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RESUMO

As doencas infecciosas ocupam a quarta principal causa de morte e de
incapacitancia no mundo, caracterizando-se como uma séria ameaca a saude
publica e a economia global. No Brasil, apesar das varias epidemias arbovirais que
emergiram nos ultimos anos, casos de doenca febril associados ao arbovirus
Oropouche Orthobunyavirus (OROV) continuam a acontecer, principalmente na
regido Amazénica. A entrada de OROV em células hospedeiras é dependente da
endocitose mediada por clatrina (EMC), um processo altamente orquestrado e que
envolve a atividade da quinase 1 associada a proteina adaptadora 2 (AAK1) e da
quinase associada a ciclina G (GAK). Até o momento, nao ha tratamento aprovado
para o combate da febre do Oropouche e, uma das dificuldades encontradas trata-se
da alta diversidade genética entre ortobunyavirus, o que torna desafiador o
desenvolvimento de compostos com atividade antiviral direta. Dado esse contexto, o
foco desse trabalho foi avaliar o efeito antiviral contra OROV de compostos com
atuacao direcionada as estruturas do hospedeiro, principalmente inibidores de AAK1
e GAK em células Vero infectadas. Dos sete compostos analisados, seis
apresentaram atividade antiviral. Os melhores resultados foram obtidos com o
inibidor de ambas as quinases, AAK1 e GAK, nas condi¢des de pré-tratamento e nos
periodos de Oh e 2h ap6s o tempo de adsorcao. O LP935509, composto comercial
com atividade inibitéria de AAK1 e GAK apresentou ICsp= 13,20 uM, enquanto os
compostos SGC-GAK-N, SGC-AAK1-1 e SGC-AAK1-N apresentaram ICs, de 90,58,
104,60 e 403 uM respectivamente. A cloroquina inibiu OROV somente em altas
concentragées, com um ICso de 4.611 yM, SGC-GAK-1 inibiu 1logso de OROV a 2,5
MM e a ribavirina ndo apresentou atividade antiviral nas concentracdes testadas.
Desse modo, acreditamos que nossos resultados ilustram o papel de AAK1 e GAK,
da endocitose mediada por clatrina e da acidificacdo endossomal para a

internalizacao de OROV.

Palavras-chave: antiviral, Oropouche, AAK1, GAK, endocitose mediada por clatrina.



ABSTRACT

Infectious diseases are the fourth leading cause of death and disability in the world,
characterizing as a serious threat to public health and global economy. In Brazil,
despite the several arboviral epidemics that have emerged in recent years, cases of
febrile illness associated with the arbovirus Oropouche Orthobunyavirus (ORQOV)
continue to occur, mainly in the Amazon region. OROV entry into host cells is
dependent on clathrin-mediated endocytosis (CME), a highly orchestrated process
involving the activity of adapter protein-associated kinase 1 (AAK1) and cyclin-
associated kinase G (GAK). So far, there is no approved treatment to combat
Oropouche fever, and one of the difficulties encountered is the high genetic diversity
among orthobunyaviruses, which makes the development of compounds with direct
antiviral activity challenging. Given this context, the focus of this research was to
evaluate the antiviral effect against OROV of compounds with host-targeted action,
mainly AAK1 and GAK inhibitors in infected Vero cells. Seven compounds were
analyzed and six showed antiviral activity. The best results were obtained with the
inhibitor of both kinases, AAK1 and GAK, in the pre-treatment conditions and in the
periods of Oh and 2h after the adsorption time. LP935509, a commercial compound
with inhibitory activity on AAK1 and GAK, presented ICsp= 13.20 yM, while the
compounds SGC-GAK-N, SGC-AAK1-1 and SGC-AAK1-N presented ICsy of 90.58,
104.60 and 403 pM respectively. Chloroquine inhibited OROV only at high
concentrations, with an ICsq of 4,611 uyM, SGC-GAK-1 inhibited 1logi; of OROV at
2.5 uM, and ribavirin showed no antiviral activity at the concentrations tested. Thus,
we believe that our results illustrate the role of AAK1 and GAK, clathrin-mediated

endocytosis, and endosomal acidification for OROV internalization.

Keywords: antiviral, Oropouche, AAK1, GAK, clathrin-mediated endocytosis.
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1. INTRODUGAO

CAPITULO I: Virus emergentes

1.1 Doencas infecciosas emergentes

Doencas emergentes podem ser definidas como aquelas que surgiram
recentemente em uma populagdo ou que, uma vez existentes, tiveram aumento em
sua incidéncia ou em expansao geografica. Dentro dessa definicdo, as doencgas
infecciosas ocupam a quarta principal causa de morte e de incapacitancia no mundo,
segundo estimativa de 2019 da Organizagdo Mundial de Saude (World Health
Organization, 2019). Esse numero pode aumentar substancialmente, a medida que
doencas anteriormente consideradas crénicas sao reclassificadas como infecciosas,
como o cancer de colo de utero causado pelo papilomavirus humano (HPV) e o
carcinoma hepatocelular causado pelos virus da hepatite B (HBV) e C (HCV)
(Morens et al., Ringelhan et al., 2018).

As doencgas infecciosas emergentes (EIDs) sdo um grande desafio
enfrentado pela humanidade desde sempre. Ha varios registros histéricos de
‘pestes” e “pragas” que surgiram no Antigo Testamento, na China Antiga, Grécia e
Roma classicas. Alguns estudos disponiveis tentam analisar os fatores que
impulsionam o surgimento de EIDs, com o objetivo ndo s6 de compreender melhor
esse fendbmeno, como também identificar e monitorar situagdes de alerta, além de
criar intervengdes para a prevencao e respostas que sejam eficientes. Os estudos
de (Morens et al., 2008) e (Jones et al., 2008) verificam que o surgimento das EIDs é
expressivamente correlacionado a fatores socioeconémicos, politicos, ambientais e
ecologicos. Neles observa-se que ha determinantes basicos, mais relacionados a
natureza ciclica de fatores ambientais e ecoldgicos, assim como os determinantes
relacionados ao movimento humano — este ultimo agravado constantemente pela
maior complexidade da existéncia humana moderna, o que inclui alteragdes
climaticas e modificagcbes ambientais.

A classificacdo das EIDs em “recém-emergentes”, “reemergentes” e
“‘deliberadamente emergentes” é importante para destacar as diferentes causas e
estratégias de prevengdo e controle que elas demandam. As infecgbes recém-

emergentes, por exemplo, sdo as n&o-reconhecidas anteriormente no homem e
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possuem varias causas possiveis: mutagdes e rearranjos genéticos de
microrganismos, mudancas nas populagdes hospedeira e de reservatdrio e o
movimento humano (globalizagdo e urbanizagéo). Infecgbes reemergentes séo as
quais se observa um aumento na incidéncia em humanos ou na faixa geografica
atingida (Morens et al., 2004). Elas compartilham de todos os fatores que causam as
infecgdes “recém-emergentes” somado a fatores ambientais, como o ja bem
documentado aumento das infecgcbes transmitidas por vetores e por alimentos nos
meses mais quentes do ano (World Health Organization, 2003). A ultima categoria,
‘infecgbes deliberadamente emergentes” sdo aquelas desenvolvidas pela acéo
direta do homem, como as infec¢gées causadas por antraz nos Estados Unidos da
América (USA) apos ataque terrorista em 2001 (Jernigan et al., 2002), ou
microrganismos resultantes de bioengenharia que podem possuir modificagbes que
aumentem a viruléncia do patégeno alvo (Morens et al., 2004).

Dentre as EIDs recém e re-emergentes de grande impacto, os arbovirus
tém papel de destaque. Nas ultimas décadas, grandes epidemias virais foram
causadas por virus pertencentes a esse grupo, incluindo dengue (DENV); febre
amarela (YFV); chikungunya (CHIKV); encefalite japonesa (JEV) entre outros
(Gubler, 2002), além da pandemia de zika (ZIKV). O fato de sua origem ou
transmissao estarem relacionadas ao envolvimento de vetores, mudancas
ambientais e movimento humano e agricola somados a dificuldade na identificagéo,
rastreamento e contengdo a niveis regionais e globais representam uma grande

ameaca a saude publica mundial.

1.2 Arbovirus

Os arbovirus sao virus que para serem transmitidos a um vertebrado,
necessitam de um vetor artropode hematoéfogo, num ciclo de transmissdo que
envolve uma variedade de hospedeiros reservatérios suscetiveis. O ser humano, na
maioria das vezes se torna um hospedeiro ocasional ao entrar em ambientes
silvestres, ou pela conversao desses locais em ecossistemas agricolas ou urbanos.
Esse fendmeno pode incluir a adaptacdo do virus a mais hospedeiros, como os
animais de criacdo e/ou domésticos, que se tornam outra fonte de transmissao aos
humanos (Weaver, 2005). A adaptacdo da transmisséo entre humanos também é

possivel, como no caso do virus da dengue, que se mantém em circulagdo urbana
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num ciclo de transmissdo homem-mosquito-homem sem a necessidade de um
reservatério animal. A distribuigcdo dos arbovirus € global, porém é mais comum em
regioes tropicais e subtropicais, onde a transmissao pode ocorrer durante todo o ano
devido a condi¢des climaticas que influenciam na abundéncia dos vetores. (Gubler,
2002). A ecologia das arboviroses é multifatorial e influenciada pelas mudangas no
meio ambiente, na populacdo de reservatorios e vetores e pelo comportamento
humano: expansao da populacédo e do fluxo de humanos, mercadorias e atividade
pecuaria, além da rapida mudanga climatica, degradagdo ambiental, ocupacao
desordenada de areas periurbanas e o desmatamento (Lorenz et al., 2017; Smith,
2018).

A maioria dos arbovirus de importancia para a saude publica pertencem a
trés diferentes familias: Flaviviridae; Togaviridae e Peribunyaviridae (Huang et al.,
2019; Liang et al., 2015) e causam uma doenca febril aguda indiferenciada. Como
exemplo da familia Flaviviridae, o virus da dengue causa uma infecgdo tida por
alguns autores como a arbovirose mais comum em todo o mundo (Bhatt et al., 2013;
Ushijima et al., 2021). Ja o virus zika, outro exemplar da familia, atraiu atencao
global desde a grande epidemia de 2015 e suas complicagbes congénitas. O virus
do Nilo Ocidental (WNV), arbovirus neurotrépico antes limitado & Africa, nos dias
atuais é endémico na América do Norte, parte da Europa e vem expandindo-se na
América do Sul (Fischer et al., 2021). Entre os exemplares da familia Togaviridae, o
virus chikungunya € o mais conhecido, particularmente como reflexo da sua grande
abrangéncia mundial e da doenga altamente debilitante que ele causa. Os virus da
encefalite equina Venezuelana (VEEV) e Mayaro (MAYV) sdo outros membros
dessa familia que circulam nas Américas do Sul e Central e podem levar a doencas
neurologicas e artritogénicas em humanos. Por fim, entre os membros da familia
Peribunyaviridae, podemos destacar o Oropouche Orthobunyavirus (OROV). Ele é
distribuido por toda regido Amazdnica, mas tem sido notificado em localidades cada
vez mais distantes da sua origem, como nos estados da Bahia e Minas Gerais (dos
Santos Fonseca et al., 2019; Fischer et al., 2021; Nunes et al., 2019).

Apesar de eventualmente apresentarem uma taxa de mortalidade baixa e
serem geralmente autolimitadas, as arboviroses podem estar associadas com
quadros clinicos graves em uma parcela das pessoas infectadas, causando
manifestacdes hemorragicas (DENV, YFV), ma formagdes fetais (ZIKV), doencas
neurolégicas (WNV, VEEV, OROV) e artrite cronica (CHIKV, MAYV). Com excegao
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da febre amarela, dengue e encefalite japonesa, ndo ha vacina disponivel para
humanos para essas doencas e o tratamento € limitado a sua sintomatologia
(Carvalho & Long, 2021). Por isso, outras formas de controle sdo necessarias e
devem ser direcionadas a uma politica de vigilancia humana e animal proativa nos
ambientes agricolas, periurbanos e urbanos. Essa iniciativa esta ligada a criagcéo e
implementagdo de métodos diagndsticos, o emprego de profissionais capacitados
nas unidades de saude e de um protocolo de investigagcao sdlido e simplificado.
Desenvolver politicas publicas de educacao dos cidaddos para a prevengao de
vetores; explorar alternativas de combate aos vetores; discutir as acdes de
intervengcdo em areas florestais e estimular o desenvolvimento de programas de
pesquisa para melhor compreender os mecanismos de surgimento, dispersao e
patogenicidade dos arbovirus sdao medidas fundamentais no combate e prevencao
dessas doengas (Carvalho & Long, 2021; Gibb et al., 2020).

CAPITULO lI: Oropouche Orthobunyavirus

1.3 Aspectos gerais do Oropouche Orthobunyavirus

O Oropouche Orthobunyavirus € um arbovirus membro do género
Orthobunyavirus e da familia Peribunyaviridae. E constituido de um envelope lipidico
adquirido do hospedeiro, onde ficam as glicoproteinas de superficie Gc e Gn. Seu
genoma consiste em fitas simples de RNA de polaridade negativa, tripartido nos
segmentos L (large), M (medium) e S (small), envoltos por um nucleocapsideo
helicoidal associado & uma RNA polimerase RNA dependente (RdRp). E o agente
etiologico da Febre do Oropouche (Proenca-Modena et al., 2016), uma doenga febril
aguda frequente no norte do Brasil e em outras regides Amazénicas, somando mais
de 30 surtos relatados na América central e sul. De fato, estima-se que a febre do
OROV tenha afetado mais de meio milhdo de pessoas desde os anos 50 somente
no Brasil, fazendo dele um dos arbovirus mais frequentes no nosso pais (Lorenz et
al., 2017; Sakkas et al., 2018). O virus OROV ¢ transmitido principalmente por
mosquitos da espécie Culicoides paraensis (ou maruim, nome popular) e por Culex
quinquefasciatus em ambientes urbanos. Em ambiente rural e silvestre, OROV ja foi
isolado a partir das espécies Aedes serratus e Coquilletidia venezuelensis (DA

ROSA, 1989). A transmissdo de OROV em ambiente silvestre envolve diferentes
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hospedeiros vertebrados, como marsupiais, preguicas, primatas e aves, enquanto

em ambiente urbano o ser humano é tido como hospedeiro principal (da Rosa et al.,

2017).

Clicoproteina Gc e Gn

RNA polimerase
dependente de RNA

2 @

&

RNA gendmico

e

»
Y = \)
\\’\7 .. Ncleoproteina (N)
-,
g .
Ribonucleocapsideo y

Figura 1. Virion de Orthobunyavirus. Genoma linear de RNA de fita negativa segmentado,

segmento L mede cerca de 6,9 kb, segmento M cerca de 4,5 kb e segmento S cerca de 1

kb. Adaptado de ViralZone.

A febre do OROV é uma doenca caracterizada pela presenca de febre,
calafrios, mal-estar, mialgia difusa, poliuria, artralgia, dor lombar, cefaleia, nauseas,
fotofobia e esporadicamente, erupgdes cutdneas (de Souza Luna et al., 2017).
Aproximadamente 50% dos pacientes apresentam quadros de recidivas uma
semana apos o fim dos sintomas, assim como fraqueza e perda de forca fisica sao
ocasionalmente relatadas no periodo de 2 a 4 semanas apos a infeccdo. Em
concordancia com isso, OROV pode ser considerado um virus neurotrépico. A
infeccdo ex vivo por OROV em fatias cerebrais humanas leva a produgcédo de
particulas virais infecciosas e a dano tecidual (Almeida et al., 2021). A evolugdo dos
sintomas para meningite e/ou encefalite ocorre em uma parte dos pacientes
infectados, incluindo criangas, pacientes com ruptura prévia da barreira hemato-
encefalica e imunocomprometidos (da Rosa et al., 2017). As manifestacdes
neuroldgicas sao registradas principalmente durante grandes surtos (Sakkas et al.,
2018), porém, como n&o ha protocolo pré-estabelecido para o diagndstico de doenga

neurolégica causada pela infecgdo de ORQV, a associagado desses sintomas a febre
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do Oropouche muitas vezes fica restringida a experiéncia prévia do profissional de
saude atuante (Chiang et al., 2021).

OROV €& um virus com alta taxa de variagao na natureza, em parte devido
a alta frequéncia de mutagdes e aos rearranjos genOmicos com outros
Orthobunyavirus, como consequéncia de reassortimento dos segmentos genémicos
durante eventos de co-infecgao (Figueiredo, 2007). Esse fendmeno esta relacionado
com a geragcdo de variantes mais patogénicas e ao aumento da chance de
transmissao por outros vetores invertebrados (Sakkas et al., 2018). Os virus lquitos,
Madre de Dios e Perdbes — este ultimo isolado de um primata ndo humano em
Minas Gerais — possuem RNA do segmento S e L de OROV (da Rosa et al., 2017).
Um estudo recente demonstrou que, uma vez infectado laboratorialmente, o
mosquito Aedes aegypti foi capaz de transmitr OROV a camundongos
imunocomprometidos (de Mendonga et al., 2021). Outro agravante vem do fato de
que OROQOV nao é sistematicamente procurado pelos 6rgédos de vigilancia do nosso
pais, gerando subnotificagdo dos casos. Esses achados demonstram o risco do
surgimento de ciclos urbanos permanentes e da expansao geografica de ORQV, e
consequentemente um potencial problema de saude publica nas regides mais
populosas do Brasil nos préximos anos (Portal da Agéncia Fapesp, 2017).

Tendo em vista a importancia e iminéncia de uma epidemia de ORQOV no
Brasil, faz se necessario o estudo de medidas profilaticas e de tratamento da febre
do Oropouche. Uma abordagem de imunoinformatica com o objetivo de procurar por
alvos vacinais identificou vinte e trés epitopos da poliproteina de OROV
reconheciveis pelas células T CD8" e B, que foram considerados bons candidatos
para uma futura vacina baseada em epitopos (Adhikari et al., 2018). Recentemente,
a vacinagao com uma quimera de virus da estomatite vesicular (VSV) expressando
as glicoproteinas G¢c de OROV demonstrou reduzir a carga viral de camundongos
desafiados com o virus do tipo selvagem (Stubbs et al., 2021). Esses estudos
demonstram um avango nas estratégias de prevencdo da febre do Oropouche,
porém até o momento, nenhuma vacina foi aprovada ou mesmo chegou a testes
clinicos em humanos. O mesmo ocorre no ambito das terapias antivirais contra essa
doenga, alguns antivirais e antitumorais comerciais ja foram testados in vitro, mas
nao ha tratamento antiviral aprovado.

Deste modo, a estratégia de combate a essa doenga se limita a medidas

de controle e erradicagédo dos vetores. Dadas as caracteristicas gendmicas do virus,
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direcionar os estudos de antivirais para analise de alvos na célula hospedeira pode
oferecer solugées de amplo espectro neste campo. Ha na literatura poucos registros
sobre os mecanismos de interacdo do OROV nas células hospedeiras, destacando-
se 0 estudo de (Santos et al., 2008) que demonstra que a entrada de OROV em
células HelLa é associada com a formacao de vesiculas recobertas de clatrina e
requer acidificacdo endossomal. Entender melhor esta via de entrada pode contribuir
na investigagao de compostos com potencial acado antiviral durante as etapas iniciais

do processo replicativo de OROV em células hospedeiras.

1.4 Endocitose mediada por clatrina e sua subversao nas infecgées virais

A clatrina € a principal estrutura molecular nos processos de organizagao
das membranas celulares e de transporte de componentes de um compartimento de
bicamada lipidica para outro. Pode ser definida como um andaime molecular para
captacao vesicular de carga na membrana plasmatica, formando um revestimento
tipo trelica nas membranas e em torno delas (Kirchhausen et al., 2014). As vesiculas
revestidas de clatrina (CCVs) sao responsaveis pela endocitose mediada por
receptor na membrana plasmatica (Figura 2) e triagem de proteinas na rede trans-
Golgi (TGN) durante a biogénese de lisossomos e granulos secretores. Por isso, as
CCVs desempenham um papel critico em diversas infecgdes virais (Mudhakir &
Harashima, 2009; Rust et al., 2004).

A endocitose mediada por clatrina (CME) € utilizada para a entrada de
diferentes virus, como o do Nilo Ocidental (Chu & Ng, 2004), dengue, zika (I. Lee et
al., 2018), rinovirus, influenza A, entre outros. De maneira geral, a CME dos virus é
um processo rapido. Apos se ligarem aos receptores celulares alvo, aproveitam-se
das atividades endociticas continuas ou induzem sua captagdo ativando vias de
transducdo de sinalizacdo celular, o que ocorre em poucos minutos. Uma vez
internalizados, sdo entregues aos endossomos para prosseguir com O processo de
desnudamento e liberagcdo de seus componentes dentro da célula hospedeira
(Mercer et al., 2010).
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Iniciacdo Crescimento Estabilizacao e captura Brotamento Desnudamento

de carga e cisao
Clatrina — Eps15, epsina, FCHo 1/2, Actina Hsc70
AP2 CALM/AP180, dinamina Dinamina GAK/auxilina 1

PIP,

Figura 2. Esquema da CME. Os complexos de adaptadores AP2, associados a membrana
com (PIP,), recrutam triskelions de clatrina para iniciar a montagem da rede. O crescimento
estavel e o fechamento da rede requerem proteinas acessorias endociticas (Eps15, epsina,
FCHo1/2, CALM/AP180). Dinamina é auxiliada pela polimerizacdo de actina quando a
membrana esta sob tensdo, conduz a cisdo da membrana e a liberagdo da vesicula
revestida. O Hsc70 é recrutado pela proteina GAK e medeia o desencapsulamento da
clatrina e a liberagdo de uma vesicula livre. O texto abaixo do diagrama indica os estagios

nos quais varios componentes celulares atuam. Adaptado de (Kirchhausen et al., 2014).

Durante o desenvolvimento das CCVs, a formac&o da rede de clatrina &
nucleada nas membranas celulares por adaptadores heterotetraméricos AP1 e AP2,
que sao atraidos para a rede e acionam a formacdo de CCVs na membrana
plasmatica (Kaksonen & Roux, 2018). Estes adaptadores ligam o revestimento de
clatrina e a bicamada de membrana e sdo as principais moléculas de
reconhecimento de carga (Kirchhausen et al., 2014). O adaptador heterotetramérico
AP2 ¢ o principal tipo associado ao trafego na membrana plasmatica e, portanto, a
CME, ligando-se a clatrina, moléculas de carga, proteinas acessoérias € membranas
(Kadlecova et al., 2017). E constituido de duas subunidades maiores (a - alfa, B -
beta), uma média (p - mi) e uma pequena (o - sigma) (Figura 3). A primeira etapa de
ativacdo de AP2 é seu recrutamento para a membrana plasmatica, seguido da
abertura de sua conformagdo devido atragcdo eletrostatica e por fim, sua
estabilizagcao através da fosforilagdo da subunidade p pela quinase 1 associada ao
AP2 (AAK1) (Conner & Schmid, 2002).
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Figura 3. Complexo de AP2. Compreende quatro subunidades e um 'nucleo' estruturado
(caixa tracejada) conectado por ligantes flexiveis a apéndices nas subunidades alfa e beta.

Os locais de ligacao para substratos AP2 sao indicados. Adaptado de (Partlow et al., 2019).

A AAK1 é um membro da familia de quinase associada a Numb (NAK)
que regula a endocitose fosforilando varios componentes acessorios endociticos. No
caso de AP2, fosforila a subunidade p2, que se liga diretamente a motivos de
internalizagcdo baseados em tirosina encontrados na cauda citoplasmatica de alguns
receptores (Conner & Schmid, 2002). A atividade da AAK1 em relacdo a p €
dramaticamente estimulada pela clatrina montada (Conner et al., 2003), sugerindo
que AAK1 é ativada especificamente em pogos revestidos com clatrina para
melhorar a captacéo de carga.

Outra quinase da familia NAK essencial para o processo de CME ¢é a
quinase associada a ciclina G (GAK), também chamada de auxilina 2 (Lee et al.,
2006). Ela € um cofator essencial para o desnudamento de CCVs dependente da
chaperona cognata de choque térmico (Hsc70), ligando-se a ela através do dominio
do tipo J e a membrana plasmatica pelo dominio do tipo EPTEN. A auxilina 1
(expressa maijoritariamente em neurdnios) e a GAK aparecem nas CCVs em
sucessivas explosdes transitorias, imediatamente apos a liberagdo da vesicula, que
ocorre com a cisdo da membrana plasmatica, mediada por dinamina (He et al.,
2020; Lee et al., 2006). Partindo desse conhecimento, nosso alvo de estudo para
avaliagdo de atividade antiviral sdo os componentes da endocitose mediada por
clatrina e da atividade lisossomal.
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1.5 Investigacdo de AAK1 e GAK como alvos antivirais de amplo espectro

Corroborando com o conhecimento da importancia de AAK1 e GAK na
CME e da subversao dessa via nas infeccbes virais, varios trabalhos nos ultimos
anos estudaram diferentes etapas do ciclo replicativo viral tendo essas quinases
hospedeiras como alvo (Figura 4). Ja foi demonstrado que AAK1 e GAK atuam em
dois estagios diferentes do ciclo replicativo dos virus da hepatite C, sendo na
entrada e na montagem da particula viral e, uma vez inibidas quimicamente,
diminuem a replicagao de HCV in vitro (Neveu et al., 2012, 2015; Xiao et al., 2018).
A inibicao de ambas também foi testada durante a infecgdo por dengue e ebola
(EBOV) de modelos murinos e demonstrou prote¢cao contra morbidade e mortalidade
(Bekerman et al., 2017; Pu, Xiao, et al., 2018).

.}t{. ‘# INIBIDORES SELETIVOS DE AAK1/GAK
‘ S B9, = %'\
@ @ BROTAMENTO

o DESNUDAMENTO

\-\’L" AONTAGEM
eTRADUCAO M 4\% 9
REPLICACAO

N .

Figura 4. AAK1 e GAK na infecgdo e como alvos antivirais de amplo espectro. Os virus

entram nas células por diferentes mecanismos de entrada (1), em seguida ocorre o
desnudamento, onde o material genético é liberado da particula viral e fica exposto no
interior da célula hospedeira. Em seguida, Comecga a traducao (3) das proteinas virais e a
replicacdo do material genético (4) utilizando-se de estruturas celulares. A proxima etapa
consiste na montagem (5) da particula viral e modificagcbes estruturais para tornar a particula
madura (pronta para infectar) e por fim, a liberagdo da nova particula viral para fora da
célula. As quinases hospedeiras AAK1 e GAK regulam a entrada (1), montagem (5) e/ou
liberagao (6) de mudltiplos virus de RNA através da fosforilagdo dos adaptadores de trafego
de membrana AP1 (rosa) e AP2 (roxo). Inibidores seletivos de AAK1 e GAK interrompem
essas etapas temporalmente distintas do ciclo replicativo viral e atuam como antivirais de

amplo espectro. Adaptado de (Bekerman et al., 2017).
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Estudada separadamente, AAK1 foi apontada como um dos componentes
chave do processo de endocitose do virus da raiva (RABV), num estudo utilizando
RNA de interferéncia (Wang et al., 2020), enquanto (Verdonck et al., 2019)
sintetizaram um composto com alta afinidade por AAK1 que demonstrou atividade
inibitéria contra o virus da dengue in vitro. GAK também foi alvo de estudo de
(Wouters et al., 2019) e (Pu et al., 2018) ao sintetizarem inibidores otimizados de
GAK que demonstraram eficacia nos testes contra o virus da dengue in vitro.
(Kovackova et al., 2015) relataram a inibicdo de HCV em duas etapas distintas do
ciclo replicativo do virus com um inibidor de GAK.

Esses dados corroboram a relevancia da investigacdo de AAK1 e GAK
como alvo antiviral contra a infec¢ao pelo virus Oropouche. Além dos compostos
inibidores das duas quinases, incluimos como controle no estudo os compostos
cloroquina e ribavirina.

A cloroquina € uma quinolona que se acumula nos lisossomos e outros
compartimentos acidos intracelulares, aumentando o pH dessas estruturas, podendo
prejudicar a replicagdo viral de virus com entrada mediada por endossomo ou nos
estagios finais de replicagcdo de virus envelopados, além de reduzir a modificacdo
pos-transcricional de proteinas e a reciclagem de receptores (Savarino et al., 2003).
A cloroquina ja demonstrou diminuir a carga viral dos virus da dengue tipo 2 e do
coronavirus humano cepa OC43 (HCoV-OC43) (Farias et al., 2015; Keyaerts et al.,
2009), portanto acreditamos que os dados obtidos a partir da sua atividade frente
OROQV ira contribuir para o melhor entendimento da infec¢gdo, sendo uma alternativa
de tratamento de um medicamento com uso ja aprovado em humanos.

A ribavirina, por sua vez, € um analogo de nucleotideo que, uma vez
ativado por enzimas metabdlicas de purina ou pirimidina hospedeira podem inibir a
replicacdo viral. Estudos demonstram que as formas metabolizadas de ribavirina
podem interagir com varias RNA polimerases virais além de induzir mutagénese
viral, embora o exato mecanismo de agao ainda precise ser elucidado (Paeshuyse et
al., 2011; Parker, 2005). Por fim, a ribavirina € amplamente utilizada no tratamento
de pacientes infectados com hepatite C, além de utilizada no tratamento de
pacientes internados devido infec¢gbes causadas pelo virus sincicial respiratério e
pelo virus Lassa (McCormick et al., 1986; Randolph & Wang, 1996; Smith et al.,
1991). Devido sua atuagdo frente a varios virus, incluimos a analise da atividade
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antiviral da ribavirina como um antiviral de amplo espectro que pode contribuir no

tratamento da febre do Oropouche.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo busca avaliar a atividade antiviral de compostos
direcionados ao processo de endocitose mediada por clatrina do hospedeiro frente a

infeccdo pelo virus Oropouche in vitro em células Vero.

2.1 Objetivos Especificos

1. Avaliar a citotoxicidade dos compostos selecionados na linhagem celular
Vero.

2. Verificar a diminuicdo da infeccdo por Oropouche frente os compostos alvo
por ensaios de inibig&o in vitro.

3. Calcular o valor de IC5p, CCsp € 0 indice de seletividade (IS) dos compostos
que demonstrarem atividade antiviral.

4. Caracterizar o efeito dos antivirais em diferentes etapas do ciclo replicativo de

OROQV pelo ensaio de tempo de adicéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Virus

Neste projeto foi utilizado o virus Oropouche da linhagem BeAn 19991
que foi cedido pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu Morais Figueiredo (FMRP-USP). O estoque
viral de OROQV foi obtido apds pelo menos 3 passagens sucessivas em células Vero
CCL81 realizadas no nosso Laboratério. As coletas foram feitas apds 36 h ou apés
apresentar 80% de efeito citopatico. O estoque viral foi titulado por ensaio de
formacgao de foco infeccioso conforme descrito posteriormente (3.4). O estoque viral
utilizado em todo o estudo tinha uma concentragdo de 2 x 10° FFU/mL e foi

armazenado em aliquotas com ndo mais de 1 mL em criotubos a -80°C.

3.2 Células

Este estudo foi realizado utilizando as linhagens celulares estabelecidas
Vero E6 (rim de macaco Cercopithecus aethiops, ATCC® No. CRL-1586) e Vero
CCL81 (rim de macaco Cercopithecus aethiops, ATCC® No. CRL-1587). As células
foram cultivadas em meio DMEM (Gibco™) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Vitrocell Embriolife®) e 1% de penicilina/estreptomicina 10.000 U/mL

(Gibco™) seguindo instrugdes da ATCC em incubadora a 37°C com 5% de CO..

3.3 Compostos

Os compostos testados foram i) LP935509 (Axon Medchem®), um inibidor
comercial das quinases AAK1 e GAK. Os quatro compostos seguintes foram
sintetizados e cedidos pelo Structural Genomics Consortium/CQMED da UNICAMP:
i) SGC-AAK1-1, composto inibidor da quinase AAK1; iii) SGC-AAK1-N, um
composto inibidor de quinases que ndo atua em AAK1; iv) SGC-GAK, composto
inibidor da quinase GAK; v) SGC-GAK-N, um composto inibidor de quinases que nao
atua em GAK. vi) cloroquina (Tocris Bioscience™), uma 4-aminoquinolina que
interfere na atividade lisossomal e na autofagia através do aumento do pH dessas
vesiculas e vii) ribavirina (Sigma-Aldrich®), uma analoga & guanosina, inibidora da

replicacdo de alguns RNA e DNA virais. Os estoques foram feitos na concentragao
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de 10 mM e armazenados a -20°C. Com exceg¢ao da cloroquina, que foi
ressuspendida em agua, todos os compostos foram dissolvidos em dimetilsulféxido
(DMSO). Para os ensaios in vitro, as diluicdes dos estoques foram realizadas em
meio DMEM.

3.4 Titulagdo OROV

A quantidade de virus viavel de OROV foi determinada por ensaio de
formacao de foco infeccioso. Os virus expandidos e o sobrenadante dos ensaios
celulares foram inoculados apos diluigdo seriada decimal em monocamadas de
células Vero E6, crescidas em placas de 96 pocos, em triplicata. Apdés 1h de
adsorc¢ao, foi acrescido meio semissélido (0,75% carboximetilcelulose [CMC] [Sigma-
Aldrich® em DMEM 2x [Gibco™], 5% SFB, 1% penicilina/estreptomicina) e
incubado por 40h, quando foi fixado com paraformaldeido 1%. A leitura do
experimento foi realizada pela presenca de focos azuis apds marcagao com
anticorpo primario policlonal anti-OROV (Absolute antibodies: cat. no Ab00230-23.0)
e anticorpo secundario anti-mouse conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich®)
seguido de revelagdo com o substrato para peroxidase Trypan-Blue (Sigma-
Aldrich®). Os resultados foram obtidos conforme equacdo 1 e expressos como
unidades formadoras de foco (FFU) por mL.

Equacéo 1:

média no numero de focos das réplicas x reciproca do fator de diluicao

=FFU/mL

volume do indéculo (mlL)

3.5 Avaliacao da viabilidade celular em Vero dos compostos

Para acessar a porcentagem de viabilidade celular de Vero E6 perante os
compostos, testamos 8 concentragbes (1; 2,5; 5; 10; 13,5; 18; 24 e 32 uM) dos 7
compostos pelo método de identificagdo de atividade metabdlica celular, utilizando o
corante  MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)
(Sigma-Aldrich®) na concentracdo de 0,2 mg/mL. Os compostos foram incubados por
48 h, quando a leitura da metabolizagdo mitocondrial foi realizada em

espectrofotdmetro (Epoch®) no comprimento de onda de 492nm. Os resultados
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foram apresentados em porcentagem de viabilidade comparada ao controle do
ensaio, o diluente DMSO, que foi utilizado proporcionalmente a maior concentragcao

testada dos compostos.

3.6 Concentragéo Citotoxica de 50% dos compostos (CCsp)

Este ensaio foi realizado para encontrar a concentragcdo dos compostos
correspondente a 50% de citotoxicidade em células Vero. As concentracdes
testadas foram (1; 2,5; 5; 10; 13,5; 18; 24; 32, 50, 75, 100 e 125 yM) conforme
metodologia do item (3.5). As porcentagens de viabilidade foram inseridas no
programa GraphPad® Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, Estados
Unidos) e os valores calculados através de regressao nao linear. Os resultados

considerados foram os valores com intervalo de confianga de 95%.

3.7 Ensaio atividade virucida contra OROV

Este ensaio foi realizado para verificar se os compostos poderiam inativar
diretamente as particulas virais de OROV. Uma alta concentragéo (200 uM) de cada
composto e do virus (20.000 FFU) foi incubada em um volume pequeno de solugéo,
para garantir a interagdo dos dois componentes por 2 horas em temperatura
ambiente. A mistura foi diluida (100x) de modo que a concentragdo final do
composto nao fosse ativa nas células, mas que a quantidade de virus fosse ainda
capaz de se replicar e causar efeito citopatico, caso ndo houvesse atividade virucida.
Apo6s 1 hora de adsorgao, o protocolo seguiu conforme descrito para a titulagao viral

por ensaio de formacdo de foco infeccioso.

3.8 Ensaio de concentragéo inibitoria de 50% (ICs)

Foram inoculadas 100 FFU por po¢o do virus OROV previamente titulado
em monocamadas de células Vero EG6, crescidas em placas de 96 po¢os. A inserg¢ao
dos compostos se deu 2 horas antes da inoculagdo do virus e apds o periodo de
adsorgcdo viral, ja no meio semissolido. A leitura do experimento foi realizada
conforme protocolo de titulagdo por foco infeccioso mencionado previamente (3.4).
Os focos foram contados com a ajuda de uma lupa. Os dados brutos foram
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transformados em valores relativos conforme equacido 2, comparados a media de
focos infecciosos do controle positivo, sem tratamento, estes sendo considerados
como 100% de presenca viral. Os dados gerados foram plotados no programa
GraphPad Prism 6.0, através de uma regressdao nao linear. Os resultados
considerados foram os valores com intervalo de confianga de 95%.

Equacéo 2:

< valor absoluto ) 00
média controle infectado

3.9 Indice de Seletividade (IS)

O indice de Seletividade (IS) tras a relagdo entre a concentracéo tdxica de
um composto contra sua concentracao bioativa efetiva. O IS foi calculado pela razao
CCso/ICsp segundo equagao 3. Os resultados foram apresentados + desvio padrao.

Equacao 3:

_ CCs
I1Cs

1S

3.10 Ensaio de atividade antiviral contra OROV

Em Vero E6 crescidas em placas de 24 pogos, OROV foi inoculado na
MOI=1. A insercdo dos compostos se deu 2 horas antes da inoculagdo do virus e
ap6s o periodo de adsorgao viral. Apos 24h ou 48h de infeccdo, foi realizada a
coleta do sobrenadante e da monocamada celular para quantificagao viral por ensaio

de foco infeccioso e qRT-PCR, respectivamente.

3.11 Ensaio de tempo de adicdo

A variagcdo da inibicdo viral pela adicdo dos compostos em diferentes
tempos da infeccdo de OROV foi determinada pelo ensaio de tempo de adigao.
Células Vero E6 foram crescidas em placas de 24 pocgos e tratadas com os
compostos nas seguintes condigdes: 2 horas antes da infecgéo; juntamente com a
infecgdo viral; 2, 4, 6, 8 e 12 horas pos-infecgdo, na concentragdo determinada nos
ensaios anteriores de ICso. Foi realizada a coleta do sobrenadante e da

monocamada celular 24 horas apds o inicio do periodo de adsorgéo viral, que
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ocorreu por 2 h a 4°C, na concentragao MOI=1. O material coletado foi utilizado para
quantificagédo viral por ensaio de foco infeccioso (sobrenadante) e qRT-PCR, (RNA

extraido do lisado celular).

3.12 Extragcdo de RNA

As extracdes de RNA de células em cultura previamente coletadas nos
ensaios de tempo de adigdo foram realizadas utilizando kit comercial Quick-
DNA/RNA Viral Kit (Zymo Research®) seguindo orientacdes do fabricante e
quantificadas através do espectrofotdbmetro Nanodrop One (ThermoScientific, CA,
EUA).

313  gRT-PCR

A deteccdo molecular de OROV foi realizada por qRT-PCR One Step
(Applied Biosystems®), utilizando os primers e sondas especificos previamente
publicados (Amorim et al. 2020). Em resumo, as qPCRs foram feitas com 3 uL do
RNA (aproximadamente 100 ng), 2,5 uyL da mistura de primers e sondas (ldT
PrimeTime), e 3 pyL de Master Mix 4x (Applied Biosystems®). A reacédo de
transcriptase reversa foi realizada a 48°C por 30 minutos e a amplificacdo do
produto ocorreu por 45 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento-extensao a 60°C por 1 minuto. A quantificacdo absoluta foi baseada na
construcdo de curva padrdao com 5 diluicdes seriadas decimais de uma extracdo de
RNA de OROV feita de um sobrenadante com quantidade de virus conhecida. Os

resultados entdo sdo convertidos em equivalentes de FFU por mL.

3.14 Analise dos dados e estatistica

Os dados gerados foram analisados utilizando o software GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, Estados Unidos). Os dados
quantitativos foram apresentados como média e desvio padrdo das médias. Os

resultados estatisticos foram considerados significativos quando p <0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Citotoxicidade dos compostos

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade de cada um dos compostos
estudados, realizamos um ensaio de identificacdo de atividade metabdlica celular,
pelo método de MTT em células Vero CCL81. Sete compostos (AAK1-1, AAK1-N,
LP935509, GAK-1, GAK-N, cloroquina, ribavirina) em oito concentragdes (1; 2,5; 5;
10; 13,5; 18; 24 e 32 yM) foram incubados as células por 48 horas antes da leitura.
Como controle, as células foram tratadas com o veiculo diluidor dos compostos,

DMSO, na concentragdo equivalente a maior testada (32 uM).

Viabilidade celular
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Figura 5. Viabilidade celular de Vero CCL81 na presenca dos compostos. Ensaio de
viabilidade celular de células Vero em diferentes concentragdes e compostos apos
incubagao por 48 horas, através do ensaio de MTT, lido na faixa de absorbancia de 492 nm.
O ensaio foi realizado em duplicata, em trés experimentos independentes. Os valores estio
representados pela média £ SEM.

Os resultados apresentados na figura 5 indicam que dos sete compostos,
apenas GAK-1 apresenta citotoxicidade acima de 20% a partir da concentragcado de
2,5 pM. Todos os demais compostos mantiveram a viabilidade celular acima de 80%
nas oito concentragdes testadas, com destaque para o composto AAK1-N, que
manteve 100% da viabilidade celular em todas as concentragdes. A partir desse

ensaio foi possivel estabelecer as concentragdes a serem utilizadas no ensaio de
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tempo de adi¢do, que para GAK-1 foi a de 2,5 yM enquanto que para os outros
compostos foi de 10 uyM, concentragao na qual a viabilidade celular foi acima de 95%
em quatro (AAK1-1, AAK1-N, LP935509 e ribavirina) dos compostos testados.
Portanto, exceto GAK-1, todos os compostos apresentaram baixa citotoxicidade em

células Vero CCL81 através do ensaio de MTT.

4.2 Concentragéo citotoxica de 50% dos compostos (CCs)

Para acessar a concentragdo que reduz a viabilidade das células para
50% comparada ao controle nao tratado, foi realizado o ensaio de CCsy com doze
concentragdes dos compostos (1; 2,5; 5; 10; 13,5; 18; 24; 32; 50; 75; 100 e 125 pM)
para que fosse possivel formar as curvas de dose-resposta (figura 9 A-G). O
composto menos citotoxico foi o AAK1-N com um CCsy de 134,60 pM, seguido do
composto ribavirina CCso= 80,41 uM, cloroquina CCsp= 72,25 pM, AAK1-1 CCsp=
68,36 UM, GAK-N CCsp= 56,20 uM, LP935509 CCsp= 44,31 uM e GAK-1 CCsp=
24,44 yM.

Quanto maior o valor de CCs, obtido, menor &€ a toxicidade que o
composto apresenta para a célula. Essa toxicidade pode depender do tipo e
concentracdo celular, da confluéncia da monocamada celular e do estado
metabolico da célula. Além disso, o diluidor utilizado na ressuspensao dos
compostos pode influenciar na viabilidade celular em concentragcées mais elevadas.

O resultado de CCsy € principalmente importante para definir as
concentragbes que podem ser utilizadas nos demais ensaios celulares de
investigacdo de um composto. Apesar da dificuldade de extrapolagéo dos resultados
in vitro para a complexidade de um organismo vivo, os métodos de avaliagao de
toxicidade in vitro apresentam algumas vantagens como minimizar o uso de animais,
ter um custo mais baixo relacionado a outras abordagens, poder limitar o numero de
variaveis experimentais, obter dados significativos de maneira facilitada, além do

periodo de teste ser na maioria dos casos, mais curto (Rogero et al., 2003).
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Figura 6. Concentragao Citotoxica de 50% dos compostos em células Vero. Ensaio de
viabilidade celular de células Vero em diferentes concentragdes e compostos apds

incubacao por 48 horas, através do ensaio de MTT, lido na faixa de absorbancia de 492 nm.
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O ensaio foi realizado em duplicata, em dois experimentos independentes. Os valores

considerados de CCs, apresentam 95% de confianga.

4.3 Atividade virucida contra OROV

Para determinar se os compostos poderiam inativar diretamente as
particulas virais de OROV, agindo em estruturas constituintes do virus, realizamos o

ensaio de atividade virucida.
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Figura 7. Atividade virucida em células Vero. Ensaio de atividade virucida dos compostos
contra o virus OROV. Apds incubagéao por 2 horas em temperatura ambiente e diluicdo, 200
UFF do virus + 1 yM de cada composto foram incubados por 1 hora junto as células Vero
CCL81. Apods 36 horas, o ensaio foi fixado e relevado conforme ensaio de foco infeccioso.
Os valores correspondem a trés experimentos independentes realizados em friplicata e

representados pela média £ SEM.

Os resultados obtidos na figura 7 demonstram que nenhum dos sete
compostos testados possui atividade virucida perante o OROV, uma vez que n&o
houve diminuigao significativa na quantidade de virus em nenhum dos tratamentos
(P= <0,05). Estes resultados vao de encontro com os mecanismos pré-estabelecidos
na literatura para todos os compostos testados, visto que a cloroquina atua

interferindo na acidificagdo dos lisossomos celulares; a ribavirina atua como analogo
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de nucleotideo, interferindo na replicagao viral; e os compostos LP935509, AAK1-1,

AAK1-N, GAK-1 e GAK-N atuam nas quinases celulares do hospedeiro.

4.4 Concentragdo inibitéria (ICsy) inibidores de quinases

Para mensurar a inibicdo dos sete compostos realizamos o ensaio de
concentragao inibitéria de 50% do virus (ICsp) no contexto de pré-tratamento. Os
graficos apresentando as curvas de dose-resposta estdo nas figuras 8 A-F. Ja que o
composto LP935509 tem efeito inibitério em AAK1 e GAK, fizemos também o ensaio
combinado dos compostos SGC-AAK1-1 e SGC-GAK-1, este dultimo, na
concentracao fixa de 2,5 yM. Os compostos inibidores de quinases que
apresentaram resultado contra OROV produziram os seguintes valores de [Csp:
LP935509= 13,20 pyM, SGC-GAK-N= 90,58 uM, SGC-AAK1-1= 104,60 pM e SGC-
AAK1-N= 403 uM.

Os dados obtidos estdo de acordo com alguns estudos que utilizam a
inibicdo farmacolégica de AAK1 contra a infeccdo de virus diversos de RNA.
Verdonck et al., (2019) sintetizaram um composto com acao inibitoria in vitro e in
vivo para o virus da dengue e ebola que tem como alvo a AAK1 celular. Seu melhor
composto inibiu o virus da dengue com um valor de ECso de 0,0428 pyM em
monocitos derivados de células dendriticas. Para ebola, a inibicdo de 50% das
células Huh7 ocorreu nas concentragées 1,59 yM. Luo et al. (2020) utilizaram
sunitinibe, um medicamento anticancer que atua em AAK1, para diminui¢do do virus
da raiva in vitro e obteve o decréscimo de 1logi o de RABV em comparagdo ao
controle, em células de neuroblastoma de camundongo (N2a).

Apesar de no ensaio de tempo de adigdo o composto inibidor de GAK
apresentar reducéo de 1logqo das particulas de OROV a 2,5 pM (tépico 4.7, adiante),
nao foi possivel obter seu valor de ICsp, considerando que a sua alta citotoxicidade
interferiu na viabilidade celular das células tratadas e infectadas. Na literatura ha
resultados de inibicdo dos virus ebola, chikungunya, dengue (Pu, Wouters, et al.,
2018) e hepatite C (Kovackova et al.,, 2015) in vitro por inibidores de GAK
aprimorados quimicamente. Com excegao do trabalho de Luo et al. (2020) que utiliza
um farmaco comercial, os estudos citados apresentam modificagdes de moléculas
pré-existentes como analogos das classes de azainddis-pirimidinas e isotiazdis-

pirimidinas, com o intuito de aumentar a afinidade entre os compostos sintetizados e



35

as quinases alvo. Essa também foi a estratégia abordada na sintese dos compostos
desenvolvidos pelo SGC e utilizados nesse estudo (Wells et al., 2020), que

demonstraram resultado modesto para o virus Oropouche.
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Figura 8. Concentragao Inibitéria de 50% dos inibidores de quinases testados contra
OROV. Curvas dose-resposta da atividade de AAK1-1, AAK1-N, LP935509, AAK1-1+GAK-1
GAK-1, GAK-N testados em oito concentragdes diferentes. Os nimeros de focos contados
foram normalizados pelo controle infectado e plotados através da curva de regressao nao
linear pelo programa Prism GraphPad versdo 6.0. Valores N.D. foram valores né&o
determinados pela curva (P= < 0,05). As barras representam a média de dois experimentos

independentes realizados em duplicata + SD.
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O nosso melhor candidato LP935509 apresentou um ICs de 13,20 pyM.
Os resultados obtidos podem estar relacionados ao fato de que LP935509 é descrito
como um inibidor potente de AAK1 e moderado de GAK. Uma hipétese plausivel é
de que a inibicdo combinada dessas quinases pode levar a uma diminuicdo mais
potente da CME nas células, o que nos tratamentos ndo combinados n&o seria o
suficiente para interferir no ciclo replicativo do virus OROV de maneira similar.
Considerando também que AAK1 atua nos momentos iniciais do revestimento de
vesiculas endociticas em brotamento, e que GAK atua na desmontagem da
maquinaria da CME apds a liberacdo da vesicula da membrana plasmatica, a
inibicdo conjunta pode reduzir a capacidade de internalizagdo do virus e dificultar a
interacdo das glicoproteinas virais — Gc — com as membranas endossomais para a
liberacao do ribonucleocapsideo no citoplasma celular. O tratamento combinado de
inibidores de AAK1 e GAK ja foi utilizado no estudo de atividade antiviral contra
outros virus. Como mencionados anteriormente, Pu, Xiao, et al. (2018) utilizaram a
combinacao de sunitinib e erlotinib — considerados inibidores subjacentes das
quinases AAK1 e GAK, respectivamente — em camundongos infectados com o virus
da dengue e observaram redugdo na evolugdo para a dengue grave e na
mortalidade dos animais. Outro estudo também relacionou a combinagdo em
questdo a protecdo de camundongos contra a infeccdo pelos virus da dengue e
ebola, em partes pela inibicdo do trafico viral regulado por AAK1 e GAK (Bekerman
et al., 2017). Por fim, Neveu et al. (2015) utilizaram um modelo matematico, baseado
em dados de inibicao in vitro de HCV por sunitinib e erlotinib separadamente para
verificar a sinergia da combinacéo desses tratamentos. Os resultados demonstraram
efeito antiviral minimo, mas significante.

Os dados discutidos acima em conjunto corroboram para o efeito
observado de LP935509 em nosso estudo, porém nao refletem o resultado do
tratamento combinado de SGC-AKK1-1 + SGC-GAK-1. Essas discrepancias podem
estar relacionadas as caracteristicas das moléculas como diferengas estruturais e de
interacdo, onde a estrutura de LP935509 pode ser otimizada em relacdo aos
compostos elaborados pelo SGC. Outro possivel motivo para essa discrepancia seja
a ndo compatibilidade entre os dois compostos, de modo que, além de n&o haver
sinergia na inibicdo, a combinacdo dos mesmos tenha prejudicado a inibigdo de

SGC-AAK1-1 que, separadamente, demonstrou resultado positivo.
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Analisando os dados disponiveis na literatura sobre LP935509, verifica-se
que LP935509 causou uma inibi¢cdo da fosforilagdo de p2 (subunidade de AP2) pela
AAK1, com um ICs5p de 2,8 nM, em células HEK293 que superexpressavam ambas
proteinas, pds 3h de incubacgao (Kostich et al., 2016). Nao ha disponiveis dados
relacionados a inibigao viral utilizando LP935509 visto que este composto sé foi
testado como um inibidor de dor neuropatica em modelos murinos (Kostich et al.,
2016) e alguns estudos estdo em andamento para verificar sua atuagcdo em doencas

neurodegenerativas (Axtman, 2021; Liu et al., 2021).

4.5 Concentragéo inibitoria (ICsg) cloroquina e ribavirina

A cloroquina foi capaz de inibir OROV em altas concentracoes,
apresentando um ICsy de 4.611 uM (figura 9 A). Ja a ribavirina ndo apresentou
inibicdo viral nos ensaios realizados (figura 9 B). Para confirmar o papel inibidor de
OROV da cloroquina, realizamos um ensaio de atividade antiviral utilizando as
mesmas concentragdes do ensaio de ICsp, porém em placas de 24 pocos de células
Vero, com coleta 48h apds infecggdgo com MOI=1 de OROV. Conforme grafico
apresentado na figura 11, o tratamento com cloroquina reduziu aproximadamente
2log1o nas concentragdes de 32 e 50 uyM e 3logio nas concentragdes de 75, 100 e

125 pM, comparados ao controle infectado tratado com DMSO.
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Figura 9. Concentragao Inibitéria de 50% dos compostos cloroquina e ribavirina
contra OROV. Curvas dose-resposta da atividade de cloroquina e ribavirina testadas em
oito concentragdes diferentes. Os numeros de focos contados foram normalizados pelo
controle infectado e plotados através da curva de regressao nao linear pelo programa Prism

GraphPad verséo 6.0. Valores N.D. foram valores n&o determinados pela curva (P= < 0,05).
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As barras representam a média de dois experimentos independentes realizados em
duplicata £ SD.

Conforme mencionado anteriormente, a cloroquina € um inibidor de
acidificagdo endossomal utilizado ha décadas no tratamento da malaria. Poucos
estudos utilizam a cloroquina para a inibicdo de ortobunyavirus. A cloroquina inibiu
a infecgao de células A549 pelo virus Germiston em mais de 50% a 34,6 uM
(Windhaber et al., 2022). Essa concentracdo também se mostrou ativa em nosso
ensaio antiviral (figura 10). Ja o trabalho de Acrani et al. ( 2010) mostra uma inibigéo
de mais de 4logsip de OROV em comparagao com o controle ndo tratado em células
Hela tratadas com 32 ug/mL de cloroquina. Apesar de ambos os resultados serem
obtidos com a perspectiva de elucidar o mecanismo de entrada desses virus nas
células estudadas, eles corroboram nossos dados de efetividade inibitdéria da
cloroquina durante a infecgao por ortobuniavirus e reforgam o potencial dessa droga,
que ja é utilizada como tratamento oral para outras enfermidades, como potencial
tratamento para o combate da Febre do Oropouche. Estudos in vivo podem

confirmar os efeitos observados.
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Figura 10. Atividade antiviral da cloroquina em altas concentragées contra OROV.
Ap0s pré-tratamento, células Vero foram infectadas com MOI=1 de OROV. O sobrenadante
foi coletado 48h p.i e titulado através da titulagdo por ensaio de foco infeccioso. As barras

representam a média de dois experimentos independentes realizados em duplicata + SD. Os
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asteriscos apresentam diferenca estatistica dos valores comparados ao controle tratado com
DMSO.

Sobre o papel da cloroquina em outras infecgdes virais, a sua relagao
com o alfavirus chikungunya € a mais estudada. Ha até mesmo indicagdes do uso
de cloroquina e hidroxicloroquina para o tratamento da dor da artrite crénica causada
pela chikungunya (Cinthia Nobrega de Sousa Dias, 2019; Thiberville et al., 2013),
porém, ainda ha controvérsias quanto aos riscos e beneficios de seu uso para
tratamento (de Lamballerie et al., 2009), inclusive sobre o alivio dos sintomas
(Lamballerie et al., 2008; Roques et al., 2018). Em abordagens in vitro, ha diversos
estudos demonstrando os efeitos inibitérios de cloroquina contra o Vvirus
chikungunya, em concentragdes que vao de 5 a 20 yM (Kaur & Chu, 2013; Khan et
al., 2010).

O efeito da cloroquina ja foi estudado em outros arbovirus. A reviséo de
Al-Bari (2017) cita as propriedades lisossomotropicas de analogos da cloroquina
contra os virus ebola, marburg, dengue, chikungunya e HIV, além de resultados de
estudos em animais e clinicos com desfechos positivos utilizando a cloroquina no
tratamento do HIV, dengue e gripe. Borges et al. (2013) relata um pequeno estudo
duplo-cego randomizado onde 63% dos pacientes com dengue que receberam
cloroquina relataram uma diminuigdo substancial na intensidade da dor e uma
grande melhora na capacidade de realizar atividades diarias, em comparagao aos
que receberam placebo. Voltando ao campo dos tratamentos pré-clinicos, dois
estudos recentes demonstraram que o tratamento de camundongos prenhes com
hidroxicloroquina reduziu a transmissdo vertical do ZIKV e limitou os danos

placentarios e a morte fetal (Cao et al., 2017; Shiryaev et al., 2017).

4.6 indice de Seletividade (IS) dos compostos

O indice de seletividade é definido como a relagédo entre a concentragao
toxica (CCsp) e bioativa (ICsp) de um composto. Um composto que exibe potencial
para seguir nas triagens pré-clinicas para tornar-se um farmaco deve ter uma
concentragdo toxica relativamente alta com uma concentragdo ativa baixa
(Indrayanto et al., 2021), assim, quanto maior o valor de IS, melhor € o seu
composto.
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Este parametro € muito utilizado para determinar se um composto deve
seguir na investigacdo de atividade ou ndo. Dos sete compostos investigados no
presente estudo, foi possivel calcular o IS de 5 deles, considerando que GAK-1 e
ribavirina n&o tiveram seus valores de |Csy calculados dentro do intervalo de
confianca estabelecido (95%). A tabela 1 mostra os valores obtidos. Nosso melhor
candidato, LP 935509 apresenta um IS de 31,11, seguido dos compostos AAK1-1=
0,653, GAK-N= 0,620, AAK1-N= 0,333 e cloroquina= 0,015.

Segundo os autores Awouafack et al. (2013) e Indrayanto et al. (2021) um
valor de IS maior ou igual a 10 foi assumido como pertencente a uma amostra
potencial, que pode ser mais investigada. Uma amostra abaixo de 1 demonstra uma
probabilidade consideravel do composto ser toxico em concentragdes bioativas,
assim como deve-se reavaliar os compostos que ficarem entre IS de 1 a 10. Uma
alternativa para aumentar o valor de IS trata-se da remog¢ao de compostos quimicos
da amostra ou o melhoramento da performance através de modificagdes estruturais

para amostras construidas quimicamente (Made Ratih et al., 2019).

Tabela 1 - CC50, |C5o elS

Compostos CCso IC5o IS
68,36 £ 2,60 104,6 £ 2,99 0,653
134,60 + 2,71 403 + 8,56 0,333
24,44 +6,73 - -
56,20 + 1,63 90,58 + 6,06 0,620
I 44,31 + 1,66 13,20 + 2,32 31,11
I 72,25+ 1,36 4.611 + 460 0,015
80,41 + 1,43 - -

e

Baseados nesses achados, podemos concluir que nosso melhor
candidado, LP935509 possui um bom indice de seletividade, além de ter como alvo
estruturas celulares do hospedeiro, o que pode driblar possiveis mecanismos de
resisténcia ao tratamento, uma vez aplicado para o combate de infeccdes virais

como a Febre do Oropouche.
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4.7 Avaliacdo do ensaio de tempo-de-adigdo

Com o objetivo de avaliar a inibigao viral em diferentes tempos do ciclo
replicativo de OROV, realizamos o ensaio de tempo-de-adicdo (figura 11 A-B).
Verificou-se no sobrenadante das células uma queda de um pouco mais de 1logqp na
quantidade de virus viaveis, quando as células foram tratadas por 2h previamente a
infeccdo para cinco compostos testados (SGC-AAK1-1, SGC-AAK1-N, SGC-GAK-1,
SGC-GAK-N e LP935509). Essa queda se manteve para quatro compostos testados
(SGC-AAK1-N, LP935509, SGC-GAK-1 e SGC-GAK-N) no tratamento junto a
infeccdo (0Oh) e apds o periodo de adsorgdo viral (2h). Nos tempos posteriores nao
houve queda na quantidade de virus viaveis no sobrenadante. Analisando o RNA
viral extraido do lisado celular, houve diminuicdo na condi¢cao de pré-tratamento dos
compostos SGC-AAK1-N, LP935509, SGC-GAK-1 e SGC-GAK-N. Esta reducao
deu-se de maneira menos expressiva que no sobrenadante das células e nao se
repetiu nos tempos de tratamento posteriores, mostrando que a produgdo de
genoma viral nesses tempos ocorreu de forma semelhante as células infectadas
tratadas somente com o veiculo dos compostos (DMSO).

A queda na quantidade de virus viaveis nas condigdes de tratamento
prévio e horas iniciais indica que a atuagdo dos compostos inibidores de quinases
nas ceélulas infectadas pode estar interferindo nos momentos iniciais do ciclo
replicativo de OROV. Esse é um resultado esperado tratando-se dos compostos
SGC-AAK1-1 e SGC-GAK-1, visto que ambos inibem respectivamente a atividade
das quinases envolvidas no inicio (AAK1) e fim (GAK) da formacao das vesiculas
revestidas de clatrina, durante a EMC. Adicionalmente, a inibicdo dupla dessas
quinases, realizada pelo tratamento das células com o composto LP935509, exibiu a
maior inibicdo dentre os tratamentos que se mostraram efetivos, apesar desta
diferenca ndo ser estatisticamente significativa, se comparada aos outros dois
compostos. Nao se verificou, portanto, um efeito somatério na inibigado por LP935509
a 10 yM. A inibicao das particulas de OROV pelos compostos SGC-AAK1-N e SGC-
GAK-N séo resultados inesperados e abrem margem para interpretagées como a de
que, possivelmente, outras quinases celulares participem do processo de entrada do
virus Oropouche em células Vero ou mesmo que OROQOV pode usar outras vias além
da endocitose por vesiculas de clatrina para a entrada celular. De fato, outras vias

de entrada celular ja foram descritas para outros arbovirus, como endocitose



42

mediada por caveolina (Xing et al., 2020; Carvalho et al., 2017) e macropinocitose
(Lee et al., 2019).
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Figura 11. Detecg¢ao viral apés tratamento em diferentes etapas do processo

replicativo de OROV. A. Titulacido do sobrenadante por FFU no experimento de tempo de



43

adicdo. B. Quantificacdo de RNA extraido do lisado celular por gRT-PCR no experimento de
tempo de adigdo. Os resultados foram realizados em duplicata. As barras representam a
média £ SEM. As linhas horizontais representam a média do controle positivo (células
infectadas tratadas com o veiculo DMSO). A diferenca estatistica foi realizada através do

teste TwoWay ANOVA associado ao teste de multiplas comparagdes de Dunnett’s.

Embora o decréscimo das particulas virais viaveis nao esteja atrelado a
uma queda proporcional na quantidade de genoma viral encontrada no interior
dessas células, o que significa que o processo de tradugdo de RNA gendmico viral
nao foi afetado pelo tratamento, os dados de inibicao obtidos podem indicar que os
compostos ocasionam alguma modificagdo nas etapas posteriores a formagao das
vesiculas revestidas de clatrina em direcédo ao citosol. Por fim, estudos direcionados
a desvendar o papel dos cinco inibidores de quinases presentes neste estudo frente

a maquinaria celular sdo necessarios para corroborar com tal hipotese.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podemos inferir que compostos
inibidores de quinases celulares foram capazes de inibir o virus OROV nas
condicbes de pré-tratamento e tratamento até 2h apds o periodo de adsorgcdo do
virus. Nosso melhor candidato, o composto LP935509 com um ICsy= 13,20 uM, inibe
duplamente as quinases AAK1 e GAK, o que corrobora com os achados da literatura
sobre a importancia da endocitose mediada por clatrina para a internalizagdo do
virus Oropouche. Além disso, o valor de ICsy representa um composto com alta
atividade em seu alvo, segundo a literatura. O inibidor apenas de AAK1, SGC-AAK1-
1, obteve IC50= 104,60 uM (baixa atividade), seguido pelos compostos SGC-GAK-N
ICs50= 90,58 pM (atividade moderada) e SGC-AAK1-N ICsy= 403 pM (muito baixa
atividade). Também podemos inferir que a acidificacéo lisossomal tem um papel
consideravel nas etapas iniciais da infeccao, visto que a inibigdo dessas estruturas
levou a uma diminuicao de particulas virais de OROV depois do tratamento com o
composto cloroquina em altas concentragdes, com um ICs0=4.611 pM.

Neste estudo observamos a atividade de inibidores das quinases AAK1,
GAK, de outras quinases celulares ndo especificadas e da inibicao da acidificacido
lisossomal na infeccdo in vitro pelo virus OROV. E importante salientar que até o
momento, pouco se sabe sobre os mecanismos celulares usurpados pelo virus
OROV para sua replicagdo e manutencao em células hospedeiras. Nossos dados
sugerem ainda que o virus OROV pode utilizar outras quinases e/ou outros
mecanismos celulares de entrada ndo relacionados a endocitose mediada por
clatrina. A investigacdo desse processo permitira elucidar ndo somente os
mecanismos de acdo de atividade inibitéria de candidatos a farmacos, como

enriquecer o repertorio cientifico sobre a interacdo de OROV e células hospedeiras.
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