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Resumo

A COVID-19 causou mais de sete milhdes de mortes globalmente e sobrecarregou os
sistemas de saude de diversos paises. Além disso, a infecgdo pelo SARS-CoV-2 pode
levar a sintomas prolongados, conhecidos como COVID Longa, que afetam mais de
100 milhdes de pessoas em todo o mundo e estdo associados a impactos
socioecondémicos. A doenca esta associada a altos titulos virais, comumente
acompanhados por uma resposta inflamatoria exacerbada, caracterizada pela
tempestade de citocinas. As mutagdes presentes em novas variantes do virus sao

constantemente associadas a maior transmissibilidade e maior evasao imune.

O MHV, assim como o SARS-CoV-2, é um betacoronavirus que tem sido empregado
como ferramenta de estudo em laboratério de nivel de biosseguranga nivel 2. Aqui,
propomos a triagem de diferentes moléculas com potencial antiviral contra a infecgao
por coronavirus, incluindo: i) os flavonoides Baicaleina e seu metabdlito, baicalina,
que ja demonstraram efeitos anti-adsor¢céo no contexto de infecgdo por outros virus
de RNA de fita simples senso positivo; ii) o peptideo alpha-helicoidal (AH-D), que tem
como alvo o envelope lipidico viral; iii) um analogo de nucleosideo, o 7-Deaza-7-fluoro-
2'-C-methyladenosine (DFMA).

A baicalina e a baicaleina nao apresentaram efeitos na redug¢ao dos titulos virais ou
na restauragao da viabilidade celular em células L929 infectadas com o MHV-3. Em
seguida, testamos o peptideo AH-D, que foi capaz de reduzir os titulos virais do MHV
em concentracdes a partir de 50nM e do SARS-CoV-2 a partir de 125nM, também
prevenindo a morte das células L929 em resposta a infec¢gao por MHV-3. Ensaios in
vitro revelaram que o DFMA foi eficaz contra tanto o MHV-3 quanto o MHV-A59, assim
como contra o0 SARS-CoV-2, apresentando um indice de seletividade de 6,2. Além
disso, experimentos in vivo demonstraram que o DFMA reduziu significativamente as
cargas virais nos trés modelos de infecgdo e diminuiu os niveis de mediadores
inflamatoérios importantes, incluindo CXCL1, CCL2 e IL-6, nos pulmbes de
camundongos infectados. Esses achados sugerem um promissor efeito antiviral do
DFMA, ndo apenas contra o SARS-CoV-2, mas também contra outros coronavirus

que possam surgir.



Palavras chave: COVID-19; MHV-3; MHV-A59; SARS-CoV-2, antivirais;

reposicionamento de drogas.



Abstract

COVID-19 has caused more than seven million deaths globally and overwhelmed the
healthcare systems of several countries. Additionally, SARS-CoV-2 infection can lead
to prolonged symptoms, known as Long COVID, which affect more than 100 million
people worldwide and are associated with socioeconomic impacts. The disease is
linked to high viral loads, often accompanied by an exacerbated inflammatory
response, characterized by a cytokine storm. Mutations in new variants of the virus are

consistently associated with increased transmissibility and greater immune evasion.

MHV, like SARS-CoV-2, is a betacoronavirus that has been used as a research tool in
biosafety level 2 laboratories. Here, we propose the screening of various molecules
with antiviral potential against coronavirus infection, including: i) the flavonoids
Baicalein and its metabolite, baicalin, which have already demonstrated anti-
adsorption effects in the context of infection by other positive ssRNA virus; ii) the alpha-
helical peptide (AH-D), which targets the viral lipid envelope; iii) a nucleoside analog,
DFMA.

The results showed that baicalin and baicalein did not exhibit effects in reducing viral
titers or in restoring cell viability in L929 cells infected with MHV-3. Therefore, further
testing with these compounds was not conducted. Next, we tested the AH-D peptide,
which was able to reduce MHYV viral titers at concentrations starting from 50nM and
SARS-CoV-2 from 125nM, also restoring the viability of L929 cells in response to MHV-
3 infection. In vitro assays revealed DFMA to be effective against both MHV-3 and
MHV-A59, as well as SARS-CoV-2, with a Selectivity Index (Sl) of 6.2. Furthermore,
in vivo experiments demonstrated that DFMA significantly reduced viral loads in all
three infection models and decreased levels of inflammatory mediators, including
CXCL1, CCL2, and IL-6, in the lungs of infected mice. These findings suggest that
DFMA holds promise as an antiviral agent not only against SARS-CoV-2 but also
against other coronaviruses that may emerge.

Keywords: COVID-19; MHV-3; MHV-A59; SARS-CoV-2; antivirals.
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1. Introducgao.

A familia Coronaviridea é composta por virus envelopados, de RNA fita simples senso
positivo, possuindo particulas virais com o tamanho de 80 a 120 nm (Weiss & Navas-
Martin 2005). Existem membros da familia Coronaviridae capazes de infectar humanos,
aves, roedores e outras espécies de animais (Su et al., 2016). Alguns coronavirus séo
globalmente distribuidos e capazes de causar infecgdes respiratérias leves em humanos,
como € o caso dos virus 229E, OC43, NL63 e HKU1 (Su et al., 2016). Além de infecgdes
leves, os coronavirus ja foram também protagonistas de importantes epidemias
responsaveis pelo desenvolvimento de complicagdes respiratorias nos ultimos 20 anos,
sendo elas: I) a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS - severe acute respiratory
syndrome) causada pelo SARS-CoV, responsavel por 774 &bitos e 8098 casos até
dezembro de 2003 (WHO, 2003), e que resultou em fortes impactos econémicos, sociais
e na saude (Qiu et al., 2018). II) A Sindrome respiratéria do Oriente Médio causada pelo
MERS-CoV, responsavel por 943 mortes, sendo a maioria dos casos reportados na Arabia
Saudita (WHO, atualizado em maio de 2024), e 2613 infec¢des reportadas ao total em 27
paises. lll) mais recentemente, no ano de 2019, a COVID-19, causada pelo virus SARS-
CoV-2. Este virus emergiu em Wuhan, capital da provincia de Hubei, na China e logo em
11 de margo de 2020 foi caracterizado pela OMS, o agente etiolégico de uma pandemia.
A pandemia da COVID-19 alcangou impactos devastadores, chegando a mais de 7
milhées de mortes e ultrapassando 750 milhdes de casos confirmados no mundo, sendo
somente no Brasil, mais de 700 mil mortes, somando mais de 37 milhdes casos reportados
da doenga (WHO, 2024 [acesso em 21/09/2024]).

1.1) Sintomas.

A COVID-19 leva a sintomas agudos (Fig. 1) como febre, perda de olfato (anosmia) e
paladar (disgeusia), cansaco, tosse seca, dor de cabega, congestdo nasal, dor de
garganta, dores musculares e dores articulares, sintomas gastrointestinais e falta de ar,
além de alteragbes mentais e baixa saturagcado de oxigénio em casos mais graves (Kim et
al., 2020; X. Yang et al., 2020; Zhou, M; Zhang, M; Qu, 2020). A progressao da doenca,
em alguns casos mais graves, pode chegar a um estado de Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SRAG), podendo evoluir a ébito. Alguns fatores sdo considerados de risco para a

COVID-19, a exemplo idade avancada e a presenca de comorbidades associadas, como
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hipertensao, obesidade, diabetes, além de doengas cardiovasculares (Fang et al., 2020;
D. Wang et al., 2020; Z. Wu & McGoogan, 2020; Zhou et al., 2020).

Figura 1. Inagem demonstrativa dos sintomas agudos relacionados a COVID-19.
Figura modificada de J. Li & Fan (2020).

Tosse w7 Dorde cabeca
Irritacdo na garganta ‘ 2,
Congestionamento nasal i
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'|§\
J "ﬂ Dor muscular

Artralgia

Diarreia

Nausea e vomito

Os sintomas agudos da COVID-19 n&o s&o os unicos fatores preocupantes dessa
sindrome. Existe ainda, o que vem sendo chamado de COVID longa, uma sindrome
multissistémica e heterogénea caracterizada por diversas alteragdes sistémicas
prolongadas que vao além dos acometimentos pulmonares agudos inicialmente
reportados (Fig. 2). Ainda nos primeiros anos da pandemia, estudos demonstraram
que os sintomas e as consequéncias associadas a infeccao pelo SARS-CoV-2 podem
perdurar por meses, podendo ainda gerar sequelas irreversiveis e irreparaveis
(Paneroni et al., 2021; Puntmann et al., 2020; Truffaut et al., 2021; Zhao et al., 2020).
Mais recentemente, foi demonstrado que os efeitos da COVID longa sédo capazes de
gerar consequéncias e até mesmo sequelas no sistema cardiovascular (Xie et al.,
2022), neuroldgico (Monje & Iwasaki, 2022), respiratério (Littlefield et al., 2022; Bull-
Otterson et al., 2022), reprodutor (Pollack B et al., 2023) e digestoério (Meringer H &
Mehandru S, 2022; Davis et al., 2023). Além de todos os acometimentos causados
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individualmente pela infecgdo, a pandemia de COVID-19 foi capaz de apresentar
sérios colapsos coletivos aos sistemas de saude e impactos socioecondmicos

consideraveis em diferentes paises (Nicola et al., 2020).
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Figura 2. Figura demonstrativa de acometimentos causados pela Long COVID-19 que afetam
diferentes sistemas e 6rgaos.
Figura modificada de Davis et al (2023).
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1.2) Transmissao e variantes

A transmissao do SARS-CoV-2 se da através do contato com goticulas respiratérias

e aerossois liberados por um individuo infectado na fase aguda da doenga. Em menor
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extensdo, a transmissao pode ocorrer por contato com superficies contaminadas
(WHO, 2020; Madabhavi, Sarkar, & Kadakol, 2020). A taxa de transmissdo da COVID-
19 pode variar conforme as medidas de contencdo adotadas e a variante circulante,
porém é frequentemente subestimada, devido ao grande numero de individuos
infectados que ndo manifestam sintomas, ja havendo sido demonstrado uma alta
carga viral em dias iniciais a infecgdo com a possibilidade de transmissdo do SARS-
CoV-2 por individuos assintomaticos e pré-sintomaticos (He et al., 2020; Jefferson et
al., 2022; Nishiura et al., 2020).

Nao somente devido a alta capacidade de transmisséo do virus, ha quatro anos, o
SARS-CoV-2 circula de forma global, provocando infec¢des recorrentes. No entanto,
a interacao entre o virus e os seres humanos ainda é recente e continuamente resulta
em novas caracteristicas selecionadas, refletindo o processo de evolugao e adaptacao
de novas variantes a um hospedeiro diferente. Este fator reflete e gera preocupacdes,
uma vez que, com o surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2, foi observado
um aumento progressivo da transmissibilidade do virus (Carabelli et al., 2023; Liu et
al., 2022; Campbell et al., 2021).

A alta transmissdao do SARS-CoV-2 em diversos periodos resultou no surgimento
independente de novas variantes em diferentes partes do mundo com grande
importancia clinica e epidemiolégica, como foi o caso das variantes Alfa (Davies NG
et al.,, 2021), Gama (Faria NR et al., 2021) e Delta (Dhar MS et al., 2021), que
emergiram respectivamente na Inglaterra, Brasil e india, resultando em um acumulo
de mutagdes que influenciavam diretamente o fitness viral. Posteriormente, emergiu a
variante Omicron, seguida pelo surgimento continuo de novas subvariantes que se
sucederam ao longo do tempo, demonstrando n&o sé maior transmissibilidade, como
maior escape imunologico (Rdssler et al., 2021; Viana et al., 2022), que sera discutido

de forma mais abrangente nas proximas segoes.

1.3) Estrutura Viral.

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado de RNA fita simples senso positivo, com
~29.8kb (A. Wu et al., 2020). Seu genoma apresenta uma regiao Cap na extremidade
5’, é poliadenilado com ao menos 13 janelas abertas de leitura (ORFs), capazes de

codificar 16 proteinas ndo estruturais ja descritas,4 proteinas estruturais (Fig. 3): spike
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(S); do envelope (E), de membrana (M) e do nucleocapsideo (N) e ao menos 8

proteinas acessorias (Steiner et al., 2024).

Figura 3. Particula viral do virus SARS-CoV-2, apontando suas proteinas estruturais do
nucleocapsideo (N), proteina Spike (S), proteina M e proteina do envelope (E).
Figura modificada de Zhang et al., (2021).
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1.4) Ciclo de replicagao viral.

A adsorcao do virus na célula hospedeira se da pela ligacao da glicoproteina Spike
(S) ao receptor celular ECA2 (Enzima conversora da angiotensina 2), de maneira
similar ao SARS-CoV (Walls et al., 2020) (Fig. 4A). Estudos realizados no inicio da
pandemia demonstraram a expressdo de ECA2 em diferentes tecidos, a exemplo do
pulmao, intestino, rins e testiculo (M. Y. Li et al., 2020), possibilitando e sendo
comprovado posteriormente uma variedade de possibilidades de efeitos sistémicos e
prolongados associados a infecgdo por SARS-CoV-2 no hospedeiro (Xie et al., 2022;
Monje & lwasaki, 2022; Davis et al., 2023).

Apoés a adsorgéo viral, a entrada do nucleocapsideo viral pode ocorrer de duas formas: i)

por via endossomal, em que o genoma viral sé é liberado no citoplasma celular apés a
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acidificagdo do endossomo e posterior fusdo da membrana endossomal com o envelope
viral; ii) com o auxilio de uma serino-protease celular TMPRSS2, capaz de auxiliar a
clivagem da proteina S, que funcionara ndo s6 como um ligante ao receptor celular, mas
também no processo de fusdo do envelope viral a membrana plasmatica da célula (Fig.
4A) (Hoffmann et al., 2020). A proteina S possui dois sitios de clivagem, sendo o primeiro
entre as porgdes S1 e S2 da proteina S e um outro sitio de clivagem na regido S2 que
mediara os eventos de fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica celular
(Hoffmann et al., 2020).

Apos a entrada e liberacdo do RNA viral no citoplasma celular, € iniciado a producao de
proteinas ndo estruturais importantes no processo de replicagédo do material genético viral.
Se tratando de um virus de RNA senso positivo, as ORF1a e ORF1b iniciam o processo
de traducao através dos ribossomos celulares. A regidao 5’ do genoma viral, por possuir
uma regidao CAP, funciona como um sitio de ligagéo ribossomal e iniciagdo do processo
de traducdo, em que € produzida a poliproteina A e poliproteina AB, que serao
posteriormente clivadas por conservadas enzimas proteoliticas nsp3 e nsp5, dando
origem as 16 proteinas nao estruturais do SARS-CoV-2 (Baez-santos et al., 2015; Lei et
al., 2018; Scott et al., 2022) (Fig. 4B). Durante o processo de tradugéo dessas regides do
genoma viral, o ribossomo €& capaz de traduzir toda a ORF1a e, através de um processo
denominado PRF (Programmed Ribosomal Frameshifting) seguir a tradugao para ORF1b.
O PRF é um deslocamento programado do ribossomo e ocorre quando o ribossomo chega
em uma regido especifica ao final da ORF1a e isso faz com que ele volte um nucleotideo
e siga o processo de tradugdo em seguida, podendo vir a ser um alvo para inibigdo da
replicacao viral (Bhatt et al., 2021), gerando um conteudo proteico diferente chamado
ORF1ab, que consiste nas nsp1, nsp2, nsp3, nsp4, nsp5, nsp6, nsp7, nsp8, nsp9, nsp10,
nsp12, nsp13, nsp14, nsp15 e nsp16 (Fig. 4B).

Essas proteinas sdo necessarias para o inicio do processo de replicacdo do material
genético viral, dentre elas, proteinas associadas a formag¢ao do complexo de replicacao
que se formam em vesiculas de dupla membrana (Fig. 4 B), além de proteinas capazes
de modular e interromper o processo de traducdo de mRNA da célula hospedeira, como
€ o caso da nsp1 (Schubert K et al., 2020). Os complexos de replicagdo envolvem a
formacgao de e reorganizagcao das membranas do RE, levando a formacgao de uma vesicula
de membrana dupla, mediada por proteinas nao estruturais (Roingeard et al., 2022).

Dentro dos complexos de replicagdo a polimerase viral RNA dependente RdRp (nsp12)
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ira sintetizar novas fitas de RNA gendmico e subgendmico a partir de uma fita molde de
RNA senso negativo (Roingeard et al., 2022) (Fig. 4A).

Diferentes proteinas nao estruturais desempenham fungdes primordiais na formacao do
complexo de replicagdo e evasdo imune (Fung et al., 2022; Kumar et al., 2021). Todo o
processo de tradugédo dessas proteinas é orquestrado e regulado pelas ORFs 1a e 1D,
porém, existe ainda uma terceira por¢ao do genoma viral que codifica, através de RNAs
subgendmico, a produgao de proteinas estruturais e acessorias (A. Wu et al., 2020) (Fig.
4B). Os RNAs subgendmico sao fragmentos menores de RNA viral capazes de codificar
proteinas estruturais e acessorias a serem produzidas de forma pouco mais tardia quando
comparada as proteinas inicialmente sintetizadas (lsabel et al., 2005). Os RNAs
subgendmico também possuem uma regido UTR, o que funcionara como iniciador para
ligacao ribossomal e produgao dessas proteinas estruturais e acessorias (Y. Yang et al.,
2009).

Os RNAs gendmicos sao entdo exportados e interagem com a proteina N, formando o
nucleocapsideo, que posteriormente, ira interagir com outras proteinas estruturais, que
através de um sistema de transporte ERGIC (endoplasmic-reticulum—Golgi intermediate
compartment), irdo interagir, formando as particulas virais (Lu et al., 2021) (Fig. 4A). As
particulas virais maduras sao entédo carreadas pelo Golgi e deixam a célula via exocitose
lisossomal (D. Chen et al., 2021).

Figura 4. Ciclo de replicagdo do SARS-CoV-2 com detalhamento do genoma viral.

Ciclo de replicagao do SARS-CoV-2 com detalhamento do genoma viral. (A) Imagem representativa do
processo de replicagdo do SARS-CoV-2, iniciando com a sua adsorgdo pela utilizagdo do receptor
ECA2. Apbs a adsorgéo, o nucleocapsideo entra na célula e tem acesso ao citoplasma através da via
endossomal, ou pela clivagem mediada por TMPRSS2, em que é iniciada a fusdo de membrana. Apos
0 acesso ao citoplasma celular, é iniciado a tradugcdo das ORF1a e ORF1b, dando origem as
poliproteinas que serao posteriormente clivadas, dando origem as proteinas néo estruturais. As
membranas do reticulo endoplasmatico sdo entdo remodeladas para formagdo das vesiculas de
membrana dupla, onde ocorrem a formagdo do complexo de replicagdo e as fabricas virais. Nestes
locais, é produzido tanto mais gRNA, quanto sgRNA. O sgRNA sera entao traduzido para formagéo de
proteinas estruturais e acessérias. Ja no ERGIC, proteinas do nucleocapsideo irdo comecgar a interagir
com o gRNA, gerando o inicio da formagéao de novas particulas virais. Por fim, particulas virais maduras
saem da célula por exocitose. (B) Imagem representando o RNA genbmico do SARS-CoV-2,
destacando as ORFs responsaveis pela codificagdo de proteinas nao estruturais, bem como proteinas
estruturais e acessorias. Além disso, sdo evidenciadas as duas poliproteinas resultantes da tradugéo
das ORF1a e ORF1b, com a indicacdo das zonas de clivagem das poliproteinas. A imagem também
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apresenta as possibilidades de formagdo dos sgRNAs, que originam as proteinas acessoérias e

estruturais. Modificado de (Steiner et al., 2024).
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1.5) Vacinas.

Ainda em 2020 iniciou-se uma intensa corrida para o desenvolvimento e
disponibilizagdo de uma vacina que impedisse ou atenuasse o desenvolvimento das
manifestagdes graves associadas a COVID-19. Atualmente, existem diversas vacinas
aprovadas e em fase de desenvolvimento para a COVID-19, porém, um fator de
preocupacgao € a velocidade do surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2.
Diversas vacinas baseadas na proteina Spike viral foram e continuam sendo
desenvolvidas com uma grande capacidade de gerar uma robusta resposta e memoria
imunoldgica contra o virus (Zheng et al., 2021). No entanto, as variantes em circulagao
acumulam mutagdes nas porgdes da regido do dominio de ligacdo ao receptor
(Receptor-Binding Domain - RBD) da proteina S viral, muito importante no processo
de geragao da resposta imunolégica adaptativa (Xin Zhao et al., 2022). Um exemplo
pratico sao as evidéncias que demonstram um aumento progressivo do escape
imunolégico, especialmente associado as subvariantes da variante Omicron (Willett et
al., 2022; Xin Zhao et al., 2022).

Diversas variantes foram descritas e apresentaram mutagdes associadas a evasao
imune com relagéo as vacinas em uso e infecgdes prévias com o virus (Cromer et al.,
2022; R. Li et al., 2021; Rossler et al., 2021; Viana et al., 2022; P. Wang et al., 2021).
Sabendo disso, a busca por outras alternativas vacinais e terapéuticas que visem
conter e/ou amenizar os casos de COVID-19, como o uso de terapias com anticorpos
monoclonais e drogas antivirais, que atuam na diminui¢do dos titulos virais em

pacientes infectados, se faz necessaria.

1.6) Anticorpos monoclonais

Diversos anticorpos monoclonais (mAbs) com especificidade para SARS-CoV-2 foram
gerados e chegaram a ser usados clinicamente (Hwang et al., 2022). No entanto, a
maioria dos mADbs clinicamente aprovados tornaram-se obsoletos apds o surgimento
da variante Omicron, que carrega alteragdes em epitopos importantes que s&o
utilizados como alvos de anticorpos monoclonais previamente utilizados (Viana et al.,
2022). A variante O6micron apresenta um alto nivel de escape para anticorpos

previamente considerados neutralizantes direcionados a regido RBD da proteina
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Spike (Cao et al., 2022), semelhante ao previamente mencionado para as vacinas.
Como resultado, medicamentos baseados em anticorpos monoclonais (mAbs)

mostraram uma reducéo significativa na eficacia de neutralizacédo (Cao et al., 2022).

1.7) Tempestade de citocinas e abordagens terapéuticas.

Assim como em outras infecgbes virais, a patogénese da COVID-19 esta associada a
fatores virais e do hospedeiro. Ja foi demonstrado para outros coronavirus humanos,
uma correlagao positiva entre a gravidade da doenga e os elevados titulos virais nestes
individuos (Channappanavar & Perlman 2017). No caso da COVID-19, isso nao é
diferente, uma vez que a carga viral presente no soro de pacientes graves pode ser
considerada um excelente biomarcador de maior gravidade da doencga, estando também
relacionadas a niveis elevados de citocinas inflamatérias e marcadores de danos
teciduais (Bauer et al., 2023). Dessa forma, o controle da carga viral parece importante

para mitigar ou minimizar o desenvolvimento da doenga grave.

Desde o inicio da emergéncia do SARS-CoV-2, associados a altas cargas virais

encontradas em pacientes, niveis séricos aumentados de mediadores pré-inflamatorios
como as citocinas IL1-B, IFNY, CXCL10, e CCL2 foram reportadas em pacientes

infectados. Ainda, pacientes graves (hospitalizados e em UTI) apresentaram maiores
concentracdes séricas de das interleucinas IL-183, IL-6, IL-2, IL-7, IFN-y IL-10, além de
G-CSF e das quimicinas CXCL10, CCL3, CCL2 e TNF quando comparados a pacientes
infectados e que nao necessitavam de terapia intensiva, sugerindo que a infecgao grave
induzida pelo SARS-CoV-2 esta associada a um quadro de inflamacado exacerbada
caracterizada por uma tempestade de citocinas similar a apresentada em outras

coronaviroses humanas (Huang et al., 2020; Montazersaheb et al., 2022).

Atualmente, a tempestade de citocinas € considerada um fator chave para o
agravamento de um paciente acometido pela COVID-19. Este evento é caracterizado por
uma producdo aguda e liberagdo desordenada de diversos marcadores envolvidos na
resposta inflamatéria que atingem niveis sistémicos, podendo levar a um quadro de
faléncia multipla de érgaos além dos pulmdes como cérebro, coragéao, figado e rins (Chou
et al., 2021; J. Li & Fan, 2020; Monje & lwasaki, 2022; Montazersaheb et al., 2022).
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Sendo assim, terapias imunomoduladoras vém sendo testadas e implementadas desde
0 inicio da pandemia de COVID-19 como terapia coadjuvante na tentativa de controlar
essa inflamagéo exacerbada. Neste sentido, alguns exemplos de estratégias utilizadas
no tratamento sdo os corticoides que vieram como uma alternativa clinica e
apresentaram eficacia no tratamento (The Recovery Collaborative Group, 2021). Ja foi
demonstrado em modelo experimental que o uso de corticoide pode melhorar parametros
clinicos frente a infeccdo por SARS-CoV-2 em hamster, porém causando um aumento
significativo da carga viral (Ye et al., 2021). O uso de um antiviral analogo de nucleosideo
foi capaz de reduzir a carga viral induzida pelo uso de corticoide, sugerindo um
tratamento concomitante dos dois medicamentos e a importancia do controle da

replicacéo viral (Ye et al., 2021).

Outra estratégia é a utilizacdo de medicamentos com efeitos pré-resolutivos. Ja foi
demonstrado que um agonista dos receptores de melanocortina, com efeitos pro
resolutivos/ anti-inflamatérios, foi capaz de diminuir a inflamagdo pulmonar em
camundongos infectados com o MHV-A59 ou SARS-CoV-2 e diminuir mediadores pro-
inflamatorios produzidos por PBMCs humanos infectados com SARS-CoV-2. Além disso,
o composto apresentou efeitos benéficos em estudos clinicos diminuindo o tempo de

recuperacgao do trato respiratério (Almeida, PRJ et al., 2024).

Além disso, antagonistas de receptores de interleucinas como IL-1 (Huet et al., 2020),
IL-6 (Shankar-Hari M et al., 2021) e inibidores de TNF (Gianfrancesco et al., 2020)
também apresentaram eficacia no tratamento de pacientes com COVID-19. Outros
medicamentos previamente utilizados em doengas autoimunes, como o inibidor das
Janus Kinase (JAK) 1 e 2, também apresentaram efeitos benéficos em modelos
experimentais utilizando macacos rhesus infectados com SARS-CoV-2 (Hoang et al.,
2020), tendo mais uma vez o seu efeito potencializado com o uso concomitante de um

antiviral analogo de nucleosideo em um estudo em humanos (Kalil et al., 2021).

1.8) Antivirais

Atualmente, existem trés medicamentos antivirais aprovados pelo US Food and Drug
Administration (FDA) (Centers for Disease Control and Prevention, 2024) para o
tratamento da COVID-19. Sao eles:
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Paxlovid (Nirmatrelvir juntamente com o Ritonavir): O Paxlovid é um
medicamento no qual os principios ativos atuam através do efeito sinérgico de
dois compostos, sendo um deles o Nirmatrelvir, capaz de inibir a protease
3CL (nsp5) do virus SARS-CoV-2, ndo permitindo que essa enzima consiga
clivar a poliproteina viral e dar origem as proteinas nao estruturais. O outro
principio ativo do Paxlovid € o ritonavir, que atua inativando a enzima CYP3A4,
uma importante enzima capaz de metabolizar medicamentos (Sevrioukova &
Poulos, 2010). O resultado da combinagdo dos dois principios ativos € um
antiviral com farmacocinética aprimorada, com sua eficacia terapéutica
potencializada (Owen et al., 2021).

O medicamento € indicado para adultos e criangas acima de 12 anos e uma
grande vantagem € sua via de administragéo oral (Centers for Disease Control
and Prevention, 2024).

Veklury (Remdesivir): O Remdesivir € um antiviral administrado em forma de
pré-droga que age impedindo a formagao do RNA viral, pela sua ligagdo a RNA
polimerase dependente de RNA (Brown et al., 2019; Wang et al., 2020).

Uma grande desvantagem do uso do Veklury € a administragdo, pois acontece
exclusivamente em ambiente hospitalar, uma vez que o medicamento
usualmente é aplicado por via intravenosa, por trés dias consecutivos (Centers
for Disease Control and Prevention, 2024).

Ja foi demonstrado que pacientes imunocomprometidos podem ter o clearence
viral prejudicado, gerando longos periodos de infeccdo (Hogan et al., 2023).
Em infecgbes prolongadas tratadas com Remdesivir, ja foi demonstrada a
ocorréncia de mutagcdes na RNA polimerase dependente de RNA (RdRp)
(Gandhi et al., 2022)(Martinot et al., 2021), que resultaram em alteracdes
combinadas que limitam a eficacia clinica do farmaco (Hogan et al., 2023), o

que gera preocupacoes para a selecao de mutantes resistentes ao farmaco.

Lagevrio (Molnupiravir): O Molnupiravir € uma forma do composto N4-
hidroxicitidina (NHC), administrado em forma de pré-droga. O NHC é um
analogo de nucleosideo capaz de ser incorporado no RNA viral pela RdRp

viral, gerando um acumulo de mutag¢des deletérias ao virus que inviabilizam a
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particula viral (Mahase, 2021; MERK, 2021; Toots et al., 2020; Urakova et al.,
2018).
Assim como o Nirmatrelvir, uma grande vantagem do Molnupiravir € sua via

de administragdo oral (Centers for Disease Control and Prevention, 2024).

Diante da caréncia de medicamentos, é fato que a busca por potenciais drogas com
atividade antiviral & de extrema importancia para o controle ou amenizagao dos casos de
COVID-19, seja isoladamente ou em associagdo com drogas imunomoduladoras como
ja discutido. Nossa hipotese de trabalho é que a administragcao de farmacos com
acado antiviral aplicadas dentro da janela terapéutica adequada, poderiam
contribuir para o controle da carga viral e reducgao significativa do dano tecidual
induzido pelo SARS-CoV-2. O conjunto destes efeitos traria uma melhora da

pneumonia e demais acometimentos clinicos induzidos pelo SARS-CoV-2.

Neste trabalho buscamos avaliar a acdo de potenciais candidatos antivirais

(reposicionamento de drogas) in vitro e in vivo.

1.9) Baicalina e Baicaleina.

O primeiro alvo de nosso estudo foi o composto Baicalina, um flavonoide metabdlito
da Baicaleina originalmente isolado de Scutellaria baicalensis, uma planta medicinal
chinesa. Este metabdlito apresentou potencial antiviral contra outros virus envelopados
como o DENV-2 (Moghaddam et al., 2014), Chikungunya (Oo et al., 2018) e até mesmo
contra o coronavirus SARS-CoV (F. Chen et al., 2004), ja tendo sido demonstrado por
Moghaddam e colaboradores (2014) a sua atividade no processo de adsorgéo viral. Desta
forma, consideramos que a Baicalina e a Baicaleina seriam importantes candidatos

antivirais a ser testados contra outros coronavirus.

1.10) Peptideo AH-D.

Outro potencial composto antiviral testado foi o peptideo de 27aa AH-D, um peptideo com
efeito virucida, em que ja foi previamente demonstrado pelo nosso grupo, em parceria com
a Nanyang Technological University of Singapore (NTU), uma baixa toxicidade em células
de mamifero, além de promissores efeitos in vitro contra diversos membros da familia

Flaviviridae. O peptideo AH-D também apresentou potentes efeitos antivirais quando
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administrado em esquema terapéutico utilizando um modelo in vivo de infecgéo pelo ZIKV
(Camargos et al., 2019; Jackman, Shi, et al., 2018). O mecanismo de agédo do AH-D se da
pela ruptura do envelope de particulas virais de alta curvatura, ou seja, de tamanho menor
que 300nM. Dessa forma, sugerimos que o peptideo AH-D poderia vir a ser um potencial
agente antiviral contra os virus da familia Coronaviridae, dado as caracteristicas

estruturais das particulas virais dessa familia.

1.11) DFMA.

O terceiro candidato avaliado foi o analogo de nucleosideo 7-Deaza-7-fluoro-2'-C-
methyladenosine (DFMA). Seu mecanismo e acao se da pela ligagdo analoga ao sitio
ativo da enzima RdRp viral, tornando-a incapaz de desempenhar sua funcdo de
replicacdo do material genético viral. Estudos ja demonstraram que o DFMA
demonstrou uma potente atividade antiviral, diminuindo a detec¢géo do genoma viral in
vitro contra DENV e JEV e in vivo contra DENV-2 (Zandi et al., 2019). Além disso ja
foi demonstrado a capacidade in vitro e in vivo do DFMA frente a infecgao por ZIKV,
em que o analogo de nucleosideo ndo so6 reduziu a carga viral no cérebro de animais
infectados, mas também esteve associado a reducédo da neuro-inflamacao induzida
pelainfeccao (Del Sarto et al., 2020). Dado o mecanismo de agao do DFMA, é possivel
pressupor que o analogo de nucleosideos poderia apresentar um efeito de redugao
da carga viral contra membros da familia Coronaviridae, uma vez que sao virus

também de RNA fita simples, senso positivo.

1.12) Virus da hepatite murina (MHV).

A necessidade de uma plataforma para avaliar potenciais drogas e agentes antivirais
contra coronavirus foi uma alta prioridade no inicio da pandemia. Inicialmente, o screening
das moléculas de interesse foi realizado em ambiente de biosseguranga 2 (NB2) pela
utilizagdo de um ou dois betacoronavirus murinos (MHV-3 e MHV-AS59). O virus da hepatite
murina (MHV), € um virus naturalmente conhecido por infectar camundongos, e assim
como o SARS-CoV-2, é um betacoronavirus com potencial letal (Lucchiari et al., 1992)
que, apesar de ser conhecido previamente como um virus hepatotropico, foi proposto
como uma o6tima ferramenta e modelo experimental para estudar doencas pulmonares

induzidas por coronavirus em ambiente NB2 (Z. Yang et al., 2014; Andrade et al., 2021;
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Campolina-Silva et al 2023). O MHV-3 é um importante modelo de COVID aguda mais
grave mais recentemente utilizado como modelo para teste de potenciais alvos
terapéuticos (Andrade et al., 2021; Campolina-Silva et al., 2023; Lima et al., 2024; Oliveira
et al., 2024; J. C. Pimenta et al., 2024; Z. Yang et al., 2014). O MHV-3, quando
administrado por via intranasal, € capaz de induzir danos pulmonares similares a COVID
em camundongos, incluindo edema alveolar, hemorragia, trombos de fibrina e altera¢des
fisiolégicas na mecanica respiratéria de animais infectados, sugerindo uma disfungéo
pulmonar, além apresentar uma carga viral significativa apos 3 dias (Andrade et al., 2021).
Isso reforga a possibilidade de vir a ser um importante modelo para testes de potenciais

antivirais contra coronavirus.

Além do modelo de COVID grave com o MHV-3, o MHV-A59 também vem sendo utilizado
como um modelo de COVID leve, de carater auto-resolutivo, em que também é possivel
detectar uma alta carga viral no pulméo de animais infectados apods dois dias de infecgéo
(J. C. Pimenta et al.,, 2024). Além disso, o MHV-A59 é capaz de levar a alteragbes
neuroldgicas e comportamentais prolongadas, comumente observadas em pacientes com
sintomas relacionados a infecgado pelo SARS-CoV-2, o que torna o modelo similar a
COVID longa (J. C. Pimenta et al., 2024).
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2. Objetivo geral

Realizar um screening de candidatos antivirais contra a infecgdo por coronavirus.

2.1. Objetivos especificos

I- Padronizar a infecgao pelos coronavirus murino (virus MHV-3 e MHV-A59) em células
da linhagem L929.

II. Avaliar a viabilidade celular e potencial atividade antiviral de diferentes moléculas contra
os virus MHV-3/MHV-A59 in vitro, sendo eles:

° Baicalina e Baicaleina, inibidores de entrada viral.
° AH-D, capaz de romper particulas virais extracelulares.
° DFMA, analogo de nucleosideo.

[ll. Avaliar o potencial antiviral dos compostos mais promissores em Il, contra o virus
SARS-CoV-2 in vitro.

IV. Avaliar o potencial antiviral do composto mais promissor do item Il in vivo utilizando
um modelo que mimetiza a COVID aguda grave, pelo uso do MHV-3;

V. Avaliar o potencial antiviral do composto selecionado no item Il in vivo, utilizando
um modelo de COVID leve e auto-resolutiva, pelo uso do MHV-A59;

VI. Validar o potencial antiviral do melhor composto selecionado in vivo em IV e V
contra o virus SARS-CoV-2 pelo uso de camundongos transgénicos K18hACE2.
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3. Material e Métodos.

3.1. Virus

O virus da hepatite murina amostra MHV-3 foi cedido e sequenciado (acesso GenBank
no. MW620427.1) por Clarice Weis Arns e Ricardo Durdes-Carvalho da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP, Brasil). A amostra A59 (MHV-A59) ATCC (ATCC VR-
764 — disponivel em https://www.atcc.org/products/all/VR-764.aspx) foi adquirido, e
propagado em células L929 (ATCC, CCL1) para geragao dos estoques virais. A titulagao
por ensaio de placa foi realizada nesta mesma linhagem celular. Os estoques virais
produzidos e titulados foram armazenados em freezer -80°C para utilizagdes posteriores.
Além disso, o virus SARS-CoV-2 (Wuhan Hu-1 amostra SP02BRA) foi gentilmente
concedido pelo Prof. Dr. Edison Luiz Durigon (GenBank numero de acesso MT350282) e
utilizado em experimentos in vitro que foram realizados em contingenciamento NB3 em
parceria com o Laboratorio LANAGRO e Laboratorio de Nivel de Biosseguranga 3 — NB3
- ICB UFMG. Experimentos in vivo utilizando o SARS-CoV-2 foram realizados em parceria
com o Laboratério de Nivel de Biosseguranca 3 — NB3 - ICB UFMG utilizando a variante
gama (P.1; #EPI_ISL_1060902, hCoV-19/Brazil/AM-L70-71-CD1739/2020), isolada em

células Vero EG6 a partir de swab obtido de paciente com diagnéstico confirmado.

3.2 Cultura celular e padronizagao dos testes in vitro

Para os testes, os seguintes compostos descritos na tabela 1 foram testados:

Tabela 1: Compostos testados

Composto

Mecanismo antiviral proposto

Referencias

AH-D

Ruptura do envelope de particulas virais
extracelulares.

(Jackman et al.,
2018)

Baicalina e Baicaleina

Efeito anti-adsorcéo.

(Moghaddam et

al., 2014)
7-Deaza-7-fluoro-2'-C- Analogo de nucleosideo (Zandi et al,
methyladenosine (DFMA) 2019).
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Os peptideos AH-D foram enviados pelo Prof. Nam-Joon Cho da Nanyang Technological
University e o DFMA foi sintetizado no laboratério Schinazi na Emory University como

previamente descrito (Zandi et al, 2019) com grau de pureza de 98%.

Células L929 (CCL1) foram cultivadas utilizando meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium - Cultilab, Campinas, Brasil) e células Vero (BCRJ 0245) utilizando o meio RPIMI
(Cultilab, Campinas, Brasil). Em ambos os casos, os meios foram suplementados com 7%
de soro fetal bovino (SFB). Além disso, células epiteliais pulmonares CALU-3 (BCRJ 0264
http://bcrj.org.br/celula/0264) foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 20%
soro fetal bovino (SFB), 1% de aminoacidos n&o essenciais, 2mM de L-glutamina, e TmM
de piruvato de sédio, além de antibidticos. Todas as células foram mantidas em estufa a
37 °C e 5% COz2. Primeiramente, foi feito uma padronizagao para estabelecer a curva de
crescimento do virus MHV-3 e MHV-A59, em que células L929 foram plaqueadas, 5x10*
células L929 por poc¢o, em placa de 96 pocgos e incubadas por 24 horas em estufa a 37 °C
e 5% CO2. Apé6s o periodo de incubagao, as células foram infectadas pelo virus MHV-3 ou
MHV-A59 com 100 pyL em diferentes MOI =1; 0,1; e 0,01. Foram coletados dados de MTT,
LDH e titulacao viral do sobrenadante celular apds diferentes tempos (4hrs, 8hrs, 16hrs,
24hrs e 48hrs), conforme ilustrado (Fig. 5A), para definicdo de melhor tempo e MOI para

realizagéo posterior da triagem de potenciais antivirais.

3.2.1 Testes in vitro com o MHV

Apoés a padronizagao de tempo e MOI, cada composto foi testado sendo inoculado
juntamente com o virus na MOI de 0.01 em diferentes concentragdes, conforme
ilustrado (Fig. 5B), com excecao do peptideo AH-D que foi incubado por 90 minutos
juntamente com o indculo viral previamente ao momento da infecgdo da monocamada
de células, devido ao seu mecanismo proposto. Para todos os compostos, foi feita a
titulacdo do sobrenadante celular apés 16 horas do momento da infecgao, além do
ensaio de MTT e LDH na presenca e auséncia dos compostos, conforme previamente
definido pela padronizagédo. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para

avaliagao de titulo viral.
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3.2.2 Testes em in vitro SARS-CoV-2

Para avaliar o potencial antiviral de diferentes compostos in vitro contra o SARS-CoV-
2, dado a necessidade de um laboratério de biosseguranga nivel NB-3, experimentos
foram realizados em parceria com o Laboratério LANAGRO, da rede de Laboratorios

Federais de Defesa Agropecuaria e posteriormente evoluidos para testes in vivo.

Para o teste em que utilizamos as células Calu-3, foram plaqueadas 2,5x10* células
por poco, em placas de 96 pogos e incubadas por 48 horas em estufa a 37 °C e 5%
COs2. O teste de potencial antiviral do DFMA foi feito de maneira similar ao descrito
para o virus MHV. O analogo de nucleosideos foi inoculado juntamente com o virus
SARS-CoV-2 (MOI=0.01), em diferentes concentragdes e incubado a 37 °C e 5% CO2
por 48 horas, sendo que ao final das primeiras 24 horas de incubagao, o analogo de
nucleosideo foi adicionado novamente, conforme ilustrado (Fig. 5C). O sobrenadante
foi coletado e armazenado a -80°C para avaliagao de titulo viral.

Figura 5. Figura 5. Padronizagao e protocolo experimental de infec¢ao para testes de potenciais
antivirais in vitro.

Padronizagao in vitro com testes de diferentes MOI, e tempos de analises para o virus MHV-3 e MHV-
A59, sendo coletado a cada periodo indicado. O sobrenadante das células infectadas foi coletado apés
os tempos de 4, 8, 16, 24 e 48 horas ap6s a infecgao de células L929. Além disso, foi feito MTT e LDH
para acessar a viabilidade/ morte celular dentro das condi¢cdes descritas (A). Protocolo experimental
de testes de potenciais antivirais contra os virus MHV-3 e MHV-A59 em células L929, conforme os

melhores parametros previamente definidos na padronizagao (B). Protocolo experimental de testes de
potenciais antivirais contra os virus SARS-CoV-2 em células Calu-3 (C).
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-24 horas 0 hrs 4 hrs 8 hrs 16 hrs 24 hrs 48 hrs
L929 Infecgiio MHV-3/ MHV-A59 _J
50.000 celulas / pogo MOI: o
1 . MTT
0.1 . LDH
0.01 » Carga Viral
-24 horas 0 16 Horas
L929 Infec¢do MHV-3/ MHV-A59 . LDH.
50.000 células / pogo MOI 0.01 e Carga Viral
+ Potencial antiviral
-48 horas 0 24 Horas 48 Horas
Infecgcdo SARS-CoV-2 Potencial antiviral ¢ MTT_
CALU-3 MOI1 0.01 foi readicionado * Carga Viral

25.000 células/ pogo

+ Potencial antiviral

3.3 MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil brometo de tetrazolina)

O método de MTT foi utilizado com a finalidade de avaliar a viabilidade celular, na

concentragao de 0,5mg/mL diluido em PBS, a solugéo foi colocada sobre a célula e

entdo incubada a 37 °C e 5% COz2 por 2 horas. Apds este periodo o sal formado pela

reacao do MTT foi dissolvido com a adicao de 100 uL de DMSO e foi feita a leitura em

um espectrofotdmetro de placa na O.D. de 490nm.
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3.4 LDH (lactato desidrogenase)

Para o ensaio de LDH foi utilizado um kit de cinética da Bioclin (Catalogo K014, Bioclin,
Belo Horizonte, Brasil), seguindo a metodologia indicada pelo fabricante, com
modificagdes, em que o teste foi feito em 96 pocos, e foi adicionado 4 pL do
sobrenadante celular. Posteriormente, foi adicionado 200 uL da solugéo de trabalho
do kit e realizada a leitura, logo em seguida a 340 nm. 3 leituras foram feitas com o
intervalo entre as leituras de um minuto para calculo de consumo do substrato por

minuto. Os valores foram expressos em absorbancia (A/min).

A/min = [(Abs. 12 leitura — Abs. 22 leitura) + (Abs. 32 leitura — Abs. 42 leitura)]

3.5 Infecgcao de animais da linhagem C57BL/6j

O composto que apresentou os resultados mais promissores nos testes in vitro foi
inicialmente avaliado quanto a sua capacidade antiviral em modelos experimentais de
infeccdo pelos betacoronavirus MHV-3 e MHV-A59. Esses modelos sao considerados,
respectivamente, um modelo de doenga graves versus modelo de doenca leve e auto-
resolutiva em termos de doenca pulmonar, utilizando camundongos da linhagem
C57BL/6J, conforme previamente descrito (Andrade et al., 2021; J. Pimenta et al., 2023).

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 machos de 8 a 5 semanas,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em
experimentos envolvendo MHV-3 e MHV-A59, respectivamente. Camundongos K18-
Human ACE2 transgénicos originalmente obtidos do grupo “The Jackson laboratories”
(https://www.jax.org/strain/034860), foram criados e mantidos no Biotério do
Departamento de Bioquimica e Imunologia da UFMG para serem utilizados em testes in

vivo com o virus SARS-CoV-2 (Guimaraes et al., 2024).

Para infecgao intranasal (i.n.) os camundongos foram anestesiados por via subcutanea
com uma solugao contendo 80 mg/kg de cetamina e 15 mg/kg de xilazina. Camundongos
infectados receberam 30uL do indculo viral contendo 1x103 UFP para o MHV-3; 1x10°
UFP para o MHV-A59 e 2 x 10* para o SARS-CoV-2 como descrito por Andrade et al.,
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2021. Este estudo foi previamente submetido ao comité de ética em experimentacéo
animal da UFMG e aprovado no protocolo 338/2023 (CEUA-UFMG).

3.6 Tratamento e analises

Para a avaliacédo do efeito da molécula mais promissora, DFMA, durante a infecgéo pelo
MHV-3, os camundongos foram tratados duas vezes ao dia com 10 mg/kg de DFMA via
intraperitonial, iniciando o tratamento dois dias antes da infec¢ao (Del Sarto et al., 2020a;
Zandi et al., 2019). Importante, animais que atingiram 20% ou mais de perda do seu peso
corporal inicial foram eutanasiados de acordo com as regras do Comité de Etica e
Experimentacdo Animal (CEUA-UFMG). Os camundongos foram randomicamente

divididos nos seguintes grupos:
a) Experimento in vivo utilizando o MHV-3 (Fig. 6A):

° Mock veiculo: Nao infectados e ndo tratados - foi administrado somente o veiculo

da droga (Salina com DMSO na concentragdo de 5%).

° Mock +DFMA: Nao infectados e tratados com o DFMA, conforme previamente
descrito.
° MHV-3 veiculo: Infectados nao tratados (em que o foi administrado somente o

veiculo da droga (Salina com DMSO na concentragéo de 5%).

° MHV-3 +DFMA: Infectados e tratados com o DFMA conforme previamente descrito.
b) Experimento in vivo utilizando o MHV-A59 (Fig. 6B):

° Mock veiculo: Nao infectados e nao tratados - foi administrado somente o veiculo
da droga (Salina com DMSO na concentragao de 5%).

° MHV-A59 veiculo: Infectados nao tratados (em que o foi administrado somente o
veiculo da droga (Salina com DMSO na concentragao de 5%).

° MHV-A59 +DFMA: Infectados e tratados com o DFMA conforme previamente

descrito.
c) Experimento in vivo utilizando o SARS-CoV-2 (Fig. 6C):

° Mock veiculo: Nao infectados e ndo tratados - foi administrado somente o veiculo

da droga (Salina com DMSO na concentragao de 5%).
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° Mock + DFMA: Nao infectados e tratados com o DFMA conforme previamente
descrito.
° SARS-CoV-2 veiculo: Infectados n&o tratados (em que o foi administrado somente

o veiculo da droga (Salina com DMSO na concentragao de 5%).

° SARS-CoV-2 + DFMA: Infectados e tratados com o DFMA conforme previamente

descrito.
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Figura 6. Figura 6 Protocolo experimental de infecgao e tratamento com o DFMA nos diferentes
modelos experimentais.

Procedimento utilizado para avaliagao dos efeitos antivirais do DFMA com modelos experimentais
usando camundongos selvagens contra o virus MHV-3 (A) e MHV-A59 (B); e camundongos K18-
Human ACE2 para infe¢do com o virus SARS-CoV-2 (C).

e P

48 Horas 0 72 Horas
Inicio du tratamenta com DFMA Infecgdo intranasal Eutanasia
12horas/12horas
. de camundongos
20mg/Kg/dia
MHV-3 10> UFP

Até eutanasia

rd

P

48 Horas 48 Horas
G0 do LERtANENCo comR DEMA Infec¢do intranasal Eutanasia

12horas/12horas di chniiidonecs

“Omp/Kal MHV-A59 1053FP

Até eutanasia k

,é}
48 Horas 0 72 horas
Iniclo d:;;atam;r;t: com DFMA Infecgao intranasal Eutanasia
" i de camundongos K18-hACE2
20mg/Kg/dia a
ANk vtk SARS-CoV-2 10" UFP a

realizacdo da eutanasia os animais foram anestesiados com uma solugao de 80 mg/kg de
cetamina e 15 mg/kg de xilazina. Foi realizada laparotomia mediana seguida pela coleta
do sangue pela puncdo da veia cava inferior. Posteriormente, os animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésico seguido de deslocamento cervical para a

coleta dos tecidos de interesse.
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Foi realizada a coleta do sangue para analises de contagem total de leucdcitos, linfécitos,
mondcitos, granuldcitos e calculo da razdo granuldcito/linfocito. Além disso, tecidos
pulmonares foram coletados para analises de carga viral dos animais, além da
quantificacdo da citocina pro inflamatéria IL-6 e quimiocinas CXCL1 e CCL2. Cortes
histolégicos dos tecidos parafinizados foram feitos para analises histopatolégicas dos

tecidos pulmonares, além da coloragdo de componentes virais.

3.7 Titulagao viral

A determinagdo da carga viral viavel nos experimentos in vitro e nos tecidos de
camundongos foi feita através de ensaio de titulagdo de placa. Para isso, utilizamos
células L929 para o virus MHV-3 e MHV-AS59 e células Vero CCL81 para o virus SARS-
CoV-2. Em ambos os casos, as células foram plaqueadas 1x10° células por poco em placa
de 24 pogos e incubadas em estufa a 37 °C e 5% COz2 por 24 horas. Apos a incubacgao,
foram feitas diluicdes seriadas das amostras a serem tituladas. O meio de cultura das
placas foi descartado e 100 yL do homogenato de cada diluicdo foi inoculado em
diferentes pocos da placa de 24 pocgos. Nos pogos de controle foi adicionado 100 uL de
DMEM 2% SFB. Ap6s o inéculo das diluigdes na placa, as mesmas foram incubadas a 37
°C e 5% COzpor 1 hora. Ao final da incubagéo, foi adicionado DMEM acrescido de CMC
1,2% e 1% de SFB previamente preparado. Seguindo, as placas foram incubadas
novamente as mesmas condi¢des mencionadas por um periodo de 48 horas para o virus
MHV-3/ MHV-A59 e 72 horas para o virus SARS-CoV-2. Ap6s o periodo, o formol 10%
tamponado foi adicionado aos pocos e aguardado um tempo de 1 hora em temperatura
ambiente. O conteudo da placa foi, entdo, descartado e lavado. Para corar as placas, foi
utilizado cristal violeta na concentracao 0,5% por 20 minutos. O corante foi removido e o
as placas lavadas novamente para contagem de placas de lise, em que a conta para
transformacao foi de placas contadas x inverso da diluicdo x 10 (conversado para mL) =
UFP/mL, considerando posteriormente, o peso do tecido analisado. Os resultados foram
expressos em UFP/mL. No caso da titulagdo de tecidos, o 6rgao foi pesado e macerado
em DMEM com 2% de SFB. O homogenato foi centrifugado a 2000g por 10 minutos. O
sobrenadante foi titulado, conforme descrito e a expressdao dos resultados de
concentragao viral foi em UFP/g de tecido.
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3.8 Quantificagao de RNA viral do MHV e SARS-CoV-2 por qPCR.

O RNA viral do tecido foi extraido utilizando o kit de extragao de RNA viral QIAamp® Viral
RNA, seguindo as orientagbes do fabricante com adaptagdes em que os tecidos foram
macerados no tampao de lise do kit. As amostras foram eluidas e quantificadas em
espectrofotdmetro (NanoDrop™, Thermo Scientific). A produgcédo do cDNA ocorreu a partir
de 500ng de RNA, usando o kit iScript™ gDNA Clear cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD),
seguindo as orientagdes do fabricante. O cDNA obtido foi diluido 10x para ser utilizado
na reacdo de qPCR. Na reagdo, utilizamos o Fast SYBR™ Green Master Mix (Applied
Biosystems™) e primers especificos para detec¢gdo do MHV na concentragdo de 5nM:
Forward 5'-CAGATCCTTGATGATGGCGTAGT-3"; Reverse 5'-
AGAGTGTCCTATCCCGACTTTCTC-3". As curvas foram obtidas através da extracao de
RNA de uma quantidade conhecida de UFP do virus MHV-3 e os resultados obtidos foram
expressos em unidades arbitrarias/50ng de cDNA. A quantificacdo de RNA viral de SARS-
CoV-2 foi realizada através do kit 2019-nCoV RUO kit (IDT) para regiao N1 e a reacao foi
feita na CFX Opus 96 (BIO-RAD). Curvas foram produzidas a partir de um conhecido
numero de copias de RNA viral utilizando o 2019-ConV N Positive Control (IDT). Os

resultados foram expressos em numero de cépias por dosagem especificas de cDNA.

3.9 Analises hematolégicas

Foi realizada a coleta do sangue apds a eutanasia e avaliagdo dos parametros no
analisador hematologico veterinario (MEK 6550J/K — Celltak). Apds a leitura dos
resultados, o sangue foi centrifugado a 4°C a 5000RPM por 10 minutos, € o sobrenadante
foi recolhido e congelado a -80°C, para posterior dosagem analise de titulagdo viral

presente no plasma.

3.10 Avaliagao histolégica

Os pulmbes esquerdos e um lobo do figado dos camundongos foram recolhidos e fixados
em solucdo de formol 10% tamponado apds a eutanasia. As amostras foram incluidas em
parafina, cortadas em micrétomo e fixadas em Iaminas histolégicas. Em seguida, os cortes
foram corados com hematoxilina e eosina. As laminas foram analisadas para

determinacado do padrao inflamatério, conforme descrito por Andrade e colaboradores
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(2021). O grau de inflamagao foi quantificado usando um escore semi-quantitativo da
gravidade das alteragbes observadas. Os pontos foram distribuidos da seguinte forma: 0-
5 para inflamagéo do parénquima e 0-5 para o infiltrado de polimorfonuclear (0-ausente,
1-minimo, 2-pouco, 3- moderado, 4-intenso e 5-muito intenso); 0-4 inflamacgdo das vias
aéreas e 0-4 inflamacgéo vascular (0-auséncia de células inflamatérias, 1- presencga de
poucas células inflamatdrias, 2- presenga de inflamacgao significativa e focalizada, 3-
presencga de inflamagéo disseminada, 4- inflamacéo significativa e disseminada). O total
do escore histopatoldgico representa 18 pontos. Campos de imagens representativos de
cada grupo foram capturados e fotografados no Microscépio Olympus Bx41 nas objetivas
de 5X e 20X.

3.11 imuno-histoquimica.

Cortes histologicos de pulmao de animais infectados tratados ou nao tratados com o
DFMA foram processados com a finalidade da realizagao de coloracao da proteina N
do MHV e proteina S do SARS-CoV-2 através da técnica de imuno-histoquimica. O
processo foi feito utilizando um protocolo de estreptavidina+biotina. A peroxidase
endogena foi bloqueada utilizando o peréxido de hidrogénio 0,3% e a recuperagao
antigénica foi feita com solugcao tampao EDTA 1,266mM pH=8. Os cortes foram
incubados juntamente com os anticorpos primarios Anti-MHV nucleocapsideo NR-
45106 - Lote 7003428 fornecidos pela BEI resources e utilizados na diluicdo 1:100.
Para marcacao do SARS-CoV-2, utilizamos o anticorpo SARS-CoV-2 (2019-nCoV)
Spike Antibody (Sino biological - 40591-T62) na diluicado 1:500. Posteriormente, o
corte foi incubado com o kit secundario Mouse on Mouse adquiridos da Vector Labs
(EUA) para marcagdo do MHV e ABC kit (Vector laboratories) anti-rabbit para
marcacao do SARS-CoV-2, posteriormente revelado com o cromégeno DAB e
contracorada com hematoxilina. Os controles de reacdo negativa foram feitos em

cortes no quais os anticorpos primarios ndo foram adicionados.

3.12 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média * erro padrao da média (EPM) ou apenas como
média. As médias foram comparadas utilizando-se analise de varidncia one-way ANOVA,

seguido do teste de Turkey. Os resultados foram considerados significativos quando valor



44

de p<0.05. Para a construgao dos graficos, foi utilizado o software GraphPad PRISM 9. A
exclusao de valores outliers foi feita através da prépria plataforma do software Graphpad
PRISM7.

4. Resultados

4.1 Padronizagao da infecgao pelo MHV-3 e MHV-A59 em células L929

Com a finalidade de avaliar a agao de potenciais candidatos antivirais
(reposicionamento de drogas) frente a infecgdo por coronavirus, inicialmente foi
realizada uma cinética para padronizacdo da infec¢gdo pelos coronavirus murinos
MHV-3 e MHV-A59 em linhagem de fibroblastos murinos (L929). Para isto, foram
avaliados os tempos de 4, 8, 16, 24 e 48 horas pds-inoculagao viral, além de diferentes
Multiplicidades de Infec¢édo (MOI) (1; 0,1; 0,01). Apds a infecgdo nos tempos e
condicbes determinados, foi feita a analise do titulo viral presente no sobrenadante
(Fig. 7A, B), além do teste de morte celular por LDH (lactato desidrogenase) (Fig. 7C,
D) e viabilidade celular por MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolio) (Fig. 7E, F). Foi, portanto, definido que a avaliagdo dos compostos
com potencial atividade antiviral seria realizada no periodo de 16 horas pés-
inoculacdo com a MOI de=0,01, visto que neste tempo foi recuperado o maior titulo
viral (1000 vezes maior que o inoculado), ainda com células viaveis para ambas as
linhagens de virus MHV-3 e MHV-A509.

Figura 7. Cinética da infecgdo por MHV-3 e MHVA-59 em células L929.

Células L929 foram infectadas na MOI 1; 0,1; 0,01 em placa de 96 pogos e a curva de multiplicagéo
dos virus MHV-3 (A) e MHV-A59 (B) avaliada por A-B titulacao viral em células L929. Os resultados
sdo expressos em UFP/mL de sobrenadante. Além disso, foi feito ensaio de LDH (C-D) a partir do
sobrenadante de células em diferentes tempos apés a inoculagédo dos virus MHV-3 (C) e MHV-A59 (D).
Os resultados sédo expressos em A absorbancia / min. O ensaio de MTT foi feito ainda em diferentes
tempos e MOI utilizando os virus MHV-3 (E) e MHV-A59 (F). Os resultados sdo expressos em
porcentagem de viabilidade celular. O controle celular (CC) recebeu somente DMEM com 1% de SFB.
n=3
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4.2 Avaliagao do potencial antiviral da Baicalina e Baicaleina contra o MHV-3

Iniciando os testes com os potenciais antivirais, primeiramente foi testada a

capacidade de reducao dos titulos virais e capacidade de recuperacao da viabilidade
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celular da Baicalina e Baicaleina. Foi entdo realizada uma dose-resposta com
concentragdes variando, primeiramente, de 3 uM a 100 uM tanto da Baicalina quanto
da Baicaleina. Os resultados demonstram que o tratamento das culturas celulares
infectadas com o MHV-3 tratadas com ambas as moléculas n&o apresentaram efeitos
antivirais conforme avaliados na titulagdo do sobrenadante realizada 16 horas apos a
infeccao (Fig. 8 A, B). Além disso, foi possivel avaliar que as concentragdes testadas
ndo apresentaram toxicidade nos parametros de MTT (Fig. 8 C, D) e LDH (Fig. 8 E,
F). Foi possivel avaliar uma maior viabilidade celular em células infectadas com o
MHV-3 quando tratadas com 3 yM de baicaleina tanto no parametro de MTT (Fig. 8D),
quanto de LDH (Fig. 8F). Devido aos resultados pouco expressivos que nao indicavam
um efeito dos flavondides na infecgcéo pelo MHV, decidimos por ndo dar seguimento

aos testes com a Baicalina e Baicaleina.

Figura 8. Avaliagao do potencial antiviral da Baicalina ou Baicaleina in vitro contra o virus MHV-
3 em células L929.

As células foram infectadas na MOI 0.01 e coletados os sobrenadantes apds 16 horas, em que foram
avaliados os efeitos da Baicalina e Baicaleina na titulagao viral (A, B), MTT na monocamada de células,
tendo o resultado expresso em porcentagem de viabilidade celular (C, D), e LDH também no
sobrenadante (E, F), em que os resultados foram expressos em A absorbancia / min. Os testes foram
feitos em concentragdes de 3uM, 10uM, 30uM e 100uM. O controle celular (CC) recebeu somente
DMEM com 1% de SFB. O controle viral (CV) recebeu somente o indculo na MOI 0.01, acrescido a 1%
de SFB. No grupo CV+DMSO, o inéculo viral foi introduzido juntamente a maior concentragao de DMSO
utilizada para diluir a baicalina e baicaleina. Foi feito one-way ANOVA seguido do pos-teste de
Tukey.*p<0.05 n=3.
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4.3 Avaliagao do potencial antiviral do peptideo AH-D contra o MHV-3 e SARS-
CoV-2 in vitro.

Em seguida, o préximo potencial antiviral a ser testado foi o peptideo AH-D. O in6culo
viral foi previamente incubado por uma hora junto a diferentes concentragdes do
peptideo variando de 3nM a 100nM, e posteriormente adicionado a monocamada de
células L929 previamente semeadas. 16 horas apés a infec¢do, a carga viral no
sobrenadante foi analisada, e constatou-se que, na concentracdo de100nM, o
tratamento com o AH-D foi capaz de reduzir o titulo viral em cerca de 10X quando
comparado as células infectadas nao tratadas (CV) (Fig. 9A). Além disso, a incubacgao
com o AH-D esteve ainda associado a uma melhora parcial da viabilidade celular
demonstrada pela analise do MTT em concentragdes a partir de 50nM (Fig. 9B). Ainda,
houve melhora nos parametros de LDH em concentragdes a partir de somente 3nM
(Fig. 9C).

Figura 9. Avaliagdao do potencial antiviral do peptideo AH-D contra o virus MHV-3 em células
L929.

O virus foi inoculado na MOI 0.01 apés a incubagao com diferentes concentragdes de 3uM, 10uM,
50uM e 100uM do peptideo AH-D em placas de 96 pogos previamente plaqueadas com células L929.
O sobrenadante foi coletado apos 16 horas. Foram avaliados os efeitos do peptideo AH-D no titulo viral
(A); MTT da monocamada de células (B), tendo o resultado expresso em porcentagem de viabilidade
celular; e LDH (C), que os resultados foram expressos em A absorbancia / min. O controle celular (CC)
recebeu somente DMEM com 1% de SFB. O controle viral (CV) recebeu somente o indculo na MOI
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0.01, acrescido a 1% de SFB. Foi feito one-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey. *p<0.05
comparado ao grupo CV n=3.
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Diante da atividade virucida observada contra o MHV-3, um novo experimento foi
realizado para avaliar o efeito do AH-D contra o SARS-CoV-2. O inéculo viral foi
incubado por 90 minutos com diferentes concentracdes do peptideo AH-D, seguindo
0 mesmo protocolo experimental anterior. Apds a incubacao, o inéculo foi aplicado a
monocamada de células Vero, visando avaliar a eficacia do peptideo nas condi¢des
testadas. Os titulos virais do sobrenadante de células infectadas com o SARS-CoV-2

ndo expostos ao AH-D ultrapassaram 108 UFP/mL, demonstrando uma diminuigéo
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significativa quando o inéculo foi previamente incubado juntamente com o peptideo a
partir de 125nM, tendo efeitos ainda maiores nas concentragdes de 250nM e 500nM
(Fig. 10). Os resultados com o AH-D se mostraram muito promissores e, devido a falta
de disponibilidade imediata do peptideo para realizacdo de experimentos in vivo, 0s
testes em camundongos estdo sendo realizados neste momento.

Figura 10. Teste de potencial agao virucida do peptideo AH-D quando incubado com o in6culo
viral previamente a infeccao.

Os testes foram feitos em que o indculo viral foi previamente incubado a diferentes concentragbes de
8nM, 16nM, 31nM, 62nM, 125nM, 250nM e 500nM. Apds a incubacéo, o indculo viral foi aplicado a
monocamada de células Vero e, apos 24 horas, o sobrenadante foi titulado para quantificagdo do virus
SARS-CoV-2. No grupo DMSO, o inéculo viral foi incubado juntamente a maior concentragdo de DMSO
utilizada para diluir o peptideo AH-D.*p<0.05 comparado ao grupo DMSO. Foi feito one-way ANOVA
seguido do poés-teste de Tukey ****p<0,0001 comparado ao grupo DMSO n=2.
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4.4 Avaliagao do potencial antiviral do DFMA contra o MHV-3/MHV-A59 in vitro

Seguindo a ordem de potenciais antivirais a serem testados, o DFMA, um analogo de
nucleosideo, teve sua capacidade antiviral avaliada contra o virus MHV-3. O MHV-3
induziu a formacgao de numerosos sincicios em células L929 com um MOI = 0,01 (Fig.
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11A). O DFMA a 30 uM foi capaz de restaurar parcialmente a morfologia original das
células L929, como mostrado nas imagens representativas (Fig. 11A). O DFMA exibiu
uma expressiva atividade antiviral, reduzindo os titulos no sobrenadante das células
infectadas, com efeitos observaveis a partir de 10 yM (Fig. 11B). Além disso, foi
avaliada uma reducao de 1.000 vezes nos titulos virais em concentragdes de 30 uM
de DFMA (Fig. 11B). A morte celular da monocamada de L929 foi quantificada
utilizando o ensaio de LDH e o ensaio demonstrou que o MHV-3 induziu um aumento
significativo na morte celular. Na presenca de DFMA a partir de 10 yM, observou-se
uma reducédo parcial da morte celular, sendo ainda mais acentuada a 30 uM, em que
o DFMA foi capaz de restaurar completamente os niveis de LDH, retornando aos

niveis basais observados em células n&o infectadas. (Fig. 11C).

Figura 11. Avaliagdo do analogo de nucleosideo DFMA como potencial antiviral contra o virus
MHV-3 em células L929.

As células foram infectadas na MOI 0.01 e diferentes concentragdes de DFMA adicionadas juntamente
com o momento da infecgédo. Foram coletados os sobrenadantes apds 16 horas e a monocamada foi
fotografada e apresentada de forma representativa (A), em que as setas indicam a formagao de
sincicios. Além disso, foi avaliado os titulos virais presentes no sobrenadante (B); e LDH (C), tendo os
resultados expressos em A absorbéancia / min. Os testes foram feitos em concentragdes de 3uM, 10uM
e 30uM. O controle celular (CC) recebeu somente DMEM com 1% de SFB. No grupo CV+DMSO o
indculo viral foi introduzido juntamente a uma concentragdo de DMSO referente a maior concentragao
de DFMA utilizada para diluir o analogo de nucleosideo. Foi feito one-way ANOVA seguido do pos-
teste de Tukey. ****p<0.0001; ***p<0.0003. n=3
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Um segundo ensaio foi realizado para avaliagdo dos efeitos do DFMA dentro de um
contexto de infeccéo pelo virus MHV-A59. Foi possivel observar que, em células néo
tratadas com o DFMA, o virus MHV-A59 induziu a formagao de diversos sincicios em
células L929 na MOI de 0.01 (Fig. 12A). De maneira interessante, o DFMA na
concentragao de 30 uM ja foi capaz de prevenir a formagao dos sincicios nas células

L929, como demonstrado nas imagens representativas (Fig. 12A). Além disso, a
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quantificacdo de virus do sobrenadante de células infectadas com o MHV-A59
demonstrou que o DFMA foi capaz de reduzir significativamente os titulos virais
recuperados, ja na concentragdo de 10 uM. Em concentragdes mais altas de 30 uM,
o DFMA teve resultados ainda mais promissores, alcangando uma reducdo de mais
de 10X o titulo viral recuperado do sobrenadante (Fig. 12B).

As analises de morte celular demonstraram que a infecgéo pelo MHV-A59 foi capaz
de elevar os niveis de LDH presente no sobrenadante das células. Contudo, o DFMA
foi capaz de, significativamente, reduzir os niveis de LDH em concentrag¢des a partir
de 10 uM, tendo seu efeito ainda mais acentuado em concentragdes mais altas de 30
MM (Fig. 12C).

Figura 12. Avaliagdo da atividade antiviral do composto DFMA contra o virus MHV-A-59 em
células L929.

As células L929 plaqueadas previamente em placa de 96 pogos foram infectadas na MOI 0.01 e
tratadas imediatamente com o DFMA em concentragdes de 3uM, 10Mm e 30uM. Ao final de 16 horas
apos a infecgao, as células foram fotografadas, conforme demonstrado de forma representativa, que
as setas indicam a formacéao de sincicios (A). Neste mesmo tempo, foi ainda avaliado os titulos virais
no sobrenadante de cada poco (B), além de e LDH (C), tendo os resultados expressos em A
absorbancia / min. Os testes foram feitos em concentragdes de 3uM, 10uM e 30uM. O controle celular
(CC) recebeu somente DMEM com 1% de SFB. No grupo CV+DMSO o inéculo viral foi introduzido
juntamente a uma concentragdo de DMSO referente a maior concentragao de DFMA utilizada para
diluir o analogo de nucleosideo. Foi feito one-way ANOVA seguido do poés-teste de Tukey.
****n<0.0001; ***p<0.0003. n=3
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4.5 Avaliagcao do potencial antiviral do DFMA contra o SARS-CoV-2 in vitro.

Com a finalidade de avaliar o potencial efeito antiviral do DFMA frente a infecgao pelo
o virus SARS-CoV-2, células de epitélio pulmonar imortalizadas (Calu-3) foram
infectadas na MOI 0.01 e tratadas com concentragdes de DFMA de 3 uM, 10 uM e 30
MM. Apds 24 horas, foi feita uma re-adigao de DFMA com as mesmas concentragdes
definidas. A presenca do DFMA no meio DMEM, em concentragées de 30 pM, ja foi

capaz de induzir uma reducdo de aproximadamente 15 vezes no titulo viral
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recuperado em comparagao ao sobrenadante de células na auséncia do analogo de
nucleosideo (Fig. 13A), com um valor de IC50 de 8,201 (Fig. 13B). Para avaliar a
citotoxicidade do DFMA em células Calu-3, a monocamada celular foi exposta a
diferentes concentragbes de DFMA, resultando em um CC50 de 51,01 (Fig. 13B) e

um IS (indice de Seletividade) de 6.22, sendo considerado um antiviral potente e

promissor.

Figura 13. Citotoxicidade e avaliagao da atividade antiviral do DFMA in vitro contra o SARS-CoV-2.

As células Calu-3 foram infectadas por SARS-CoV-2 na MOI = 0.01, com o DFMA adicionado simultaneamente
em concentragdes variando de 3 uM a 30 yM. O CV (Controle Viral) recebeu apenas o inéculo viral, e o CV+DMSO
recebeu o indculo viral acrescido de 1% de DMSO. Apods 24 horas, um segundo inéculo de DFMA foi adicionado
ao sobrenadante nos pogos correspondentes. Foi feita a titulagdo do sobrenadante (A). One-way ANOVA seguido
do pods-teste de Tukey foi realizado, ***P < 0,001. Além disso, um ensaio de citotoxicidade foi conduzido por MTT
para determinar o CC50 de 51,01 para o DFMA e o IC50 de 8,201, avaliado por regressao nao linear. Isso permitiu
o célculo do indice de Seletividade IS = 6,22 do DFMA dentro deste contexto (B).
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4.6 Avaliagcao do potencial antiviral do DFMA contra o MHV-3 in vivo.

Dada a capacidade promissora do DFMA a partir dos resultados obtidos, e seguindo
nosso plano de trabalho, seria de grande importancia a evolugao para testes in vivo.
Sabendo da capacidade do MHV-3 de induzir uma doenga grave, sistémica e letal,
sendo considerado um bom modelo capaz de mimetizar a COVID aguda grave em
camundongos (Andrade et al., 2021; Campolina-Silva et al., 2023; Oliveira et al., 2024;
J. Pimenta et al., 2023), animais foram infectados com 10®* UFP de MHV-3 por via

intranasal. O modelo de infeccao foi previamente padronizado e descrito por Andrade
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e colaboradores (2021). Neste experimento, foram avaliados os efeitos do tratamento
intraperitoneal com o analogo de nucleosideo DFMA (10mg/Kg duas vezes ao dia, a

partir de dois dias antes da infec¢cédo) no contexto de infec¢ao pelo virus MHV-3.

Primeiramente, a carga viral nos pulmées dos camundongos foi quantificada por
gPCR, mostrando que os camundongos infectados com MHV-3 apresentavam RNA
viral nos pulmdes no terceiro dia apds a infec¢ao. O tratamento com o DFMA levou a
uma redugédo significativa de aproximadamente 90% da quantificacdo de cépias de
RNA viral nos pulmbdes de camundongos tratados (Fig. 14A). Os dados de
quantificacdo viral no pulmdo dos animais foram ainda apresentados de forma
representativa por imuno-histoquimica com a coloracao da proteina N do MHV-3 (Fig.
14B). As anadlises histoldégicas mostraram um score inflamatério mais elevado nos
pulmdes de camundongos infectados com MHV-3, caracterizado principalmente por
um infiltrado celular de células polimorfonucleares (Fig. 14C, D). O aumento
observado do escore inflamatdrio induzido pela infeccdo por MHV-3 nao foi totalmente
reduzido com o tratamento de DFMA (Fig. 14D).

Sabendo da importancia que a tempestade de citocinas possui no contexto da
COVID-19, foi realizada a quantificagdo de mediadores inflamatérios presentes no
tecido pulmonar, e as analises demonstraram que a infecgdo por MHV-3 induziu um
aumento na quantificagdo das quimiocinas CXCL1 (Fig. 14E) e CCL2 (Fig. 14F), assim
como um aumento nos niveis da citocina IL-6 (Fig. 14G). O tratamento com DFMA
nao apenas foi capaz de reduzir a carga viral, mas essa reduc¢ao também levou a
reversao dos niveis elevados dos mediadores CXCL1 (Fig. 14E) e IL-6 (Fig. 14G),

quando comparado ao grupo nao tratado.

Além do contexto pulmonar, a infec¢ao pelo MHV-3 também foi capaz de aumentar
sistemicamente os niveis dos mediadores CXCL1 (Fig. 14H), CCL2 (Fig. 141) e IL-6
(Fig. 14J) no soro dos animais infectados. De maneira interessante, o tratamento com
DFMA foi capaz de reverter esse aumento e restaurar os niveis basais da quimiocina
CXCL1 (Fig. 14H), embora ndo tenha mostrado diferenca significativa para os
mediadores CCL2 (Fig. 14l) e IL-6 (Fig. 14J).

Em um segundo experimento, um grupo de camundongos permaneceu monitorado

até o quinto apds a infeccdo para avaliagao clinica. Os resultados mostraram um
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aumento significativo no escore clinico dos camundongos infectados com MHV-3,
embora o tratamento com DFMA n&o tenha sido capaz de melhorar as condi¢des

clinicas desses camundongos p=0,0623 (Dados nao apresentados).

Figura 14. Efeitos do tratamento com DFMA contra a infecgdo por MHV-3 in vivo.

Os camundongos foram tratados a cada 12 horas, iniciando dois dias antes da infec¢ao, tratando duas
vezes ao dia na dose 10 mg/kg, até o segundo dia pés-infecgdo. Os camundongos foram infectados
com MHV-3 e eutanasiados no terceiro dia poés-infeccdo. A carga viral no tecido pulmonar foi
quantificada por RT-gPCR e expressa como Unidades Relativas/20 ng de cDNA (A). Imagens
representativas dos pulmdes de camundongos infectados por MHV-3, com ou sem tratamento com
DFMA, foram demonstradas com marcagédo especifica para o virus MHV-3 (B). Outra imagem
representativa € apresentada, demonstrando que em camundongos infectados nao tratados, observa-
se aumento do infiltrado de células inflamatdrias no tecido pulmonar. As setas indicam a presencga de
leucécitos nas regides alveolar e perivascular (C). O escore inflamatério dos tecidos pulmonares dos
diferentes grupos foram quantificados (D). A dosagem de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar
estao representadas para CXCL1 (E), CCL2 (F) e IL-6 (G). Os mesmos mediadores também foram
quantificados no soro: CXCL1 (H), CCL2 (I) e IL-6 (J). As diferengas entre os grupos foram analisadas
utilizando One-way ANOVA seguido do pos-teste Tukey para os gréaficos (E), (G), (H) e (l); Kruskal-
Wallis seguido do pos-teste de Dunn para os graficos (D), (F) e (I); Teste T foi utilizado para
comparagdes entre dois grupos. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001. n = 6-8.
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Analisamos ainda dados do sangue dos animais para acessar possiveis efeitos

sistémicos da infecgdo e do efeito do tratamento nestes parédmetros. Nao houve

diferengas significativas na contagem de leucdcitos totais entre os grupos analisados
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(Fig. 15A). A infecgao pelo virus MHV-3 esteve associada a uma diminuigdo na
contagem de linfécitos (Fig. 15B), acompanhado de um aumento da contagem de
monaocitos no sangue de camundongos infectados pelo MHV-3(Fig. 15C), contudo, o
tratamento com o DFMA né&o foi capaz de reverter tais parametros. Nao foram
observadas diferengas estatisticas entre os grupos quando comparados a contagem

de granuldcitos (Fig. 15D) e o hematdcrito (Fig. 15E).

A razao granuldcito/linfécito foi avaliada, e em nosso modelo, camundongos
infectados pelo MHV-3 apresentaram niveis aumentados da razao
granulécito/linfécito, contudo, o tratamento com o DFMA n&o foi capaz de reverter tais
paréametros (p=0,1966) (Fig. 15F).

Figura 15. Efeitos sistémicos do tratamento com DFMA contra a infec¢gao por MHV-3 in vivo.

Os camundongos foram tratados a cada 12 horas, iniciando dois dias antes da infecgéo, tratando duas vezes ao
dia na dose 10 mg/kg, até o segundo dia pos-infecgdo. Os camundongos foram infectados com MHV-3 e
eutanasiados no terceiro dia pds-infecgdo. Foi feito analises do sangue dos animais para leucécitos totais (A),
quantificagdo de linfécitos (B), mondcitos (C), granuldcitos (D), hematdcrito (E) a razdo entre granuldcitos e
linfécitos (F). As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando One-way ANOVA seguido do pos-teste
Tukey para o grafico (B); Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn para os graficos (A), (C), (D), (E) e (F) *P
<0,05; **P < 0,01; **P < 0,001; ****P < 0,0001. n = 6-8.
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Diante dos resultados promissores obtidos com o tratamento antiviral no modelo de

infeccdo por MHV-3, avaliamos se o DFMA teria um impacto semelhante in vivo para
outros coronavirus.
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4.7 Avaliacao do potencial antiviral do DFMA contra o MHV-A59

Sabendo que as complicagdes da COVID-19 ndo se manifestam apenas de forma
grave, a capacidade antiviral do DFMA também foi analisada em um modelo de
COVID leve-moderada e auto-resolutiva, do ponto de vista pulmonar, em animais C57,
através da utilizagdo do MHV-A59, conforme previamente padronizado (J. C. Pimenta
et al., 2024). Camundongos foram infectados com 10° UFP de MHV-A59 de forma
intranasal, e foram avaliados os efeitos do tratamento com o DFMA de maneira similar

ao previamente apresentado para o MHV-3.

Camundongos infectados pelo MHV-A59 apresentaram um alto numero de cépias de
RNA viral nos pulmbes, medido por RT-gPCR, apds dois dias de infeccao (Fig. 16A).
O tratamento com DFMA em animais infectados, mais uma vez, levou a diminuigao
da quantificagdo de cépias de RNA viral (Fig. 16A). Além disso, foi observado que os
animais infectados apresentaram virus viaveis nos tecidos pulmonares, quantificados
por titulacdo (Fig. 16B). Interessantemente, o tratamento com DFMA também foi

capaz de reduzir a quantificagdo de particulas virais viaveis nesses tecidos (Fig. 16B).

Imagens representativas de cortes histolégicos de pulmé&o foram obtidas, mostrando
um grande infiltrado inflamatdrio nos tecidos pulmonares dos camundongos infectados
nao tratados, o que nao foi observado nos camundongos tratados com DFMA (Fig.
16C). A infecgcédo levou a um aumento dos escores inflamatérios nos pulmdes dos
camundongos né&o tratados, embora ndo tenha alcangado significancia estatistica

quando comparado ao grupo tratado com DFMA (Fig. 16D).

Além de quantificar a carga viral e confirmar que, mais uma vez, o DFMA exerceu
atividade antiviral no contexto da infecgao por MHV-A59, sua capacidade de melhorar
os parametros inflamatoérios também foi analisada. A infeccdo por MHV-A59 foi
associada a um aumento da quimiocina CXCL1 tanto nos pulmbes de camundongos
infectados nao tratados quanto tratados com DFMA (Fig. 16E). Ao avaliar a quimiocina
CCL2, foi observado um aumento significativo nos tecidos pulmonares de
camundongos nao tratados, induzido pela infecgdo com MHV-A59. No entanto, o
tratamento com o DFMA resultou em niveis reduzidos dessa quimiocina (Fig. 16F).
Nao foram detectadas diferengas entre os grupos na quantificagao de IL-6 (Fig. 16G).
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Figura 16. Efeitos do DFMA contra o MHV-A59 in vivo.

Camundongos foram tratados seguindo o mesmo protocolo utilizado anteriormente para o MHV-3. Os
camundongos foram infectados com MHV-A59 e divididos em grupos, com ou sem tratamento com
DFMA. Dois dias ap6s a infecgédo, os camundongos foram eutanasiados e as amostras foram coletadas
para analises. A carga viral nos pulmdes foi quantificada por RT-qPCR e expressa como Unidades
Relativas / 50 ng de cDNA (A) além da quantificagdo de particulas virais viaveis por titulacado, expresso
em UFP/mg (B). As analises histologicas representativas do tecido pulmonar destacam infiltrados
inflamatérios e hemorragia em camundongos infectados nao tratados (C), com uma analise de escore
histopatoldgico representada em (D). Os niveis das quimiocinas CXCL1 (E) e CCL2 (F), juntamente
com a citocina IL-6 (G), foram também quantificados em amostras de tecido pulmonar. As diferencas
entre os grupos foram avaliadas por One-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey para o grafico
(F), Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn para os graficos (D), (E) e (G); Teste T foi empregado
em analises envolvendo apenas dois grupos. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001. n =

7-8.
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As analises do sangue demonstraram que a infecgdo pelo MHV-A59 levou a uma
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diminuicdo de leucdcitos totais em animais nao tratados, ndo havendo diferenca
significativa com relagdo aos animais tratados com o DFMA (Fig. 17A). Além disso, a
infeccdo pelo MHv-A59 levou a uma queda na quantificagdo de linfocitos no sangue
de animais nao tratados. O tratamento com o DFMA foi capaz de reverter essa
diminuicao de leucdcitos relacionada a infecgao pelo MHV-A59 (Fig. 17B). Nao houve
diferengas significativas entre os grupos analisados na quantificagcdo de mondcitos
(Fig. 17C) e granulocitos (Fig. 17D).

A infec¢ao por MHV-A59 levou a um aumento na razao Granulécitos/Linfocitos. Neste
modelo, o tratamento com DFMA foi capaz de reduzir de forma significativa essa razao

em comparagao aos camundongos nao tratados (Fig. 17E).

Figura 17. Efeitos do tratamento com DFMA contra a infecgao por MHV-A59 in vivo.

Camundongos foram tratados seguindo o mesmo protocolo utilizado anteriormente para o MHV-3. Os
camundongos foram infectados com MHV-A59 e divididos em grupos, com ou sem tratamento com
DFMA. Dois dias apés a infecgédo, os camundongos foram eutanasiados e as amostras de sangue
foram coletadas para analises. Foi feito analises do sangue dos animais para leucdcitos totais (A),
quantificagao de linfécitos (B), monocitos (C), granulocitos (D) e a razdo entre granuldcitos e linfocitos
(E). As diferencgas entre os grupos foram analisadas utilizando One-way ANOVA seguido do pés-teste



64

Tukey para os graficos (B) e (D); Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn para os graficos (A), (C)

e (E) *P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001. n = 6-8.
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4.8 Avaliagdo da capacidade antiviral do DFMA contra o SARS-CoV-2 em
camundongos K18hACE2.

Um experimento in vivo foi realizado utilizando camundongos K18-Human ACE2
infectados com 10* UFP do virus SARS-CoV-2 por via intranasal. Os animais foram
tratados em protocolo similar ao descrito para o MHV-3/MHV-A59, sendo iniciado o
protocolo de tratamento dois dias antes do momento da infecgédo e eutanasiados trés
dias ap6s a infecgdo. Nao houve diferengcas na contagem de células totais entre os

grupos analisados (Fig. 18A).

A infeccao de animais nao tratados levou a uma alta recuperagao de particulas virais
viaveis quantificada por titulacédo (Fig. 18B) além da deteccéo de copias de RNA viral,
conforme avaliado por RT-gPCR (Fig. 18C). De maneira interessante, o tratamento
com o DFMA novamente foi capaz de reduzir significativamente tanto o numero de
particulas viaveis (Fig. 18B), quanto o numero de copias de RNA viral (Fig. 18C)
recuperadas nos pulmodes de animais infectados. Os dados de quantificagéo viral no
pulmdo dos animais foram demonstrados de forma representativa por imuno-
histoquimica com a coloragao da proteina Spike do SARS-CoV-2 (Fig. 19D), validando
todos os resultados anteriores e apresentando efetivamente o DFMA como um

potencial antiviral para diferentes coronavirus.

Figura 18. Efeito do tratamento com DFMA na infec¢ao por SARS-CoV-2 em camundongos K18-
hACE2.

Camundongos K18-hACE2 foram tratados com 10 mg/kg de DFMA duas vezes ao dia, comegando
dois dias antes da infecgdo e seguindo até o segundo dia pdés-infecgdo. Os camundongos foram
eutanasiados no terceiro dia pos-infecgdo. Foi quantificado as células totais no sangue de
camundongos (A). A carga viral nos pulmdes foi quantificada através da titulagcéo viral (B) do numero
de copias de RNA viral utilizando RT-gPCR (C). O tecido pulmonar foi coletado para analise histologica,
com a coloragao imuno-histoquimica da proteina Spike do SARS-CoV-2 As diferengas entre os grupos
foram analisadas usando o Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn para (A). Para comparacoes
envolvendo apenas dois grupos, foi utilizado o Teste T. *P < 0,05; **P. n = 7-8.
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Assim como na infeccdo por MHV, além dos resultados da carga viral, cortes

histologicos dos pulmdes revelaram um substancial infiltrado inflamatério nos tecidos

pulmonares de camundongos infectados ndo tratados (Fig. 19A). Camundongos

infectados mostraram um aumento significativo nos escores inflamatdrios pulmonares,
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mas o tratamento com DFMA ndo apresentou significancia estatistica para tal

parametro (Fig. 19B).

Além disso, a quantificagdo de mediadores inflamatorios nos tecidos pulmonares de
camundongos infectados com SARS-CoV-2 também foi avaliada, e ndo foram
observadas diferengas nos niveis de CXCL1 entre os grupos (Fig. 19C). Por outro
lado, se tratando da quimiocina CCL2, foi observado um aumento significativo nos
pulmdes de animais infectados pelo SARS-CoV-2 (Fig. 19D). No entanto, o tratamento
com DFMA foi capaz de reduzir significativamente os niveis pulmonares de CCL2,
retornando-os a niveis basais (Fig. 19D). Nenhuma diferenga foi observada entre os

grupos para a citocina IL-6 (Fig. 19E).

Figura 19. Parametros inflamatérios pulmonares do tratamento com DFMA na infecgao por
SARS-CoV-2 em camundongos K18-hACE2.

Camundongos K18-hACE2 foram tratados com 10 mg/kg de DFMA duas vezes ao dia, comegando dois
dias antes da infeccdo e seguindo até o segundo dia pds-infecgdo. Os camundongos foram
eutanasiados no terceiro dia pés-infecgdo. Imagens histolégicas representativas mostram infiltrado
inflamatoério em camundongos infectados nao tratados (A). O escore inflamatoério pulmonar também foi
avaliado (B), juntamente com a quantificacdo de mediadores inflamatérios, incluindo CXCL1 (C), CCL2
(D) e IL-6 (E). One-way ANOVA seguido do poés-teste de Tukey para o grafico (D), Kruskal-Wallis
seguido do pos-teste de Dunn para os graficos (B), (C) e (E); Teste T foi empregado em analises
envolvendo apenas dois grupos. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001. n =7-8
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5. Discussao

A familia Coronaviridae inclui varios virus capazes de infectar humanos, passaros,
roedores e outras espécies (Su et al., 2016). Alguns coronavirus sao globalmente
distribuidos e capazes de causar infecgdes respiratorias leves em humanos, como o
229E, OCA43, NL63, e HKU1 (Su et al., 2016). Além de infec¢des leves, os coronavirus
também foram responsaveis por epidemias significativas que levaram a graves
quadros respiratorias ao longo dos ultimos 20 anos, como a sindrome respiratoria
aguda grave (SARS) causada pelo SARS-CoV (OMS, 2003), resultando em impactos
econdmicos, sociais e de saude publica (Qiu et al., 2018); a Sindrome Respiratéria do
Oriente Médio causada pelo MERS-CoV; e mais recentemente, em 2019, a COVID-
19 causada pelo virus SARS-CoV-2.

A COVID-19 tem se mostrado uma doenca de impacto profundo e duradouro. Além
das fatalidades diretas atribuidas a doenca e da consequente pressdo sobre os
sistemas de saude em todo o mundo, ela exerce uma influéncia significativa em
diversas dimensdes socioeconémicas (Nicola et al., 2020). Notavelmente, os sintomas
agudos da COVID-19 n&o sao os unicos aspectos de interesse dessa sindrome. Ha
também o que vem sendo chamado de COVID longa, uma sindrome multissistémica
e heterogénea caracterizada por varias alteragdes prolongadas que vao além das
complicagbes pulmonares agudas inicialmente relatadas. Estudos demonstram que
os sintomas e consequéncias associados a infecgcao por SARS-CoV-2 podem persistir
por meses, potencialmente levando a sequelas irreversiveis e irreparaveis em muitas
areas (Dauvis et al., 2023; Monje & Iwasaki, 2022; Silva et al., 2021; Xie et al., 2022).

Atualmente, existem vacinas aprovadas em carater emergencial que desempenharam
um papel significativo na redugéo e mitigagdo dos casos da doenga (Zheng et al.,
2021). Uma grande preocupacéao é o surgimento de novas variantes que apresentam
alteracbes, particularmente relacionadas a proteina Spike viral, que tém sido
associadas a evasao imune e ao aumento da transmissibilidade (Bhattacharya et al.,
2021; Cromer et al., 2022; R. Li et al., 2021; Rossler et al., 2021; Viana et al., 2022; P.
Wang et al., 2021) (Willett et al., 2022; Xin Zhao et al., 2022).
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E indiscutivel que a familia Coronaviridae ja apresentou historicamente diversos
representantes com grande potencial de causar sérios impactos em nossa sociedade.
A pandemia de COVID-19 destaca mais uma vez a necessidade da busca por novas
moléculas capazes de reduzir ou até interromper o ciclo de multiplicacdo do virus
tornando-se imprescindivel a busca por antivirais ndo apenas contra o SARS-CoV-2,
mas também contra outros coronavirus, visando uma possivel utilizagdo também em

futuras epidemias causadas por membros dessa familia.

Neste trabalho, avaliamos a atividade antiviral de diferentes compostos e moléculas
contra o coronavirus murino MHV n&o somente como um modelo experimental e
ferramenta de estudo, mas como uma prova de conceito de validagao dos testes de

potenciais antivirais para outros coronavirus que ndo o SARS-CoV-2.

O MHV, assim como 0 SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2, é um betacoronavirus que infecta
naturalmente camundongos, sendo capaz de causar hepatite, que pode evoluir para
a letalidade desses animais (Lucchiari et al., 1992). Trabalhar com o MHV exige
laboratorios e biotérios de nivel de biosseguranca 2 (NB-2), ao contrario do virus
SARS-CoV-2, que requer laboratérios de nivel de biosseguranca 3 (NB-3), o que o
torna ainda uma 6tima ferramenta para screening de potenciais candidatos antivirais,
uma vez que a disponibilidade de laboratérios e biotérios com nivel 3 de
biosseguranga foi um dos maiores problemas enfrentados nos semestres iniciais

deste trabalho.

Conforme demonstrado pelo nosso grupo, o MHV-3 é capaz de causar danos
pulmonares quando inoculado por via intranasal (Andrade et al., 2021), sendo utilizado
como modelo capaz de mimetizar alteragcbes pulmonares e sistémicas comumente
observadas em casos graves de COVID-19(Campolina-Silva et al., 2023; Oliveira et
al., 2024; J. Pimenta et al., 2023). Sendo assim, como estratégia experimental,
primeiramente, realizamos testes de potenciais compostos in vitro contra os virus
MHV-3/MHV-A59 dentro de laboratérios NB-2, evoluindo para testes in vitro contra o
SARS-CoV-2. Posteriormente, o candidato mais promissor selecionado foi exposto a
testes in vivo contra os virus MHV-3/MHV-AS59. Por ultimo, seguimos para testes in

vivo contra o virus SARS-CoV-2 conforme a demonstracao de resultados promissores.
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O primeiro potencial antiviral a ser testado foi a Baicalina, um flavonoide metabdlito
da Baicaleina. Os dados obtidos em nossos experimentos com o uso dos flavondides
nao apresentaram resultados promissores, sem efeito algum nos titulos virais
presentes no sobrenadante de células infectadas pelo MHV-3 na presenca da
baicalina ou baicaleina. Em outros estudos, ja foi demonstrado que a baicalina
apresentou promissores efeitos antivirais, com uma alta atividade virucida contra
particulas extracelulares de DENV-2 e mostrou ainda, efeito anti-adsor¢céo em células
Vero (Moghaddam et al., 2014). Além disso, o efeito antiviral da Baicalina também foi
demonstrado in vitro para o virus Chikungunya, como demonstrado por Oo e
colaboradores (2018), em que a baicalina apresentou efeitos mais promissores
quando adicionada juntamente com o virus, ou nas primeiras horas apds o indculo
viral, apresentando ainda, um efeito ainda maior quando adicionado 2 horas antes do
inoculo viral, com capacidade de reducao de 93% na produgéo viral. Estes resultados
sugeriram que a baicalina foi capaz de afetar, principalmente, os estagios iniciais da
infeccdo pelo CHIKV (Oo et al., 2018). Em um outro estudo, foi analisada a potencial
atividade antiviral da baicaleina contra o virus Influenza in vivo. Neste trabalho, Xu e
colaboradores (2010) demonstraram um interessante efeito antiviral da administragao
oral da Baicaleina, dependente da concentragao sérica de seu metabdlito, a baicalina
(Xu et al., 2010). Sendo assim, e sabendo que a concentragdo maxima de baicalina
no soro de pacientes que tiveram a administragdo de 360mg de baicalina intravenosa
chega a, no maximo, 74 ug/ml (equivalente a 170 uM) (F. Chen et al., 2004), decidimos
por ndo avangarmos a baicaleina ou a baicalina para testes utilizando o virus SARS-
CoV-2, uma vez que nao observamos efeito antiviral in vitro nas concentragdes de até

100 uM neste presente estudo utilizando o virus MHV-3.

Apds nao observarmos resultados satisfatorios para evolugao do teste da Baicalina
ou baicaleina para testes contra o SARS-CoV-2, conforme havia sido definido pelo
plano de trabalho previamente estabelecido, foi publicado um trabalho demonstrando
os efeitos da Baicalina e Baicaleina in vitro para o virus SARS-CoV-2 por outro grupo
de pesquisadores (Zandi et al., 2021). Neste trabalho, tanto a baicaleina, quanto seu
metabdlito apresentaram atividade antiviral in vitro, cujo mecanismo proposto seria
diferente, através da ligacao na RdRp, sendo capaz de inibir a sua acado enzimatica
(Zandi et al., 2021). Posteriormente, foi ainda demonstrado in vivo efeitos benéficos

do uso da Baicaleina, em que animais infectados com o SARS-CoV-2 e tratados com
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a molécula apresentaram ganho de peso, comparado com animais infectados nao
tratados que perderam peso durante o experimento, além de menores cargas virais
no pulmao e menores danos pulmonares quando tratados em comparagdo com o
grupo néo tratado (Song et al., 2021). Um outro trabalho langado logo em seguida
mostrou uma inibigdo completa do virus SARS-CoV-2 em concentragdes a partir de
25 UM de Baicalina (Ngwe Tun et al., 2022).

Sabiamos que enfrentariamos desafios associados ao plano de trabalho previamente
estabelecido, que consistia em testar inicialmente os compostos no virus MHV para,
posteriormente, evoluir para o SARS-CoV-2. E inevitavel reconhecer que algumas
moléculas, como a baicalina e a baicaleina, poderiam apresentar eficacia contra o
SARS-CoV-2, mesmo sem apresentar efeitos significativos contra o MHV. No entanto,
devido a auséncia de um laboratorio NB3 nos primeiros semestres, essa abordagem

experimental foi adotada como uma alternativa necessaria.

O segundo grupo de compostos testados neste estudo foi o peptideo AH-D. Ja foi
demonstrado por Jackman e colaboradores (2018) que este peptideo demonstrou
atividade com alta capacidade de ruptura de lipossomos de 300nm ou menores
quando em concentracéo do peptideo de 100nM, valor bem abaixo do limiar citotoxico
do peptideo que teve o valor de CC50 de 63.44 uM. Neste mesmo trabalho, o foi AH-
D teve o seu efeito virucida relatado, em que o virus em MOI definida foi exposto
juntamente a diferentes concentra¢des do AH-D por 1 hora e posteriormente incubado
a 37°C. Apds a incubagao, o indculo foi adicionado a monocamada de células. A
atividade do peptideo AH-D foi demonstrada para diversos arbovirus envelopados por
ensaio de neutralizagéo, sendo eles: DENV, virus da encefalite japonés (JEV), virus
Chikungunya (CHIKV), virus da febre amarela (YFV), além do virus da Zika (ZIKV),
com ICso variando de 11-206 nM. O tratamento terapéutico com o AH-D in vivo foi
capaz de resultar na diminuigdo da carga viral e consequentemente da mortalidade,
associada a infecgao pelo ZIKV(Jackman et al., 2018). Um outro trabalho demonstrou
que o uso do peptideo AH-D em fémeas gravidas infectadas por ZIKV resultou em
diminuigao significativa do numero de filhotes em que foi detectado copias de RNA
viral apos o nascimento da prole, resultando ainda em uma redugao de 21% na morte

fetal de filhotes vindos de fémeas tratadas (Camargos et al.,, 2019).

Aqui, pudemos avaliar um efeito antiviral significativo em concentracbes a partir de



73

50nM, em que relatamos a diminuigdo da quantificagao de particulas virais viaveis do
MHV-3 detectadas no sobrenadante de células L929. Além disso, o AH-D também foi
capaz de reverter a perda de viabilidade celular induzida pela infeccdo e melhorar os
parametros de morte celular. Ao realizar um teste piloto com o SARS-CoV-2, o AH-D
apresentou um efeito significativo de diminuigdo de particulas virais viaveis presentes
no sobrenadante somente quando o inéculo viral foi incubado previamente em
concentracdes a partir de 125nM, estando ainda bem abaixo do valor capaz de levar

a citotoxicidade relatado por Jackman e colaboradores (2018).

Por ultimo, avaliamos o potencial papel antiviral do analogo de nucleosideo DFMA. A
molécula atua se ligando de forma analoga, mas nao funcional, ao sitio ativo da RdRp
viral. Em outros trabalhos, o tratamento com o DFMA foi capaz de reduzir o niumero
de copias de RNA viral do sobrenadante de células infectadas com DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4, como publicado por Zandi e colaboradores (2019). Neste
mesmo trabalho, analises in vivo demonstraram uma capacidade do DFMA de diminuir
os titulos virais de particulas viaveis no plasma, baco, figado e cérebro quando
administrado na dose de 10mg/Kg/dia a partir da data da infecgdo em camundongos
A129, além de estar associado a melhorias sistémicas, como de menor dano tecidual,
recuperacao dos niveis de plaquetas e menores quantificacdo de mediadores
inflamatorios langcados sistemicamente (Zandi et al., 2019). Ja foi relatado, em um
trabalho publicado por Zmurko e colaboradores (2016), dosagens 5 vezes maiores de
um analogo de nucleosideo similar ao DFMA, quando comparada a dosagem utilizada
por Zandi e colaboradores (2019). Isto nos leva a crer que aumentar a dose seria

capaz de levar a efeitos mais robustos.

A promissora atividade antiviral do DFMA foi também relatada por Del Sarto e
colaboradores (2020), demonstrando que o analogo de nucleosideo DFMA foi capaz
de inibir a replicagéo viral e a neuroinflamacao induzida pelo Zika virus in vivo, além
de reduzir a letalidade em camundongos deficientes para receptores de Interferon tipo
| (A2%)(Del Sarto et al. 2020). Até entdo, o DFMA havia sido testado apenas contra
flavivirus, que geralmente possuem uma enzima RdRp conservada entre eles, sendo
considerada um excelente alvo para o desenvolvimento de antivirais (Lim et al., 2015;
Rawlinson et al., 2006). Além disso, um analogo de nucleosideo similar ao DFMA
também apresentou um efeito antiviral promissor contra o virus da febre amarela YFV

(LeCher JC et al., 2022). Esses resultados sugerem que o DFMA poderia vir a exercer
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efeito semelhante contra membros da familia Coronaviridae, dado que todos os virus

mencionados sao envelopados de RNA fita simples e senso positivo.

Nossos dados demonstraram que o DFMA se apresentou como um promissor
antiviral, uma vez que de inicio foi capaz de reduzir os titulos dos virus MHV-3 e MHV-
AS59, diminuindo a quantificagao viral no sobrenadante de células L929 infectadas a
partir de 10uM, semelhante ao observado contra o ZIKV, conforme demonstrado por
Del Sarto et al (2020) onde o DFMA também foi capaz de reduzir as concentra¢des
dos titulos virais em concentragdes a partir de 10uM. O DFMA apresentou excelentes
resultados in vitro contra o SARS-CoV-2, com um indice de seletividade de 6,2, o que
nos levou a avancar para os estudos in vivo. Com isso, as analises avangaram para
experimentos in vivo, utilizando um protocolo de tratamento semelhante ao
empregado em outros estudos (Del Sarto et al., 2020a; Zandi et al., 2019). O DFMA
reduziu significativamente a carga viral nos pulmdes de camundongos em todos os
trés modelos de infeccdo: MHV-3, MHV-A59 e SARS-CoV-2, conforme avaliado e
quantificado por qPCR.

Além dos dados demonstrados da acao antiviral do DFMA, os resultados
apresentaram ainda que a reducdo da carga viral também esteve associada a uma
diminuicao na producao de diferentes mediadores inflamatdrios, quando quantificados
nos pulmdes em todos os modelos de infecgao testados, bem como no soro de
camundongos tratados no modelo experimental de COVID-19 grave de MHV-3. Como
relatado em nossas descobertas com o uso do DFMA, a redugao de mediadores
inflamatdrios nos pulmdes de camundongos K18-hACE2 infectados com SARS-CoV-
2 também foi previamente relatada com a administragdo de molnupiravir, uma
molécula antiviral ja aprovada como medicamento contra o SARS-CoV-2 (Papinia et
al., 2024).

Os dados demonstram que, em um modelo de COVID-19 grave utilizando o MHV-3,
embora o DFMA tenha reduzido a carga viral e os mediadores inflamatérios, nao
houve uma redugéo significativa na razao granuldcito/linfocito. No entanto, no modelo
de COVID-19 leve, o DFMA reduziu significativamente a razado granuldcito/linfécito
aumentada em animais infectados néao tratados. No auge da pandemia de COVID-19,
a razao granuldcitos/linfécitos foi considerada um importante marcador capaz de

prever o progndstico de pacientes (Chan & Rout, 2020; X. Li et al., 2020). O fato de



75

nao haver diferengas no modelo de COVID-19 mais grave utilizando o MHV-3, levanta
a possibilidade de que possamos avaliar os efeitos do tratamento com o DFMA em
sinergia com algum medicamento pro-resolutivo que possa potencializar ainda mais
os efeitos prognosticos e sistémicos, uma vez que a inflamagé&o exacerbada e a
tempestade de citocinas também sao consideradas fatores-chave na evolugao de

pacientes com COVID-19 grave.

Em conclusdo, apresentamos um "graphical abstract" (Fig. 20A) dos mecanismos
antivirais propostos para cada composto testado, ilustrando as etapas do ciclo
replicativo do coronavirus MHV/SARS-CoV-2 e os pontos de intervencdo de cada
antiviral. Um organograma destaca, com "V", aqueles que avangaram nos testes e,
com "X", aqueles que foram descontinuados, ou estdo com testes em andamento (Fig.
21 B). O DFMA apresentou resultados mais promissores em relagdo a sua agéo
antiviral, tanto in vitro quanto in vivo, contra o MHV-3, MHV-A59 e o SARS-CoV-2. O
fato de diferentes membros da familia Coronaviridae terem sido testados sugere que
o DFMA pode ser um excelente candidato contra futuros coronavirus que possam
emergir nos proximos anos. Estudos adicionais de fase 1 e 2 precisam ser realizados
para confirmar a seguranca e possivel uso do DFMA em humanos. Além disso, os
dados apresentados para o peptideo AH-D também mostram uma promissora
atividade virucida a ser considerada para futuros testes de eficacia in vivo contra
coronavirus. Além disso, as conclusdes deste trabalho demonstram o grande
potencial do uso do MHV-3 e do MHV-A59 como plataformas para a triagem de
potenciais medicamentos antivirais contra coronavirus, embora deve-se levar em

consideragao o mecanismo de agao proposto.

Figura 20. llustragcao do trabalho apresentando o mecanismo de agao proposto para cada
composto testado.

(A)“Graphical abstract’” do mecanismo antiviral proposto para cada potencial composto testado neste
trabalho. Na imagem, em vermelho, é apontado em qual fase do ciclo de replicagéo viral propunhamos
que o agente proposto atuaria. Em roxo, destaca-se a outros outro mecanismo de agao posteriormente
apresentado em outros trabalhos, como é o caso da baicalina e baicaleina. Na imagem é possivel
observar particulas extracelulares do coronavirus MHV/SARS-CoV-2, fase na qual o peptideo AH-D
atuaria como antiviral. O ciclo do virus se inicia com o virus entrando na célula, momento em que a
baicaleina ou seu metabolito teria agdo antiviral, como previamente havia sido relatada para outros
virus. O material genético viral é liberado e da inicio a tradugdo de proteinas ndo estruturais que
auxiliam a formacdo das vesiculas de dupla membrana e organela de replicagdo no reticulo
endoplasmatico, onde o DFMA atua como analogo de nucleosideos e posteriormente foi demonstrado,
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em outros trabalhos, o efeito dos flavonoides testados. Em seguida, proteinas estruturais séo traduzidas
e se translocam entre as membranas do RE para o Golgi, onde se juntam a gRNAs virais produzidas,
formando novas particulas virais que saem da célula por exocitose. (B) Organograma de compostos
testados. “V” demonstra que o teste em questao ja foi realizado e “X” demonstra que nao
demos continuidade aos testes.
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Abstract

The Coronaviridae family has been linked to several significant epidemics over the
past two decades, including SARS-CoV, MERS-CoV, and more recently SARS-CoV-
2. The COVID-19 pandemic, caused by SARS-CoV-2, has resulted in over seven
million deaths globally and has led to prolonged symptoms, sequelae, and substantial

socioeconomic impacts. The limited availability of effective antivirals and the ability of
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viruses to mutate and evade immune responses highlight the urgent need for novel
antiviral agents. This study investigates the potential of the nucleoside analogue DFMA
as an antiviral agent against various Coronaviridae members, including SARS-CoV-2
and two murine hepatitis viruses (MHV-3 and MHV-A59). In vitro assays revealed
DFMA to be effective against both MHV-3 and MHV-A59, as well as SARS-CoV-2, with
a Selectivity Index (SI) of 6.2. Furthermore, in vivo experiments demonstrated that
DFMA significantly reduced viral loads in all three infection models and decreased
levels of inflammatory mediators, including CXCL1, CCL2, and IL-6, in the lungs of
infected mice. These findings suggest that DFMA holds promise as an antiviral agent

not only against SARS-CoV-2 but also against other coronaviruses that may emerge.

1. Introduction

COVID-19 has caused over seven million deaths globally and has overwhelmed
healthcare systems. Additionally, the virus can lead to prolonged symptoms, known as
Long COVID, which affects more than 100 million people worldwide (Bull-Otterson et
al., 2022; Davis et al., 2023; Littlefield et al., 2022; Monje & Iwasaki, 2022; Xie et al.,
2022) and is associated with significant socioeconomic impacts (Nicola et al., 2020).
Severe COVID-19 is associated with high viral titers commonly accompanied by an
exacerbated host inflammatory response, characterized by massive production of
inflammatory mediators denominated as cytokine storm (Huang et al., 2020;
Montazersaheb et al., 2022).

Currently, there are several vaccines approved for emergency use and various
vaccines are under development around the world. Meanwhile, a factor of concern was
the speed at which new variants of SARS-CoV-2 emerged. Several variants have been
described since the emergence of COVID-19, and mutations presented by new
variants are constantly being associated with greater transmissibility and enhanced
immune evasion in relation to vaccines in use and previous infections (Cromer et al.,
2022; R. Li et al., 2021; Rossler et al., 2021; Viana et al., 2022; P. Wang et al., 2021).
For other human coronaviruses, a positive correlation between the severity of the

disease and high viral titers in these individuals has already been demonstrated
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(Channappanavar & Perlman 2017) and was recently reported in COVID-19 patients
(Bauer et al., 2023).

Given that the Coronaviridae family has repeatedly demonstrated its ability to cause
significant public health crises, and with its viruses exhibiting high mutation rates, there
is a critical need for effective treatments. Due to the short therapeutic window of the
disease, it is imperative to identify new molecules capable of reducing viral titers during
the acute phase, thereby improving both the immediate and long-term prognosis of

patients.

Only three antiviral medications have already been approved by the US Food and
Drug Administration (FDA) for the treatment of COVID-19. They are: i) Nirmatrelvir as
an 3CL protease inhibitor (Owen et al., 2021). ii) Remdesivir (Veklury) and iii)
Molnupiravir (Lagevrio), both nucleoside analog (Brown et al., 2019; Wang et al.,
2020; Mahase, 2021; MERK, 2021; Toots et al., 2020; Urakova et al., 2018).
Considering the scarcity of antiviral molecules, the search for alternative therapeutic
options aimed at containing and/or alleviating cases of COVID-19, such as the use of
antiviral drugs or monoclonal antibody therapies (Hwang et al., 2022) becomes

necessary.

As a screening platform to assist in testing potential drugs, the MHV (Mouse Hepatitis
Virus) has been utilized. MHV (Murine Hepatitis Virus), like SARS-CoV-2, is a
betacoronavirus; however, it is a natural pathogen in mice capable of causing hepatitis
and potentially leading to lethality in these mice (Lucchiari et al., 1992). Working with
the MHV requires biosafety level 2 laboratories and animal facilities, unlike the SARS-
CoV-2, which necessitates a biosafety level 3 laboratory. Our group has demonstrated
the usability of an infection model with the MHV-3 capable of causing severe
pulmonary damage when inoculated intranasally. This model has been employed to
study alternative methods of attenuation of the disease and to understand parameters
related to viral replication and coronavirus acute pathology (Andrade et al., 2021;
Campolina-Silva et al., 2023). Additionally, MHV-A59 has been recently employed to
study the acute lung infection as well as the neuropsiquiatric sequalae induced by the
infection (J. C. Pimenta et al., 2024).
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In this study, we propose to test the potential antiviral activity of 7-deaza-7-fluoro-2'-C-
methyladenosine (DFMA) against different coronaviruses, including MHV and SARS-
CoV-2. DFMA is a nucleoside analog that has previously demonstrated potent antiviral
activity and a reduction in neuroinflammation induced by ZKV infection in vivo (Del
Sarto et al., 2020a), as well as activity against DENV and WNV (Zandi et al., 2019)
and YFV (unpublished data). To this end, we evaluated its efficacy both in vitro and in
vivo using different models of coronavirus infection, including MHV and SARS-CoV-2.
Our results indicate that DFMA is a potent antiviral capable of exerting activity against
three members of the Coronaviridae family, including SARS-CoV-2. Therefore, we
believe this preclinical study could serve as an initial stage in the development of this

promising nucleoside analog.

2. Materials and Methods

2.1 Viruses and Antiviral agent (DFMA)

The murine hepatitis virus strain MHV-3 (GenBank accession no. MW620427.1) and
MHV-A59 (ATCC VR-764™) available on https://www.atcc.org/products/all/VR-
764.aspx) was acquired and propagated in L929 cells (ATCC, CCL1) for the generation
of viral stocks. SARS-CoV-2 (Wuhan Hu-1 sample SP02BRA GenBank access
number MT350282) was propagated in Vero CCL81 cells and was used in in vitro
experiments conducted under BSL3. Gamma variant (also known as P.1;
#EPI_ISL_1060902, hCoV-19/Brazil/AM-L70-71-CD1739/2020) were isolated on Vero
E6 cells from nasopharyngeal swabs of confirmed cases and used in in vivo
experiments. DFMA was synthesized in the Schinazi lab at Emory University as
previously reported (Zandi et al, 2019) and was at least 98% pure as determined by
NMR and LC-MS-MS.

2.2 In vitro experimentation

L929 cells were cultured using DMEM medium, and Vero cells (BCRJ 0245) were
cultured using RPMI medium. In both cases, the media were supplemented with 7%
fetal bovine serum (FBS) and antibiotics for propagation and 2% fetal bovine serum for
plating and during the assays.
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CALU-3 lung epithelial cells (BCRJ 0264 http://bcrj.org.br/celula/0264) were cultured
in DMEM medium supplemented with 20% fetal bovine serum. (FBS), 1% of non-
essential amino acids, 2 mM de L-glutamine, 1 mM of sodium pyruvate, as well as

antibiotics. All cells were maintained in an incubator at 37 °C and 5% CO..

In both MHV-3 and SARS-CoV-2 cases, DFMA was tested in a 96-well plate being
inoculated together with the virus at an MOI of 0.01 at different concentrations. In-vitro
tests for the MHV were conducted using L929 cells, which were plated at 5 x 10 cells
per well and incubated for 24 hr at 37°C at 5% CO2. Medium was removed, and MHV-
3 or MHV-A59 was added at MOI 0.01 along with different concentrations of DFMA.
After 16 hr, MTT and LDH assays were performed, and the supernatant was collected

for viral load analysis.

In vitro SARS-CoV-2 experiments were conducted in partnership with UFMG BSL3
and BSL4 of LANAGRO Laboratory, part of the Federal Network of Agricultural
Defense Laboratories. Calu-3 were plated at 2,5 x 10* cells per well and incubated
under the same parameters described above. After 48 hr, cells were infected with
SARS-CoV-2 at MOI 0.01 along with different concentrations of DFMA. After an
additional 24 hr, DFMA was re-added at the same concentrations. Analyses were
conducted 48 hr post-viral inoculation. Toxicity tests of DFMA on Calu-3 cells were
performed in a BSL-2 environment, where cells were plated and incubated at the same
conditions described for 48 hr without infection. DFMA was added at different
concentrations and re-added after more 24 hr. After 48 hr from the initial addition of
DFMA, MTT assay was conducted. The supernatant was collected and stored at -80°C

for viral titer assessment.
4.2.1 Plaque assay

Vero or L929 monolayers were seeded into 24-well plates and incubated for 24 hr at
37 °C with 5% CO2. Monolayers were then exposed to different dilutions of
supernatants of in vitro tests or diluted organs samples for 1 hr at 37 °C. Fresh semi-
solid medium containing 1.2% carboxymethylcellulose (CMC) was then added, and the
cultures were maintained at 37 °C for 72 hr. After incubation, cells were fixed with a
10% formaldehyde solution for 60 min at room temperature and subsequently stained
with 0.5% crystal violet for 30 min. Titer was expressed as pfu/mL.
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4.3 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

The MTT method was employed to assess cell viability, using a concentration of 0.5
mg/mL diluted in DMEM medium. The solution was applied to the cells and then
incubated at 37 °C with 5% COz for 2 hr. After incubation, the content was removed
and the salt formed by the MTT reaction was dissolved by adding 100 uL of DMSO.

Absorbance was measured using a plate spectrophotometer at OD of 540 nm.
4.4 LDH (lactate dehydrogenase)

For the LDH assay, a kinetic kit from Bioclin (catalog no. K014, Bioclin, Belo Horizonte,
Brazil) was used, following the methodology recommended by the manufacturer with
modifications. Test was conducted in 96-well plates, with 4 uL of cellular supernatant
added. Subsequently, 200 pL of the kit's working solution was added, and the
absorbance was measured immediately at 340 nm. Three readings were taken with a
one-minute interval between readings to calculate substrate consumption per minute.

The values were expressed in absorbance (A/min).

A/min = [(Abs. 15tread — Abs. 2" read) + (Abs. 3™ read — Abs. 4" read)]

4.5 Ethics, In vivo infections and DFMA treatment

C57BL/6 mice aged 6 to 8 weeks, supplied by the Central Animal Facility of the Federal
University of Minas Gerais (UFMG) were supplied by Bioterio central — UFMG and used
for the experiments involving MHV. K18-Human ACE2 Transgenic mice originally obtained
from The Jackson laboratories (https://www.jax.org/strain/034860), created and

maintained at Departamento de Bioquimica e Imunologia da UFMG were used for SARS-
CoV-2 experiments. In both instances, for intranasal infection, mice were anesthetized
subcutaneously with a solution containing 80 mg/kg of ketamine and 15 mg/kg of xylazine.
Mice infected with MHV or SARS-CoV-2 received 30uL of the viral inoculum containing 1
x 103 PFU for MHV-3 as described by Andrade et al (2021), 1 x 104 PFU for MHV-A59 (J.
C. Pimenta et al., 2024) and 2 x 10° for SARS-CoV-2 (Guimaraes et al., 2024). This study
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was previously submitted to the Ethics Committee on Animal Experimentation at UFMG
and approved under protocols 338/2023 and 140/2023 (CEUA-UFMG) and 191/2021
(CEUA-UFMG).

For the evaluation of the effect of DFMA during viral infection, mice were treated BID with
10 mg/kg of DFMA, starting the treatment two days before infection (Del Sarto et al.,
2020a). Mice were randomly divided into groups, weighed, and monitored daily. After
infection, mice that reached 80% of their initial body weight were euthanized in accordance
with the rules of the Ethics Committee for Animal Experimentation. (CEUA-UFMG). For
analysis, mice were euthanized on the peak of viral replication or/ lung damage,
represented as day 3 after MHV-3 infection (Andrade et al., 2021), second day after MHV-
AS59 infection, and fifth day after SARS-CoV-2 infection. Analysis, included inflammatory
scoring in the lungs, quantification of chemokines and cytokines in the plasma and lungs
of the animals, viral load quantification by gPCR in the lungs, immunohistochemistry for

visualization of Spike protein of SARS-CoV-2 and hematological analyses.

4.8 Viral quantification by qPCR

The viral RNA from the tissue was extracted using the viral RNA extraction kit. QLAamp®

Viral RNA following the manufacturer's instructions, with adaptations, where the tissues

were removed from RNAlater and homogenized in the lysis buffer of the kit. Samples were
eluted and quantified on a spectrophotometer (NanoDrop™, Thermo ScientificcDNA
production was performed using 500 ng of RNA, using the kit iScript™ gDNA Clear cDNA
Synthesis Kit (BIO-RAD), following the manufacturer's instructions. The obtained cDNA
was diluted 10x for use in the gPCR reaction. In the reaction, Fast SYBR™ Green Master
Mix (Applied Biosystems™) was used and specific primers for MHV at concentration of 5
nM: Forward 5-CAGATCCTTGATGATGGCGTAGT-3'; Reverse 5'-
AGAGTGTCCTATCCCGACTTTCTC-3'. Standard curve was obtained through the RNA
extraction from a known PFU quantity of MHV and the result were expressed in arbitrary
units/500ng of cDNA. gPCR for detecting SARS-CoV-2 was performed using 2019-nCoV
RUO kit (IDT) for N1 region and reaction ran in CFX Opus 96 (BIO-RAD). Standard was
produced from a known number of copies by 2019-nCoV_N Positive Control (IDT). The
results were expressed by number of copies/ 50ng of RNA.
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4.9 Hematological analyses

Blood collection was performed after euthanasia and assessment of parameters on the
veterinary hematological analyzer for the experiments with MHV-3 and MHV-A59 in BSL-
2 laboratory (MEK 6550J/K — Celltak). Blood was then centrifuged at 4°C at 5,000 RPM for

10 min, and the supernatant was collected and frozen at -80°C for subsequent analysis.

4.10 Histopathological analyses

Histopathological analysis was performed in the organs of mice which were collected
and fixed in 10% buffered formalin solution after euthanasia. Samples were then
embedded in paraffin, sectioned using a microtome, mounted on histological slides,
processed and stained with hematoxylin and eosin. Analyses were carried out using a
system previously described by Andrade et al. (2021), performed by a blinded
pathologist.

4.11 Immunohistochemistry (IHC)

Histological lung sections from infected animals treated or untreated with DFMA were
processed for spike protein staining using immunohistochemistry. The process
involved a streptavidin-biotin protocol. Endogenous peroxidase was blocked using
0.3% hydrogen peroxide, and antigen retrieval was performed with 1.266 mM EDTA
buffer at pH 8. Sections were incubated with primary SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike
Antibody (Sino biological - 40591-T62) at a 1:500 dilution. Subsequently, sections were
incubated with the anti-rabbit secondary ABC kit (Vector laboratories) and developed
with DAB chromogen counterstained with hematoxylin. Negative reaction controls

were performed on sections without primary antibodies added.
4.12 ELISA

Quantification of the chemokines CXCL1, CCL2, and the cytokine IL-6 were performed
using the mouse DuoSet enzyme-limited immunosorbent assay (ELISA) system (R&D
Systems), as described by Andrade et al (2021).
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4.13 Statistical analyses

Data were expressed as mean + standard error of mean (SEM) or just as mean for
parametric tests, and for non-parametric tests the median with interquartile range was
presented. The normality test was applied using the Shapiro-Wilk test. Means were
compared using analysis of variance by one-way ANOVA, followed by Tukey test for
normal distribution and Kruskal-Wallis plus Dunn’s test for sampling without normal
distribution and for analyses involving only two groups, the T-test was employed. Results
were considered significant when the value of p < 0.05. For the construction of the graphs,
GraphPad PRISM 9 software was used. The exclusion of outlier values was performed
through the GraphPad PRISM software platform itself.

3. Results

DFMA exerted antiviral activity against MHV-3 and MHV-
AS59 in vitro.

To assess the potential DFMA's antiviral capability against coronaviruses, an in vitro
evaluation was first conducted (Fig. 1A), testing different concentrations within a pre-
analyzed spectrum (Del Sarto et al., 2020). First, MHV-3 was used, and in vitro tests
indicated that MHV-3 induced the formation of numerous syncytia in L929 cells at an
MOI of 0.01 (Fig. 1B). DFMA at 30 uM partially restored the original morphology of
L929 cells, as shown in representative images (Fig. 1B). DFMA exhibited notable
antiviral activity, reducing viral titers in the supernatant of infected cells, with effects
observable from 10 uM (C). DFMA achieved a 1,000-fold reduction in viral titers at 30
MM (Fig. 1C). Furthermore, cell death of the L929 monolayer was quantified using the
LDH assay. This assay demonstrated that MHV-3 induced a significant increase in
cellular death. DFMA, starting from 10 uM, partially reversed cellular death. However,
at a concentration of 30 yM, DFMA completely restored LDH levels comparable to

uninfected cells (Fig. 1D).

Further the in vitro antiviral potential of DFMA against the MHV-A59 was assessed.
MHV-A59 induced the formation of numerous syncytia in the L929 cell monolayer after
16 hr. DFMA at 30 uM completely restored cell morphology (Fig. 1E). The titration of
the cell supernatant demonstrated that DFMA also showed a significantly reduced viral
titer even at 10 uM (Fig. 1F). At higher concentrations, DFMA achieved a reduction of
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over 10 times in the recovered viral titers from the supernatant at 30 yM when
compared to non-treated cells (Fig. 1F). Cell death analysis demonstrated that, like
MHV-3, MHV-A59 infection resulted in a significant increase in cell death (Fig. 1G).
DFMA was able to prevent those parameters of cell death almost completely at

concentrations starting from 30 uM. (Fig. 1G).

Treatment with DFMA played an antiviral role in vivo and improves several

disease parameters in a severe COVID model using MHV-3.

MHV-3 has already been demonstrated as a pathogen capable of causing severe
disease in mice, considered a good model for severe acute COVID-like iliness
(Andrade et al., 2021). Therefore, given that intranasal infection with the MHV-3 serves
as a model for COVID, capable of mimicking COVID, the antiviral capacity of DFMA

within the context of MHV-3 infection were evaluated in animal models (Fig. 2A).

First, viral load in the lungs of mice was assessed through qPCR, showing that mice
infected with MHV-3 had the presence of viral RNA in their lungs at third day after
infection. Interestingly, virus quantification was significantly reduced by approximately
90% in the lungs of mice treated with DFMA (Fig. 2B).

Histological analyses showed a higher inflammatory score in the lungs of mice infected
with MHV-3, primarily characterized by a cellular infiltrate of polymorphonuclear cells
(Fig. 2C). The increase in inflammatory score induced by MHV-3 infection was not

totally reduced with treatment using DFMA (Fig. 2D).

Recognizing the importance of the cytokine storm within the context of COVID-19,
quantification of chemokines and cytokines present in the lung tissue was performed
and the analyses demonstrated that MHV-3 infection induced an increase in the
chemokines CXCL1 (Fig. 2E) and CCL2 (Fig. 2F), as well as an increased levels in
the cytokine IL-6 (Fig. 2G). Treatment with DFMA not only was able to reduce the viral
load, but this reduction also led to reverse the increased levels of mediators CXCL1
(Fig. 2E) and IL-6 (Fig. 2G) when compared to a non-treated group.

Besides the lungs, MHV-3 was also able to systemically increase the levels of the
mediators CXCL1 (Fig. 2H), CCL2 (Fig. 2I), and IL-6 (Fig. 2J) in the serum of infected
animals. Interestingly, treatment with DFMA was able to reverse this increase and
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restore the baseline levels of the chemokine CXCL1 (Fig. 2H), although it did not show
a significant difference for the mediators CCL2 (Fig. 2I) and IL-6 (Fig. 2J).
Systemically, granulocyte/lymphocyte ratio was evaluated. At the peak of the COVID
pandemic, the neutrophil-lymphocyte ratio was considered an important marker for
predicting patient prognosis (Chan & Rout, 2020; X. Li et al., 2020). In our model, mice
infected intranasally by MHV-3 and euthanized three days after showed increased
levels of granulocyte/lymphocyte ratio, and DFMA was not able to reverse this
parameter (p = 0.197) (Fig. 2K). Another group of mice were not euthanized by the
third day and were monitored for clinical score on the fifth day post-infection. Results
showed a significant increase in the clinical score of mice infected with MHV-3, but
treatment with DFMA was not able to improve the clinical condition of these mice (Fig.
2L).

DFMA exhibited antiviral activity against MHV-A59 and improved inflammatory

parameters.

Considering that COVID-19 complications have not only presented acutely, the
antiviral capacity of DFMA was also analyzed within a model of mild COVID using
mHV-A59 (Fig. 3A). In vivo data revealed that MHV-A59 infection was associated with
the recovery of a high viral RNA copies in the lungs of mice, measured by RT-qPCR,
but treatment with DFMA also leads to decrease the quantification of viral RNA copies
(Fig. 3B). Representative images were also taken of lung histological sections showing
a large inflammatory infiltrate in the lung tissues of untreated infected mice, which was
not observed in mice treated with DFMA (Fig. 3C). Infection leads to increased
inflammatory scores in the lungs of untreated mice, although it did not reach statistical

significance when compared to the DFMA-treated group (Fig. 3D).

In addition to assessing viral load and confirming that DFMA indeed exerted antiviral
activity within the context of MHV-A59 infection, its ability to improve inflammatory
parameters were also analyzed. MHV-A59 infection was also associated with an
increase in the chemokine CXCL1 in both the lungs of infected mice treated and
untreated with DFMA (Fig. 2E). Upon evaluating the chemokine CCL2, a substantial
elevation induced by MHV- infection was measured in untreated mice, however,
following DFMA treatment, mice exhibited diminished levels of this cytokine (Fig. 2F).

No difference between groups were detected when IL-6 was measured (Fig. 2G).
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MHV-A59 infection led to an increase in Granulocytes/Lymphocytes ratio (Fig. 2H).
Interestingly, in this model, treatment with DFMA was able to decrease the ratio when

compared to untreated mice (Fig. 2H).
DFMA exerted antiviral effects against SARS-CoV-2 in in vitro and in vivo

To assess the potential antiviral effect of DFMA directly against the SARS-CoV-2 in
vitro, immortalized lung epithelial cells (Calu-3) were infected at MOI = 0.01 and treated
with different DFMA concentrations (Fig. 4A). DFMA at 30 yM induced a reduction of
approximately 15-fold in the recovered viral titer compared to the supernatant from
untreated cells (Fig. 4B) with an ECso value of 8.2 (Fig. 4C), To evaluate DFMA
cytotoxicity in Calu-3 cells, cell monolayer was exposed to different DFMA
concentrations, resulting in a CCso of 51.0 (Fig. 4C) and an Sl of 6.2, being considered

a potent and promising antiviral.

An in vivo experiment was conducted using K18-Human ACE2 mice infected with
SARS-CoV-2 and euthanized on the third day post-infection (Fig. 5A). Viral load was
evaluated through quantitation of viral RNA copies by RT-gPCR. The infection led to a
high recovery of viral RNA copies, and interestingly, DFMA was again able to decrease
this number of viral RNA copies recovered in lungs measured by qPCR (Fig. 5B) and
demonstrated representatively with the staining of SARS-CoV-2 Spike protein (Fig.
5C) validating all previous results and effectively presenting DFMA as a potential
antiviral for coronaviruses.
Like in MHV infection, in addition to the viral load results, lung histological sections
reveal a substantial inflammatory infiltrate in the lung tissues of untreated infected
mice, which was absent in mice treated with DFMA (Fig. 5D). Infected mice showed a
significant increase in lung inflammatory scores but the treatment with DFMA did not

show statistical significance for this parameter (Fig. 5E).

Additionally, the quantification of inflammatory mediators in the lung tissues of mice
infected with SARS-CoV-2 was also assessed and did not observe differences in
CXCLA1 levels between groups (Fig 5F). On the other hand, evaluating the chemokine
CCL2, a significant increase in the lungs of SARS-CoV-2 infected animals was

evaluated. However, treatment with DFMA was able to significantly reduce the CCL2
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levels, returning them to baseline levels (Fig. 5G). No differences were observed

between the groups for the cytokine IL-6 (Fig. 5H).
4. Discussion

Coronaviridae family includes various viruses capable of infecting humans, birds,
rodents, and other animal species (Su et al., 2016). Some coronaviruses are globally
distributed and capable of causing mild respiratory infections in humans, such as 229E,
0OC43, NL63, and HKU1 (Su et al., 2016). In addition to mild infections, coronaviruses
have also been responsible for significant epidemics leading to serious respiratory
complications over the past 20 years, such as severe acute respiratory syndrome
(SARS) caused by SARS-CoV (WHO, 2003), resulting in profound economic, social,
and health impacts (Qiu et al., 2018); Middle East Respiratory Syndrome caused by
MERS-CoV and more recently, in 2019, COVID-19 caused by the SARS-CoV-2 virus.
In this study, the potential antiviral effects of a nucleoside analog, DFMA, were
evaluated in various coronavirus infection models. Both in vitro and in vivo results
demonstrated the promising antiviral activity of DFMA against MHV-3, MHV-A59, and
SARS-CoV-2. In addition to reducing viral load across all three in vivo models, DFMA
significantly decreased levels of key inflammatory mediators, including CXCL1, CCL2,
and IL-6. This suggests that the reduction in viral load may also be modulating and
mitigating the excessive inflammatory response, a hallmark of severe COVID-19

cases.

The COVID-19 has proven to be a disease of profound and enduring impact. In addition
to the direct fatalities attributed to the illness and the consequential strain on healthcare
systems worldwide, it exerts significant influence on various socio-economic
dimensions (Nicola et al., 2020). Notably, acute symptoms of COVID-19 are not the
only concerning aspects of this syndrome. There is also the long COVID, a
multisystemic and heterogeneous syndrome characterized by various prolonged
systemic alterations that extend beyond the initially reported acute pulmonary
complications. Studies demonstrate that the symptoms and consequences associated
with SARS-CoV-2 infection can persist for months, potentially leading to irreversible
and irreparable sequelae in many fields (Davis et al., 2023; Monje & Iwasaki, 2022;
Silva et al., 2021; Xie et al., 2022).
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Currently, there are several vaccines approved on an emergency basis that have
played a significant role in reducing and mitigating the disease cases. (Zheng et al.,
2021). A major cause for concern is the emergence of new variants carrying
alterations, particularly related to the viral Spike protein that have been demonstrated
to be associated with immune evasion and increased transmissibility (Bhattacharya et
al., 2021; Cromer et al., 2022; R. Li et al., 2021; Rossler et al., 2021; Viana et al., 2022,
P. Wang et al., 2021). COVID-19 pandemic once again highlights the need for new
molecules capable of reducing viral replication or even interrupting the viral replication

cycle.

Here, we demonstrated the antiviral activity of DFMA, a nucleoside analog, against
coronavirus infection. In previous studies, it has been demonstrated that treatment with
DFMA was able to reduce the number of viral RNA copies in the supernatant of cells
infected with DENV-1, DENV-2, DENV-3, and DENV-4, as published by Zandi et al.,
(2019). In this same study, in vivo analyses demonstrated DFMA's ability to decrease
viral titers of viable particles in the plasma, spleen, liver, and brain when administered
at a dose of 10 mg/kg/day starting from the date of infection in A129 mice, as well as
being associated with systemic improvements, such as reduced tissue damage,
recovery of platelet levels, and lower quantifications of systemically released

inflammatory mediators (Zandi et al., 2019).

The promising antiviral activity of DFMA was also studied by Del Sarto et al., (2020),
demonstrating that the nucleoside analog DFMA was able to inhibit the viral replication
and neuro-inflammation induced by ZKV in vivo, in addition to reducing lethality in mice

deficient for type | interferon receptors (A12°)(Del Sarto et al. 2020).

Until then, DFMA had only been tested against flaviviruses, which generally have a
conserved RdRp enzyme among them, considered an excellent target for antiviral
development (Lim et al., 2015; Rawlinson et al., 2006). Our hypothesis was that DFMA
could potentially exert a similar effect against members of the Coronaviridae family,

given that both are positive single-stranded RNA viruses.

Considering the importance of assessing the antiviral capability not only for SARS-
CoV-2, but against other coronaviruses, given the fact that the Coronaviridae family
has already presented several members with a wide capacity to cause serious impacts
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on our society, the potential antiviral activity of DFMA was evaluated for MHV (Murine
hepatitis virus). MHV, like SARS-CoV and SARS-CoV-2, is a betacoronavirus that
infects mice naturally, capable of causing hepatitis, which can evolve into lethality of
these animals. (Lucchiari et al., 1992). Working with the MHV requires laboratories and
animal facilities BSL-2, unlike SARS-CoV-2 virus, which requires BSL-3 laboratories.
Therefore, as demonstrated by our group, the feasibility of an MHV-3 infection model
capable of causing lung damage when inoculated intranasally (Andrade et al., 2021).
The model makes it possible to evaluate various parameters within BSL-2 laboratories,
thus being used for screening and validation of potential antivirals with promising in

vitro results.

Our data showed that DFMA as a promise putative antiviral, as it was able to decrease
the titers of both MHV-A59 and MHV-3, reducing virus quantification in the supernatant
of infected L929 cells starting from 10 uM, similar to shown against ZKV as
demonstrated by Del Sarto et al (2020) where DFMA was also able to reduce viral
titers concentrations starting at 10 yM. DFMA showed excellent in vitro results against
SARS-CoV-2, with a modest selectivity index of 6.22, which led us to take the next

step towards in vivo studies.

Upon transitioning to in vivo experiments, using a treatment protocol similar to that
replicated in other studies (Del Sarto et al., 2020a; Zandi et al., 2019), DFMA
significantly reduced viral load in the lungs of mice across all three infection models
MHV-3, MHV-A59, and SARS-CoV-2 as measured by qgPCR.

In addition, the results showed that the reduction in viral load likely resulted in effects
on the production of different inflammatory mediators when quantified in the lungs of
all infection models tested, as well as in the serum of mice in the experimental model
of severe COVID using MHV-3. DFMA reduction of inflammatory mediators in the lungs
of K18-hACE2 mice infected with SARS-CoV-2 was previously reported with the
administration of molnupiravir, an antiviral molecule already approved as a drug
against SARS-CoV-2 (Papinia et al., 2024).

Systemic data demonstrate that, in a severe COVID model, although DFMA reduced
viral load and inflammatory mediators, it did not significantly reduce the
granulocyte/lymphocyte ratio in the MHV-3 model. However, in the mild COVID model,
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DFMA significantly reduced the granulocyte/lymphocyte ratio. The fact that there were
no differences in the more severe COVID model raises the possibility that in the future,
DFMA in synergy with some pro-resolutive drug may further enhance the prognostic
and systemic effects, given that exacerbated inflammation and cytokine storm are also

considered key factors in the evolution of COVID-19 patients.

In conclusion, DFMA showed promising results regarding its antiviral action both in
vitro and in vivo, for MHV and SARS-CoV-2. Additionally, the fact that different
members of the Coronaviridae family were tested suggests that DFMA may be an
excellent candidate against future coronaviruses that may emerge in the coming years.
Further studies need to be conducted to confirm the action and possible use of DFMA
in humans. The present work demonstrates the value of using the MHV-3 and MHV-
A59 as platforms for screening potential antiviral drugs against coronaviruses,

depending on the mechanism of action.
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Figure 1. DFMA exhibits antiviral effects in vitro against MHV-3 and MHV-A59.
L929 cells were infected with MHV at an MOI of 0.01, and different concentrations of
DFMA (3, 10 , and 30 pM) were added simultaneously with the viral inoculum. Cell
controls (CC) received only DMEM plus 1% FBS; Cell Control + DMSO (CC+DMSO)
received DMEM plus 1% DMSO; Viral Control (VC) received only viral content; and VC
+ DMSO received viral content plus 1% DMSO. The experimental design is shown in
(A). After 16 hours, cytopathic effects with or without DFMA treatment were
photographed, with syncytia indicated by arrows (B). The in vitro assay included viral
titer analysis in the cell supernatant (C) and an LDH assay to assess cell death,
expressed as A absorbance/min (D). The same parameters were evaluated for MHV-
AS59, including representative images of the L929 monolayer (E), viral titer in the
supernatant (F), and LDH assay results (G). Statistical analysis was performed using
one-way ANOVA followed by Tukey’s post-test. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001;
P < 0.0001.
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Figure 2. Effects of DFMA treatment against MHV-3 infection in mice. Mice were
treated every 12 hours (B.1.D), starting two days before infection, with a total dose of
10 mg/kg, until the second day post-infection. The experimental design is illustrated in
(A). Mice were infected with MHV-3 and euthanized on day 3 post-infection. A second
experiment was conducted to assess clinical parameters on day 5 post-infection. Viral
load in lung tissue was quantified by RT-qPCR and expressed as Relative Units/20 ng
of cDNA (B). Representative lung images from MHV-3-infected mice, with or without
DFMA treatment, are shown. In untreated infected mice, increased inflammatory cell
infiltration can be observed in lung tissue. Arrows indicate the presence of leukocytes
in the alveolar and perivascular regions (C). The inflammatory score of lung tissues
from different groups was compared (D). Cytokine and chemokine quantifications in
lung tissue are shown for CXCL1 (E), CCL2 (F), and IL-6 (G). The same mediators
were also quantified in serum: CXCL1 (H), CCL2 (I), and IL-6 (J). Blood samples were
collected, and the granulocyte-to-lymphocyte ratio was determined (K). The clinical
score was evaluated on day 5 post-infection (L). Group differences were analyzed
using one-way ANOVA followed by Tukey’s test for panels (D), (E), (F), (G) and (J);
Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test for panels (1), (K), and (L); and a t-test for two-
group comparisons. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001. n = 6-8.
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Figure 3. Effects of DFMA against MHV-A59 in mice.
Mice were treated following the same protocol used previously for MHV-3. Mice were
infected with MHV-A59 and divided into groups, with or without DFMA treatment. Two
days post-infection, mice were euthanized and samples were collected. The
experimental design is illustrated in (A). Viral load in the lungs was quantified by RT-
gPCR and expressed as Relative Units/50 ng of cDNA (B). Representative histological
analysis of lung tissue highlights inflammatory infiltrates and hemorrhage in untreated
infected mice (C), with inflammation scored in (D). Chemokine levels of CXCL1 (E) and
CCL2 (F), along with the cytokine IL-6 (G), were measured in lung tissue samples. The
granulocyte/lymphocyte ratio was assessed from blood samples (H). Group
differences were evaluated by one-way ANOVA followed by Tukey’s test for panel (F),
Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test for panels (D), (E), (G), and (H), and a t-test for
analyses involving only two groups. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001.
n=7-8.



122

48 hours 0 24 hours 48 hours
Infection SARS-CoV-2 DFMA was re-added MTT
25.05{::1;:‘:3well MOI 0.01  Viral load
+ DFMA
EC50 DFMA
T 107- i 100~ -100
£
> 5 . ° R
a 106 _I_ i = <
=2 = =
2 © 50+ L 50 £
8 % 5
> 10 '2 3
N ol® e §_
3 : CC50=51.01 g
Q 4] @ =51.
o 10 . [, S
(&) B |C50=8.201
<
103 I T T
? - - 0 50 100 150
¢ ¥ & & & .
QO Q Q Q Concentration (M)
S &S
o 3 KN o

Figure 4. Antiviral activity of DFMA In vitro against SARS-CoV-2. Calu-3 cells
were infected by SARS-CoV-2 at MOI = 0.01, along with DFMA added simultaneously
in concentrations ranging from 3 to 30 uM. VC (Viral Control) received only virus, and
VC+DMSO received virus plus 1% DMSO. After 24 hr exposure to DFMA, fresh
solution of DFMA was applied to the corresponding wells. Experimental design was
represented (A). A titration of the supernatant was performed (B). One-way ANOVA
followed by Tukey was performed ***P < 0.001. Additionally, a cytotoxicity assay was
conducted by MTT to determine the CCso of 51.0 for DFMA and the ECso of 8.2,
assessed by nonlinear regression. This allowed the calculation of the Selectivity Index

Sl = 6.2 of DFMA (C).
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Figure 5. Effects of DFMA treatment on SARS-CoV-2 infection in K18-hACE2
mice.

K18-hACEZ2 mice were treated with 10 mg/kg of DFMA twice daily (B.l.D) starting two
days before infection and continuing until the second day post-infection. Mice were
euthanized on the third-day post-infection with SARS-CoV-2. The experimental design
is illustrated in (A). Viral load in the lungs was measured by quantifying viral RNA using
RT-gPCR (B). Lung tissue was also collected for histological analysis, with
immunohistochemical staining of the SARS-CoV-2 Spike protein shown in (C).
Representative histological images display inflammatory infiltrates in infected mice
treated with vehicle control (D). Lung inflammation scores were also assessed (E),
alongside the quantification of inflammatory mediators, including CXCL1 (F), CCL2
(G), and IL-6 (H). Differences between groups were analyzed using one-way ANOVA
followed by Tukey’s test for panel G, and Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test for
panels E, F, and H. For comparisons involving only two groups, a T-test was used. *P
<0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001; n = 7-8.

Anexo 3. Anexo das capas de artigos publicados que pude fazer parte durante
o periodo do meu doutoramento.
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The glycosaminoglycan-binding
chemokine fragment CXCL9(74-
103) reduces inflammation and
tissue damage in mouse models
of coronavirus infection
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Intreduction: Pulmonary diseases represent a significant burden to patsents and
the healthcare systerm and are one of the leading causes of mortality warldwide,
Particularty, the COVID-1% pandemic has had a profound global impact, affecting
public kealth, economies, and daily life. While the peak of the crisis has subsded,
the global number of reported COVID-19 cases remains significanthy high,
accarding to medscal agencies around the world. Furthermore, despite the
success of vaccines in reducing the number of deaths caused by severe acute
resparatony syndrome cononavirus 2 [SARS-Cov-2), there remains a gap in the
treatment of the disease, sspecially in addressing uncontrolled inflammaticn. The
massive recruitment of leukooytes to lung tissue and alveall is a hallmark factor in
COVID-19, being essential for effectively responding to the pulmanary insult but
alse linked to inflammation and lung darmage. In this context, mice models are a
crucial teal, offering valuable insights into both the pathogenesis of the disease
and potential therapeutic aparoaches.

Methods: Here, we investigated the anti-inflammatary effect af the
ghycosaminoglycan (GAG]-binding chemokine fragment CHCL9(74-103]. a
malecule that patentially decreases neutrophil transmigration by comgeting
with chemokines for GAG-binding sites, in bwo models of pneumania caused
by caronawing infection,

Results: In a murine model of betacoronavirus MHY-3 infection. the treatment
with CXCLO(74-103] decreased the accumnulation of total keukocytes, mainby
neutrophils, to the alveolar space and improved several parameters of lung
dysfunction 3 days after infecton. Additionally, this treatment alse reduced the
lung damage. In the 54R5-Co\-2 maodel in K1B-hACEZ -mice, CHCLIG4-103F
significantly improved the clinical manifestations of the disease, reducing
pulmonary damage and decreasing viral titers in the lungs
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Abstract

Objective Pro-resolving molecules, including the peptide Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)], have potential adjunctive therapy
for infections. Here we evaluate the actions of Ang-(1-7) in betacoronavirus infection in mice.

Methods C57BL/6] mice were infected intranasally with the murine betacoronavirus MHV-3 and K18-hACE2 mice were
infected with SARS-CoV-2. Mice were treated with Ang-(1-7) (30 pg/mouse, i.p.) at 24-, 36-, and 48-hours post-infection
(hpi) or at 24, 36, 48, 72, and 96 h. For lethality evaluation, one additional dose of Ang-(1-7) was given at 120 hpi. At 3- and
5-days post- infection (dpi) blood cells, inflammatory mediators, viral loads, and lung histopathology were evaluated.
Results Ang-(1-7) rescued lymphopenia in MHV-infected mice, and decreased airways leukocyte infiltration and lung dam-
age at 3- and 5-dpi. The levels of pro-inflammatory cytokines and virus titers in lung and plasma were decreased by Ang-(1-
7y during MHV infection. Ang-(1-7) improved lung function and increased survival rates in MHV-infected mice. Notably,
Ang-(1-7) treatment during SARS-CoV-2 infection restored blood lymphocytes to baseline, decreased weight loss, virus tit-
ters and levels of inflammatory cytokines, resulting in improvement of pulmonary damage, clinical scores and lethality rates.
Conclusion Ang-(1-7) protected mice from lung damage and death during betacoronavirus infections by modulating inflam-
mation, hematological parameters and enhancing viral clearance.

Keywords Covid-19 - Coronavirus - MHV-3 - SARS-CoV-2 - Angiotensin-(1-7)
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Neuromuscular defects after infection with a beta coronavirus in mice e
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ABSTRACT

COVID-19 affects primarily the lung. However, several other systemic alterations, including muscle weakness, fatigue and myalgia have been reported and may
contribute to the disease outcome. We hypothesize that changes in the neuromuscular system may contribute to the latter symptoms observed in COVID-19 patients.
Here, we showed that C57BL/6J mice inoculated intranasally with the murine betacoronavirus hepatitis coronavirus 3 (MHV-3), a model for studying COVID-19 in
BSL-2 conditions that emulates severe COVID-19, developed robust motor alterations in muscle strength and locomotor activity. The latter changes were accom-
panied by degeneration and loss of motoneurons that were associated with the presence of virus-like particles inside the motoneuron. At the neuromuscular junction
level, there were signs of atrophy and fragmentation in synaptic elements of MHV-3-infected mice. Furthermore, there was muscle atrophy and fiber type switch with
alteration in myokines levels in muscles of MHV-3-infected mice. Collectively, our results show that acute infection with a betacoronavirus leads to robust motor
impairment accompanied by neuromuscular system alteration.
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Dysbiotic oral microbiota contributes
to alveolar bone loss associated with
obesity in mice
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Inflammation Research (2023) 72:859-873
https://doi.org/10.1007/s00011-023-01711-5

Periocdontal diseases (PD) are inflammatory conditions that affect the teeth
supporting tissues. Increased body fat tissues may contribute to activation of
the systemic inflammatory response, leading to comorbidities. Some studies
have shown that individuals with obesity present higher incidence of PD than
eutrophics. Objective: To investigate the impact of obesity on periodontal
tissues and oral microbiota in mice. Methodology: Two obesity mice models
were performed, one using 12 weeks of the dietary protocol with a high-
fat (HF) diet in C57BL/6 mice and the other using leptin receptor-deficient
mice (db/db-/-), which became spontanecusly obese. After euthanasia, a
DMNA-DNA hybridization technigue was employed to evaluate the microbiota
compasition and topical application of chlorhexidine (CHX), an antiseptic, was
used to investigate the impact of the oral microbiota on the alveolar bone
regarding obesity. Results: Increased adipose tissue may induce alveolar
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Mariana Rates Gonzaga Santos’ - lan de Meira Chaves? - Celso Martins Queiroz-Junior® - Allysson Thiago Cramer' -

1

Thales Augusto Anestino? - Anna Clara Paiva Menezes dos Santos? - Paulo Gaio Leite' - Soraia Macari® -
Breno Rocha Barrioni® - Marivalda de Magalhies Pereira® - Mauro Martins Teixeira'® - Danielle da Gléria de Souza? -
Mila Fernandes Moreira Madeira? - Fabiana Simao Machado'®

Received: 3 November 2022 / Revised: 19 December 2022 / Accepted: 16 February 2023 / Published online: 13 March 2023
© The Author(s), under exclusive licence to Springer Nature Switzerland AG 2023

Abstract

Introduction The role of suppressor of cytokine signaling 2 (SOCS2) in Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)-
induced alveolar bone loss is unknown; thus, it was investigated in this study.
Methods Alveolar bone loss was induced by infecting C57BL/6 wild-type (WT) and Socs2-knockout (Socs2~) mice with
Aa. Bone parameters, bone loss, bone cell counts, the expression of bone remodeling markers, and cytokine profile were
evaluated by microtomography, histology, gPCR, and/or ELISA. Bone marrow cells (BMC) from WT and Socs2™'~ mice
were differentiated in osteoblasts or osteoclasts for analysis of the expression of specific markers.
Results Socs2™'~ mice intrinsically exhibited irregular phenotypes in the maxillary bone and an increased number of osteo-
clasts. Upon Aa infection, SOCS?2 deficiency resulted in the increased alveolar bone loss, despite decreased proinflammatory
cytokine production, in comparison to the WT mice. In vitro, SOCS2 deficiency resulted in the increased osteoclasts forma-
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Anexo 4. Resultados obtidos em colaboragao

Anexo de resultados obtidos em testes de colaboragdo, contudo, os compostos foram
citotoxicos as células L929. Foram testados os peptideos Rsp-3, Rsp-6 e RspBl1
fornecidos pela professora Mariana S. Castro da Universidade de Brasilia em
concentragcbes de 8 pM a 64 pM. Nossos resultados mostraram que a maior
concentragdo de todos os compostos testados apresentou alta toxicidade para a
célula, o que pode ser observado tanto no ensaio MTT quanto no LDH. Além disso, a
infeccdo por MHV-3 foi capaz de reduzir a viabilidade celular apés 16 horas de
infeccao, por outro lado, nenhum dos compostos testados apresentou tendéncias de
melhora nos paradmetros de MTT e LDH das células infectadas com MHV-3 nas
concentracdes testadas.

Figura 11 Figura: Ensaio de citotoxicidade avaliado em células L929 infectadas
com o virus MHV-3 e tratadas com diferentes concentragées dos peptideos. Os
efeitos dos peptideos Rsp- Bl1, Rsp6 e Rsp3 na viabilidade celular foram avaliados
em células L929 infectadas com MHV-3 (MOI=0.01) através de ensaio de MTT (A;C;E)
e LDH (B;D;F) respectivamente. Os peptideos foram testados em concentragbes de
64uM, 32uM, 16uM e 8uM. O controle celular (CC) recebeu somente DMEM com 1%
de SFB.
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