristal violeta, as placas de lise foram contabilizadas e os titulos virais determinados.
(A-B) Gréficos e figuras representativas das titulacdes dos sobrenadantes que foram desafiados a infeccdo com o
virus ZIKV HBa e tratamento com Amodiaquina utilizando-se os MOIs de 0,01 (A) e 0,1 (B). (C-D) Griéficos e
figuras representativas das titulacdes dos sobrenadantes que foram desafiados a infecgdo com o virus ZIKV MR766
e tratamento com Amodiaquina utilizando-se os MOIs de 0,01 (C) e 0,1 (D). Os resultados gréficos sdo expressos
em média aritmética +/- erro padrdo da média. Imagens representativas de 1 experimento independente em 9A e
9B e 3 experimentos independentes em 9C e 9D.
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Figura 10 — Titulagdes dos sobrenadantes das células infectadas e tratadas com o composto 2’-C-
Metilcitidina. Monocamada de células VERO foram incubadas com dilui¢des seriadas dos sobrenadantes
coletados em cada condigdo de tratamento com o composto 2’-Metilcitidina no experimento da metodologia de
citometria de fluxo por 2h, seguindo da retirada das amostras e adi¢do de meio viscoso contendo CMC.
Posteriormente o meio foi retirado sendo adicionado o corante Cristal violeta, as placas de lise foram contabilizadas
e os titulos virais determinados. (A-B). Graficos e figuras representativas das titulacdes dos sobrenadantes que
foram desafiados a infec¢do com o virus ZIKV HBa e tratamento com 2’-Metilcitidina utilizando-se os MOIs de
0,01 (A) e 0,1 (B). Os resultados graficos sdo expressos em média aritmética +/- erro padrdo da média. Imagens
representativas de 3 experimento independentes.

4.5 Comparacao da diminuicdo do efeito citopatico indicada pelo reporter GFP e

quantificacao da citotoxicidade gerada nas células tratadas.

Foi possivel verificar através do nosso ensaio por citometria de fluxo que os
compostos Proclorperazina, Amodiaquina e 2’-C-Metilcitidina ao serem utilizados como forma
de tratamento em células infectadas com ZIKV conseguiram diminuir ou até inibir o efeito
citopatico caracteristico desse tipo de infeccao.

Os ensaios de titulacdo dos sobrenadantes das células infectadas e tratadas com
esses compostos mostraram que apesar de conseguirmos verificar um decréscimo do efeito
citopdtico nas células tratadas, em alguns casos, isso ndo parecia correlacionado diretamente a
uma diminuigdo significativa da carga viral nessas condicdes.

Dessa forma com alvo de confirmar o potencial citoprotetor de cada composto
analisado e confirmar os resultados obtidos do ensaio in vitro analisado por citometria de fluxo
optamos por realizar um ensaio de avaliacdo de citotoxicidade celular através da medida de
LDH. Nesse ensaio procuramos quantificar o nivel da enzima LDH em todos os sobrenadantes

que foram coletados no ensaio de citometria de fluxo e analisados no ensaio de formacao de
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placa. Como a LDH € uma enzima liberada pela célula em condi¢des de sofrimento, no caso de
citoprote¢do, esperdvamos observar resultados semelhantes as indica¢des de GFP.

As figuras 11 e 12 demonstram os resultados parciais de avaliag@o da citotoxicidade
por LDH. A fim de se testar se conseguiriamos detectar citotoxicidade usando a metodologia
de medida por LDH nos sobrenadantes coletados na etapa final dos experimentos in vitro que
eram direcionados a andlise por citometria de fluxo realizamos um ensaio teste.

Em uma primeira etapa deste ensaio fizemos uma curva de morte usando a
metodologia descrita em teste de efeito citopético utilizando a linhagem de células Vero-Fugw
pool. Os sobrenadantes de cada MOI dessa curva foram coletados ao final do periodo de
incubacdo e utilizados para uma segunda etapa onde eles foram submetidos a metodologia de
andlise de citotoxicidade por medida de LDH. O grafico da curva de morte analisada por
citometria pode ser visualizado na figura 11A e a andlise dos sobrenadantes coletados dessa
curva de morte que foram submetidos ao teste de LDH pode ser verificado na figura 11B. Esses
resultados mostraram que a metodologia de LDH poderia ser utilizada como uma medida de
comparagdo para avaliar citoprotecdo das células que foram infectadas com o virus e tratadas
com 0s compostos. Assim como na curva de morte, pode ser visualizado na figura 11B uma
relacdo dose-resposta, onde a medida que se aumenta a carga viral ha um aumento da
porcentagem citotoxica dos sobrenadantes analisados.

Com intuito de realizarmos os testes com os sobrenadantes analisados nos ensaios
de titulagdo selecionamos todos os pontos dos dois grupos analisados (ndo infectados + pré-
tratados e infectados + pré-tratados) para os sobrenadantes coletados das células infectadas com
ZIKV HBa e ZIKV MR766, usando-se MOI de 0,01 para os compostos Proclorperazina,
Amodiaquina e 2’-C-Metilcitidina. Foi possivel verificar que o composto Proclorperazina
inibiu o efeito citopdtico caracteristico da infeccdo viral na concentracdo de 10 uM, tanto ao
analisarmos as infec¢des com ZIKV HBa (Figura 12A) quanto com ZIKV MR766 (Figura
12B). O decréscimo da viabilidade celular verificado na condicao de 20 uM confirma o efeito
citotoxico deste composto nesta concentracdo para ZIKV HBa (Figura 12A). O aumento da
viabilidade celular na condi¢do de tratamento de 20 uM para ZIKV MR766 indica uma
limitagdo do ensaio utilizado, visto que as células analisadas nessa condi¢do provavelmente
tiveram uma morte rdpida em um periodo de aproximadamente 24h apds infeccao viral, como
aenzima LDH apresenta um tempo de meia-vida baixo, ao realizarmos a coleta do sobrenadante
em 72h pés-infeccao nao foi possivel detectar uma quantidade coerente de LDH viavel. (Figura

12B).
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Ao analisarmos os sobrenadantes coletados referente ao tratamento com o
composto Amodiaquina verificamos através do ensaio de LDH que ele conseguiu inibir o efeito
citopatico associado a infeccao viral nos sobrenadantes das amostras tratadas com 10 e 20 uM
quando comparado com os sobrenadantes que ndo foram tratados com o respectivo composto
(0 uM) (Figura 12C-D). Da mesma forma o composto 2’-C-Metilcitidina também conseguiu
inibir o efeito citopatico nos sobrenadantes submetidos ao tratamento de 20 uM quando
comparado com os sobrenadantes que ndo foram tratados com o respectivo composto (0 uM)
(Figura 12E). Esses resultados demonstraram que € possivel confirmar o potencial citoprotetor
verificado nos ensaios de citometria de fluxo para todos os compostos analisados e demonstra
a viabilidade de utilizacdo de nosso bioensaio para avaliagdo de compostos com essa
caracteristica terapéutica.

Uma observacdo interessante foi que ao analisarmos os resultados obtidos pela
metodologia de LDH dos sobrenadantes relativos ao grupo controle, que foi apenas pré-tratado
com os compostos, verificamos a auséncia total de sinais colorimétricos em todos os pontos
analisados, ndo conseguindo identificar a citotoxicidade relativa dos compostos as células
observados anteriormente nos experimentos de citometria de fluxo. Acreditamos que isso
ocorra devido as limitacdes experimentais da metodologia por LDH em que a enzima apresenta
um tempo de meia-vida no sobrenadante relativamente curto. Como os casos de efeito
citotoxico verificado pelos compostos ocorrerem nas primeiras 24h de andlise experimental,
ap6s o periodo de 72h de incubacdo a enzima liberada na etapa inicial do experimento nao

estaria mais na sua forma ativa.
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Figura 11- Ensaio de citotoxicidade medido por LDH de células infectadas com ZIKYV. (A) Células Vero-
Fugw pool foram infectadas com ZIKV HBa utilizando-se diferentes MOIs a fim de ser simulado uma interacio
dose — resposta relacionada ao aumento da carga viral. As células foram mantidas em cultura apds o periodo de
infec¢@o por 72h, sendo realizada coleta dos sobrenadantes para o ensaio de LDH seguido por citometria de fluxo
para GFP ap6s o periodo de incubag@o. A viabilidade celular foi determinada medindo-se a intensidade de GFP
expressa em cada condi¢do com as células ndo infectadas. (B). Os sobrenadantes coletados no experimento de
curva de morte foram analisados quanto sua citotoxicidade através da quantificacdo de LDH que foi liberado no
meio extracelular. As amostras foram incubadas com o kit de reagdo Pierce-LDH por 30 minutos e submetidas a
andlise de absorbancia no leitor de placa. A citotoxicidade € medida em fun¢do da quantidade de enzima LDH que
foi liberada no meio extracelular por danos a membrana plasmaética e que reagiu com compostos do kit de deteccao
gerando um sinal de absorbancia. Os resultados sdo expressos em média aritmética +/- erro padrao da média. ***
P<0,0001 e ** P< 0,001 relativos ao grupo controle Mock. Graficos representativos de 1 experimento. Mock=
células ndo infectadas, LDH Max = sobrenadantes de células submetidas a lise com expressdo maxima de LDH.
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Figura 12- Ensaio de citotoxicidade medido por LDH de células infectadas com ZIKYV e tratadas com
compostos quimicos. (A-B)Os sobrenadantes coletados no experimento de citometria 3A e 3C foram analisados
quanto sua citotoxicidade através da quantificacdo de LDH que foi liberado no meio extracelular para células
tratadas com composto Proclorperazina. (C-D)Sobrenadantes coletados no experimento de citometria 4A e 4C
foram analisados quanto sua citotoxicidade através da quantificacdo de LDH que foi liberado no meio extracelular
para células tratadas com composto Amodiaquina. (E)Sobrenadantes coletados no experimento de citometria 7A
foram analisados quanto sua citotoxicidade através da quantificacdo de LDH que foi liberado no meio extracelular
para células tratadas com composto 2’C-Metilcitidina. Amostras foram incubadas com o kit de reac@o Pierce-LDH
por 30 minutos e submetidas a andlise de absorbancia no leitor de placa. A viabilidade celular é medida em funcao
da quantidade de enzima LDH que foi liberada no meio extracelular por danos a membrana plasmadtica e que reagiu
com compostos do kit de deteccdo gerando um sinal de absorbancia. Os resultados sdo expressos em média
aritmética +/- erro padrdo da média. *** P<0,0001 e ** P< 0,001 relativos ao grupo controle Mock. Graficos
representativos de 1 experimento. Mock= células ndo infectadas, LDH Max = sobrenadantes de células submetidas
a lise com expressdo maxima de LDH.
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4.6 Screening de biblioteca de compostos para avaliar atividade antiviral e/ou

citoprotetora ao virus da Zika.

A partir dos resultados alcangcados nas etapas anteriores, iniciamos os testes para
uso de nosso bioensaio em um modelo de avaliacdo em larga escala de screening de bibliotecas
de compostos. Iniciamos essa etapa experimental utilizando uma biblioteca de 76 compostos
que foram sintetizados pela Dra. Silvana Rocco, pesquisadora do LNBio, e que possuiam
aplicacOes terapéuticas diversas. Os compostos Proclorperazina e Amodiaquina foram
utilizados como controles positivos visto os bons resultados alcancados utilizando tratamento
de 10uM nas etapas experimentais relatadas anteriormente.

O ensaio seguiu os padrdes estabelecidos nos ensaios de efeito citopatico e testes in
vitro utilizando tempo de incubag¢do de 72 horas e MOI de 0,01. Priorizamos por realizar o
ensaio apenas com a cepa de ZIKV HBa entendendo que estd é a cepa com maior interesse
terapéutico, visto ser a principal linhagem relacionada com a ocorréncia de casos de
malformagdes congénitas. Utilizamos a condi¢do de tratamento de 10 uM por ter sido esta
concentracdo que apresentou os melhores resultados na etapa de andlise dos compostos nos
ensaios in vitro. Todas as condi¢cdes foram analisadas utilizando-se triplicatas e para cada
concentragdo testada do fairmaco realizou-se controles a fim de se verificar efeitos citotoxicos
do farmaco as células.

Os resultados verificados através da figura 13 mostram que apenas os controles
positivos relativos ao tratamento com os compostos Proclorperazina e Amodiaquina
conseguiram recuperar a expressdao de GFP das células infectadas, representados pelos dois
ultimos compostos dos graficos. Apenas o composto Proclorperazina apresentou uma
recuperagao do sinal de GFP significativa confirmando seu potencial citoprotetor/antiviral ao
virus da Zika. A ndo reprodutibilidade de recuperacao do sinal de GFP de forma significativa
pelo composto Amodiaquina poderia estar relacionada as variacdes experimentais realizadas e
novos estudos devem ser efetuados para este composto neste novo modelo experimental. Os
resultados apresentados mostram a viabilidade de utilizarmos nosso modelo de bioensaio para
arealizacao de screening de compostos em larga escala que apresentem atividade citoprotetora

e/ou antiviral.
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Figura 13. Ensaio de screening de biblioteca de compostos para avaliacio de potencial citoprotetor e/ou
antiviral ao virus da Zika utilizando células geneticamente modificadas e a ferramenta de citometria de
fluxo. Células Vero Fugw pool foram infectadas com a cepas de ZIKV HBa utilizando MOI 0,01 com o objetivo
de verificar potencial citoprotetor ou antiviral dos 76 compostos quimicos utilizando a concentrac¢io de tratamento
de 10 uM. As células foram mantidas em cultura apds o periodo de infeccdo por 72h para ZIKV HBa, sendo
realizada citometria de fluxo apds o respectivo periodo de incubacdo. A medida da intensidade de GFP expressa
em cada condi¢do funciona como indicativo da viabilidade celular nesse modelo experimental. Os resultados sio
expressos em média aritmética +/- erro padrdo da média. *** P<0,05 relativo ao grupo controle contendo as
amostras infectadas que nao foram tratadas (amostra 1 do grifico). Os resultados foram normalizados ao
dividirmos os valores observados no grafico B pelos valores respectivos de cada composto com os resultados
observados em A. Gréficos representativos de 1 experimento independente realizado em triplicatas para cada
amostra avaliada.
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5. DISCUSSAO

O zika virus foi identificado como um importante agente causador de doencas
neuroldgicas graves. Houveram surtos epidémicos registrados mundialmente, sendo que no
Brasil este surto foi correlacionado com um aumento significativo nos casos de microcefalia e
sindromes neuroldgicas graves, colocando milhares de pessoas em estado de risco. Apesar de
haver um esforco internacional no entendimento da patologia associada ao ZIKV, ainda ndo
existe vacinas nem tratamentos aprovados para uso em humanos.

Segundo dados da OMS o numero de infec¢des pelo virus da Zika diminuiu
significativamente no ano 2017 ((WHO) World Health Organization, 2017), contudo seu estudo
ainda € extremamente importante visto que surtos infecciosos envolvendo espécies de flavivirus
estdo sempre surgindo ou reemergindo, muitas vezes levando ao desenvolvimento de doencgas
mais complexas que as anteriormente observadas. Por se tratar de um virus cujo genoma € de
RNA, o virus circulante € susceptivel a sofrer mutagdes que podem resultar na selecao de cepas
mais agressivas, ou resistentes ao tratamento farmacoldgico ou vacinas. E interessante observar,
que se compararmos a cepa de ZIKV africana, com cepas de ZIKV isoladas no Brasil, temos
uma identidade gendmica em torno de 90% ((Calvet et al., 2016) — alinhamento cepa HBA x
MR766: anexo II), entretanto a cepa brasileira foi associada com a indu¢@o de microcefalia,
enquanto ndo existem relatos desse quadro associados a infeccao pelo ZIKV africano.

As vacinas possibilitam um significativo controle de doengas transmitidas por virus
(Andre, Booy, Bock, Clemens, & Datta, 2014; Morrison & Plotkin, 2016), contudo, em virtude
de sua complexidade de manufatura e ensaios clinicos, sdo necessdrios varios anos até se
tornarem acessiveis a populacdo (Plotkin, Robinson, Cunningham, Igbal, & Larsen, 2017;
Smith, Lipsitch, & Almond, 2011). Nessa janela de tempo em que ndo existe uma vacina ou se
desconhecem medidas preventivas podem ocorrer os grandes surtos infecciosos, além disso, a
vacina profildtica em si ndo garante uma forma de tratamento dos pacientes que estdo
enfrentando um processo infeccioso, ficando estes vulnerdveis a todos os possiveis danos
causados pela infecgc@o viral. Os estudos de novos compostos com possivel acdo terapéutica
contra os virus, também precisam superar, assim como as vacinas, varios aspectos operacionais
e experimentais até poderem ser manufaturados em larga escala e disponibilizados para uso
clinico (Ciociola et al., 2014). Tendo isso em vista, pesquisadores tem buscado realizar a andlise
de compostos ja aprovados por agéncias regulatérias e reposiciond-los para o tratamento de
doencas diferentes das quais eles foram desenvolvidos inicialmente (Cheng et al., 2016; Ekins

et al., 2016).
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Com alvo de facilitar ou at€é mesmo criar um método alternativo para analise desses
compostos, propomos em nossa estratégia fazer uso da citometria de fluxo, uma ferramenta
bastante utilizada em laboratérios de biologia celular, para avaliar o possivel potencial antiviral
ou citoprotetor de compostos quimicos contra o ZIKV. Essa metodologia também apresenta um
baixo custo, se comparada a outras metodologias que podem utilizar anticorpos monoclonais,
compostos radioativos ou reagdes colorimétricas com substratos comerciais (Pankaj, 2013).

A metodologia de citometria de fluxo foi a selecionada para realizagdo do ensaio
entendendo-se que ela é a melhor forma de se mensurar quantitativamente a intensidade de
expressdao de GFP das células. Outras metodologias que utilizam ferramentas de microscopia
confocal ou analise através do sistema Operetta exigem uma etapa de marca¢do nucleica com
corante DAPI ou Hoechst que acabam por mascarar a quantificagdo do GFP citoplasmatico e
por isso foram descartadas. Além disso, a ferramenta de citometria de fluxo consegue mensurar
alteragdes no padrdo de expressdo de GFP das células ndo apenas em etapas finais onde ha
morte celular, mas também em etapas intermedidrias de estresse celular.

Em nosso método células VERO foram modificadas geneticamente para passar a
expressar a proteina reporter GFP citoplasmatica. Metodologias envolvendo adi¢ao de genes
reporteres sdo bem estabelecidas e almejadas, para o proprio ZIKV jéd existe a tecnologia
descrita que modifica o genoma do virus adicionando o reporter GFP para facilitar a
quantificacdo viral (Gadea et al., 2016). Contudo a dificuldade aparente de efetuar modificacdes
genéticas no genoma de flavivirus, além da consideracdo de alterar de forma indesejdvel
propriedades do virus parental, nos levou a pensar em uma metodologia alternativa que consiste
no estabelecimento de uma célula permissiva reporter, indicadora da infec¢do viral. Ao
trabalharmos com essas células modificadas, ndo sé evitariamos a complexidade do processo
de clonagem de flavivirus recombinante, como também teriamos a vantagem de trabalhar com
a particula viral original, sem alterar sua viruléncia.

Estudos recentes demonstraram que o ZIKV apresenta tropismo para diferentes
tipos celulares, tais como células progenitoras neurais, células neurais maduras e astrocitos,
além de células placentdrias e do trato do sistema reprodutivo (Ferreira de Lima Neto et al.,
2017; Miner & Diamond, 2017; Xavier-Neto et al., 2017). Contudo, optamos por utilizar as
células VERO em nossos experimentos por esta ser uma linhagem facil de trabalhar em cultura,
que ¢é bastante utilizada em experimentos envolvendo flavivirus, e que demonstrou ser
susceptivel ao virus da Zika (Deng et al., 2016; Ekins et al., 2016; Yin et al., 2009). Além disso,

ela ¢ uma linhagem que poderia ser utilizada tanto nos experimentos de citometria de fluxo,
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quanto nos experimentos de titulacao por ensaio de formac¢do de placa, garantindo-nos assim
uma boa abordagem inicial sob o ponto de vista da padronizacdo de nossa metodologia.

Pudemos demonstrar através dos resultados expostos nesse trabalho que esta
metodologia conseguiu ser utilizada para efetuar andlises eficientes dos compostos em um
tempo reduzido, variando entre quatro e cinco dias, quando comparado com processos bem
estabelecidos como € a caso das titulagOes por ensaio de formacao de placa que demoram cerca
de sete dias. Da mesma forma, também conseguimos reduzir o custo dos ensaios de avaliacdo
dos compostos quando comparamos os gastos utilizando-se nossa metodologia com ensaios de
citotoxidade bastante utilizados como o de LDH.

Além disso, usando nosso modelo experimental conseguimos mensurar a atividade
citoprotetora de compostos que conseguem impedir o dano do virus ds células mesmo que essa
protecdo ndo esteja diretamente relacionada com a diminuicao significativa da carga viral, como
foi o caso dos compostos Amodiaquina e 2’-C-Metilcitidina. Esse ¢ um fato bastante
interessante ao olharmos sob a perspectiva de infec¢do por ZIKV, visto que os pacientes
infectados geralmente sé procuram auxilio médico na fase sintomdtica da doenca que é
caracterizada por ser a fase onde a taxa viral jd estd em queda, assim € mais interessante oferecer
um tratamento que proteja as células do paciente do que aquele que elimine o virus do
organismo deste. Da mesma forma, ao pensarmos no principal grupo de risco, que sdo mulheres
em periodo gestacional, um tratamento dentro de uma janela de tempo maior com compostos
citoprotetores irdo garantir protecao das células do sistema nervoso central em desenvolvimento
do feto, podendo impedir a ocorréncia dos casos de doengas congénitas neuroldgicas como a
microcefalia.

Sendo assim, o estudo de compostos citoprotetores amplia o nimero de farmacos
que podem ser direcionados a populagdo como medida terapéutica. Apesar de ser muito bem
estudado e muito utilizado para descoberta de compostos com atividade antiviral, ensaios de
formagdo de placa acabam por ndo conseguir detectar esses compostos, sendo uma boa
alternativa utilizar nosso modelo experimental.

Outra vantagem experimental € que nosso sistema € facilmente adaptdvel para
andlise envolvendo outros virus que apresentem efeito citopatico, e para outras células as quais
seja interessante se analisarem. Assim, apesar dele ter sido proposto para ampliar o
conhecimento e buscar alternativas terapéuticas especificas contra o ZIKV, essa metodologia
também podera ser utilizada para screening farmacoldgico de candidatos dirigidos a inibi¢do

de outros virus citopaticos.
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Uma parte do nosso trabalho consistiu em avaliar farmacos ja aprovados por
agéncias regulatérias seguindo a proposta de reproposi¢do de mercado. Os farmacos
Proclorperazina, Amodiaquina, Quinacrina e Berberina atendiam essa premissa e ja haviam
sido descrito na literatura por apresentarem atividade antiviral contra outras espécies de
arbovirus, dessa forma decidimos analisa-los quanto seu possivel potencial citoprotetor ou
antiviral contra as cepas de ZIKV Brasileira (HBa) e Africana (MR766) (Balasubramanian et
al., 2016; Simanjuntak et al., 2015; Varghese et al., 2016). Esses fairmacos também j4 haviam
sido descritos em um estudo de bioinformadtica por apresentarem potencial de interacdo com a
proteina NS3 de linhagens de ZIKV (Sahoo et al., 2016).

O composto Proclorperazina € descrito na literatura por ser um antagonista do
receptor de dopamina (D2R) comumente utilizado no tratamento de dores de cabecga, nduseas e
vOmitos que demonstrou apresentar capacidade antiviral contra linhagens virais de Dengue
(Simanjuntak et al., 2015). Em virtude da similaridade genomica entre o virus da Zika e o virus
da Dengue optamos por testar esse potencial seguindo nossa metodologia. Os resultados
envolvendo as cepas de ZIKV confirmaram o potencial antiviral/citoprotetor desse composto,
onde seu uso conseguiu proteger significativamente a morte celular das células tratadas e
infectadas. Também conseguimos visualizar a diminuicdo da carga viral para a linhagem
brasileira e uma interessante mudanca de fenétipo do virus com relagdo a carga viral nas células
infectadas com a linhagem africana. Esses dados confirmaram nossas hipéteses e apesar do
composto ter mostrado uma atividade eficiente apenas usando-se uma concentracio de 10 uM,
estudos futuros ainda podem ser feitos para aprimorar a farmacocinética e atividade da
molécula. O tratamento com esse tipo de composto seria interessante visto que ele consegue
amenizar sintomas caracteristicos de mulheres gravidas como nduseas e vomitos e dessa forma
poderia garantir protecao profildtica as células neuronais do feto em desenvolvimento na
eminéncia de uma infeccdo em zonas endémicas.

Apesar de o composto Proclorperazina ter sido descrito inicialmente com relagdo a
sua atividade antiviral contra dengue virus, ndo conseguimos reproduzir esses mesmos
resultados utilizando nossa cepa viral de DENV-2. Entendendo-se que o ensaio foi realizado
utilizando uma linhagem celular diferente daquela abordada nos experimentos com o dengue
virus, podemos supor que a ineficiéncia observada nesses resultados poderia estar relacionada
a esse fato. Os estudos mostraram que a atividade antiviral da Proclorperazina contra dengue
estaria relacionada a mecanismos de inibicdo de entrada do virus na célula via interagdo com o
receptor dopamina D2R, que € caracteristico de células neuronais, células imunes e sanguineas

(Simanjuntak et al., 2015). Contudo ndo h4 relatos se esse receptor estaria presente nas células
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VERO ou ndo, e caso ndo seja um receptor caracteristico dessas células isso também justificaria
o porqué da ndo reprodutibilidade dos resultados usando a linhagem de DENV em nossos
ensaios. Como estamos trabalhando com linhagens virais que apresentam similaridades entre
si, mas sdo geneticamente diferentes entendemos que o tratamento com Proclorperazina poderia
ter um potencial antiviral contra ZIKV por uma via diferente da descrita de entrada do virus na
célula por mecanismos dependentes de clatrina e por isso conseguimos visualizar os resultados
positivos para ZIKV usando seu tratamento. Estudos posteriores poderdo investigar melhor qual
0 mecanismo que o composto utiliza para garantir protecao as células infectadas.

Através de nossos resultados também conseguimos avaliar o potencial antiviral do
composto Amodiaquina para inibir ZIKV. Esse farmaco € descrito na literatura por ter acao
antimaldrica, sendo utilizado como um substituto ou método alternativo para tratamentos com
o composto Cloroquina. A Amodiaquina foi descrita na literatura por apresentar a¢do antiviral
contra linhagens de dengue virus e por apresentar similaridades estruturais com o composto
Cloroquina, composto esse ja descrito por apresentar atividade antiviral contra ZIKV
(Balasubramanian et al., 2016; Delvecchio et al., 2016). Além disso, estudos in silico haviam
demonstrado o possivel potencial inibitério para o ZIKV desse composto (Sahoo et al., 2016)
e, dessa forma, optamos por seu uso entendendo-se que ele poderia ser um 6timo candidato de
andlise. Os resultados mostraram que assim como o composto Cloriquina o farmaco
Amodiaquina apresentou bons resultados, garantindo a prote¢do as células infectadas com
ZIKV em quase 90% nas concentracdes de 10 e 20 uM. Da mesma forma, também foi possivel
visualizar uma diminuicdo do nimero de placas de lise para as células infectadas com a
linhagem HBa. O mesmo ndo foi alcangado para a linhagem MR766.

Os estudos ja descritos na literatura envolvendo a atividade antiviral deste farmaco
mostram que ele apresenta uma reagdo inibitdria inespecifica ndo interagindo e bloqueando a
funcionalidade de nenhuma proteina/enzima especifica do virus, mas sim supostamente
interagindo em um mecanismo dependente da célula hospedeira importante para a infeccao
viral (Balasubramanian et al., 2016). Dessa forma entendendo-se que infec¢cdes com a linhagem
MR766 possuem um padrdo de infectividade e agressividade mais forte, necessitando-se de um
MOI menor para obter mesmo efeito citopatico compardvel ao HBa (Figuras 4 ¢ 9), a falta de
especificidade na interagdo entre o composto e os mecanismos das células hospedeira poderiam
ndo conseguir por si s6 diminuir a carga viral, mas igualmente conseguiriam garantir
citoprote¢do impedindo a morte dessas células pelo virus. Novos estudos devem ser conduzidos

a fim de se verificar essa suposicao.
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Outro farmaco antimalarico analisado por nosso experimento foi o composto
Quinacrina. Caracterizado por ser um composto inibidor de fosfolipase A2 seu uso € atualmente
aplicado em diversas areas incluindo no tratamento contra helmintos e de giardiase.
Recentemente, foi descrito por apresentar atividade antiviral contra DENV e ZIKV, contudo
ndo conseguimos reproduzir os mesmos resultados através do nosso modelo experimental
(Balasubramanian, Teramoto, Kulkarni, Bhattacharjee, & Padmanabhan, 2017). O composto
Quinacrina possui propriedades fluorescentes na mesma faixa do GFP que utilizamos para
nossos experimentos e isso dificultou sua andlise através de nossa metodologia ao ele ser
adsorvido pelas células, além disso, ele mostrou uma citoxicidade bastante elevada em nossos
experimentos nao sendo a melhor indicacdo como medida terapéutica para o ZIKV.

O ultimo farmaco analisado por nossa metodologia, ja aprovado pelas agé€ncias
regulatdrias para outro propdsito terapéutico, foi o composto Berberina. Esse composto € um
alcaloide usado no tratamento de infec¢des flngicas e parasiticas, recentemente descrito por
apresentar atividade antiviral contra espécies de Chikungunya (Varghese et al., 2016). Ele foi
apresentado em um estudo de bioinformdtica com um alto potencial de ligacdo a proteina NS3
de cepas de ZIKV(Sahoo et al., 2016). Nossos resultados mostraram que apesar dele ter sido o
que apresentou maior energia de ligacdo no estudo de bioinformatica, ndo foi capaz de proteger
nem inibir a replicacdo viral do virus zika nas andlises in vitro. Como hd uma relativa auséncia
de testes in vitro envolvendo sua andlise com espécies de flavivirus ndo temos um modelo
informativo para contrapor os nossos resultados. Estudos de bioinformdtica possuem um
potencial excelente para nos direcionar com relacio a possiveis candidatos no tratamento com
compostos antivirais, contudo os resultados acima demonstram a importancia de se confirmar
esses estudos através de metodologias in vitro.

O composto 2’-C-Metilcitidina, é um anédlogo de nucleosideo desenvolvido como
inibidor derivado de citosina que apresentou potencial antiviral contra espécies de flavivirus.
Dentre as espécies relatadas se encontram o virus da dengue (Lee et al., 2015), e ZIKV (Zmurko
et al., 2016). Por ja ter sua capacidade antiviral avaliada para ZIKV esse composto foi
selecionado para ser nosso controle positivo e testar nossa metodologia. Nossos resultados
mostraram que o composto apresenta potencial citoprotetor em células infectadas com ZIKV
HBa, contudo, nos ensaios de titulacido, ndo observamos uma diminuic¢io da carga viral. Para
as infeccoes com a linhagem MR766 ndo conseguimos verificar nenhuma atividade
citoprotetora nem antiviral contrariando os dados da literatura. Novos ensaios devem ser

realizados para confirmar os resultados obtidos.
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A maioria dos compostos foi avaliada usando-se uma faixa de concentracoes de 0
a 20 uM, em cultura de células, por ser esta a faixa de concentracdo em que esses compostos ja
haviam apresentado atividade antiviral contra outras espécies virais, em ensaios in vitro,
descritos na literatura. Estudos de aprimoramento quimico da molécula, com base em
cristalografia, juntamente com estudos de bioinformética podem ser realizados visando
diminuir a toxicidade do composto assim como aumentar a afinidade de interacao com o virus,
ou mesmo com alvo de adequar parametros farmacocinéticos (Blundell et al., 2006; Hughes et
al., 2011). E importante lembrar que anlises in vitro sdo 6timas ferramentas para uma avaliagio
inicial, contudo no contexto de busca por novos fairmacos com potencial terapéutico, estratégias
in vivo sempre devem ser realizadas.

A ultima parte de nosso trabalho consistiu em iniciarmos os testes de aplicacao de
nosso bioensaio para realizacao de screenings de bibliotecas de compostos quimicos que teriam
acdo terapéutica antiviral e/ou citoprotetora. Por ser uma etapa de padronizacio do sistema de
andlise de nosso bioensaio em larga escala, optamos por iniciarmos os testes utilizando uma
biblioteca de compostos pequena (76 compostos) que se encontrava de forma acessivel ao nosso
grupo de pesquisas e que ja havia sido avaliada para outras funcionalidades terapéuticas que
ndo estavam relacionadas a ag¢do antiviral ou citoprotetora ao virus da Zika.

Os resultados obtidos através de nossos experimentos mostraram que apenas 0s
compostos quimicos utilizados como controles (Amodiaquina e Proclorperazina) apresentaram
resgate do sinal de intensidade de GFP das células infectadas que receberam tratamento de 10
uM. Estudos envolvendo screening de compostos para descoberta de novas drogas com
funcionalidade terapéutica avaliam centenas de compostos para encontrarem um dnico hit com
a funcionalidade almejada (Barrows et al., 2016; Zhou et al., 2017), sendo assim, entendendo-
se que utilizamos uma biblioteca relativamente pequena em nimero, ¢ compreensivel a nao
descoberta de compostos com ag¢ao citoprotetora ou antiviral ao virus da Zika.

Nao obstante a ndo descoberta de novos candidatos farmacoldgicos inovadores
através da biblioteca analisada, o estudo inicial de screening de compostos provou que nosso
bioensaio apresentou reprodutibilidade e aplicabilidade para ser utilizado como uma ferramenta
importante no estudo de compostos com funcionalidade tanto antiviral quanto citoprotetora em
modelos em larga escala, auxiliando tanto na busca de novos hits, quanto na realizacdo de
caracterizagOes secunddrias mais complexas, em busca de leads, posteriormente utilizados para

a geracdo de NCEs (novas entidades quimicas) de uso terapéutico
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De acordo com as observagdes pontuadas acima, entendemos que nosso bioensaio
utilizando células geneticamente modificadas apresentou resultados consistentes e
reprodutiveis demonstrando sua aplicabilidade como ferramenta para verificacdo do efeito
terapéutico de compostos candidatos em pesquisas envolvendo o ZIKV ou outros virus com
capacidade citopatica. Aprimoramentos posteriores da metodologia irdo possibilitar que esse
modelo seja utilizado em screenings de bibliotecas maiores, ampliando a busca de descoberta
de compostos quimicos inovadores para o virus da Zika. Adicionalmente, também planejamos
avaliar o efeito terapéutico de combinagdes de compostos, com alvo de reduzir dosagens e

buscar potencializagdes sinérgicas que beneficiem a terapéutica.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, apresentamos resultados de um estudo realizado para desenvolver
uma nova estratégia de avaliagdo de compostos candidatos, com alvo de inibir a infec¢ao viral
de ZIKV, ou mesmo de outros virus que apresentam efeito citopdtico. Essa estratégia, baseada
na utilizacdo de um bioensaio apresenta consisténcia, reprodutibilidade e alta sensibilidade, e
possibilita avaliar compostos quimicos quanto a sua capacidade antiviral ou citoprotetora
utilizando a andlise por citometria de fluxo de células geneticamente modificadas. Além disso,
o ensaio também possibilita obter uma andlise preliminar da citotoxicidade dos compostos
avaliados. A metodologia mostrou-se eficiente para avaliar compostos com acao citoprotetora
que ndo estdo diretamente relacionados com a diminui¢do da carga viral e que podem nao ser
perceptiveis usando-se métodos de titulacdo, sendo uma ferramenta importante para contribuir
para a investigacao de potenciais fairmacos citoprotetores com relevante aplicacio terapéutica
nos casos de infec¢do com ZIKV (Figuras 3, 4,7, 8, 9, 10).

Em nossos estudos, verificamos a possibilidade de utilizar o bioensaio
desenvolvido para a reproposi¢do de farmacos j4 existentes, e utilizados para outras terapias,
para inibi¢cao do ZIKV. A metodologia também mostrou resultados promissores ao ser adaptada
para identificacdo de candidatos (hits) a partir do screening de colecdes farmacoldgicas em
larga escala, com alvo de identificar futuros candidatos farmacolégicos inovadores. Além disso,
como o bioensaio baseia-se na utilizagdo de uma célula reporter que atua como um sensor da
infeccao viral, isso possibilitaria a avaliacdo de compostos dirigidos a inibi¢ao de outros agentes
patogénicos que apresentem ciclo litico, efeito citopdtico caracteristico, ou mesmo que
interfiram de forma deletéria no metabolismo e funcao celular.

Os farmacos que tiveram sua capacidade antiviral ou citoprotetora sugerida através
de nossos estudos poderdo ser melhor investigados para descobrir-se as vias de interacdo e de
citoprote¢do envolvendo o ZIKV, bem como poderdo ser avaliados por meio de ensaios in vivo
para que seus potenciais possam ser confirmados num modelo mais préximo do que ocorre nos
humanos. Nosso grupo também estd trabalhando com o estudo do efeito terapéutico associado
a combinagdo de moléculas, com alvo de obter sinergias que aumentem a eficiéncia de inibicao
viral, aumentem a citoprote¢do e reduzam a dose e toxicidade relativa. Essa nova ferramenta
analitica poderd contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas dirigidas

ao controle da infec¢do por ZIKV, bem como de outros virus citopaticos emergentes.
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ANEXO I

Tabela 1: Resumo dos resultados de avaliacio dos farmacos utilizando diferentes metodologias
de andlise

Farmacos Virus Citometria de Fluxo Titulacio Ensaio de LDH
Ap resentou Em qual faixa Ap reseqtou Em qual faixa Ap resentou Em qual faixa
potencial de potencial de potencial de
antiviral/ concentragdo? antiviral/ concentragdo? antiviral/ concentragdo?
citoprotetor? G40 citoprotetor? §a0° citoprotetor? §a0°
Proclorperazina ZIKV HBa Sim 10 M Sim 10 uM NA -
ZIKV MR766 Sim 10 uM Nio - NA -
DENV-2 Nao - NA B NA B
Amodiaquina ZIKV HBa Sim 10 e 20 uM Sim 10 e 20 pM Sim 1020 pM
ZIKV MR766 Sim 10 e 20 uM Nio - NA -
Quinacrina ZIKV HBa Nao - NA - NA -
ZIKV MR766 NA - NA - NA -
Berberina ZIKV HBa Nio - NA - NA .
ZIKV MR766 Nao - NA ) NA }
2°-C- . " - .
e ZIKV HBa Sim 1020 uM Nao Sim 20uM
Metilcitidina
ZIKV MR766 Nao - NA - NA :

NA= Ndo Analisado.
Resultados referentes aos experimentos representados pelas figuras 3 a 12.
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ANEXO IT

BLAST Results

Blast 2 sequences
Job title: MR766 pubmed NC_012532 x HBA pubmed KX520666.1

RID 3S6N6NDPE114 (Expires on 01-09 18:24 pm)

Query ID cl|Quary_91339 Subject ID lcl|Query_91341
Description None Description None
Molecule type nucleic acid i
Query Length 10794 Molecule type nucleic acid

Subject Length 10538
Program BLASTN 2.7.1+

Graphic Summary

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences
Color key for alignment scores
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Sequences producing significant alignments:

Description  Max score Total score Query cover E value ldent Accession
Noneprovided 12007 12007 97% 0.0 8% Query_91341
Alignments

Sequence ID: Query 91341 Length: 10538 Mumber of Matches: 1
Range 1: 1to 10538

Score Expect  Ildentities Gaps Strand Frame
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ANEXO III

Uso exclusivo da CIBio:

81

Niimero de projeto / processo: ~ 2016-25

Formulirio de encaminhamento de projetos de pesquisa com OGMs para andlise da C1Bio - CNPEM

1. Titulo do projeto: Exploragio de compostos com atividade antiviral para inibicdo da infecgio por ZIKV
2. Pesquisador responsavel: Marcio Chaim Bajgelman

3. Experimentador(cs):
Rhubia Silveira Martins

Nivel do treinamento do experimentador: | I-Iniciagdo cientifica, | X |-mestrado, | |-doutorado,
| I-doutorado direto, | |-pés-doutorado, | I-nivel téenico, | |-outro, especifique:

4. Unidadce operativa: [ ]LNLS [ ]LNNano | |CTBE [ X ] LNBio
§. Maior Classe de risco de OGM deste projeto: | ] Risco ] [ X]Riscoll [ JRiscolll [ ]RiscolV

6. O projeto ¢ confidencial? [x | ndo[ ]sim
7. No easo de projeto confidencial, o titulo do projeto pode constar em lista aberta no CNPEM? [ Indo [ x]sim

8. Qual ¢ o objetivo do projeto? Neste projeto verificaremos atividade antiviral para inibigio de infecgdo por ZIKV,
utilizando linhagens celulares contendo genes reporteres fluorescentes. O ZIKV nilo ¢ OGM. Todas as linhagens
celulares OGM serdo NB1.

9. Informe um ndmero ¢ nome para cada OGM, organismo receptor, organismo doador, o transgene e classe
de riseo do OGM. Ex: (1) VERO-GFP: VERO, Acquoria Victoria, GFP, risco L. (2) 33-GFP; NIH313, Aequoria
Victoria, GFP, risco 1. Também poderemos utilizar outros fluoroforos como dsRED, YFP, mcherry, entre outros.
Outras linhagens como HEK293, B16, C6, entre outras, também poderdo ser utilizadas. O risco de todos 0s OGMs
gerados é NBI.

10. Descreva brevemente a fungiio dos transgenes de cada OGM: (1) GFP: proteina fluorescente verde usada como
reporter

L Algum OGM produz proteina toxica, oncogénica ou pode gerar produtos deletérios para saide humana,
animal ou meio ambiente? nio

12. Algum OGM ¢ agente patogénico esporulante? | x | Ndo | | Sim:

13. Algum OGM ¢ agente patogénico e pode se propagar pelo ar? | x | Nio | | Sim :

I4. Algum transgene confere infectividade ou patogenicidade para os OGMs? Desereva. Nio. Apesar dos OGMs
serem lodos NBI, trambalharemos com ZIKV parental, variantes africana (MR766} ¢ brasileiras. Como o ZIKV ¢
patogenico e requer cuidados NB2, os ensaios devem ser conduzidos em estrutura NB2.

15, Com relagdo aos cuidados preventivos associados a manipulagiio dos organismos, serd necessdria alguma
avaliagio médica periddica para experimentadores? [ x | Nio | | Sim. Que tipo de avaliaciio? (Ex: consulta
com médico, exames laboratoriais ete...) Qual periodicidade? Onde sera realizada esta avaliagio?

16. Com relagiio aos cuidados preventivos associados a manipulagfio dos organismos, serd necessiria alguma
vacinagiio preventiva para experimentadores? | x | Ndo | | Sim. Qual periodicidade? Onde serd realizada
esta vacinagiio? Nio existe vacina,

17. No caso de uma cventual contaminacio com organismos patogénicos ou toxinas, descreva medidas
emergenciais para tratamento de pessoas envolvidas, descontaminagiio de equipamentos, instalagdes e meio
ambicnte. Contaminago de equipamentos ¢ superficies de trabalho: Deve-se edescontaminar com etoh70%
ou hipoclorito. Contaminagio de micropepetas: No caso de pipetas termo pretas, pode-se autoclave-las sem
desmontar. Pipetadores automaticos: Desmontar dentro do fluxe, descatar filtro ¢ descontaminar partes com
¢toh ¢ hipoclorito onde for aplicivel. Pode-se deixar no UV por 20min. Contaminagio no avental:
descontaminar com hipoclorito ou autoclavar easo possivel. Contaminagio em vestimentas préprias:
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descontaminar com EtOH ¢ hipoclorito. Derramamento acidental na pele: Lavar com fgua ¢ sabilo ¢ ctoh
70%. Procurar médica do trabalho.

O pesquisador principal tem conhecimento de que conforme a RDC 50 de 21/02/2002 da Anvisa, é responsivel
por determinar a classificagiio de riscos de seu projeto, assim como determinar EPIs ¢ medidas de seguranga
necessdrias para prevenir a contaminacio de experimentadores, equipamentos, instalagdes, terceiros ¢ meio
ambicnte. O pesquisador responsdvel também precisard providenciar rotina para realizagfio de exames
médicos e laboratoriais para sua equipe, bem como vacinagiies quando aplicivel Todos os experimentadores
envolvidos devem ser supervisionados pelo pesquisador principal, que ¢ o responsivel pelo treinamento de
biosseguranga adequado as suas necessidades para a manipulagio, armazenamento, descarte ¢ transporte de
OGMs, atendendo a legiskaciio e normativas preconizadas pela CTNBio, Anvisa ¢ outros orgios e agéncias
regulamentadoras ¢ fiscalizadoras.

Assinatura eletronica do pesquisador responsdvel:

,."h\&Az,{b [ ’?)A\»T’V«

A CIBio analisou este projeto em reunido realizada no dia: 5/_ 7/70[&; A

Parccer final: l>(kpmjclo aprovado, | |-projeto recusado, | |-projeto com deficiéncias,
f

comentirios da ClBio:

Presidente dq CIBio - (‘NPEP;I-LNBio Membro |Bio (E éN PEM -CTBE

Marcio Chaini Bajgelman Roberto Ruller
1A v Sl il e G- /_l;‘;f;{d (=)
Membro da CIBio - CNPEM -LNBio Membro da ClBio da CNPEM -CTBE
Celso Eduardo Benedeni Sindélia Freijas Azzoni
< n i

Proseds YA
Membro da CIBio - CNPEM -LNBio Membro da (tBio da CNPEM -CTBE
Carolina Borsoi Moraes H. Freitas Marina Camara Mattos Martins Soldi
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ANEXO IV

Declaragao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicacdao em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
DESENVOLVIMENTO DE ENSAIOS IN VITRO PARA PROSPECGAO E AVALIAGAO
DE COMPOSTOS COM ATIVIDADE CITOPROTETORA OU INIBITORIA DO VIRUS
ZIKA, ndo infringem os dispositivos da Lei n.* 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer
editora.

Campinas, 24 de Abril de 2018

4 ‘/Z\wbﬁ SSUERD W/)Q-‘—(.-ui,
Assinatura :
Nome do(a) autor(a): RHUBIA SILVEIRA MARTINS
RG n.* MG-16.335.054

'\w\ou’o (& ’2\»\4,%1,\%'\
Assinatura : J W
Nome do(a) orientador(a): MARCIO CHAIM BAJGELMAN
RG n.® 24492316-6
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