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RESUMO

Em razdo da co-circulacdo e hiper-endemicidade de multiplos sorotipos do virus da
dengue em varios paises, a dengue se tornou a arbovirose de maior incidéncia e
expansao geogréfica. Estima-se que metade da populacdo mundial vive em areas de
risco para infeccdo. A infeccdo por um dos quatro sorotipos do virus da dengue
provoca um amplo espectro de manifestacdes clinicas que variam de assintomaticas,
brandas e/ou similares a outras infec¢des virais até manifestacdes intensas/graves
podendo levar o individuo a 6bito. Trata-se de uma doenca sem tratamento especifico,
responsavel por um numero elevado de hospitalizagbes, com crescente taxa de
mortalidade e, representando um importante problema de saude publica. Dessa
forma, o desenvolvimento de medidas profilaticas e terapéuticas, bem como o estudo
dos mecanismos pelos quais h& o estabelecimento da doenca e os eventos envolvidos
na interagdo virus-hospedeiro sao pontos indispenséveis para 0 avango no manejo da
dengue. Neste contexto, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antiviral
do peptideo AH-D, com conhecida atividade antiviral contra outros flavivirus
relacionados, no curso da infeccdo pelo virus da dengue. Para este fim, duas
estratégias experimentais foram utilizadas - 1) A citotoxicidade das amostras foi
inicialmente avaliada em células Vero CCL-81, as quais foram empregadas no ensaio
de atividade antiviral na presenca ou auséncia do peptideo AH-D. Il) Avaliacéo in vivo
do potencial antiviral do peptideo AH-D. Para isso foram utilizados camundongos
knockout para o gene que codifica o receptor dos Interferons do Tipo-I a/f (A129)
infectados pelo DENV e seus respectivos controles. Em diferentes momentos apés a
infeccdo os animais foram submetidos ao tratamento com o peptideo antiviral por via
intravenosa. Posteriormente foram analisados diversos parametros a saber i) carga
viral em diversos tecidos; ii) parametros clinicos e inflamatoérios; iii) e, curva de
sobrevivéncia a fim de avaliar a eficacia do peptideo neste modelo. Nossos resultados
demonstram que o tratamento com o peptideo AH-D em células Vero CCL-81 resultou
em reducao da carga viral de maneira dose-dependente e reducdo da morte celular.
In vivo a administragéo intravenosa do peptideo nédo resultou em reducéo das cargas
virais, como observado in vitro, no entanto houve melhora nos parametros clinicos
como a prevencao da perda de massa corporal e trombocitopenia, além da letalidade
nestes animais. No geral, o tratamento com AH-D foi capaz de prevenir as principais

manifesta¢gdes induzidas pela infeccdo por DENV.



Palavras-chave - Dengue, antiviral, tratamento, infecgéo.



ABSTRACT

Due to the co-circulation and hyper-endemicity of multiple dengue virus serotypes in
several countries, dengue has become the arbovirus with the highest incidence and
geographic expansion. It is estimated that half of the world's population lives in areas
at risk for infection. Infection with one of the four dengue virus serotypes causes a wide
spectrum of clinical manifestations that range from asymptomatic, mild and/or similar
to other viral infections to intense/severe manifestations that can lead to death. It is a
disease without specific treatment, responsible for a high number of hospitalizations,
with an increasing mortality rate and representing an important public health problem.
Thus, the development of prophylactic and therapeutic measures, as well as the study
of the mechanisms by which the disease is established and the events involved in the
virus-host interaction are essential points for advancing in the management of dengue.
In this context, the aim of the present work was to evaluate the antiviral activity of the
AH-D peptide, with known antiviral activity against other related flaviviruses, in the
course of dengue virus infection. For this purpose, two experimental strategies were
used - 1) The cytotoxicity of the samples was initially evaluated in Vero CCL-81 cells,
which were used in the assay of antiviral activity in the presence or absence of the AH-
D peptide. 1) In vivo evaluation of the antiviral potential of the AH-D peptide. For this
purpose, knockout mice for the gene encoding the a/f Interferon Type-l receptor
(A129) infected by DENV and their respective controls were used. At different times
after infection, the animals were treated with the antiviral peptide intravenously.
Afterwards, several parameters were analyzed, namely i) viral load in different tissues;
ii) clinical and inflammatory parameters; iii) and, survival curve in order to evaluate the
effectiveness of the peptide in this model. Our results demonstrate that treatment with
the AH-D peptide in Vero CCL-81 cells resulted in a dose-dependent reduction in viral
load and a reduction in cell death. In vivo, the intravenous administration of the peptide
did not result in a reduction in viral loads, as observed in vitro, however there was an
improvement in clinical parameters such as the prevention of loss of body mass and
thrombocytopenia, in addition to the lethality in these animals. Overall, treatment with
AH-D was able to prevent the main manifestations induced by DENV infection.

Keywords - Dengue, antiviral, treatment, infection.
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l. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Historico da transmissao do Dengue virus no mundo e epidemiologia

N&o existe um consenso de quando exatamente a dengue surgiu pela primeira
vez na populagcdo humana. Os primeiros relatos encontrados foram documentados na
Enciclopédia Chinesa de Sintomas e Remédios para Doencas, publicadas durante a
dinastia Chin (265 a 420 d.C.) (NOBUCHI,1979). Entretanto, casos bem
documentados de uma epidemia que se acredita ter sido de dengue ocorreram no
periodo entre 1779 e 1780 na Asia, Africa e América do Norte. A doenca foi chamada
de veneno da agua pelos chineses, que entenderam que o quadro, de algum modo,
estava correlacionado com insetos e agua.

Embora a etiologia viral da doenca tenha sido sugerida experimentalmente ha
mais de um século (GUBLER, 1998), somente apds a Segunda Guerra Mundial os
avancos tecnoldgicos permitiram aos cientistas japoneses e americanos o isolamento
dos primeiros dois sorotipos do virus (DENV-1 e DENV-2). Os sorotipos trés e quatro
foram isolados quando a febre hemorragica do dengue (FHD) e a sindrome do choque
do dengue (SCD) emergiram nos centros urbanos das Filipinas e Tailandia (KYLE;
HARRIS, 2008).

Antes de 1970, apenas 9 paises haviam experimentado epidemias graves de
dengue. A doenca agora € endémica em mais de 100 paises, nas regides da Africa,
Américas, Mediterrdneo Oriental, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental, como
demonstrado na Figura 1, sendo que as regibes da América, Sudeste Asiatico e
Pacifico Ocidental sdo as mais seriamente afetadas, com a Asia representando ~ 70%
da carga global de doencas (OMS, 2020).
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Figura 1- Distribuicdo geogréafica dos casos de dengue no mundo até 2017. A dengue apresenta
distribuicdo por praticamente todos os continentes do globo, sendo mais prevalente nas areas de clima
tropical e subtropical, favoraveis a proliferacdo do mosquito vetor. No mapa a intensidade de casos
registrados é demonstrada através da intensidade da cor verde, ou seja, quanto mais intensa a cor,
maior o nimero de casos registrados naquela area. Fonte- OMS, 2020.

N&o apenas 0 numero de casos esta aumentando conforme a doenca se
espalha para novas areas, mas surtos estdo ocorrendo a cada ano. Na Europa,
transmissao local foi notificada pela primeira vez na Franca e na Croacia em 2010 e
casos importados foram detectados em 3 outros paises europeus. Desde entéo, os
casos autéctones sdo observados quase anualmente em muitos paises europeus.
Entre os viajantes que retornam de paises de renda baixa e média, a dengue é a
segunda causa de febre mais diagnosticada depois da malaria (OMS, 2020).

No Brasil, acredita-se que o virus emergiu durante o século XVIII, nos navios
negreiros. O sorotipo 1 (DENV-1), predominante na década de 80, foi sucedido pelo
sorotipo 2 (DENV-2) ja na década de 90. Posteriormente vieram os sorotipos 3 (DENV-
3) e 4 (DENV-4), em 2000 e 2007, respectivamente (NOGUEIRA et al., 2007; MOTA
et al., 2016).

Atualmente, nota-se um cenario epidemiolégico complexo, com a co-circulacao
dos 4 sorotipos do DENV e circulagdo simultanea dos virus Chikungunya (CHIKV) a
partir de 2014 e Zika (ZIKV) em 2015. De acordo com o Ministério da Saude, entre
2008 e 2019, foram notificados aproximadamente 11,6 milhdes de casos de dengue,
chikungunya e zika no pais. Neste mesmo periodo foram confirmados 7.043 obitos

por essas doencas, sendo que a dengue isoladamente concentrou 91% dos casos
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(10,6 milhdes) e foi responsavel por 91,2% dos 6bitos (6.429), afirmando ainda mais
0 protagonismo dessa arbovirose frente as demais, como demonstrado na Figura 2 a
seguir (SVS, 2020).
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Figura 2- Numero de casos e ébitos de Dengue, Chikungunya, Zika, no Brasil, de 2008 a 2019.
Fonte- SVS, 2020.

O boletim epidemiolégico mais recente (Semana epidemiolégica 1 a 47), que
compreende o periodo entre 03/01/2021 e 27/11/2021, relata a ocorréncia de 502.983
casos provaveis de dengue no Brasil. Em comparacdo com o ano de 2020, houve
reducdo de 46% de casos registrados para 0 mesmo periodo analisado (SVS, 2021).
Diversos trabalhos publicados recentemente discutem as dificuldades de diagndstico
da dengue durante a pandemia da Covid-19, visto que 0s sinais e sintomas de ambas
as condicbes sdo semelhantes (CHEN et al., 2020). Yan e colaboradores (2020)
demonstraram a incidéncia de resultados falso-positivo para dengue em pacientes que
foram posteriormente diagnosticados com Covid-19 em Cingapura (YAN et al., 2020).
Diante disso, é possivel afirmar que o numero de casos de dengue durante a
pandemia pode ser maior ou menor, levando em consideracdo os relatos de
reatividade cruzada de anticorpos anti-Dengue e anti-SARSCOV-2 nos testes
sorolégicos (MASYENI et al., 2020).

Em 2019, Messina e colaboradores trouxeram o alerta para a expansao
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geografica da dengue devido aos fendbmenos globais, incluindo mudancas climéaticas
e urbanizacdo. Prevé-se que grande parte do sudeste dos EUA se tornara endémica
até 2050, e que a doenca poderd atingir altitudes mais elevadas a exemplo do México
(area central), norte da Argentina e interior da Austrélia. Muitas das grandes cidades

do litoral leste da China e do Jap&o também devem se tornar endémicas até 2050.

1.2 A particula viral- Estrutura e organizagdo do genoma

Os virus da dengue sao arbovirus do género Flavivirus e familia Flaviviridae.
Os quatro sorotipos, antigenicamente distintos, compartilham ~65-70% de homologia
em sua sequéncia de aminoacidos (SIKKA et al., 2016). S&o particulas virais esféricas
e envelopadas, com genoma que compreende aproximadamente 11 kb de sentido
positivo e RNA de cadeia simples. O genoma do DENV codifica trés proteinas
estruturais que sdo- a proteina da membrana (M), proteina do envelope (E) e proteina
do capsideo (C) e sete ndo estruturais (NS), como descrito na Figura 3 (CHAMBERS
et al., 1990).

A proteina M funciona como uma estrutura que recobre e protege a proteina E
de sofrer fusdo prematura antes da liberacao do virion. A proteina E esta organizada
na superficie da particula viral e facilita a adsor¢cédo viral em células hospedeiras
ligando-se a receptores celulares e mediando a fusdo das membranas viral e celular.
Por fim, a proteina C esta envolvida na encapsulacao do virion (SCREATON et al.,
2015).

As proteinas ndo estruturais sdo denominadas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5. A proteina NS1 esté envolvida no complexo de replicagdo do RNA viral,
bem como na subversao da resposta do hospedeiro através da inibicdo da ativacéo
do complemento; NS2A esta envolvida nas etapas de replicacdo e posterior
empacotamento do RNA, além do antagonismo do Interferon (IFN); NS2B associa-se
com NS3 para formar o complexo de protease e atua como um cofator na ativagcéo
estrutural da protease serina DENV de NS3; NS3 & uma proteina multifuncional com
atividade enzimatica de serina protease semelhante a quimotripsina, RNA helicase e
RNA trifosfatase (RTP / NTPase) e esta envolvida na clivagem da poliproteina DENV,
bem como na replicacdo do RNA; NS4A induz alteragcbes de membrana que sao
importantes para a replicacao do virus; NS4B auxilia na replicagcdo do RNA viral por
meio de sua interacao direta com a NS3 e bloqueia a transduc¢éo de sinal induzida por
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IFN; e NS5 é uma enzima bifuncional com atividade de metiltransferase e RNA
polimerase dependente de RNA (HARAPAN et al., 2020).
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Figura 3- Representagdo esquematica da estrutura conformacional e genética do Dengue virus.

Diagrama do genoma do RNA do virus da dengue que codifica trés proteinas estruturais, a saber,

proteina do capsideo (C), proteina associada a membrana (prM, M) e proteina do envelope (E) e sete
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) Fonte- Adaptado de Qamar,

2019.

A morfologia da particula viral pode variar de acordo com a clivagem da

proteina precursora de membrana (prM). Isso porque durante a montagem do virion

varias de suas coOpias se associam com varias copias da proteina M, formando

particulas imaturas, de aparéncia irregular com aspecto “espinhoso”. As particulas

maduras secretadas pela célula hospedeira possuem aparéncia regular (SCREATON

et al., 2015). Na Figura 4 é possivel visualizar as diferentes formas da particula viral

de acordo com seu estagio de maturacao.
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Figura 4- Estrutura da particula viral imatura e madura. A superficie das particulas imaturas tem
uma aparéncia irregular porque as proteinas prM e E s&o inicialmente montadas como pontas triméricas
que se projetam para longe do envelope. No compartimento trans-Golgi, uma protease celular cliva a
proteina prM para gerar a proteina M madura, que também resulta no rearranjo de trimeros da proteina
E para formar dimeros que ficam planos na superficie do envelope criando a superficie lisa observada
em virions maduros e infecciosos liberados no espaco extracelular. Fonte- Wahala & Silva, 2011.

1.3Transmisséo, ciclo de multiplicacdo do DENV e sua interagdo com o
hospedeiro humano

A transmissao do DENV se inicia apos a fémea do mosquito hematéfago Aedes
aegypti se alimentar do sangue de um hospedeiro com dengue na fase aguda e
virémica da doenca. Em seguida, é iniciada a fase de incubagédo extrinseca, onde o
virus infecta o intestino e chega as glandulas salivares do artropode, periodo que dura
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cerca de 5 a 12 dias, dando-lhe a capacidade de transmitir 0 virus a diversas pessoas
através de sua picada, como demonstrado na Figura 5. O vetor permanece infectado
pelo resto da vida, podendo infectar todos os hospedeiros nos quais ele
posteriormente se alimentar (GUZMAN et al., 2016). Outra maneira de manutencao
da infeccdo nos mosquitos é a transmissao transovariana do virus para sua progénie,
a qual também pode sustentar sua circulacdo nas areas endémicas (MURPHY;
WHITEHEAD, 2011).

Virus infects the midgut and
eventually travels to the salivary
glands (usually 8-10 days)

Mosquito takes a blood meal from
a person with acute dengue

Q

Mosquito infection \| Extrinsic incubation

Salivary
glands

Dengue
virus Midgut

.

roboscis

K

Human infection
i | One mosquito can infect

Intrinsic incubation
The onset of
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several humans

Figura 5- Ciclo urbano do virus da dengue em humanos e mosquitos. Um mosquito Aedes aegypti pode
ser infectado ao se alimentar de uma pessoa na fase virémica da infeccéo. Durante a fase extrinseca
do ciclo, os virus da dengue infectam primeiro as células do intestino médio do mosquito e outros
tecidos antes de se disseminar para as glandulas salivares. Um mosquito infectado pode entédo
transmitir o virus da dengue a varios hospedeiros humanos enquanto se alimenta ou tenta se alimentar.
Uma vez infectado, o hospedeiro humano, leva em média de 4 a 7 dias para o inicio dos sintomas e
para se tornar capaz de transmitir o virus a um novo mosquito. Tanto individuos sintomaticos quanto

assintomaticos podem transmitir o virus aos mosquitos Fonte- GUZMAN et al., 2016.
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No hospedeiro humano o ciclo de multiplicacdo do DENV tem inicio quando o
virus infecta e adsorve uma célula permissiva. O periodo de incubacéo intrinseco varia
de 4 a 7 dias, periodo que coincide com o aparecimento dos primeiros sintomas da
infeccdo. Durante a alimentacdo do mosquito, o DENV é inoculado na derme e
epiderme, e alguns virions podem também ser injetados diretamente na corrente
sanguinea. Na pele, a injecéo destas particulas resulta na infeccédo especialmente de
macrofagos e células dendriticas residentes (células de Langerhans). Os mastdcitos
nao sdo comumente infectados, mas contribuem para a imunopatogénese induzindo
a liberacdo de mediadores (triptase e quimase principalmente) os quais contribuem
para a ocorréncia dos eventos vasculares caracteristicos da doenca (ST JOHN et al.,
2013; 2015).

Embora o DENV apresente tropismo por um amplo espectro de linhagens
celulares in vitro, ele se replica em apenas alguns tipos celulares in vivo. (SUN &
KOCHEL, 2013; NOISAKRAN et al., 2010). Diferentes estudos foram realizados para
decifrar os locais exatos de replicagcédo do DENV no hospedeiro humano. Sabe-se que
algumas células suportam a replicacdo do DENV de forma consistente, enquanto
outras mostraram uma suscetibilidade variavel a infeccdo. Os oOrgaos/tecidos mais
extensivamente estudados onde o DENV foi detectado séo- pele, sangue periférico,
baco, linfonodos e figado, como demonstrado na Figura 6 (KANGWANPONG et al.,
1995; MIAGOSTOVICH et al., 1997; JESSIE et al., 2004; KYLE et al., 2007; DURBIN
et al., 2008; BALSITIS et al., 2009; PRESTWOOD et al., 2012; POVOA et al., 2014).
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Figura 6- Representacdo esquemética dos varios 6rgaos e seus respectivos alvos celulares
infectados pelo DENV. (A) Este painel representa os alvos definitivos (destacados em vermelho) e
provaveis / raros (destacados em azul) do virus durante o processo de infec¢do. (B) Subconjuntos
celulares especificos dos 6rgaos definitivos infectados por DENV. As células marcadas em vermelho
mostraram consistentemente estar infectadas pelo DENV, onde o virus também se replica. Células
marcadas em verde também foram encontradas como alvo do DENV, embora de forma inconsistente.
As células marcadas com roxo foram consideradas positivas para DENV em alguns estudos de

autépsia, mas ndo mostraram quaisquer sinais de replicacéo pelo DENV. Fonte- Begum et al., 2019.

ApOs a adsorcdo, o0 mecanismo de penetracdo utilizado pelo virus é a
endocitose mediada por receptor. Porém, apesar dos esfor¢cos para determinar a(s)
molécula(s) responsavel(is) pelo reconhecimento do DENV pelas células alvo, um
receptor especifico para o virus ainda nédo foi identificado (CRUZ.OLIVEIRA et al.,
2015). Entretanto, varios candidatos ja foram propostos a partir de estudos in vitro
com linhagens celulares e células primarias humanas, incluindo glicosaminoglicanos,
lectinas do tipo C, a molécula de adesé&o de células dendriticas (DC-SIGN), integrinas
especificas do figado e linfonodos (L-SIGN), o receptor de manose em macroéfagos, o
receptor de fosfolipidios CD300a, os receptores de fosfatidilcerina das células T com
dominio imunoglobulina e mucina (TIM) e Tyro3, AXl e Mertk (TAM) (NGONO;
SHRESTA, 2018).

ApoOs a endocitose, o ambiente acido do endossoma dispara um processo

irreversivel de trimerizacdo da proteina E, o que resulta na fusdo das membranas



26

celular (endossomal) e viral, levando a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma da
célula alvo. A replicacdo do RNA viral de fita positiva ocorre em associacdo com as
membranas derivadas do reticulo endoplasmético onde ele é traduzido em uma
grande poliproteina que, por sua vez, da origem a polimerase dependente de RNA.

Durante o processo de replicagdo, copias de uma fita antigenoma s&o
produzidas e estas servem como molde para a producdo de multiplas cépias da fita
de RNA viral sentido positivo. ApoOs varios ciclos de traducéo, niveis elevados das
proteinas C, prM e E sé&o sintetizados. Essas proteinas sao arranjadas juntamente
com o genoma viral nas membranas do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira,
dando origem a progénie viral, que é transportada pelo complexo de Golgi e secretada
posteriormente pelo processo de exocitose, como demonstrado na Figura 7 (GUZMAN
et al., 2016).
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Figura 7- Ciclo de replicagao do virus da dengue no hospedeiro humano. O DENV se liga e
adsorve nas células por meio de um ou mais receptores (ainda nao caracterizados) pelo processo
conhecido como endocitose mediada por receptor. A acidificacdo endossomal resulta em uma
trimerizagéo irreversivel da proteina E viral, expondo o dominio de fusdo. N&o revestido, 0 RNA viral
(VRNA) é traduzido no reticulo endoplasmaético (RE), onde é processado em trés proteinas estruturais

e sete proteinas nado-estruturais. Depois que o complexo de replicagao viral € sintetizado, a tradugéo
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do vRNA é finalizada e comega a sintese do RNA. Posteriormente, rodadas sucessivas de translagédo
sdo seguidas pela montagem no RE. O virion é maturado no compartimento de Golgi e sai pela via

secretora do hospedeiro (processo de exocitose). Fonte- Green et al., 2014.

Vale lembrar que, uma vez que o virus adsorve na célula e se replica, os
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) sdo ativados gerando uma
resposta a infeccdo. Esta ativacdo ocorre com a interagcdo destes receptores com 0s
padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPS), o que inclui diversos
componentes virais, como o RNA viral ou intermediarios de replicacdo (dsRNA e
proteinas virais, por exemplo) (COSTA et al., 2013).

Entre os PRRs mais importantes na resposta imune contra a infeccédo pelo
DENV estao os receptores endossomais do tipo Toll (TLRs), particularmente TLR-3,
TLR-7 e TLR-8, que quando ativados representam algumas das primeiras linhas de
defesa no reconhecimento imunoldgico inato de moléculas de RNA de fita dupla
(dsRNA), RNA de fita simples (ssRNA) ou RNA modificado.

Experimentos em primatas ndo humanos infectados com DENV demonstraram
gue a administracdo de agonistas de TLR-3, TLR-7 e TLR-8 resultaram em diminui¢ao
significativa da replicacdo viral e aumento da producdo de quimiocinas proé-
inflamatorias, bem como aumento do titulo de anticorpos anti-DENV no soro,
indicando um papel protetor da ativacdo dos TLRs durante a infeccdo pelo DENV
(SARIOL et al., 2011).

Durante a infeccdo, o TLR-3 reconhece o RNA viral ap6s acidificacdo
endossomal e induz a producédo de CXCL-8 e IFN-a/B. Este reconhecimento resulta
na fosforilacdo do interferon-f indutor de adaptador que contém o dominio TIR, um
adaptador em resposta a ativacdo de receptores do tipo pedagio (TRIF). O TRIF
interage com os fatores TRAF3 e TRAF6 associados ao receptor do TNF. TRAF3
interage com a quinase 1 de ligacdo de TANK e a quinase k1 (Ikkl), resultando na
fosforilacdo de IRF3. TRAF6 sinaliza por meio da associagcdo com TAK1, ativacéao de
AP-1 e inicio da desfosforilagéo Ikk1 / Ikk2 de IkB, levando a ativagdo de NFkB. A
translocacdo nuclear de IRF3, AP-1 e NFkB induz producdo de IFN-a/B, genes

estimuladores de interferon (ISGs) e quimiocinas (LEE et al., 2012).
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Figura 8- Resposta imune inata contra a infeccdo pelo DENV. Apés a infeccdo por DENV, ocorre
um perfil de expresséo alterado de certos PRRs para promover ou inibir a replicagéo viral. 1) Fixac&o
do virus na célula-alvo; receptores celulares para o virus sdo apresentados. 2) O baixo pH da vesicula
endocitica induz a fuséo da membrana resultando na libera¢@o do nucleocapsideo viral no citoplasma
(3); a desmontagem do virus resulta na liberacdo do RNA viral no citoplasma. 4) e 5) Tradug&o de
proteinas de virus e replicacdo viral. 6) Montagem. 7) Maturacdo. 8) Secrecdo de virus. As setas
vermelhas, verdes e azuis séo explicadas no canto inferior direito. Fonte- Urcuqui-Inchima et al., 2017.

Outros dois componentes fundamentais da imunidade inata, importantes na
resposta a infeccdo pelo DENV como demonstrado na Figura 8, séo o gene induzivel
por acido retindico | (RIG-1) e fator de diferenciagdo de melanoma 5 (MDADS)
(URCUQUI-INCHIMA et al., 2017). lgualmente importantes estes PRRs sdo ativados
durante a infecgéo contribuindo para a indugéo de IFN-B (NASIRUDEEN et al., 2011).
Um papel importante desses sensores citoplasmaticos é a diferenciacdo entre 0 RNA
viral e da célula hospedeira (ZINZULA et al., 2013). Em particular, MDA5S é capaz de
distinguir o RNA do hospedeiro do RNA viral com base em uma metilacdo de ribose
2'-0 encontrada no mRNA do hospedeiro.

A ativacao de RIG-I desencadeia fatores reguladores de interferon downstream
e outros fatores de transcricdo que participam na indugao de IFN tipo | e producéo de
ISGs em células infectadas (YONEYAMA E FUJITA, 2007). Este receptor contém um
dominio de recrutamento de caspase N-terminal (CARD) envolvido na ligacdo da

molécula adaptadora, MAVS (proteina de sinalizacdo antiviral mitocondrial), que
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interage com o estimulador de genes do interferon (STING). Uma vez ativada, MAVS
oligomeriza e atrai multiplas ubiquitina E3 ligases, como TRAF3 e TRAF6 para ativar
a cascata de sinalizagédo. A ativacdo de TRAF3 resulta na translocacéo de IRF3 e
IRF7 para o nudcleo para induzir a transcricdo de IFN-a/p, conforme descrito acima.
Além disso, a ativacdo do TRAF6 resulta em translocacdo de NFKB para o nucleo e
producdo de IFN-a/B. Ambos, RIG-1 e MDA5, foram encontrados em sinergia com
TLR-3 para limitar a replicacdo do DENV in vitro (NASIRUDEEN et al., 2011).

Os IFNs sdo uma familia diversa de citocinas pleiotropicas consistindo
basicamente nos tipos | (IFN-a, IFN-w e IFN-B), tipo 1l (IFN-y) e tipo ITI (IFN-A 1, 2e
3) que desempenham um papel essencial na imunidade inata, inibindo a replicacéoe
disseminacdo de patdgenos virais, bacterianos e parasitarios. Eles também
modulam as respostas imunes e exercem efeitos antiproliferativos em alguns tipos de
células. Como resultado dessas funcdes, os IFNs sdo usados na clinica para tratar
certas infeccdes virais, alguns tipos de cancer e doencas autoimunes a exemplo da
esclerose multipla. Sabidamente, os interferons do tipo | (IFN-a e IFN-B) séo
produzidos em resposta a deteccdo do RNA do DENV por varios receptores de
reconhecimento de patégenos (SHRESTA et al., 2004) e desempenham papel crucial

na imunidade antiviral, como demonstrado na Figura 9 abaixo.

2. Typa | IFN signalling
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Figura 9- Respostade IFN tipo | e ativacdo do complemento nainfec¢cdo por DENV. (a) Sinalizacéo
de IFN tipo | (verde)- A ligacdo de IFN-I a receptores de IFNa / f (IFNARs) estimula a expresséo do

ISG que resulta em atividade antiviral. Essas citocinas se ligam a superficie das células proximas ou
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infectadas, ativando a via da Janus quinase (JAK) / transdutor de sinal e ativador da transcrigcdo (STAT).
JAK1 e tirosina quinase 2 (TYK2) levam a fosforilagdo e dimerizagdo de STAT1 e STAT2, que forma
um complexo com o fator regulador de interferon 9 (IRF9). O complexo sera transferido para o nucleo
onde induzem a transcricdo de ISGs pelo elemento de resposta estimulada por IFN (ISRE). (b) Via do
complemento (azul)- O reconhecimento de DENV pelo complexo de lectina ligadora de manose (MBL)
ird induzir a ativacdo do complemento. A clivagem de C4 e C2 pela serina protease-2 associada a MBL
(MASP-2) faz a C3 convertase e inicia a cascata de complemento classica, incluindo a formacédo de C5
convertase e o complexo de ataque de membrana C5b-9 (MAC) para induzir a lise, recrutamento de
fagocitos e inflamacéo. (c) A ligacdo de NS1 a TLR4 ira induzir danos vasculares (roxo). Fonte- Uno &
Ross, 2018.

As interacfes entre os PAMPs e seus PRRs correspondentes ativam varias
vias de sinalizacdo que finalmente levam a producédo de citocinas pro-inflamatérias,
principalmente interferon tipo | (IFN-I) (BOO e YANG 2010). Este conjunto de eventos
induz a producdo de inUmeras proteinas antivirais e pré-inflamatorias. Os IFN-a/8
secretados pelas células infectadas desencadeiam sinais de alerta para células
adjacentes de que uma infeccdo esta ocorrendo, bem como uma indugédo autdcrina
de respostas antivirais celulares.

A sinalizacao desencadeada pela interacdo entre as moléculas de IFN e seus
receptores ativa JAK / STAT pela fosforilagdo do adaptador de moléculas TYK2 e
JAK1. A ativacdo dessas moléculas adaptadoras resultam na fosforilacdo e
dimerizacdo de véarios transdutores de sinal e moléculas ativadoras de transcricdo
(STAT), incluindo STAT1, STAT2, STAT3 e STAT5. O complexo de sinalizagao
formado por STAT1 e STAT2 junto com IRF9 em resposta a ativagdo de IFNAR é o
fator de gene estimulador de interferon 3, complexo que se transloca para o ndcleo e
se liga a elementos de resposta estimulados por IFN localizados na regido promotora
de genes estimulados por IFN.

O sistema complemento também € uma parte importante da resposta imune
inata ao virus. A via da lectina de ligacdo a manose (MBL) induz prote¢do neutralizante
contra o DENV. MBL se liga a superficies contendo glicanos de manose, e esta
proteina reconhecera a superficie do DENV (AVIRUTNAN et al.,2011). O
reconhecimento do DENV pelo complexo MBL ira induzir a clivagem de C4 e C2 pela
serina protease-2 associada a MBL e depositar C4b e C2a na superficie do virion,
formando a C3 convertase (THIEL et al., 1997). A seguinte cascata de complemento

classica inclui a formacao de C5 convertase e o complexo de ataque de membrana
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C5b-9 (MAC) para induzir lise, recrutamento de fagécitos e inflamacéo (FUJITA &
MATSUSHITA, 2004).

1.4 Patogénese

Desde 2009 a OMS classifica a dengue de acordo com a presenca e auséncia
de sinais de alarme (dor abdominal, persisténcia de vOomito, sangramento em
mucosas, apatia, inquietude, hepatomegalia, aumento de extravasamento plasmatico
e plaquetopenia). A doencga é considerada grave quando o paciente apresenta intenso
extravasamento plasmatico e hemorragia, acompanhados de dano aos 6rgaos (WHO,
2009). O curso da doenca € influenciado por diversos fatores, inerentes ao hospedeiro
e ao virus.

Relacionado aos fatores virais, diversos estudos sugerem que O
desenvolvimento da doenca varia de acordo com 0 sorotipo e genoétipo do virus.
Diferencas na viruléncia entre linhagens virais e especialmente entre genoétipos virais
desempenham um papel importante no resultado da doenca (GUZMAN et al., 2016).
O gendtipo 11l do DENV-3, por exemplo, que inclui isolados da Africa Oriental, Sul da
Asia e América Latina, tem sido associado com um aumento de casos de dengue
grave nessas regides (DIAZ F. J. et al., 2006). Estes estudos indicam que certos virus
podem causar doencas mais graves na populacdo. No entanto, mecanismos
explicando as maiores proporcdes de manifestacdo de casos de dengue grave
durante a infec¢cdo com estes genaotipos virais ainda ndo foram muito bem esclarecidos
(RICO-HESSE, 2010).

Um outro estudo, realizado na Malasia, demonstrou que manifesta¢des clinicas
nao graves foram comumente observadas em pacientes infectados com DENV-1 e
DENV-3. Enquanto isso, 0os pacientes com infec¢cdo por DENV-2 apresentaram sinais
de alerta significativos e desenvolveram dengue grave. Além disso, mialgia e artralgia
foram altamente prevalentes entre as infec¢cbes por DENV-3. A comparacdo das
manifestagdes clinicas especificas do genotipo mostrou que o DENV-2 Cosmopolitan
foi significativamente comum entre pacientes com dengue grave. Uma associacao
também foi encontrada entre o genotipo | do DENV-3 e mialgia e o genotipo Il e
artralgia (SUPPIAH et al., 2018).

Pinheiro e colaboradores (2018) demonstraram que a capacidade de replicacao

ou fitness viral do DENV, estéa relacionada ndo somente a sua habilidade de replicacao
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no mosquito e no hospedeiro humano, ou a inibicao do sistema IFN, por exemplo, mas
também com a resposta imunoldgica que o virus desencadeia. Segundo a pesquisa,
uma linhagem que ativa menos o sistema imunolégico € menos combatida e
consequentemente, consegue se multiplicar mais no hospedeiro humano, o que
aumenta a chances de infec¢éo produtiva de mosquitos durante o repasto no individuo
infectado (PINHEIRO et al., 2018). Além disso o DENV modula de forma satisfatéria
0 sistema imune hospedeiro, seja inibindo a producdo e sinalizagcdo de IFN-I nas
células infectadas (RODRIGUEZ-MADOZ et al., 2010), inibindo a fosforilacdo de
STAT1 (MUNOZ-JORDAN et al., 2003) ou degradando STAT2 (DONG et al., 2010).

Tratando-se dos fatores associados ao hospedeiro, sdo considerados o status
imune e genético do mesmo, bem como sua idade. Estudos demonstram que, a
primeira infeccao pelo DENV se desenvolve de forma mais grave em individuos com
idade avancada devido a supressdo do sistema imune. Tratando-se de individuos
mais jovens, a forma grave da doenca se desenvolve quando estes ja foram
sensibilizados pelo DENV (GUZMAN et al., 2016).

Diversas teorias tém sido descritas a fim de justificar a ocorréncia dos quadros
de dengue grave durante infec¢Bes secundarias por sorotipos virais distintos. Uma
delas sugere que a evolugdo da dengue sem sinais de alarme para a dengue grave
esta diretamente associada a producdo de anticorpos subneutralizantes contra o
primeiro sorotipo viral 0os quais ndo conseguem neutralizar a infec¢cdo do segundo
virus e consequentemente inibir sua entrada nas células da linhagem fagocitica
mononuclear (monécitos e macréfagos) expressando receptores de imunoglobulinas
do tipo Fc (FcRs). Neste caso, a infec¢do heterdloga resulta em um maior nUmero de
células infectadas, fendmeno conhecido como intensificacdo dependente de
anticorpos ou ADE, do inglés Antibody-Dependent Enhancement demonstrado na
Figura 10 (NGONO &; SHRESTA, 2018).
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Figura 10- Resposta imunoldgica na infecgdo primaria e secundéria. Eventos de resposta imune
durante a infec¢éo primaria e secundaria (ADE) pelo virus da dengue. (A) Infec¢éo por DENV- (a) apos
a entrada viral, a sinalizagcdo do receptor de reconhecimento de padrédo (PRR) ativa RIG-1 e MDA-5,
(b) IFN-a/B s&o produzidos, (c) a produgdo de oxido nitrico (NO) é regulada positivamente, (d) a
fosforilacdo de STAT1 é reduzida e (e) menos progénie viral € produzida. (B) Infecgdo por DENV-ADE-
(1) o complexo imune virus-anticorpo liga-se a FcyR e é transportado dentro da célula; (2) a sinalizagao
PRR nédo esta envolvida e RIG-1 e MDA-5 séo suprimidos; (3) a producdo de IFN-a/B € inibida, (4) a
regulacdo negativa de DAK e Atg5-Atgl2; (5) interrompe a cascata de sinalizacdo RIG-I / MDA-5; (6)
expressdo aumentada de p65 de NFkB e degradacédo de | kB resultou em niveis elevados de IL-6, IL-
8, IL-1B e TNF-a (citocinas pré-inflamatoérias); (7) a secrecdo de IL-10 aumenta SOCS-3 e SOCS-1; (8) por
sua vez atenua a fosforilagéo de STAT1; (9) regulacdo negativa de IL-12 e IFN-y; (10) a producéo de
NO é suprimida; (11) a autofagia € aumentada; e (12) mais progénie viral é produzida. Fonte- Ngono&
Shresta, 2018.

Além de um maior numero de células infectadas, estudos demonstram que o
reconhecimento do imunocomplexo viral (dengue-anticorpo) ocorre de maneira
distinta na célula hospedeira infectada se comparado a infecgdo primaria. O
imunocomplexo leva a ativacdo de vias anti-Inflamatérias / imunomoduladoras
dependentes da ativagdo de SOCS e producdo de IL-10 as quais culminam em

subverséo das respostas antivirais das células infectadas mediadas por IFN- . Como



34

resultado, uma maior replicacdo viral € observada nessas células culminando na
liberacdo de maior progénie viral e doenca. Este fendmeno € conhecido como ADE
intrinseco (ADEI) e ja foi demonstrado experimentalmente para diversas infec¢fes
como a dengue e leishmaniose (HALSTEAD et al. 2010; COSTA et al., 2014,
KHANDIA et al 2018).

Uma outra explicacdo para o agravamento da doenca em infeccdes
secundarias heterdlogas, € a “Teoria do pecado antigénico original” demonstrada na
Figura 11, onde as células T especificas para o sorotipo da infeccdo primaria sao
reativadas sofrendo expansao clonal maior que células T naive, o que prejudica a
eliminacao do segundo sorotipo viral. Resumidamente, as células T estdo presentes
em grande quantidade, mas sao ineficientes, visto que sdo altamente especificas para
o0 sorotipo anterior (ST. JOHN, 2013).

Estudos clinicos mostraram uma maior frequéncia de células T CD8 de baixa
afinidade e que respondem a sorotipos de reatividade cruzada do DENV no sangue
de pacientes com dengue grave, comparado com pessoas com dengue sem sinais de
alarme. Também foi verificada alteragcdo no perfil de citocinas em células T CD8
especificas para o DENV em pacientes com a forma grave da doenca (NGONO &
SHRESTA, 2018).
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Figura 11- Pecado antigénico original. Resposta a exposicao a dois sorotipos de virus semelhantes.
O antigeno do sorotipo 1 é processado e apresentado pelas células dendriticas (DCs), levando a
iniciacdo dos linfécitos B e T e subsequente expansao clonal de linfécitos especificos do sorotipo 1.
Essa expansdo clonal é reativa cruzada e ocorre mesmo ap6s a exposi¢ao ao sorotipo 2, tornando uma

resposta ineficaz contra o sorotipo 2. Fonte- Anup et al., 2017.

Independente do mecanismo, se mediado por anticorpos ou ativagao de células
de memodria, ou os dois, a maior replicacdo viral e o nimero aumentado de células
infectadas observado durante as infeccbes secundarias heterélogas resulta em maior
inflamacéo, caracterizada por producdo aumentada de mediadores inflamatorios por
parte do hospedeiro, fendbmeno conhecido como “cytokine storm” ou tempestade de
citocinas, as quais culminam na hiperativacdo endotelial e consequentemente
resultam nos eventos vasculares associados a infec¢do os quais podem culminar em
morte do individuo infectado. Polimorfismos para algumas moléculas, como CD209,
JAK e IFNs por exemplo também podem interferir direta ou indiretamente no
desenvolvimento da doenga (SILVA, 2010; SAKUNTABHAI, 2005). A Figura 12 a

seguir redine 0s principais eventos associados a patogénese da dengue.
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Figura 12- Patogénese da infec¢do pelo DENV. Os possiveis mecanismos incluem a presenca de
anticorpos preexistentes; infeccdo e ativacdo de células imunes inatas; ativacdo do sistema
complemento, células T e células B; e a producdo de autoanticorpos. Citocinas e mediadores sollveis,
sequencialmente liberados por diferentes células em consequéncia da ativagcao imune, desempenham
um papel importante na patogénese da doenca, mediando o extravasamento de plasma através das
células endoteliais. Os niveis aumentados de algumas citocinas pro-inflamatérias que atuam no
endotélio vascular ndo necessariamente coincide cronologicamente com este extravasamento, uma
vez que a ativagdo imune precede a defervescéncia e o inicio do extravasamento plasmatico. Fonte-
Guzman & Harris, 2015.

O curso da dengue é moldado de acordo com diversos fatores, que podem
combater a infec¢éo ou ocorrer de forma exacerbada, causando ainda mais danos ao

organismo que chega a sucumbir em alguns casos (Guzman & Harris, 2015).

1.5 Manifestacgdes clinicas, diagnostico, tratamento e prevencao

Entre 1975 e 2009 a dengue foi classificada em febre do dengue (FD) e febre
hemorragica do dengue/sindrome do choque do dengue (FHD/SCD)
(BANDYOPADHYAY et al.,, 2006), porém com as limitacdes na aplicagdo dessa
classificacdo outro sistema foi implementado e incorporado no Guia de Orientacdes
para Diagnaostico, Tratamento, Prevencao e Controle da Dengue pela OMS em 2009,
onde passou a ser classificada de acordo com a gravidade da doenca, em dengue,
dengue com sinais de alarme e dengue grave, como demonstrado na Figura 13.

Considera-se caso suspeito de dengue o quadro de paciente que viva ou tenha
viajado nos ultimos 14 dias para area onde esteja ocorrendo transmissédo de dengue

ou tenha a presenca de Aedes aegypti, que apresenta febre, usualmente entre dois e
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sete dias, e apresente duas ou mais das seguintes manifestagfes- nausea, vomitos;
exantema; mialgias, artralgia; cefaleia, dor retro-orbital; petéquias ou prova do lago
positiva; leucopenia. Na dengue com sinais de alarme o paciente apresenta um ou
mais dos seguintes sinais de alarme no periodo de defervescéncia da febre- dor
abdominal intensa e continua, ou dor a palpacdo do abdome; vomitos persistentes;
acumulo de liquidos (ascite, derrame pleural, pericardico); sangramento de mucosas;
letargia ou irritabilidade; hipotensao postural (lipotimia); hepatomegalia maior do que
2 cm; aumento progressivo do hematécrito (OMS, 2009).

Por fim, na dengue grave o paciente apresenta uma das seguintes condi¢cfes-
choque devido ao extravasamento intenso de plasma evidenciado por taquicardia,
extremidades frias e tempo de enchimento capilar igual ou maior a trés segundos,
pulso débil ou indetectavel, pressao diferencial convergente < 20 mmHg; hipotensao
arterial em fase tardia, acumulacdo de liquidos com insuficiéncia respiratoria.
Sangramento grave, segundo a avaliacdo do médico (exemplos- hematémese,
melena, metrorragia volumosa, sangramento do sistema nervoso central);
comprometimento grave de 6rgaos tais como- dano hepatico (AST ou ALT > 1000),
alteracdo da consciéncia (sistema nervoso central), miocardite (coracdo) ou outros
orgdos (OMS, 2009).
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( Dengue with or without warning signs )

Criteria

* Patient has recently travelled to or lives in an
endemic area, has a fever and two of the following:
nausea or vomiting, rash, aches and pains, positive
torniquet test, leukopaenia and any warning sign

* | aboratory-confirmed dengue virus infection®

v v
( Without warning signs )  With warning signs* h
! * Abdominal pain or tenderness
: * Persistent vomiting
' * Clinical fluid accumulation
: * Mucosal bleeding
: * Lethargy or restlessness
; * Liver enlargement of >2 cm
: * An increased haematocrit level
i that is accompanied by a
: L decreased platelet count )
v v
( Severe dengue )
.
( Criteria h
* Severe plasma leakage leading to dengue shock syndrome and fluid
accumulation with respiratory distress
* Severe bleeding as evaluated by a clinician
* Severe organ involvement, including the liver (AST or ALT levels of
=1,000), the central nervous system (impaired consciousness),
the heart and other organs )

Figura 13- Classificacéo clinicada dengue. A dengue é classificada como dengue com ou sem sinais
de alarme e dengue grave. O diagnéstico de dengue requer a presencga de febre com dois ou mais
achados clinicos ou sinais de alarme. Evidencias clinicas e laboratoriais sdo requeridas para o
diagndstico preciso da doenca. Fonte- OMS, 2009.

Os sintomas da infecgdo, demonstrados na Figura 14, normalmente
desaparecem dentro de quatro a sete dias (KYLE & HARRIS, 2008). O agravamento
da doenca é caracterizado pela intensificagdo dos sinais de alerta, extravasamento
plasmatico para os espacos intersticiais, hemorragia e comprometimento dos 6rgaos,
especificamente.

A analise transcriptbmica do sangue de pacientes infectados pelo DENV
identificou duas fases de expressado génica durante o estagio febril da doenca. Na fase

aguda foram identificados genes associados a resposta inata, a quimiotaxia e a
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atividade da via do complemento. Ao final da fase aguda s&o expressos genes
associados com o ciclo celular e reparo do DNA (SUN et al., 2013; SIM & HIBBERD,
2016). No estagio de defervescéncia a resposta imune antiviral diminui rapidamente,
e transcritos dos genes envolvidos na biossintese, metabolismo e nas respostas
adaptativas se tornam protuberantes (SIMMONS et al., 2007). As manifestacoes
hemorragicas aparecem geralmente no periodo de defervescéncia quando a resposta
imune do hospedeiro estd bem estabelecida e a viremia esta diminuindo rapidamente
(SIM & HIBBERD, 2016).

Alteragbes no perfil de proteinas imunomoduladoras produzidas durante o
curso da doenca estédo envolvidas nas manifestacdes clinicas da dengue (GREEN &
ROTHMAN, 2006; MURPHY & WHITEHEAD, 2011; LEE et al., 2016). Fatores
soluveis produzidos por células imunes, plaquetas e células endoteliais e do estroma
na forma de citocinas e quimiocinas agem como moléculas sinalizadoras que atuam
orquestrando a diferenciacao/proliferacdo celular e humoral, modulando assim a
resposta do hospedeiro a infeccdo. (FINK et al., 2006; LEE et al., 2016).

Mediadores lipidicos vasoativos liberados por mastdcitos na adjacéncia dos
vasos sanguineos durante a infeccédo pelo DENV, incluindo leucotrienos e proteases
(quimases) também participam da patogénese da doenca contribuindo para o
aumento da permeabilidade vascular (ST JOHN et al., 2013). Costa e colaboradores
(2017) demonstraram que a ativacao das células NK durante a infeccéo resulta na
producdo de IFN-Y e TNF-a os quais foram capazes de controlar a replicagao viral,

contribuindo para manifestagées mais brandas (COSTA et al., 2017).
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Figura 14- Sintomas da dengue. As manifestacdes clinicas da dengue incluem dor retro-orbital,
mialgia, artralgia, dor nos 0ssos, erupc¢des cutaneas, ndusea e vomito. Fonte- Adaptado de Centers for

Disease Control and Prevention, 2020.

As causas da transicdo de um quadro de dengue sem sinais de alarme para
um quadro de dengue grave resultam de uma complexa interagéo de fatores inerentes
ao hospedeiro e ao DENV (YANG et al., 2018). A admissao precoce em uma unidade
de internacdo e a administracdo oportuna de cuidados de suporte tém melhorado os
desfechos clinicos e reduzido a mortalidade em pacientes com dengue grave (OMS,
2012). Entretanto, prever a progressao da doenca se faz cada vez mais necessario
uma vez que os sinais de alerta sdo baseados em parametros clinicos que muitas
vezes se desenvolvem mais tardiamente durante o curso da doenga e apresentam
sensibilidade limitada, levando a morbidade e mortalidade continuas (ALEXANDER et
al., 2011; SRIKIATKHACHORN et al., 2011).

Diversos grupos de pesquisa tém concentrado seus esforgos na busca por
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candidatos a biomarcadores para a gravidade da dengue. Na Figura 15 a seguir estao
as varias categorias de candidatos a biomarcadores com potencial para predicdo de
progressdo da dengue para sua forma grave.

Dengue ? Severe dengue

(-

DZEN

Figura 15- Esquema das principais categorias de candidatos a biomarcadores para predi¢cdes
acerca da progressdo da dengue. A classificacdo da dengue, associada com o uso de biomarcadores,
mais sensiveis e satisfatoriamente mensuraveis pode contribuir para um manejo adequado. Fonte-
Robinson & Einav, 2020.

Os marcadores moleculares se concentram principalmente em analises
transcriptbmicas de amostras de sangue humano e células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) (HOANG et al., 2010; LONG et al., 2009; POPPER et al., 2012,
SUN et al., 2013) ou de células primarias infectadas com DENV (BECERRA et al.,
2009). Dois estudos de coorte independentes em regides endémicas de dengue
identificaram que os niveis de anticorpos anti-DENV pré-infeccdo sdo um importante
fator de risco para a gravidade da doenca (KATZELNICK et al., 2017; SALIE et al.,

2018). Quimase, uma serina protease e enzima conversora de angiotensina liberada
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dos mastocitos apds sua ativacdo por anticorpos anti-DENV, também foi proposta
como um biomarcador candidato para gravidade da dengue (ST JOHN et al., 2013).
Uma triagem metabolémica de amostras de soro de pacientes com dengue no inicio
do periodo febril via cromatografia liquida e espectrometria de massa (LC-MS)
identificou recentemente ~20 metabdlitos que sao significativamente aumentados em
pacientes com dengue grave em relacdo aqueles com dengue sem sinais de alarme
(CUl et al., 2016). Alguns desses biomarcadores estao atualmente passando por uma
validacéo adicional em coortes prospectivas maiores (ROBINSON & EINAV, 2020).
Atualmente o diagnéstico da dengue inclui a confirmacdo laboratorial da
infeccéo, baseado na sorologia, PCR em tempo real (RT-PCR) ou isolamento viral,
associado a presenca de quadro clinico sugestivo da doenca. Os testes soroldgicos
permitem a deteccao de anticorpos especificos do tipo IgM, que podem ser detectados
a partir do segundo dia apds o aparecimento dos sintomas (sendo que o periodo mais
indicado para essa investigacdo soroldgica € a partir do 5° dia) e do tipo IgG, a partir
do sexto dia. Dada a confirmacéo da doenca, a notificacdo deve ser feita ao Ministério
da Saude em até 24 horas (Ministério da Saude, 2020). A sensibilidade de cada
abordagem é influenciada pela duracdo da doenca do paciente, como demonstrado

na Figura 16 a seguir.

IgG (primary
infectior]_)r

IgG (secondary infection)

IgM

A 4 4 4

( NS1 (serum, ELISA, or rapid test)

Day of lliness



43

Figura 16- Opcbes de diagndéstico laboratorial em um paciente com suspeita de infecgcédo por
dengue. A deteccao de acido nucleico viral, proteina ndo estrutural 1 (NS1) ou soroconversao de IgM
€ um achado confirmatorio em pacientes nos quais a dengue € um possivel diagnéstico. O dia 0 é o
primeiro dia em que o paciente notou algum sintoma durante a doenca. ELISA denota ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica e reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa RT-PCR.

Fonte- Simons et al., 2012.

Durante a fase febril, a deteccédo de acido nucleico viral no soro por meio de
ensaio de RT-PCR ou deteccdo da proteina NS1 expressa pelo virus por meio de
ensaio imunoenzimético (ELISA) ou o teste rapido de fluxo é suficiente para um
diagnostico confirmatério. Para infecgbes primarias em pessoas que nao foram
infectadas anteriormente (0 que € tipico no caso da maioria dos viajantes), a
sensibilidade diagnoéstica da deteccdo de NS1 na fase febril pode exceder 90%, e a
antigenemia pode persistir por varios dias apés a resolucao da febre (CHATERJI et
al., 2011; DUSSART et al., 2008).

A sensibilidade da deteccdo de NS1 na fase febril € menor em infeccdes
secundarias (60 a 80%), refletindo uma resposta soroldégica anamnéstica devido a
exposicdo anterior ao virus da dengue ou a outros flavivirus (GUZMAN et al., 2010).

O diagnéstico soroldgico de dengue pode ser confundido se o paciente foi
recentemente infectado ou vacinado com um flavivirus antigenicamente relacionado
(por exemplo, um virus associado a febre amarela ou encefalite japonesa). Além disso,
0s pacientes com infec¢des secundarias apresentam respostas rapidas de anticorpos
anamneésticos, nas quais a IgG reativa ao virus da dengue pode predominar sobre a
IgM. Em ambientes clinicos onde os métodos de deteccdo molecular (por exemplo,
RT-PCR) ndo estdo disponiveis, a investigacao de niveis elevados de IgM reativa ao
virus da dengue ou NS1 soltuvel no soro é uma abordagem diagndstica pragmética
em um paciente suspeito de dengue (GUZMAN et al., 2010; FRY et al., 2011).

A escolha do método de diagndstico depende da finalidade para a qual o teste
e feito (por exemplo, diagndstico clinico, inquérito epidemiolégico, desenvolvimento
de vacinas), o tipo de instala¢des laboratoriais e conhecimentos técnicos disponiveis,
custos e o tempo de coleta da amostra. Em geral, os testes com alta sensibilidade e
especificidade requerem tecnologias mais complexas e conhecimento técnico,
enguanto os testes rapidos podem comprometer a sensibilidade e especificidade para
a facilidade de desempenho e velocidade na obtencédo do resultado. Isolamento de

virus e deteccgéo de &cido nucleico sdo mais trabalhosos e caros, mas também séo
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mais especificos do que a deteccdo de anticorpos usando métodos soroldgicos,
levando em consideracéo a reatividade cruzada em areas endémicas. A Figura 17
mostra uma relagao inversa geral entre a facilidade de uso ou acessibilidade de um

método de diagndstico e a confianca nos resultados do teste (WHO, 2009).
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Figura 17- Comparacdo dos testes diagndsticos de acordo com sua acessibilidade e
confiabilidade. Os métodos indiretos apesar de mais baratos, acessiveis e de facil execucao sdo mais
associados a erros de diagnéstico em areas endémicas. Ja os métodos diretos, apesar de mais caros
e de exigirem profissionais mais capacitados, apresentam maior confiabilidade nessas regides,

evitando resultados falso-positivos. Fonte- WHO, 2009.

Ao final do ano de 2015, a primeira vacina para a dengue, a Dengvaxia (CYD-
TDV), produzida pela empresa Sanofi Pasteur foi licenciada para uso em humanos
em varios paises, em individuos de 9 a 45 anos que vivem em &reas endémicas.
Entretanto, dados recentes da populagéo vacinada em cinco paises da Ameérica Latina
demonstram que a protecdo conferida pela vacina foi baixa e variavel entre os
sorotipos virais (= 50,3% de protecédo para o DENV-1, 42,3% para o DENV-2, 74%
para o DENV-3 e 77,7% para o DENV-4) e isso foi diretamente correlacionado com o
status imune dos individuos. (VILLAR et al., 2015). O Departamento de Saude das
Filipinas decidiu entdo suspender o registro da vacina contra a dengue apés a

divulgacao destes estudos.
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Corroborando estes achados, informagdes preliminares recentes apontaram o
desenvolvimento de manifestacbes mais graves da doenca em individuos
soronegativos vacinados, e desde novembro de 2017, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitadria (ANVISA) passou a recomendar que a vacina nao seja
administrada em individuos nunca expostos ao DENV (ANVISA, 2018).

Venturosamente, o Instituto Butantan em parceria com o National Institute of
Health (NIH) est4 desenvolvendo uma vacina de dose Unica contra 0s quatro sorotipos
do DENV. Neste momento o estudo encontra-se na fase Ill, com a vacinagao de 17
mil voluntarios. Apds esse processo, a vacina sera submetida a aprovacao da Anvisa,
para gue posteriormente possa ser disponibilizada para a populacéo na rede publica
de saude. Os dados disponiveis até o0 momento indicam que a vacina é segura, que
induz o organismo a produzir anticorpos de maneira equilibrada contra os quatro
sorotipos do DENV e que é potencialmente eficaz.

Além disso, um teste de trés anos envolvendo a liberagdo de mosquitos Aedes
aegypti infectados com Wolbachia, na cidade Yogyakarta, Indonésia, produziu
resultados encorajadores que mostram uma reducéo significativa no nimero de casos
de dengue. As Wolbachia sédo bactérias simbioticas naturais intracelulares em insetos,
conhecidas por reduzir a capacidade do mosquito de transmitir o virus da dengue e
virus relacionados em condi¢des de laboratério. O estudo constatou que na cidade e
arredores onde os mosquitos infectados foram liberados, o niumero de casos da
doenca diminuiu significativamente em comparacao com partes da cidade onde eles
nao foram liberados (OMS, 2020).

No Brasil, trés cidades foram selecionadas para realizar a etapa final do método
“‘Wolbachia” para o combate ao mosquito Aedes aegypti, antes da sua incorporacéo
ao Sistema Unico de Saude (SUS). A nova fase do projeto World Mosquito Program
Brasil (WMPBrasil) da Fiocruz em parceria com o Ministério da Salde sera testada
nos municipios de Campo Grande (MS), Belo Horizonte (MG) e Petrolina (PE). A
metodologia é inovadora, autossustentavel e complementar as demais acdes de
combate ao mosquito vetor (FIOCRUZ, 2020).

Até o momento, ndo héa tratamento antiviral especifico para a dengue. A terapia
utilizada é de suporte sintomatico, hidratacéo e repouso. Considerando a prevaléncia
e co-circulacao dos varios sorotipos do agente etiolégico em todo o territorio nacional,

o desenvolvimento de medidas profilaticas e terapéuticas deve considerar seu
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contexto de aplicagéo, e sua efetividade mesmo em casos graves da doenga, como
ocorre em infeccBes secundarias heterologas.

Dessa forma, a busca por terapias sejam elas focadas no patdégeno (antivirais)
e/ou hospedeiro (anti-doenca) € essencial. Para a protecao individual, é recomendado
0 uso de repelentes e também a utilizacdo de roupas que minimizem a exposicao da
pele aos vetores diurnos. J& para o controle de vetores, é importante combater os
focos de acumulo de &gua em diversos recipientes (latas, copos plasticos, pneus
velhos, vasos de plantas, garrafas, caixas d’agua e lixeiras), os quais sao locais

propicios para a criacdo do mosquito transmissor (GALAN-HUERTA et al., 2015).

1.6 Antivirais

A emergéncia e reemergéncia de doencas virais tém aumentado a
preocupacdo acerca de seu impacto na saude publica global e nos sistemas
socioecondmicos (WEAVER et al., 2018). Com isso a necessidade da descoberta e
aprovacao de medicamentos antivirais para o controle dessas doengas tem se tornado
cada vez mais evidente com o crescente numero de infeccées ao longo dos dltimos
anos (DONG & DIMOPOULOS, 2021).

O desenvolvimento de medicamentos antivirais traz consigo diversos desafios,
como a grande variabilidade dos virus e seus diferentes mecanismos de replicacao, o
periodo de laténcia em alguns casos, a dificuldade de um diagndstico preciso, ja que
a infeccao por diferentes virus pode causar sintomas parecidos, etc (VILAS BOAS et
al., 2019). Diferente dos procariontes e eucariontes, 0s virus possuem genoma de fita-
dupla ou simples, RNA ou DNA, alguns apresentam envelope, outros nao, etc. Todas
essas caracteristicas sdo importantes no desenvolvimento de drogas antivirais, que
geralmente focam na desestabilizacdo de um dos componentes virais (MULLER et al.,
2009).

As moléculas antivirais de primeira geragao (descritas nos anos 60 e no inicio
dos anos 70) tiveram efeitos colaterais graves em humanos devido a sua baixa
especificidade. Por exemplo, a vidarabina, um analogo da adenosina usado como
inibidor da replicagéo, pode afetar ndo apenas a DNA polimerase viral, mas também
0 analogo eucariético (THOMPSON & WHITLEY, 2011). O avanc¢o das pesquisas na
area levou a descricdo de moléculas melhores, como o aciclovir, primeiro analogo de

nucleotideo e antiviral considerado bem-sucedido no tratamento das infec¢des pelos
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virus herpes simplex (HSV) e varicela zoster (VZV). Por causa de sua especificidade
esta molécula causa menor toxicidade para o hospedeiro quando comparada aos
tratamentos usados anteriormente (THOMPSON & WHITLEY, 2011; ELION, 1982).

As drogas antivirais podem inibir a RNA polimerase (NS5 por exemplo),
impedindo que haja a replicacao viral, o que fazem os analogos de nucleotideos,
podem atuar modulando a resposta do hospedeiro estimulando a producéao de IFNs
ou ainda atuar causar danos a estruturas da particula viral (envelope e membrana por
exemplo), impedindo que ocorra sua adsor¢cao a célula hospedeira (LO & PERNG,
2016). Existem também os antivirais direcionados ao hospedeiro, que se concentram
em- ciclofilinas de inibicdo, conhecidas por serem importantes fatores celulares que
sdo sequestrados por alguns virus durante o ciclo de replicacao (LOU Z, SUN & RAO
Z, 2014); o uso de imunomoduladores como interferons (EL RAZIKY et al., 2013;
FCHING LIN, YOUNG HA, 2014); e gamaglobulinas (BUTTINELLI et al., 2003).

A justificativa para os antivirais para dengue surgiu de estudos clinicos que
observaram que a quantidade de virus circulando no sangue de pacientes que
desenvolvem dengue grave é maior em cerca de 1-2 logs em comparagcdo com
pacientes que sofrem de dengue mais branda. Diferencas semelhantes na carga viral
foram observadas em modelos animais de ADE (GONCALVEZ et al., 2007; BALSITIS
& HARRIS, 2009). Esta observacdo sustenta a hipétese de que o progresso para a
doenca grave pode ser revertido pela administracdo de compostos que visam etapas
essenciais na replicacdo do virus no inicio da doenca, reduzindo assim a carga viral
substancialmente.

Nos ultimos anos, o rapido desenvolvimento de métodos de triagem de alto
rendimento levou a descoberta de uma infinidade de compostos que podem inibir a
infeccdo por arbovirus e / ou sua replicagcdo em células de vertebrados (KATO et al.,
2019; EYRE et al., 2020), sendo que alguns também provaram ser eficaz nas células
do mosquito. Através da triagem de moléculas in vitro, centenas de drogas que podem
inibir pelo menos um tipo de arbovirus em células de mamiferos foram identificadas
(KATO et al.,, 2019; VAN CLEEF et al., 2013). Drogas provenientes de moléculas
pequenas, com baixo peso molecular (geralmente abaixo de 900 Daltons) podem
atuar regulando processos bioquimicos especificos resultando no tratamento ou
prevencdo de doencas. Além disso, séo facilmente sintetizadas devido ao seu peso

molecular relativamente baixo e estrutura quimica simples, e geralmente sao
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altamente estaveis (SAMANEN, 2013).

Em contrapartida, a baixa eficacia dos tratamentos antivirais ainda é
evidenciada pelos relatorios cada vez maiores de resisténcia viral (DURAFFOUR et
al., 2012; LE PAGE et al., 2013; MUSIIME et al., 2013), infeccBes virais concomitantes
(DEMING & MCNICHOLL, 2011) e a emergéncia e reemergéncia de epidemias virais
em periodos relativamente curtos de tempo, como observado para o HIN1, virus
Ebola e ZIKV apenas nos primeiros 5 anos da presente década (HUI, LEE & CHAN,
2017; MARSTON et al., 2017; SUIJKERBUIJK et al., 2014; DE SOUZA et al., 2018;
LOWE et al, 2018), e agora para o Sars-Cov-2.

Uma alternativa ao desenvolvimento de um farmaco especifico para o
tratamento da dengue tem sido o reposicionamento de drogas ja aprovadas para o
tratamento de outras doencas (LOW, GATSINGA, VASUDEVAN & SAMPATH, 2018).
Neste sentido, diversos estudos vém sendo conduzidos a fim de identificar farmacos
com diversos mecanismos de acdo para o manejo clinico da dengue, dentre os quais
estdo drogas antivirais, antimalaricas, antidiabéticas, anti-histaminicas, antipsicéticas,
antiparasitarias, anticancer, entre outras (RADI et al., 2018). Na Figura 18 a seguir
estdo demonstrados os diversos alvos destas drogas no ciclo de multiplicagdo do
DENV.
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Figura 18- Ciclo de multiplicacdo do DENV e etapas inibidas por medicamentos reposicionados.
Drogas com um mecanismo de acdo descrito foram colocados nos seus locais de inibicdo da seguinte
forma- inibicdo do virion; adsorgdo; penetracao viral; escape endossomal; remocgéo viral; replicagédo do

genoma viral e, liberacéo de virions maduros. Fonte- Radi et al., 2018.

Embora a cloroquina tenha apresentado evidencias de atividade antiviral in vitro
e in vivo (FARIAS et al.,, 2015) ndo foram observadas diferencas entre oS grupos
tratados com a droga ou o placebo, sendo que o grupo tratado com a cloroquina
apresentou diversos eventos adversos (TRICOU et al., 2010). Um estudo clinico
randomizado realizado no Vietnd néo identificou beneficios na administracdo de
prednisolona a pacientes com dengue grave (TAM et al., 2012). Também no Vietna, a
droga balapiravir foi administrada em um estudo para avaliar sua agéo anti-dengue e
diferencas entre os grupos controle e tratado ndo foram observadas (CHEN et al.,
2014; NGUYEN et al., 2013). Além disso, a administracédo de lovastatina se mostrou
segura em pacientes com dengue, porém sem evidéncias de efeitos benéficos em
termos de progresso clinico ou reducédo da viremia (WHITEHORN et al., 2016).

Um ensaio clinico (NCT026773840) conduzido por Duke-NUS, em parceria
com o Hospital Geral de Cingapura e o Hospital Universitario Nacional em Cingapura
esta avaliando a seguranca clinica e eficacia do farmaco cetotifeno, com capacidade
de regular a degranulacdo dos mastécitos, importante na patogénese da dengue
(FURUTA et al., 2012). Também estdo em curso estudos direcionados a
administracdo dos farmacos ribavirin (LOW et al., 2018) e celgosivir (LOW et al., 2014)
na infeccdo pelo virus da dengue. Embora os estudos clinicos ainda ndo tenham
atingido o objetivo de disponibilizar um medicamento para o tratamento de pacientes
com dengue, tém reforcado a compreensao de sua patogénese e preparado o terreno
para projetos futuros (LOW et al., 2018).

Com a emergéncia de infec¢des virais, a demanda para producdo de novos
antivirais € maior do que nunca, com maior preferéncia por moléculas capazes de
apresentar atividade de amplo espectro (DA ZHUJ et al., 2015). A busca por essas
novas moléculas envolve diferentes abordagens, como previsbes assistidas por
bioinformética com base na interacdo da molécula com importantes estruturas virais
ou enzimas (WANG et al., 2010; JESUS et al., 2012; ELSHABRAWYet al., 2014) e o
isolamento de novos compostos obtidos de fontes naturais (MARTINS et al., 2009;
CANTATORE et al., 2013; ROTHAN et al., 2014).
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1.7 Peptideo antiviral AH-D

Uma medida terapéutica de sucesso para infecc¢des virais precisa ter como alvo
direto as particulas virais circulantes a fim de reduzir as cargas virais sistémicas e
diminuir sua propagacado (JACKMAN, J.A., COSTA, V.V., PARK, S. et al. 2018).
Entretanto, a busca por antivirais que possam ser aplicados ao tratamento das
infec¢es virais transmitidas por mosquitos enfrenta diversos obstaculos- i) Grande
parte dessas infeccdes sao agudas, com uma janela terapéutica curta (SIMMONS et
al., 2012); ii) A maioria dos individuos infectados sdo assintomaticos, porém quando
h& o aparecimento de sintomas a carga viral jA esta em declinio (VAUGHN et al.,
2000); iii) para aplicagdo terapéutica em arboviroses, a estratégia ideal seria um
antiviral com amplo espectro para diversos virus relacionados, como DENV, ZIKV,
YFV, e CHIKV, que co-circulam em diversas regides tropicais e subtropicais e levam
a manifestac@es clinicas similares, entdo a aplicacdo de um antiviral especifico exigiria
diagnostico confirmatério, 0o que encurtaria ainda mais a janela terapéutica
(CARRILLO-HERNANDE?Z et al., 2018); iv) muitos virus transmitidos por mosquitos
sao neurotrépicos e causam distarbios neurolégicos trazendo a necessidade de um
inibidor capaz de cruzar a barreira hematoencefalica e suprimir de forma eficiente a
replicacdo do virus no cérebro (SHAN et al., 2016; MLAKAR et al., 2016).

Ha muito se sabe que o0s virus transmitidos por mosquitos possuem um
revestimento do envelope lipidico, que é essencial para a sua integridade estrutural
(WELSCH, MULLER & KRAUSSLICH, 2007). Badani e colaboradores (2014)
verificaram que a desestabilizacdo do revestimento do envelope lipidico reduz a
infectividade viral in vitro, conceito que poderia ser aplicado no desenvolvimento de
drogas antivirais com alvo na particula viral sem por sua vez, causar danos ao
organismo do hospedeiro. Neste sentido uma série de grupos mostraram que
desestabilizar o envelope lipidico provocando altera¢cdes na morfologia dos virions ou
na fluidez da membrana viral impedem a fuséo virus-célula, reduzindo a infectividade
viral in vitro, e uma ampla gama de compostos com essas propriedades foi
desenvolvida, porém sem especificidade adequada, provocando lesGes as
membranas celulares (BADANI et al., 2014; VIGANT, SANTOS & LEE, 2015).

Diante da caréncia de uma droga capaz de desestabilizar o envelope viral cuja

administracdo ndo causasse danos ao individuo submetido ao tratamento, Cho e
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colaboradores (2009) se basearam em estudos anteriores envolvendo virus com
genoma de RNA de senso positivo para o desenvolvimento de uma terapia que
pudesse ser aplicada a uma ampla gama de infec¢des virais com alta seletividade
pela particula viral. Essa busca levou ao segmento anfipatico helicoidal da por¢gdo N-
terminal da proteina ndo estrutural 5A (NS5A) do virus da hepatite C (HCV),
responsavel por sua interacdo com estruturas da membrana da célula hospedeira por
sua forte associacdo com membranas anteriormente descrita. Esta hélice anfipatica
(AH) é necessaria e suficiente para conferir associacdo de membrana e mutacdes
genéticas que introduzem aminoacidos em sua face hidrofébica atrapalham sua
natureza anfipatica e inibem sua associacdo a membranas (BRASS, 2002; ELAZAR,
2003; HIJIKATA, 1993; SELBY, 1993).

Ao aprofundar os estudos acerca do segmento AH, Cho (2009) e colaboradores
projetaram o peptideo anfipatico a-helicoidal (AH-L), derivado dos primeiros 27
aminoécidos da proteina NS5A do HCV e observaram a transformacéo estrutural de
vesiculas lipidicas com a introducdo de sua formulacdo sintética. Seu estudo
demonstrou que a interacdo entre o peptideo AH-L e vesiculas lipidicas intactas,
resulta em mudancas estruturais nessas vesiculas, que apresentam uma espécie de
inchaco. Mais tarde, Jackman (2015) e colaboradores demonstraram que o peptideo
AH-L é altamente ativo em membranas e rompe vesiculas, como demonstrado na
Figura 19, além de possuir alta seletividade por seu tamanho, suportando a ideia de
gue este poderia ser um modelo promissor para agentes antivirais de préxima

geracao.
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Figura 19- llustracdo esquematica do modelo de formacgao de poros induzida pelo peptideo AH.
Lise da membrana ocorre uma vez que uma densidade superficial critica de poros é formada em uma

vesicula. O termo c representa a concentracdo em massa do peptideo, e ccritical descreve o limite de
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concentragao de peptideo em massa ou acima do qual a lise de membrana mediada por poros pode
ocorrer. Fonte- Yoon et al., 2020.

Inicialmente, a eficacia do peptideo foi avaliada no rompimento de lipossomas,
semelhantes ao envelope lipidico dos Flavivirus. Posteriormente foi avaliada sua
afinidade por vesiculas lipidicas de diferentes tamanhos e observou-se que o peptideo
interage preferencialmente com lipossomas com tamanho aproximado de ~ 50-100
nm de diametro (CHO et al., 2011).

Por meio de refinamentos dos parametros estruturais do peptideo foram
alcancadas melhorias em suas propriedades terapéuticas e com a utilizacdo de
técnicas de bioengenharia foi desenvolvida entdo a estratégia terapéutica chamada
LEAD (lipid envelope antiviral disruption, ou ruptura antiviral do envelope lipidico)
(JACKMAN, SHI & CHO, 2018). A fim de melhorar as propriedades farmacoldgicas
do peptideo, Jackman e colaboradores projetaram um anélogo substituindo L-
aminoacidos convencionais por D-aminoacidos que sdo mais resistentes a
degradacéao proteolitica (HANCOCK & SAHL, 2006), dando origem ao peptideo AH-
D, o que permitiu um perfil farmacocinético melhorado, com uma circulacdo
relativamente longa, alta biodisponibilidade e capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica.

Ao avaliar-se a atividade do peptideo contra o ZIKV (que possui ~50 nm de

didametro) em culturas de células neuronais primarias foi demonstrado que o
tratamento foi capaz de inibir a replicacdo viral e evitou a morte celular neuronal
induzida pelo ZIKV, sem apresentar toxicidade nas concentracdes inibitérias. Em
seguida, foi demonstrado o papel terapéutico do tratamento com o peptideo sintético
AH-D, em camundongos infectados pelo ZIKV. Os resultados demonstraram que a
administracdo do AH-D a partir do segundo dia de infeccdo, promoveu a reducao
significativa de sinais clinicos e da mortalidade causados por este patdégeno, estando
associado ainda, com neuroprotecdo demonstrada pela reducdo da neuroinflamacao
e lesdo no sistema nervoso destes animais (JACKMAN, COSTA, PARK et al., 2018).

Além disso, o peptideo foi altamente ativo contra outros virus transmitidos por

mosquitos in vitro, incluindo o virus da dengue, Encefalite Japonesa e da
Chikungunya. Logo, nossa proposta foi testar o potencial terapéutico do peptideo AH-
D frente a infeccdo pelo DENV em um modelo de viremia em camundongos A129. A

infeccdo destes camundongos pelo DENV reproduz varias caracteristicas da doenca
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clinica vista em seres humanos, incluindo plaquetopenia, niveis elevados de
marcadores inflamatorios, aumento da permeabilidade vascular, lesédo hepatica, carga
viral elevada em diversos 6rgdos como o baco, o figado e o plasma (FAGUNDES et
al., 2011; ROTHMAN et al., 2011; ZOMPI et al., 2012; COSTA et al., 2013).

1.8 Modelos experimentais aplicados ao estudo da infeccdo pelo DENV

A utilizacdo de animais para fins cientificos tem contribuido significativamente
para a descoberta de farmacos e vacinas principalmente. Estes testes precedem o0s
ensaios clinicos em humanos e permitem que as proximas etapas (FASE |, Il e IlI)
sejam realizadas de forma segura. Apesar das dificuldades de se desenvolver um
modelo experimental em animais que mimetize as formas graves da doenca em
humanos, diversos modelos ja foram descritos, tornando acessivel o entendimento da
imunopatogénese da infeccdo pelo DENV bem como o teste de medicamentos
antivirais e vacinas. Na tabela 1 a seguir, estdo listados alguns modelos, com sua
aplicabilidade, vantagens e desvantagens (FAGUNDES et al., 2011; ROTHMAN et al.,
2011; ZOMPI et al., 2012; COSTA et al., 2013).

Modelos experimentais murinos usados para estudos pré-clinicos da infeccdo pelo
DENV-

Camundongo  Caracteristicas Vantagens Desvantagens Aplicabilidade
NSG Camundongos Camundongos N&o desenvolvem a Estudo da

(NOD SCID  reconstituidos  desenvolvem forma mais grave da patogénese da

GAMMA) com células sistema imune doenca. dengue; tropismo do

progenitoras
humanas,

infectados

humano funcional e
parte da imunidade

adaptativa; infecgéo

virus por célula
humana; estudos da

aplicacdo de vacinas

com isolados de linhagens que utilizam virus
clinicos do celulares humanas; atenuado in vivo.
DENV. estudo da resposta

humana a infecgéo.



Camundongos  Suporta replica¢éo Auséncia de Investigar tropismo
IFNo/B-/- infectados relevante de componentes criticos  celular e tissular do
(IMUNODEF com isolados isolados clinicos do  do sistema antiviral DENV; triagem de
ICIENTES) clinicos do DENYV; do hospedeiro; drogas antivirais.
DENYV; alta camundongos inadequado para
viremia. desenvolvem avaliacdo da resposta
marcadores de imune a infeccdo e da
viremia; modelo patogénese da
ADE. doenca grave;
ocorréncia de
paralisia e encefalite
letal.
BALB/C e Camundongos Camundongos Adaptacao do virus Estudo da
C57BL/6 com sistema desenvolvem mais por multiplas patogénese da
(IMUNOCO  imune intacto manifestacbes passagens em dengue com sinais de
M infectados clinicas observadas = camundongos; pode alarme; tropismo
PETENTES) com isolados em humanos com envolver mecanismos celular do virus;
do DENV Dengue com sinais  patologicos diferentes  resposta imune e
adaptado. de alarme. do virus original em inflamatdria do

humanos; doenca
grave ocorre em

infeccdo primaria.

hospedeiro a

infecgéo.
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Tabela 1- Modelos experimentais murinos usados para estudos pré-clinicos da infeccéo pelo
DENV. Fonte- Fagundes et al., 2011; Rothman et al., 2011; Zompi et al., 2012; Costa et al., 2013.

Camundongos com uma interrupcdo direcionada dos genes que codificam o
receptor de IFNs tipo | (A129), Il ou ambos (AG129) sdo extremamente suscetiveis a
infeccdes virais. Esses camundongos tém varios defeitos na montagem da resposta
imune do hospedeiro e apresentam replicacdo viral aumentada ou exacerbada em
muitos tecidos (COSTA et al., 2013). Dessa forma a utilizacdo destes camundongos
contribui para o estudo de diversos parametros da infec¢éo pelo virus da dengue bem
como sua interagdo com o hospedeiro, além de permitir a investigagao do tropismo

celular e tissular do DENV e a triagem de potenciais drogas antivirais.
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Il JUSTIFICATIVA

A dengue é a arbovirose mais relevante no globo. Estima-se que 390 milhdes
de infec¢Bes ocorram por ano no mundo, onde 2 milhdes de individuos evoluem para
0s quadros graves da doenca e destas, mais de 20 mil evoluem para 6bito. Os dados
epidemioldgicos da infeccao pelo DENV no Brasil sdo alarmantes. No periodo entre
2008 e 2019 foram notificados no Brasil 11,6 milhdes de casos da doenca. Até a SE
47 do ano de 2021, foram notificados 498.478 casos provaveis (taxa de incidéncia de
233,7 casos por 100 mil habitantes) de dengue no pais.

Apesar de nas ultimas décadas ter havido um grande volume de trabalhos
focados na identificacdo de drogas voltadas para o tratamento de pacientes com
dengue, seja envolvendo compostos novos ou 0 reposicionamento de farmacos ja
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para outras condicdes
patolégicas, ainda ndo ha evidéncias a favor do uso de nenhum agente terapéutico
exclusivo para dengue. Trata-se de uma patologia responsavel por um grande nimero
de hospitalizagdes, com crescente taxa de morbimortalidade, representando um
importante problema de salde publica mundial. Diante disso, a busca por estratégias
terapéuticas deve se estender até a identificacdo de um esquema de tratamento
satisfatorio, capaz de reduzir o numero de hospitalizacdes e Obitos provocados pela
doenca.

O peptideo AH-D apresentou atividade antiviral de amplo espectro (in vitro),
essencial ao tratamento de arboviroses em areas endémicas, baixa toxicidade nas
concentracbes inibitérias e possui a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica, eficaz nos casos onde houver o acometimento do sistema nervoso
central em decorréncia da infeccdo, comum a diversos virus transmitidos por
mosquitos, 0 que o torna um antiviral promissor para o tratamento das arboviroses.
Além disso, o tratamento de camundongos infectados pelo virus da zika com o
peptideo AH-D se mostrou eficaz na reducéo da carga viral e dos danos decorrentes
da infeccdo. Diante disso, a avaliacdo de sua eficacia terapéutica em um modelo de
infecg@o pelo virus da dengue in vivo é fundamental pois precede os testes clinicos
em humanos, podendo contribuir para o0 avanco no manejo clinico da doenca, o que

justifica o presente trabalho.
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1. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Avaliar o potencial antiviral do peptideo AH-D na infec¢éo pelo virus da dengue.

3.20Dbjetivos especificos

l. Caracterizar o efeito anti-DENV do peptideo AH-D in vitro.
a. Avaliar o efeito do tratamento com o peptideo AH-D na viabilidade celular
de células Vero CCL-81.
b. Avaliar o efeito antiviral do tratamento com o peptideo AH-D em células
Vero CCL-81 infectadas pelo DENV.
I. Implementar um modelo de infeccdo pelo DENV-3 em camundongos da
linhagem A129 e avaliar o potencial antiviral do peptideo AH-D neste modelo.
a. Caracterizar o melhor inéculo viral através da avaliagdo da
morbimortalidade apds a infecao.
b. Avaliar os parametros clinicos de doenca, a producdo de mediadores
inflamatérios e o recrutamento celular, além da lesdo e tropismo viral nos
camundongos A129 inoculados com o melhor inéculo definido no item lla.
Il. Avaliar o potencial antiviral e terapéutico do peptideo AH-D no modelo de
infeccdo proposto. Para isso, dois esquemas de tratamento com o peptideo AH-D
foram realizados, a saber- profilatico e terapéutico, assim como descrito na

metodologia. Todos as analises descritas nos itens lla e llb foram realizadas.
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IV.  METODOLOGIA

. o

' _ Avaliagdo da
Caracterizagdo Definicdo da 'Y eficacia do
do papel dose do tratamento
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peptideo AH-D || AH-D aser j peptideo AH-D |}
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pelo DENV-3
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Figura 20- Fluxograma de trabalho para o desenvolvimento do projeto. O organograma acima
demonstra de maneira resumida as etapas de desenvolvimento do projeto proposto, tendo inicio com
a caracterizacédo do papel antiviral do peptideo AH-D in vitro, seguida pela caracterizacdo do modelo
de infeccdo in vivo que incluiu a definigdo do melhor in6culo do DENV para os experimentos e posterior
caracterizagdo dos parametros clinicos desenvolvidos no modelo, bem como posterior avaliagdo do
impacto do tratamento com o peptideo AH-D nos camundongos A129 infectados pelo DENV-3.

4.1 Ensaio de morte celular (LDH)

Para realizacdo da dosagem de Desidrogenase latica (LDH) no sobrenadante
das culturas de células foi utilizado kit de reagentes Bioclin (K0O14-2). Para tanto, ao
final do experimento in vitro (48 horas apos a infeccdo) uma aliquota de 4uL do
sobrenadante foi transferida para uma nova placa de 96 pocos e entdo adicionado
200pL do reagente conforme especificagdo do fabricante (solugdo de substrado
tamponado e coenzima na propor¢cdo 1-5). Em seguida foram realizadas quatro
leituras (sendo a 12 imediatamente apés a adicdo do reagente as leituras seguintes
nos tempos de 1, 2 e 3 minutos apdés a 12 leitura) da absorbancia no comprimento de
onda de 340 nm em leitor de microplacas com temperatura de 37°C. Os resulados
foram calculados multiplicando a média das absorbancias por minuto (AA/min) pelo

fator de correcéo especificado no datasheet do kit. Os resultados foram expressos em
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U/L.

4.2 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

Para realizagédo do ensaio de viabilidade celular foi utilizado o ensaio de MTT,
baseado na conversdo do composto solivel em agua em um produto de formazano
insolavel. Para tanto, ao final do experimento in vitro (48 horas apos a infec¢édo) o
sobrenadante dos pocos foi descartado (preservando a monocamada de células) e
entdo foram adicionados 90uL de meio de cultura (RPMI sem soro fetal bovino) aos
pocos. Em seguida foram adicionados 10uL de solucédo de MTT (na concentracéo de
5mg/MI de salina, atingindo a concentracao final de 0,5ug/mL por poco). A placa foi
incubada a 37°C com 5% de CO2 por 90 minutos ao abrigo da luz. Apds esse periodo
0 sobrenadante foi novamente descartado (preservando a monocamada de células) e
foram adicionados 100puL de dimetilsulféxido (DMSO) aos pocos. Em seguida, a placa
foi mantida em agitacédo por 15 minutos a temperatura ambiente. Por fim, foi realizada
a leitura da absorbéncia no comprimento de onde de 490 nm em leitor de microplacas.
O percentual da viabilidade celular foi calculado comparando as absorbancias dos

pocos tratados e infectados com 0s poc¢os controle.

4.3 Animais/ infeccéo

Neste trabalho foram utilizados camundongos machos e fémeas, com seis a
oito semanas de vida (camundongos adultos jovens) deficientes para o gene que
codifica o receptor dos Interferons Tipo-l IFNa/B (A129), obtidos originalmente do
Biotério de Matrizes da Universidade de Sé&o Paulo (USP), criados e mantidos no
Biotério do Laboratério de Imunofarmacologia do ICB da UFMG, em Belo Horizonte,
Minas Gerais, sob condicdes controladas de temperatura (28°C a 30°C), umidade
(50%), ventilagdo, ciclos de iluminacdo de 12 horas e ragédo e agua sem restri¢coes.
Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacio Animal (CEUA) da UFMG, sob o protocolo 234/2019 (Anexo
.

A implementacdo do modelo envolveu os seguintes parametros- avaliacao
dos sinais clinicos e letalidade, recuperagdo da carga viral viavel e andlise do
processo inflamatério decorrente da infecgcdo. A partir dos resultados deste

experimento foi
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definido o in6culo 100% letal com melhor janela terapéutica, o qual foi utilizado nos
experimentos subsequentes. Para tanto, os camundongos receberam quatro indculos
diferentes (2x10% a 2x10° PFU/camundongo, baseado na literatura) do DENV. As
andlises envolveram os seguintes parametros- morbidade (perda de massa corporal)
e letalidade (considerada nos animais com perda igual ou superior a 20% da massa
inicial), respectivamente. A avaliacdo de perda de massa corporal consistiu no
acompanhamento de cada animal, pesado individualmente em balanca semi-analitica
do dia anterior a infeccdo até o dia em que a perda de massa corporal foi igual ou

superior a 20% da massa inicial, onde o animal foi eutanasiado.

4.4 Virus

Neste trabalho foram utilizadas a linhagem do DENV-3 (Strain 91 15 AM BR
2015), gentilmente cedida pelo Prof. Mauricio Lacerda Nogueira da Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto — FAMERP e DENV-2 (Strain 3295- Genbank
EU081177.1) doada pelo Prof. Eng Eong Ooi da DUKE Medical School of Singapore
— DUKE NUS.

O DENV foi propagado em células C6/36 (Aedes albopictus clone C6/36)
provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) sob numero 0343
mantidas em estufa incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD), com
atmosfera umidificada a 37°C na presenca de meio de cultivo Leibowitz L.15
suplementado com 1,5% HEPES, 1% antibioticos, 1% L-Glutamina, 1% aminoacidos
nao essenciais, 10% Soro Fetal Bovino — por 5-7 dias.

Os sobrenadantes obtidos das culturas infectadas foram centrifugados a 600g
por 10min para retirada dos fragmentos celulares. Subsequentemente, o
sobrenadante foi adicionado a coluna de concentragéo viral (Vivacell 100 centrifugal
concentrator — Sartorius, Alemanha) e as particulas virais foram concentradas pelo
auxilio de centrifugacdo (2000g por 10 min). O volume gue ultrapassou a membrana
fo descartado e o sobrenadante que permaneceu no concentrador foi aliquotado e
armazenado em freezer -80°C. O titulo viral, expresso em unidades formadoras de
placa (PFU)/mL, das amostras foi obtido através do ensaio de formacéo de placas em

células permissivas da linhagem VERO, como descrito no item a seguir.
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4.5 Determinacé&o da carga viral

Para determinar a carga viral nos estoques virais e amostras de soro e tecidos
dos camundongos infectados pelo DENV, foram empregadas as técnicas de titulagéo
pelo ensaio de formagao de placas de lise e Reagdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (RT-PCR).

Células da linhagem VERO CCL-81 (células derivadas de rim do macaco verde
africano - Cercopithecus aethiops) também provenientes do BCRJ sob nimero 0245
foram crescidas em meio RPMI 1X, suplementado com 1,5% HEPES, 1% antibioticos,
1% L-Glutamina, 1% aminoacidos ndo essenciais, 10% Soro Fetal Bovino. As células
serdo tripsinizadas, homogeneizadas e implantadas em placas de 6 ou 21 pocos a
uma densidade de 1X106 células/poco e 5X10° células/poco, respectivamente. As
placas foram incubadas em uma estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO:2 por
cerca de 24 horas, quando seus pocos apresentaram uma monocamada de células
com uma confluéncia de 85 a 90%.

Os estoques virais e as amostras de plasma obtidas dos camundongos
infectados foram diluidos serialmente em meio RPMI. As amostras de baco, figado, e
cérebro foram pesadas, maceradas com cadinho e pistilo de porcelana estéreis e
diluidas serialmente, seguindo a proporcéo de 10% peso/volume, em meio RPMI com
antibiéticos na auséncia de SFB. A cada poco de uma placa foi adicionado 400uL
(para placa de 6 poc¢os) ou 300uL (para placa de 12 pocos) de cada uma das diluicdes
(10-? a 10-°) de uma dada amostra (tecido) ou diluicdes de (102 a 10-4) para o plasma.
O controle de células foi um poc¢o ndo inoculado, ao qual foi acrescentado apenas o
meio DMEM com antibiéticos na auséncia de SFB nos mesmos volumes. As placas
foram incubadas por um periodo de uma hora a 37°C (periodo de adsor¢éo viral)
durante o qual foram gentilmente movimentadas de quinze em quinze minutos para
garantir uma distribuicdo homogénea das particulas virais sobre a monocamada de
células. Terminado o periodo de adsorcdo, o meio foi retirado dos pocos e
desprezado, e as células lavadas com meio DMEM. Em seguida, foi adicionado meio
DMEM contendo 1.6% de carboximetilcelulose, antibidticos e 2% de SFB. As placas
foram incubadas a 37°C por quatro dias, periodo no qual os efeitos citopaticos podem
ser observados ao microscopio invertido. Apos este periodo, as mesmas foram fixadas

com formol tamponado a 10% por no minimo 30 minutos e, posteriormente, coradas
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com solugdo 1% p/v de cristal violeta em H20 deionizada, para a determinagdo do
titulo das amostras, 0os quais serdo expressos em PFU/g ou PFU/mL (unidades

formadoras de placa).

4.6 Determinacao dos niveis de citocinas e quimiocinas

Para dosagem dos mediadores inflamatorios (TNFa, IL-10, IL-6 e IL-183, IFN-y),
quimiocinas (CCL2, e CCL5), fragmentos de tecido (baco, figado, cérebro,) foram
homogeneizados em solucdo de PBS contendo inibidor de proteases (0,1mM
phenylmethilsulfonyl fluoride; 0,1mM benzethonium chloride; 10mM EDTA e 20 Ki
aprotinina A) e 0,05% Tween 20, na proporcao de 0,1g de tecido para cada mL de
solucéo; foi utilizado um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125. Fisher Scientific
Pennsylvania, USA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000rpm por
10 minutos a 4°C (Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA, USA) e os sobrenadantes
recolhidos e estocados em microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) a .20°C, para
posterior analise.

As amostras de soro e tecidos foram analisadas na diluicdo 1-3 em PBS
contendo 0,1% de albumina bovina, como previamente padronizado em noSso
laboratério. Foram utilizados kits de anticorpos (R&D Systems, EUA), seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante. Todos os ensaios foram realizados em placas
de 96 pocos (C96 MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, EUA).

Para a realizacdo do ensaio, os anticorpos de captura foram diluidos em PBS
(pH 7,4), sendo que a sensibilizacdo ocorrerd durante 18h a 4°C. A reacao foi
bloqueada com PBS acrescido de 1% de albumina bovina (Sigma.Aldrich, 25 EUA).
As amostras, os padrdes e o branco (albumina 0,1%) foram adicionados aos pocos e
incubados por 18h. A reacdo foi detectada pela incubacdo com streptavidina
conjugada com peroxidase (HRP.Streptavidin Pharmingem — 1-4000) e revelada
com OPD (o.phenylenediamine dihidrocloride — Sigma.Aldrich, EUA). Apés 30
minutos, a reacao foi interrompida com H2SOa4. A leitura foi feita no leitor de ELISA
(Status.labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) em comprimento de onda de
492nm. Os ensaios apresentam uma sensibilidade de 8.16pg/ml.

4.7 Deteccéo indireta do acumulo de neutroéfilos (mpo) nos tecidos
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O acumulo de neutrdfilos nos tecidos foi avaliado pelo ensaio indireto da
quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Para tanto, fragmentos
do baco, figado cérebro, pata e quadriceps dos animais infectados ou controles foram
retirados e congelados a -20 °C. Apdés o descongelamento, 100mg do tecido foi
homogeneizado em 2mL de tampéo (pH 4,7) (0,1M NaCl; 0,02M NaPOgs; 0,015M
NaEDTA), utilizando.se um homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125. —
Fisher Scientific International, EUA). ApGs centrifugagdo a 3000g, por 10 min, a 4°C
(Centrifuga BR4 — Jouan, EUA), o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
submetido a lise osmatica pela adicdo de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de tecido,
1,5mL de solucéo) seguido (apds 30 segundos) da adicao de igual volume de solugéo
contendo NaCl 1,6% e glicose 5% gelada. Apos nova centrifugagéo, o precipitado foi
ressuspendido em tampdo NasPOs 0,05M (pH 5,4) contendo brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) 0,5% p/v e re-homogeneizado. Aliquotas de 1mL da
suspensao foram transferidas para microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) de
1,5 mL e submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento utilizando-se
nitrogénio liquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 min a
10.000 rpm e os sobrenadantes coletados. As amostras dos tecidos foram diluidas
previamente a analise em tampé&o NasPO4 0,05 M na razdo 1-10 (esta diluigdo pode
variar dependendo do tecido avaliado).

A atividade da mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada através
de leitor de ELISA (450nm) usando tetramethylbenzidine (1.6mM) e H202 (0.5mM) para
a medicao das alteracdes da densidade éptica (OD). Os resultados foram expressos

como unidade relativa comparados com neutréfilos de camundongos néo infectados.

4.8 Avaliacao da permeabilidade vascular

A analise de extravasamento vascular in vivo foi realizada através de
microscopia intravital. Foi administrada injec&o intravenosa (100ul) de FITC. albumina
(Sigma aldrich®) 5mg/ml na veia lateral da cauda dos camundongos (Rathore AP et
al 2019), que apos 30 minutos, foram anestesiados por via intra-peritoneal (i.p.) com
uma mistura de cetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg para realizacdo de
laparotomia. Apés a cirurgia os animais foram posicionados em suporte acrilico
adaptado para o microscopio, com o lobo lateral esquerdo do figado sobre a laminula

do suporte, de modo que possibilitou a captura de imagens do tecido através do
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software NIS-Elements Viewer e posterior analise de extravasamento vascular,

através da mensuracao da fluorescéncia no programa de analise de imagens FIJI.

4.9 Analise hematologica

Amostras de sangue foram obtidas diretamente da veia cava dos animais,
coletadas em tubos heparinizados e posteriormente separadas para contagem total e
diferencial de leucdcitos, contagem de plaquetas, hematoécrito e coleta de soro. Para
contagem total, amostras de sangue foram diluidas em solucdo de Turk a uma
proporcao de 1-40, contadas em camara de Neubauer e o resultado foi expresso em
namero total de leucécitos/mL de sangue.

A contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada em laminas contendo
esfregaco sanguineo, coradas com Pandtico, e o resultado expresso em numero total
de cada tipo celular, corrigido proporcionalmente ao resultado de contagem total da
amostra.

Para a contagem de plaquetas, parte do sangue coletado foi diluido 1-100 em
oxalato de aménio 1% p/v e deixado em repouso em camara de Neubauer por no
minimo 20 min. Apos a deposicao das plaquetas, a contagem foi feita ao microscopio
e o resultado expresso em numero total de plaquetas/uL de sangue. Foi utilizado o
microscoépio Nikon XP.1000 para todos os procedimentos de contagem de leucdcitos
e plaquetas.

A mensuracdo do indice de hematdcrito foi realizada utilizando capilares
heparinizados para microhematécrito. Capilares contendo sangue foram
centrifugados em centrifuga apropriada e o resultado expresso em porcentagem
referente a fracdo celular do sangue. Por fim, o restante de cada amostra de sangue
foi centrifugado para separacdo e coleta de soro (5.000 rpm por 5 minutos).
Posteriormente, o soro foi dividido em dois tubos, sendo um para quantificacado da
carga viral (armazenado a -80°C) e o segundo para outras analises (armazenado a -
20°C).

4.10 Analise histopatoldgica

O lobo lateral esquerdo do figado dos animais foi coletado apos a infeccéo e

fixado em formol 1%v/v por no minimo 2 dias e posteriormente armazenado em alcool
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70% até o processamento, que consistiu em passagens em etanol com concentragdes
crescentes e parafina liquida. Uma vez processados, os tecidos foram incluidos em
parafina, cortados, montados em laminas e corados com Hematoxilina e Eosina (H&E)
para avaliacdo e quantificacdo de infiltrado inflamatdrio, degeneracéo, edema de
hepatdcitos e necrose como descrito por Costa e colaboradores (Costa et al., 2012).
Resumidamente, foi usada uma escala de 0 a 5 pontos onde 0 corresponde a auséncia
de alterac@es teciduais, 1 corresponde a alteragdes minimas, 2 a alteragdes leves, 3
a alteracBes moderadas, 4 a altera¢gdes acentuadas e 5 a alterac¢des teciduais graves.

4.11 Atividade da funcédo hepatica

A atividade da alanina aminotransferase (ALT) foi medida em amostras
individuais de soro dos camundongos A129, utilizando um kit colorimétrico disponivel
no mercado (Bioclin, Quibasa, Belo Horizonte, Brasil). Os resultados foram expressos

em U/L de plasma.

4.12 Teste de funcao hepética

O teste de funcéo hepatica também foi avaliado pela capacidade de depuracao
do Cardiogreen (Verde indocianina), uma tricarbocianina fluorescente, com ligacao a
proteinas perto de 95% (principalmente, alfal. e beta.lipoproteinas e albumina). Para
tanto, antes da eutandsia, foi administrado aos animais por via intravenosa, solucao
de ICG na concentracdo de 20mg/kg, sendo que o volume administrado foi ajustado
de acordo com o peso de cada animal. Apés 20 minutos da administracao os animais
foram anestesiados e eutanasiados. O sangue foi coletado e centrifugado por 10
minutos, a 7000 rpm, e o soro plagueado em placa de 96 pocos para leitura no leitor
de ELISA em comprimento de onda de 800nm. A concentracédo de ICG no soro dos
animais foi calculada através da comparagdo da absorbancia da amostra com a
absorbéncia da curva padrdo, com concentracdes entre 50ug e 0,78125ug. Em
individuos saudaveis, o ICG mostra uma alta taxa de extracdo hepatica, geralmente
acima de 70% (Gasperi et al., 2016).

4.13 Esquemas dos protocolos experimentais

A seguir, seguem 0s esquemas experimentais utilizados in vitro e in vivo para
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o desenvolvimento do projeto.

Estratégia experimental in vitro

Coleta do sobrenadante

1Cé|ulas Vero CCL-81 3para ensaio de placa +
foram plaqueadas LDH + MTT apés 48h da
infecgdo

Infeccdo + tratamento
2 com AH-D apés 24h do
plagqueamento

Figura 21- Estratégia experimental aplicada a caracterizacdo do efeito anti-DENV do peptideo

AH-D in vitro. Células Vero CCL-81 foram plagueadas em placas de 96 pocos de fundo reto, préprias
para cultivo celular, na concentragdo de 1x10° células por po¢o e mantidas em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO2. 24 horas ap0s o plaqueamento, as células foram incubadas com o virus (MOI
1) na presencga e auséncia de diferentes concentracdes do peptideo AH-D. 1 hora apds a incubagao o
sobrenadante foi descartado e substituido por meio de cultura com e sem diferentes concentracdes do
peptideo. 24 horas ap6s a infec¢do foi administrado o segundo tratamento com o peptideo AH-D
(somente pogos tratados anteriormente). Apos 48 horas da infeccdo o sobrenadante foi coletado para
avaliacdo da carga viral por meio de ensaio de placa (titulacdo), avaliacdo de morte celular por meio de
dosagem da enzima LDH no sobrenadante e avaliagdo da viabilidade celular por meio do ensaio de
MTT.
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Estratégia experimental in vitro
Desenho de placa utilizado
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Figura 22- Desenho de placa utilizado na caracterizac&do do efeito anti-DENV do peptideo AH-D
in vitro. Como demonstrado na figura acima, células Vero CCL-81 foram plagueadas em duplicata
experimental e triplicata biologica, sendo que cada fileira do “controle negativo” e do “controle positivo”
correspondem a células descongeladas e mantidas em tempos distintos, porém a “Vero 1” de ambos
os controles foi proveniente de uma mesma cultura. O mesmo foi feito para “Vero 2” e “Vero 3”. Nas
colunas 1 e 2 as células de ambos os controles ndo receberam tratamento com o peptideo AH-D.
Células das colunas 3 a 10 foram submetidas ao tratamento com diferentes concentracdes do peptideo
como descrito na figura. Nas linhas B, C e D (correspondentes ao controle negativo) as células foram
incubadas com meio de cultura sem soro fetal bovino na auséncia e presenca de diferentes
concentracdes do peptideo para avaliacdo do tratamento na viabilidade celular. Nas linhas F, G e H
(correspondentes ao controle positivo) as células foram incubadas com o DENV diluido em meio de
cultura sem soro fetal bovino, na presenca e auséncia de diferentes concentragdes do peptideo para
avaliagdo da atividade antiviral do tratamento.
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Figura 23- Estratégia experimental para definicdo do in6culo viral no modelo proposto. Para a
definicdo do in6culo do DENV-3 a ser utilizado nos experimentos, camundongos A129 machos e
fémeas com idade entre 6 e 8 semanas foram divididos em 5 grupos de 6 animais cada, sendo 1 grupo
controle (ndo-infectado) e 4 grupos infectados com um inéculos diferentes do DENV-3, a saber 2x102,
2x103, 2x10% ou 2x105 PFU/animal. Todos os grupos foram acompanhados diariamente para avaliacdo
de massa corporal e letalidade. Foi escolhido para as estratégias subsequentes 0 menor inéculo do
DENV-3 onde houve 100% de letalidade dos camundongos infectados.
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Figura 24- Estratégia experimental para caracterizagdo do modelo de infeccdo com o indculo
escolhido na estratégia |. Para avaliagao das alterages provocadas pela infecgdo utilizando o in6culo
definido na estratégia experimental I, camundongos A129 machos e fémeas com idade entre 6 e 8
semanas foram divididos em 2 grupos de 12 animais cada, a saber Controle e DENV-3 sendo que
metade de cada grupo foi eutanasiada ao 3° dia apds a infeccdo do grupo DENV-3 e a outra metade
ao 5° dia apos a infecgdo do grupo DENV-3. Foram analisados parametros inflamatorios em ambos os
grupos e carga viral no grupo DENV-3, a fim de determinar quais foram as altera¢fes consequentes da
infeccao.
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Figura 25- Estratégia experimental para andlise da permeabilidade vascular no modelo proposto.
Para a identificacdo de possivel aumento na permeabilidade vascular no modelo, camundongos A129
machos e fémeas com idade entre 6 e 8 semanas foram novamente divididos em 2 grupos de 6 animais
cada, a saber Controle e DENV- sendo que metade cada grupo foi eutanasiada ao 3° dia apos a
infeccdo do grupo DENV-3 e a outra metade ao 5° dia ap6és a infec¢édo do grupo DENV-3. Nestes time
points os camundongos receberam por via intravenosa solucdo de FITC-Albumina (5mg/mL) e foram
anestesiados ap6s 30 minutos para realizacdo de laparotomia para exposi¢do do figado (lobo lateral
esquerdo), onde foram realizadas imagens em microscépio confocal para identificacdo de

extravasamento plasmatico.
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Figura 26- Estratégia experimental para escolha da dose de administracdo do peptideo. Para a
definicdo da dose do peptideo AH-D a ser administrada, camundongos A129 machos e fémeas com
idade entre 6 e 8 semanas foram divididos em 6 grupos de 6 animais cada, sendo 1 grupo controle

negativo (ndo-infectado), 1 grupo controle positivo (infectado néo-tratado) e 4 grupos infectados e
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tratados com diferentes doses do peptideo AH-D a saber- 25, 12.5, 6.25 ou 3.125mg/kg, por via
intravenosa todos os dias até o fim do experimento. Os camundongos foram acompanhados
diariamente para analise da massa corporal e letalidade. A dose do peptideo foi definida de acordo com
seu impacto na reducéo da letalidade dos animais infectados.
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Figura 27- Estratégia experimental para avaliagdo do potencial antiviral e terapéutico do
tratamento com o peptideo AH-D na infec¢do pelo DENV-3 in vivo. Para avaliacdo do potencial
terapéutico do peptideo AH-D na infeccdo pelo DENV-3, camundongos A129 machos e fémeas com
idade entre 6 e 8 semanas foram divididos em 4 grupos de 6 animais cada, a saber- Controle, DENV-
3, DENV-3 + AH-D PRE (Tratado a partir do dia 0), e DENV-3 + AH-D POS (Tratado a partir do dia 2
apos a infecgdo). Ao 3° e 5° dia os animais foram eutanasiados e amostras foram coletadas para andlise
dos parametros inflamatérios e carga viral nestes animais.

4.11 Anédlise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo médio (EPM)
por grupo de 6, assim como definido no calculo amostral aprovado no Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA). Os resultados foram analisados estatisticamente
utilizando o teste t ndo paramétrico ou a analise de variancia a um critério (ANOVA
ONE-WAY), seguido de comparac¢des multiplas de Newman-Keuls. Para a realizagéo
de todas as analises, foi utilizado o software GraphPad PRISM (GraphPad Software,

EUA). Os niveis de significancia foram estabelecidos em p<0,05.
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4.12 Pesquisa bibliogréafica

A pesquisa bibliogréfica e a obtencdo de artigos em formato eletrénico foram
realizadas ao longo de todo o trabalho por meio da base de dados do Portal
Medline/Pubmed, no endereco < https-//pubmed.ncbi.nim.nih.gov/> e do Portal de
Periodicos da Capes (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior- Capes/Mec), no endereco- < https-//www-periodicos-capes-gov-
br.ezl.periodicos.capes.gov.br/index.php?>. Foram avaliados artigos originais, de
revisado ou atualizacdo e capitulos de livros-texto, conforme sua relevancia para o tema

de estudo, escritos em portugués e inglés.

As palavras chave utilizadas foram- “Dengue, antiviral, treatment, infection”.
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V. RESULTADOS

Demonstramos em trabalho publicado em 2018 intitulado “Therapeutic
treatment of Zika virus infection using a brain-penetrating antiviral peptide” a atividade
antiviral do peptideo AH-D contra o virus da zika (in vivo) e também contra outros
Flavivirus (in vitro). Estes resultados foram entdo reproduzidos em nosso laboratorio
com o novo estoque do peptideo obtido para diferentes arbovirus relacionados,

conforme demonstrado a seguir.

l. O peptideo AH-D apresentou atividade antiviral contra diversos

arbovirus in vitro

O tratamento de células Vero CCL-81 infectadas com o peptideo AH-D foi
capaz de reduzir a carga viral vidvel presente no sobrenadante das culturas de células
em diferentes concentracbes. A atividade antiviral foi mais acentuada contra os
Flavivirus (Figuras 28, 29 e 30) em comparacao com os Alphavirus testados (Figuras
31 e 32), com concentragdo inibitoria mais alta. Apesar da viabilidade celular ter sido
afetada pela exposicao ao peptideo, houve reducao da enzima LDH no sobrenadante
das culturas infectadas submetidas ao tratamento, o que indica uma reducédo da morte

celular de forma indireta.
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Figura 28- Efeito do tratamento com o peptideo AH-D em células infectadas pelo DENV-3. Células
Vero CCL-81 foram infectadas pelo DENV-3 com MOI=1 e tratadas ou ndo com peptideo AH-D em
diferentes concentragfes. (a) Viabilidade celular expressa em porcentagem de células viaveis. (b)

Niveis da enzima LDH no sobrenadante das células expressa em A/min. (c) Carga viral viavel no
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sobrenadante expressa em PFU/mL. As andlises empregadas foram One-way ANOVA (em a e b) e
Kruskal- Wallis (em c). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da médiaem ae b
e mediana em c. O simbolo asterisco “*” foi utilizado para expressar diferencas significativas dos grupos
comparados com o grupo ndo-infectado (NI)/ndo tratado (NT) (controle negativo de virus e células) e o
simbolo cerquilha “#” para expressar diferencas significativas dos grupos infectados e tratados em
comparacao com o grupo infectado nao-tratado (controle positivo de virus). Os valores de p foram

especificados na figura.
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Figura 29- Efeito do tratamento com o peptideo AH-D em células infectadas pelo YFV. Células
Vero CCL-81 foram infectadas pelo YFV com MOI=1 e tratadas ou ndo com peptideo AH-D em
diferentes concentra¢des. (a) Viabilidade celular expressa em porcentagem de células viaveis. (b)
Niveis da enzima LDH no sobrenadante das células expressa em A/min. (c) Carga viral viavel no
sobrenadante expressa em PFU/mL. As andlises empregadas foram One-way ANOVA (em ae b) e
Kruskal- Wallis (em c). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da médiaem ae b
e mediana em c. O simbolo asterisco “*” foi utilizado para expressar diferencas significativas dos grupos
comparados com o grupo ndo-infectado (NI)/ndo tratado (NT) (controle negativo de virus e células) e o
simbolo cerquilha “#” para expressar diferencas significativas dos grupos infectados e tratados em
comparacdo com o grupo infectado ndo-tratado (controle positivo de virus). Os valores de p foram

especificados na figura.
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Figura 30- Efeito do tratamento com o peptideo AH-D em células infectadas ou ndo com o ZIKV.
Células Vero CCL-81 foram infectadas pelo ZIKV com MOI=1 e tratadas ou ndo com peptideo AH-D
em diferentes concentragdes. (a) Viabilidade celular expressa em porcentagem de células viaveis. (b)
Niveis da enzima LDH no sobrenadante das células expressa em A/min. (c) Carga viral viavel no
sobrenadante expressa em PFU/mL. As andlises empregadas foram One-way ANOVA (em a e b) e
Kruskal- Wallis (em c). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da médiaem aeb
e mediana em c. O simbolo asterisco “*” foi utilizado para expressar diferencas significativas dos grupos
comparados com o grupo nao-infectado (NI)/ndo tratado (NT) (controle negativo de virus e células) e o
simbolo cerquilha “#” para expressar diferencas significativas dos grupos infectados e tratados em
comparacdo com o grupo infectado ndo-tratado (controle positivo de virus). Os valores de p foram

especificados na figura.
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Figura 31- Efeito do tratamento com o peptideo AH-D em células infectadas ou ndo com o CHIKV.
Células Vero CCL-81 foram infectadas pelo CHIKV com MOI=1 e tratadas ou ndo com peptideo AH-D

em diferentes concentracdes. (a) Viabilidade celular expressa em porcentagem de células viaveis. (b)
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Niveis da enzima LDH no sobrenadante das células expressa em A/min. (c) Carga viral viavel no
sobrenadante expressa em PFU/mL. As andlises empregadas foram One-way ANOVA (em ae b) e
Kruskal- Wallis (em c). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da médiaemaeb
e mediana em c. O simbolo asterisco “*” foi utilizado para expressar diferencas significativas dos grupos
comparados com o grupo nao-infectado (NI)/n&o tratado (NT) (controle negativo de virus e células) e o
simbolo cerquilha “#” para expressar diferencas significativas dos grupos infectados e tratados em
comparacao com o grupo infectado nao-tratado (controle positivo de virus). Os valores de p foram

especificados na figura.
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Figura 31- Efeito do tratamento com o peptideo AH-D em células infectadas ou ndo com o MAYV.
Células Vero CCL-81 foram infectadas pelo MAYV com MOI=1 e tratadas ou ndo com peptideo AH-D
em diferentes concentracdes. (a) Viabilidade celular expressa em porcentagem de células viaveis. (b)
Niveis da enzima LDH no sobrenadante das células expressa em A/min. (c) Carga viral vidvel no
sobrenadante expressa em PFU/mL. As andlises empregadas foram One-way ANOVA (em a e b) e
Kruskal- Wallis (em c). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da médiaemaeb
e mediana em c. O simbolo asterisco “*” foi utilizado para expressar diferencas significativas dos grupos
comparados com o grupo ndo-infectado (NI)/n&o tratado (NT) (controle negativo de virus e células) e o
simbolo cerquilha “#” para expressar diferencas significativas dos grupos infectados e tratados em
comparacdo com o grupo infectado ndo-tratado (controle positivo de virus). Os valores de p foram

especificados na figura.

Em seguida, buscamos avaliar o potencial do AH-D contra o DENV in vivo.
Sabendo que o modelo de infeccdo em camundongos A129 é padréo ouro para a
avaliacdo de drogas antivirais (ROTHMAN et al., 2011; ZOMPI et al., 2012) nossa
primeira estratégia foi identificar qual seria o inoculo ideal para avaliacédo do peptideo

AH-D no modelo.
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Camundongos Al129 machos e fémeas foram infectados com diferentes
in6culos do DENV-3 e acompanhados diariamente. Ao final do experimento
observamos que os grupos infectados com in6culos mais altos (2x10° e 2x10* PFU)
apresentaram elevado percentual de morbimortalidade em um periodo curto de tempo
(5 dias), o que poderia dificultar a analise da eficacia dos tratamentos testados no
modelo. Em contrapartida, o in6culo mais baixo (2x102 PFU), apesar de causar perda
de peso similar ao inéculo de 102 levou a mortalidade de menos de 50% dos animais
infectados no sexto dia apds a infeccdo, porém o0s animais sobreviventes atingiram
perda de massa superior a 20% da massa inicial e tiveram que ser eutanasiados no
sétimo dia. Optamos entéo por utilizar o indculo intermediario que apresentou 100%
de letalidade dos animais (2x10° PFU) até o sétimo dia pos-infeccdo de forma
homogénea. Na figura 32 estdo demonstradas as altera¢cées da massa corporal (a) e

o percentual de sobrevivéncia (b) dos animais conforme a estratégia experimental I.

Il. A infeccdo com 2x10® PFU do DENV-3 foi capaz de induzir
alteracdes clinicas caracteristicas da dengue, incluindo plaquetopenia, viremia

e extravasamento plasméatico em camundongos A129
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Figura 32- A infeccdo de camundongos A129 pelo DENV-3 leva a morbimortalidade em todos os
inéculos administrados. Camundongos A129 foram infectados com diferentes indculos do DENV-3,
a saber- 2x102, 2x103, 2x10* e 2x10° PFU e acompanhados diariamente até sucumbir a infec¢éo ou
atingir perda de massa corporal superior a 20% da massa inicial (n=5 para Mock; n=6 para cada um
dos demais grupos). (a) Avaliacdo da massa corporal diaria expressa em % de perda. (b) Avaliagédo
diaria da curva de sobrevida. Ambos os resultados foram expressos em média + erro padrao da média.
Em a foi aplicado o teste One-way ANOVA por dia, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos.
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Em b foi aplicado o teste de log-rank (Mantel-Cox), havendo diferenca de todos os grupos infectados
em relagdo ao grupo Mock, expressa com o uso do simbolo asterisco “*”. O valor de p foi especificado
na figura.

Apoés a definicdo do melhor in6culo a ser utilizado, seguimos para a
caracterizacdo dos parametros virais e imunoinflamatérios do modelo, a fim de
identificar as alteracfes decorrentes da infeccdo e suas possiveis similaridades com
os sinais desenvolvidos pelo hospedeiro humano. Foram analisados parametros como
o0 numero de plaquetas e leucécitos totais e diferenciais no sangue, presenca de dano
hepatico, migracdo de neutrofilos para os tecidos-alvo, carga viral em diversos sitios
e niveis de mediadores inflamatorios, demonstrados nas figuras 33, 34 e 35 a sequir.
Nossos resultados demonstram que camundongos A129 infectados com 2x103
PFU do DENV-3 apresentaram perda de massa corporal significativa quando
comparados ao grupo Controle (Figura 33 a). Esse parametro foi acompanhado de
alteracdes significativas no numero de leucécitos circulantes no 6° dia apds a infecgéo
(Figura 33 b) quando houve intenso aumento no numero de neutrofilos circulantes em
comparagdo com o grupo controle, além do aumento no numero de linfocitos e
monadcitos em comparacao com o grupo eutanasiado ao 3° dia apos a infeccéo (Figura
33 ¢). Ademais, ao 3° dia apds infec¢do os animais ja apresentavam plaquetopenia
(Figura 33 d), dano hepatico (Figura 33 e) e consequente diminuicdo da funcéo
hepética (Figura 33 f) significativos que persistiram até o 6° dia.
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Figura 33- A infeccao pelo DENV-3 em camundongos A129 induz perda de massa corporal, plaguetopenia,
lesdo hepética e leucocitose. Camundongos A129 foram infectados com 2x10% PFU do DENV-3, e
eutanasiados ao 3° e 6° dia ap6s a infeccao para analise de carga viral e alteracdes imunoinflamatorias
(n=6 para Mock; n=6 para os demais grupos). (a) Avaliacdo da massa corporal diaria expressa em %
de perda. (b) Contagem de leucécitos totais no sangue expressa por mL. (c) Contagem de leucdcitos
diferenciais no sangue expressa por mL. (d) Contagem de plaquetas circulantes no sangue expressa
por uL. (e) Dosagem da enzima ALT no plasma expressa em U/L para teste de lesdo hepatica. (f)
Dosagem de verde indocianina no plasma expressa em pg/mL para teste de funcéo hepética. Ambos
os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. Em a e e foi aplicado o teste One-
way ANOVA. Em b, d e f foi aplicado o teste de Kruskal-Wallys. Por fim, em c foi aplicado o teste Two-
way ANOVA. As diferengas encontradas em relacdo ao grupo Mock foram expressas com o uso do
simbolo asterisco “*”. As diferengas encontradas entre os grupos DENV-3 foram expressas com o uso

do simbolo ampersand “&”. Os valores de p foram especificados na figura.

Ao analisarmos o recrutamento de neutrofilos para os tecidos dos animais
controles e infectados através da medida indireta da enzima mieloperoxidase nos
tecidos, identificamos que no 3° dia apds a infeccdo ja houveram alteracbes
significativas nos niveis desta enzima no bago (Figura 34 a) e no 6° dia no figado
(Figura 34 b) dos animais infectados. Em contrapartida, ndo foram identificadas
alteracdes significativas nos niveis desta enzima no cérebro e pulmdes destes animais
(Figura 34 c-d).

Acerca da carga viral, foram detectadas particulas viaveis do DENV em seus
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principais alvos sistémicos no 3° dia apos a infeccdo (Figura 34 e-g). Ao 6° dia

particulas viaveis so foram detectadas no cérebro destes animais (Figura 34 h).
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Figura 34- Animais infectados pelo DENV-3 apresentaram recrutamento de neutréfilos para os
tecidos e viremia. Camundongos A129 foram infectados com 2x103 PFU do DENV-3, e eutanasiados
ao 3° e 6° dia ap0s a infecgcdo para andlise de carga viral e alteragdes imunoinflamatérias (n=6 para
Mock; n=6 para os demais grupos). (a-d) Dosagem da enzima mieloperoxidase no baco, figado,
cérebro e pulméo, respectivamente (média + erro padrdo da média). (e-h) Carga viral viavel expressa
em PFU/mg de tecido ou PFU/mL de plasma (mediana). Em a e b foi aplicado o teste de Kruskal-
Wallys. Em c e d foi aplicado o teste One-way ANOVA. Por fim, em e, f, g e h foi aplicado o teste de
Mann-Whitney. As diferencas encontradas em relagdo ao grupo Mock foram expressas com o uso do
simbolo asterisco “*. As diferengas encontradas entre os grupos DENV-3 foram expressas com o uso

do simbolo ampersand “&”. Os valores de p foram especificados na figura.

Acerca dos niveis de citocinas e quimiocinas em camundongos controle e
infectados, houve um aumento significativo da citocina IFN-Y e da quimiocina CCL2
no plasma ja no 3° dia apés a infec¢do, o que perdurou até o 6° dia (Figura 35 b-d).
Em contrapartida o aumento das citocinas IL-6 e IL-1B s6 foi observado no 6° dia no
plasma. No bago, o perfil da quimiocina CCL2 foi semelhante ao observado no plasma,
com aumento significativo a partir do 3° dia apds a infec¢ao, perdurando até o 6° dia.
Por fim, os niveis de IFN-Y no bago de animais infectados n&o sofreram alteragbes

guando comparados ao grupo controle, em nenhum dos tempos avaliados.
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Figura 35- A infeccdo pelo DENV-3 induziu o aumento de citocinas/quimiocinas no plasma e
baco. Camundongos A129 foram infectados com 2x103 PFU do DENV-3, e eutanasiados ao 3° e 6° dia
apos a infeccdo para analise de carga viral e altera¢cdes imunoinflamatérias (n=6 para Mock; n=6 para
os demais grupos). (a-d) Dosagem das citocinas IL-6, IFN-Y, IL-1B e da quimiocina CCL2 no plasma
expressas em pg/ml. (e-f) Dosagem da citocina IFN-Y, e da quimiocina CCL2 no baco expressas em
pg/100mg de tecido. Ambos os resultados foram expressos por média + erro padrdo da média. Em a e
b foi aplicado o teste de Kruskal-Wallys. Em ¢ a f foi aplicado o teste One-way ANOVA. As diferencas
encontradas em relagédo ao grupo Mock foram expressas com o uso do simbolo asterisco “*”. Os valores

de p foram especificados na figura.

Por fim foi realizada andlise histopatolégica do figado dos animais e anélise de
extravasamento vascular através de microscopia confocal. Na analise histopatologica
foram identificadas alteracdes teciduais caracterizadas por lesdes leves com infiltrado
celular consideravel ja no 3° dia apds infeccao, significativamente mais intenso no 6°
dia apos a infeccdo (Figura 36 a-b). Estes dados corroboram o aumento da MPO no
figado demonstrado anteriormente (Figura 34 b). Interessantemente, ao 3° dia apés
infecc@o ainda ha certa heterogeneidade na intensidade das altera¢des, o que muda
ao 6° dia, quando os animais infectados apresentam alteracdes teciduais de forma

homogénea (Figura 34 b).
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Figura 36- Animais infectados pelo DENV-3 apresentaram infiltrado celular no tecido hepatico.
Camundongos A129 foram infectados com 2x102 PFU do DENV-3, e eutanasiados ao 3° e 6° dia ap6s

a infeccao para andlise de carga viral e altera¢Bes imunoinflamatérias (n=6 para Mock; n=6 para os
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demais grupos). (a) Quantificacéo do infiltrado inflamatdrio no figado. (b) Percentual de camundongos
de acordo com o grau de infiltrado inflamatério no figado. (c) Coloracdo H&E representativas de a,
mostrando o infiltrado inflamatério no 3° e 6° d.p.i. Os resultados a e b foram expressos por média +
erro padrdo da média. Em a foi aplicado o teste de Kruskal-Wallys. As diferencas encontradas em

relacdo ao grupo Mock foram expressas com o uso do simbolo asterisco “*”. O valor de p foi

especificado na figura.

(d) vemos a representacgéo grafica das imagens obtidas nesta analise.

Alteracdes da permeabilidade vascular nos animais infectados s6 foram
observadas ao 6° dia ap6s infeccao (Figura 37 c¢), com intenso acumulo de FITC-

Albumina no tecido hepatico decorrente do extravasamento plasméatico. Na figura 37
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Figura 37- A infeccdo pelo DENV-3 induziu extravasamento plasméatico em animais A129.
Camundongos A129 foram infectados com 2x10% PFU do DENV-3, e eutanasiados ao 3° e 6° dia ap6s
a infecgdo para analise da permeabilidade vascular por microscopia confocal (n=4 para Mock; n=4 para
os demais grupos). (a-c) Imagens representativas do tecido hepético na auséncia e presencga de
extravasamento plasmatico correlacionado com a deposi¢cédo de FITC-Albumina no espaco intersticial.
(d) Média da intensidade de fluorescéncia nas imagens adquiridas. A intensidade foi medida pela média
de 10 areas no espaco intersticial. Em d foi aplicado o teste de Kruskal-Wallys e os resultados foram
expressos por média + erro padrdo da média. As diferengas encontradas em relagdo ao grupo Mock

foram expressas com o uso do simbolo asterisco “*”. O valore de p foi especificado na figura.

A fim de avaliar o potencial antiviral do peptideo AH-D in vivo, iniciamos entao
a estratégia experimental 1V, para determinar qual seria a dose ideal do peptideo a
administrada nos experimentos subsequentes. Como se pode observar na Figura 38,
o tratamento resultou em reducédo de mortalidade em todas as doses administradas,
sendo que o tratamento com 25mg/kg se mostrou mais eficiente, com maior percentual

de animais sobreviventes (~90%).



82

[l O tratamento com o peptideo AH-D foi capaz de reduzir a letalidade de

camundongos infectados em todas as doses administradas
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Figura 38- Animais infectados pelo DENV-3 submetidos ao tratamento com AH-D apresentaram
reducdo da perda de massa corporal e do percentual de letalidade. Camundongos A129 foram
infectados com 2x10% PFU do DENV-3, e tratados com diferentes doses do peptideo AH-D a saber- 25,
12.5, 6.25 ou 3.125 mg/kg, por via intravenosa, diariamente do inicio ao fim do experimento (n=4 para
Mock; n=4 para os demais grupos). (a) Avaliacdo da massa corporal didria expressa em % de perda.

(b) Avaliacéo diaria da curva de sobrevida. Ambos os resultados foram expressos em média + erro
padrdo da média. Em a foi aplicado o teste One-way ANOVA. Em b foi aplicado o teste de log-rank
(Mantel-Cox). As diferengas encontradas foram expressas com o uso do simbolo asterisco “*”. Os

valores de p foram especificados na figura.

Uma vez definida a quantidade do peptideo a ser administrada, realizamos um
experimento de avaliagdo da toxicidade da dose escolhida (25mg/kg) em
camundongos nao-infectados (Figura 39). Nossas analises incluiram o monitoramento
da massa corporal dos animais, histologia do figado, cérebro, pulméo e rim. Além
disso foram dosadas a ALT e creatinina no plasma. Nao foram identificadas
alteracbes em nenhum dos parametros analisados. Paralelamente também foram
realizados testes de toxicidade do peptideo em caes da raca Beagle (CEUA 68/2020),
onde os animais foram submetidos ao tratamento com diferentes doses do peptideo
(5, 15 ou 50mg/kg) e acompanhados por 28 dias. Novamente, ndo foram identificadas
alteracdes significativas nos parametros analisados (ANEXO 1V).
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Figura 39- O tratamento com o peptideo AH-D ndo provocou alteragdes teciduais em animais
ndo-infectados submetidos ao tratamento. Camundongos A129 foram tratados com a dose de
25mg/kg do peptideo AH-D diariamente por um periodo de 6 dias (n=4 para Mock; n=4 AH-D). (a-b)

Coloracdo H&E representativa do pulm&o. (c-d) Coloracdo H&E representativa do cérebro. (e-f)
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Coloracdo H&E representativa do figado. (g-h) Coloracdo H&E representativa do rim. Todas as

imagens foram obtidas utilizando régua de 40x.

Em seguida, seguimos o planejamento proposto na estratégia experimental V
gue consistiu na analise dos parametros clinicos na presenca ou nao do tratamento
com o peptideo AH-D.

Para isso os animais foram divididos em 4 grupos, a saber- Mock (Controle nédo
infectado), DENV-3 (Controle positivo), DENV-3 + AH-D pré (Infectado e tratado a
partir do dia da infec¢éo), DENV-3 + AH-D pés (Infectado e tratado a partir do 2° dia
da infeccdo). O esquema de tratamento foi definido com base nos resultados
publicados por Jackman e colaboradores (2018). Eles demonstraram que a
administrac@o do peptideo 1 hora antes da infeccdo pelo ZIKV foi capaz de reduzir a
letalidade dos animais submetidos ao tratamento quando comparados ao grupo nao-
tratado. Ademais, o tratamento apds a disseminacao do virus (3 dias apos a infec¢ao)
também se apresentou eficaz, reduzindo os sintomas clinicos, a carga viral e a
neuroinflamacgédo. Aqui nossa hipétese foi de que o tratamento no dia da infec¢éo seria
capaz de impedir a disseminagdo do DENV, reduzindo o0s parametros
imunoinflamatérios junto com a carga viral, e que o tratamento 2 dias apos a infec¢éo

seria capaz de reverter o progresso da doenca.

IV. O tratamento com o peptideo AH-D néo foi capaz de reduzir a carga
viral sistémica, mas reduziu a carga viral no cérebro de animais A129 infectados
pelo DENV-3
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Figura 40- O tratamento com o peptideo AH-D reduziu a carga viral no cérebro de camundongos
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infectados pelo DENV-3. Camundongos A129 foram infectados com 2x10% PFU do DENV-3, e tratados
com 25 mg/kg do peptideo AH-D, por via intravenosa, diariamente do inicio ao fim do experimento (n=6
para todos os grupos). (a) Carga viral viavel expressa em PFU/mL de plasma. (b-d) Carga viral viavel
expressa em PFU/mg de tecido (figado, baco e cérebro respectivamente). A representacao usada foi
mediana. Em ambos foi aplicado o teste T ou sua variacdo ndo-paramétrica (teste de Mann-Whitney).
As diferencas encontradas em relacdo ao grupo DENV-3 foram expressas com o uso do simbolo

cerquilha “#”. O valor de p foi especificado na figura.

A administracdo do peptideo AH-D né&o foi capaz de reduzir a carga viral
sistémica (Figura 40 a) dos animais no 3° dia apés a infeccdo, bem como no figado
(Figura 40 b) e baco (Figura 40 c. No entanto, a carga viral no cérebro dos animais

submetidos ao tratamento no dia da infeccéo estava reduzida no 5° dia (Figura 40 c).

V. Animais infectados submetidos ao tratamento ndo apresentaram

plaquetopenia induzida pelo DENV

7

Outro resultado interessante € demonstrado na Figura 41. Os animais
submetidos ao tratamento ndo apresentaram reducao significativa do nimero de
plaguetas como ocorreu com o grupo veiculo no 3° dia apoés a infeccdo. Este resultado
foi ainda mais expressivo no 5° dia apés a infeccdo quando a plaguetopenia foi ainda
mais acentuada em animais infectados ndo-tratados e foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos veiculo e grupos tratados (pré e pos).
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Figura 41- Animais infectados e tratados n&o apresentaram plaquetopenia. Camundongos A129
foram infectados com 2x10° PFU do DENV-3, e tratados com 25 mg/kg do peptideo AH-D, por via
intravenosa, diariamente do inicio ao fim do experimento (n=6 para todos os grupos). (a) Contagem de

plaquetas circulantes no sangue ao 3° dia apds a infecgdo, expressa por L. (b) Contagem de plaquetas
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circulantes no sangue ao 5° dia apos a infeccéo, expressa por pL. A representacéo usada foi mediana.

Em ambos foi aplicado o teste One-way ANOVA. As diferencas encontradas em relagédo ao grupo Mock

L2

foram expressas com o uso do simbolo asterisco “*”. As diferengas encontradas em relagdo ao grupo

DENV-3 (veiculo) foram expressas com o uso do simbolo cerquilha “#”. Os valores de p foram

especificados na figura.

Ao analisar os niveis da MPO no figado destes animais no 3° dia apds a
infeccdo (Figura 42 a), foi possivel constatar que os animais infectados tiveram um
aumento desta enzima, o que sugere maior influxo de neutrdfilos, quando comparados
ao grupo controle. Surpreendentemente 0s animais submetidos ao tratamento
apresentaram niveis ainda mais elevados de MPO no figado quando comparados aos
demais grupos, sendo que isso ocorreu de forma mais intensa no grupo que recebeu
o tratamento a partir do 2° dia. Esse aumento foi acompanhado de maiores niveis do
corante verde indocianina no plasma (Figura 42 b), sugestivo de comprometimento
hepatico.

VI. Animais submetidos ao tratamento apresentaram aumento do

recrutamento celular para o figado
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Figura 42- Animais tratados apresentaram aumento do recrutamento de neutréfilos para o figado
e de verde indocianina no plasma. Camundongos A129 foram infectados com 2x103 PFU do DENV-
3, e tratados com 25 mg/kg do peptideo AH-D, por via intravenosa, diariamente do inicio ao fim do
experimento (n=6 para todos os grupos). (a) Dosagem da enzima mieloperoxidase no figado. (b)
Dosagem do corante verde indocianina no plasma expresso em ug/Ml. Os resultados foram expressos
utilizando média + erro padrdo da média. Em ambos foi aplicado o teste One-way ANOVA. As

diferencas encontradas em relacdo ao grupo Mock foram expressas com o uso do simbolo asterisco
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“*”_As diferengas encontradas em relagdo ao grupo DENV-3 (veiculo) foram expressas com o uso do

simbolo cerquilha “#”. Os valores de p foram especificados na figura.

O tratamento de animais A129 infectados pelo DENV com o peptideo AH-D
levou a um aumento da citocina proé-inflamatéria IL-6 no plasma ao 3° dia apds a
infeccdo (Figura 43 a), nos dois esquemas de tratamento aplicados, o que foi
observado somente no 6° dia apés a infeccdo em animais ndo-tratados.
Camundongos submetidos ao tratamento desde o dia da infeccdo apresentaram
aumento mais expressivo da quimiocina CCL2 (Figura 43 c), que animais do grupo
veiculo. Em contrapartida, o tratamento impediu 0 aumento da citocina IFN-Y (Figura
43 b) e da quimiocina CXCL-1(Figura 43 d) observados em animais do grupo veiculo.

VII. Camundongos infectados submetidos ao tratamento apresentaram

alteracdes no perfil de mediadores inflamatorios
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Figura 43- O tratamento com o peptideo AH-D induziu alteragbes no perfil de
citocinas/quimiocinas em animais infectados pelo DENV-3. Camundongos A129 foram infectados
com 2x10% PFU do DENV-3, e tratados com 25 mg/kg do peptideo AH-D, por via intravenosa,
diariamente do inicio ao fim do experimento (n=6 para todos 0s grupos). (a-b) Dosagem das citocinas
IL-6 e IFN-Y no plasma expressa em pg/mL. (c-d) Dosagem das quimiocinas CCL2 e CXCL-1 no
plasma expressa em pg/mL. Os resultados foram expressos utilizando média + erro padrdo da média.
Em a e b foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Em c e d foi aplicado o teste One-way ANOVA. As
diferencas encontradas em relacao ao grupo Mock foram expressas com o uso do simbolo asterisco
“*”_As diferengas encontradas em relagdo ao grupo DENV-3 (veiculo) foram expressas com o uso do

simbolo cerquilha “#”. Os valores de p foram especificados na figura.

A leséo hepéatica é uma das caracteristicas marcantes da dengue (GUZMAN et
al., 2010; SIMMONS et al., 2012). Diante disso, avaliamos o impacto do tratamento
com o peptideo AH-D na lesdo desenvolvida no figado dos camundongos infectados,

atraves da analise histopatolégica no 5° dia apos a infeccao, quando a leséao
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observada foi mais intensa na caracterizacdo do modelo. Nossas analises
demonstraram que o infiltrado inflamatorio (Figura 44 a) foi significativamente menor
no figado dos animais submetidos ao tratamento, especialmente nos animais tratados

a partir do dia da infec¢cdo, quando comparados ao grupo veiculo.

VIIIl. O tratamento com o peptideo AH-D foi capaz de reduzir o infiltrado

inflamatério no figado no 5° dia ap6s a infeccao
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Figura 44- Animais infectados submetidos ao tratamento apresentaram reducéo do infiltrado
inflamatério quando comparados ao grupo veiculo. Camundongos A129 foram infectados com
2x103 PFU do DENV-3, e tratados com 25 mg/kg do peptideo AH-D, por via intravenosa, diariamente
do inicio ao fim do experimento (n=6 para todos os grupos) (a) Quantificacdo do infiltrado inflamatério
no figado. (b) Percentual de camundongos de acordo com o grau de infiltrado inflamatdrio no figado.
(c) Coloragdo H&E representativas de a, mostrando o infiltrado inflamatorio no figado de animais
infectados, submetidos ou ndo ao tratamento. Os resultados a e b foram expressos por média + erro
padrdo da média. Em a foi aplicado o teste de Kruskal-Wallys. As diferengas encontradas em relacéo
ao grupo Mock foram expressas com o uso do simbolo asterisco “*”. As diferengas encontradasem

relacdo ao grupo DENV-3 foram expressas com o uso do simbolo cerquilha “#’. Os valore de p foram

especificados na figura.
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VI. DISCUSSAO

Dentre as arboviroses ja descritas, a dengue possui maior incidéncia e
percentual de 6bitos (SVS, 2020). Assim como sua prevaléncia se associa a um

conjunto de fatores como a expansao do mosquito vetor, a falta de uma vacina eficaz
contra todos os sorotipos e a caréncia de tratamento especifico (seja voltado para o
controle dos sinais e sintomas no hospedeiro ou para o combate ao virus), seu
enfrentamento deve contar com diferentes estratégias que busquem reverter 0s
fatores que favorecem sua incidéncia.

Nossos resultados demonstram que- 1) O peptideo AH-D apresenta atividade
antiviral de amplo espectro contra diversos arbovirus, incluindo Flavivirus e Alphavirus
e reduz a morte celular frente a infecgao por esses virus in vitro; 2) A dose de uso do
peptideo ndo apresenta toxicidade in vivo; 3) Camundongos infectados submetidos
ao tratamento séo protegidos da plaguetopenia e letalidade induzidas pelo DENV; 4)
O tratamento antecipa alteragfes imunoinflamatodrias, favorecendo o inicio do
processo de resolucao da inflamacéo. Estes achados sugerem que a administracédo
do peptideo AH-D pode representar uma estratégica terapéutica, independente da
reducado da carga viral nos alvos sistémicos do DENV.

O reposicionamento de farmacos tem se mostrado uma excelente alternativa
na busca por terapias para diversas doencas, incluindo a dengue (LOW et al., 2018).
No presente trabalho, pudemos observar o potencial antiviral do peptideo contra
diferentes arbovirus in vitro, o que pode justificar sua aplicacdo em regides endémicas
futuramente.

A viremia observada na infeccdo pelo DENV esta associada com o
envolvimento de diferentes 6rgaos nas formas mais graves da doenca, sendo o figado
0 6rgao mais afetado (SAMANTA & SHARMA, 2015). Aqui, tratamento ndo resultou
na diminuicdo da carga viral no bago em camundongos infectados pelo DENV, como
demonstrado por Jackman e colaboradores (2018) em camundongos infectados pelo
ZIKV. Porém, a carga viral no cérebro foi igualmente reduzida. O neurotropismo do
DENV em camundongos, mesmo quando infectados por virus ndo adaptados ao
cérebro e / ou por uma via extraneural, € interessante. No entanto, outros membros
da familia Flaviviridae, sdo neurotrépicos e causam encefalite em humanos (YAUSH
& SHRESTA, 2008). Como o DENV possui diversos alvos no organismo hospedeiro,

seria pertinente um antiviral capaz de reduzir as cargas virais em seus diversos alvos
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(JACKMAN, J.A., COSTA, V.V, PARK, S. et al. 2018), porém nos casos onde houver

0 acometimento do SNC a administracdo do peptideo pode ser benéfica. Ainda sao

necessarios estudos que sustentem essa alternativa.

A plaquetopenia induzida pelo DENV, demonstrada no modelo de infeccéo
implementado pode ocorrer por mecanismos variados, dentre 0s quais estdo- a) lise
das plaguetas pelo sistema complemento e pelo envolvimento de anticorpos anti-
plaquetas; b) destruicdo de plaguetas pelo aumento de apoptose; c) aumento no
consumo de plaquetas devido a coagulacao intravascular disseminada (NAKAO et al.,
1989; HOTTZ et al.,, 2013). Chao e colaboradores (2019) demonstraram que a
ativacao plaquetéria pela interacao da proteina NS1 do DENV com TLR-4 promoveu
um aumento de sua adesdo ao endotélio e fagocitose por macréfagos, levando a
plaquetopenia e hemorragia. Neste trabalho observamos que o tratamento foi capaz
de impedir a plaguetopenia induzida pelo DENV, embora a carga viral sistémica néo
tenha sido afetada. A literatura descreve uma ampla gama de efeitos fisioldégicos dos
peptideos, devido a sua acdo em um numero significativo de receptores que afetam
diversas vias metabodlicas (DERGUNOVA et al., 2020), o que pode justificar o impacto
do tratamento na quantidade de plaquetas circulantes.

O estudo das alteracbes no transcriptoma sob a acdo de drogas peptidicas
demonstra claramente seus efeitos variados em varias vias do metabolismo celular
(DERGUNOVA et al., 2020). Dessa forma, sdo necessarios estudos adicionais para
avaliar alteracbes genéticas induzidas pela administracdo do peptideo. Dados
preliminares da andlise transcriptdmica de camundongos submetidos ao tratamento
com AH-D demonstraram que ocorre uma inibicdo de genes associados a ativacéo
plaguetaria e a coagulacdo nesses animais, como os genes Fgg, Fgb e Fga (que
codificam para plasminogénio), Ambp (associado a degradacdo de plasmina), Plg
(plasmina) e F2 (trombina). Estes achados sugerem o mecanismo pelo qual os
animais tratados ndo apresentaram plaquetopenia, porém é indispensavel que as
analises sejam aprofundadas.

Manifestacfes hepaticas sdo tanto resultado da toxicidade viral direta quanto
do dano pela exacerbacédo da resposta imunoldgica desencadeada em resposta ao
virus (SAMANTA & SHARMA, 2015). Nossos resultados demonstraram um intenso
recrutamento de leucdcitos para o figado de animais infectados, o que se intensificou

em animais tratados no 3° dia apos a infec¢cdo. Porém, embora a literatura associe a
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presenca dessas células com a intensidade da leséo tecidual, animais que receberam

o tratamento (com maior presenca de infiltrado) apresentaram lesdes mais brandas,

guando comparados ao grupo nao-tratado nas analises histopatoldgicas realizadas no
5° dia apés a infecgdo. Estes resultados, em conjunto com os dados de dosagem de
mediadores inflamatoérios, sugerem que o peptideo est4, de alguma forma, modulando
a inflamacéo beneficamente.

Sabe-se que a inflamacdo excessiva durante a dengue contribui para a
patogénese da doenca grave (COSTA et al.,, 2013). Diversos trabalhos suportam
esses achados e demonstram que altos niveis de mediadores inflamatorios
contribuem para o agravamento do quadro de pacientes com dengue, levando ao
comprometimento hepético, hipotensdo, trombocitopenia e choque hemorragico
(CHEN et al., 2006). Esses mediadores sdo proteinas secretadas durante a resposta
imune desencadeada pela infeccdo (MARTY et al., 2006) e possuem papel central na
patogénese da dengue grave (BOZZA et al., 2008).

Niveis aumentados de determinadas citocinas e quimiocinas, incluindo IL-6,
CCL2, CCL5, CXCL1, TNF-a e IFN-Y ja foram identificados como marcadores de
infeccdo pelo DENV em humanos (SRIKIATKHACHORN & GREEN, 2010;
ROTHMAN, 2011). Os leucécitos, principalmente neutréfilos e macréfagos séo células
importantes para o combate e eliminacdo do DENV (NAVARRO-SANCHEZ et al.,
2005) e a migracao dessas células para o local da infec¢cdo depende de sua habilidade
de se moverem por um amplo gradiente de estimulos, em particular citocinas e
guimiocinas (GHIGO et al., 2010).

Aqui, o tratamento foi capaz de impedir o aumento da citocina IFN-Y e da
guimiocina CXCL1 importantes para o recrutamento de macrofagos e neutrdfilos
respectivamente. A reducado de CXCL1 foi semelhante ao que foi demonstrado em
animais infectados com ZIKV e submetidos ao tratamento. Em contrapartida houve
um aumento de CCL2, com conhecida propriedade de atragdo de células mieloides e
linfoides (GSCHWANDTNER, DERLER & MIDWOOD, 2019) e de IL-6 que atua
fortemente nas reacOes inflamatdrias, reafirmando o0 aumento da enzima
mieloperoxidase no figado e no bago demonstrados nos resultados.
Interessantemente esse aumento s6 foi observado no 5° dia ap6s a infeccdo em

animais nao submetidos ao tratamento
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VIl. CONSIDERACOES FINAIS

Ha um forte interesse em desenvolver antivirais de amplo espectro que possam
atenuar surtos virais emergentes e a membrana do envelope viral pode ser um alvo
promissor, uma vez que 0s virus envelopados sdo responsaveis por uma grande
fracdo de epidemias e pandemias recentes. Com este objetivo, peptideos antivirais
como o AH-D com seletividade de membrana tém se mostrado Uteis para desenvolver
estratégias antivirais de amplo espectro através do rompimento da membrana. Em
contrapartida, € preciso ampliar o olhar para que aspectos importantes ndo sejam
desconsiderados, descobertos ou até mesmo ofuscados diante de resultados que

divergem do esperado ou desejado.
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PERSPECTIVAS

Avaliar a permeabilidade vascular de animais infectados submetidos ao
tratamento com o peptideo AH-D

Implementar modelos de infeccéo pelos outros sorotipos do DENV (DENV-
1 e DENV-4) em camundongos Al129 e avaliar a atividade do peptideo
nestes modelos.

Identificar os mecanismos que envolvem a administracéo do peptideo com

o impedimento da plaguetopenia induzida pelo DENV.
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ANEXO I

Implementacao de modelo de infeccéo pelo DENV-2 em camundongos A129.
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Figura 1- A infecgéo de camundongos A129 pelo DENV-2 leva a morbimortalidade em todos os
inéculos administrados. Camundongos A129 foram infectados com diferentes indculos do DENV-2,
a saber- 2x10%, 2x10?, 2x10% e 2x10* PFU e acompanhados diariamente até sucumbir a infeccdo ou
atingir perda de massa corporal superior a 20% da massa inicial (n=5 para Mock; n=6 para cada um
dos demais grupos). (a) Avaliacdo da massa corporal diaria expressa em % de perda. (b) Avaliacédo
diaria da curva de sobrevida. Ambos os resultados foram expressos em média + erro padrao da média.
Em a foi aplicado o teste One-way ANOVA por dia. Em b foi aplicado o teste de log-rank (Mantel-Cox).
As diferencas encontradas em relagdo ao grupo Mock, foram expressas com o uso do simbolo asterisco

“*” Qs valores de p foram especificados na figura.
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Figura 2- A infeccdo pelo DENV-2 em camundongos Al129 induz perda de massa corporal,
plaguetopenia, lesdo hepética e leucocitose. Camundongos A129 foram infectados com 2x102 PFU
do DENV-2, e eutanasiados ao 3° e 6° dia apos a infec¢@o para analise de carga viral e alteracdes
imunoinflamatdrias (n=6 para todos demais grupos). (a) Avaliacdo da massa corporal diaria expressa
em % de perda. (b) Contagem de leucdcitos totais no sangue expressa por mL. (c) Contagem de
leucécitos diferenciais no sangue expressa por mL. (d) Contagem de plaquetas circulantes no sangue
expressa por uL. (e) Dosagem da enzima ALT no plasma expressa em U/L para teste de lesdo hepatica.
(f) Dosagem de verde indocianina no plasma expressa em pg/mL para teste de funcéo hepatica. Ambos
os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. Em c foi aplicado teste Two-way
ANOVA. Em todos os demais gréficos deste painel foi aplicado o teste One-way ANOVA. As diferengas
encontradas em relacdo ao grupo Mock foram expressas com o uso do simbolo asterisco “*”. As
diferencas encontradas entre os grupos DENV-2 foram expressas com o uso do simbolo ampersand

“&”. Os valores de p foram especificados na figura.
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Figura 3- Animais infectados pelo DENV apresentaram recrutamento de neutréfilos para os
tecidos e viremia. Camundongos A129 foram infectados com 2x102 PFU do DENV-2, e eutanasiados
ao 3° e 6° dia ap0s a infecgcdo para andlise de carga viral e alteragBes imunoinflamatorias (n=6 para
todos os grupos). (a-d) Dosagem da enzima mieloperoxidase no baco, figado, cérebro e pulm&o,
respectivamente (média + erro padrdo da média). (e-h) Carga viral vidvel expressa em PFU/mg de
tecido ou PFU/mL de plasma (mediana). Em a, b e d foi aplicado o teste de Kruskal-Wallys. Em c foi
aplicado o teste One-way ANOVA. Por fim, em e, f, g e h foi aplicado o teste de Mann-Whitney. As
diferencas encontradas em relacao ao grupo Mock foram expressas com o uso do simbolo asterisco
“»_ As diferencas encontradas entre os grupos DENV-3 foram expressas com o uso do simbolo

ampersand “&”. Os valores de p foram especificados na figura.
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Figura 4- A infecc&o pelo DENV induziu o aumento de citocinas/quimiocinas no plasma e bago.
Camundongos A129 foram infectados com 2x103 PFU do DENV-3, e eutanasiados ao 3° e 6° dia ap6s
a infeccao para andlise de carga viral e alteragdes imunoinflamatérias (n=6 para Mock; n=6 para os
demais grupos). (a -b) Dosagem das citocinas CCL2 e IFN-Y no plasma expressas em pg/ml. (c-d)
Dosagem das citocinas CCL2 e IFN-Y no bago expressas em pg/100mg de tecido. Ambos os resultados
foram expressos por média + erro padrdo da média. Em b foi aplicado o teste de Kruskal-Wallys. Em
a, ¢ e d foi aplicado o teste One-way ANOVA. As diferengas encontradas em rela¢éo ao grupo Mock

foram expressas com o uso do simbolo asterisco “*”. Os valores de p foram especificados na figura.
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Figura 5- Animais infectados pelo DENV apresentaram infiltrado celular no tecido hepético.
Camundongos A129 foram infectados com 2x102 PFU do DENV-2, e eutanasiados ao 3° e 6° dia ap6s
a infeccao para analise de carga viral e altera¢des imunoinflamatérias (n=6 para todos os grupos). (a)
Quantificacdo do infiltrado inflamatério no figado. (b) Percentual de camundongos de acordo com o
grau de infiltrado inflamatdrio no figado. (c) Coloracdo H&E representativas de a, mostrando o infiltrado
inflamatério no 3° e 6° d.p.i. Os resultados a e b foram expressos por média + erro padrdo da média.
Em a foi aplicado o teste de Kruskal-Wallys. As diferencas encontradas em relacdo ao grupo Mock

foram expressas com o uso do simbolo asterisco “*”. O valor de p foi especificado na figura.
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CEUA aprovado para realizacdo dos testes do peptideo AH-D em cées.
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CERTIFICADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MIMNAS GERAIS

CEUA
COMISSAD DE ETICA NO USD DE AMIMAIS

Carlificamos que o projeto intitulado "Analise loxicoldgica do peplideo antiviral AH-D em ces”, protocolo do CEUA:
BE/2020 sob a respansabilidade de Rodolfo Cordeiro Giunchetli que envohve a producdo, manubangio alou ulilizacio
de animais pertencentes ao filko Chordata, subfilo Vertebrata (excelo o homem) para fins de pesquisa cientifica {ou
ensino) - enconira-se de acordo com os preceilos da Lei n® 11.7%4, de 8 de outubro de 2008, do Decrato n® 6.898 de
15 de julho da 2008, & com as normas editadas palo Conselho Macional de Controle da Experimentagio Animal
{COMCEA), & foi aprovado pela COMISSA0 DE ETICA NO US0 DE AMIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 27/04/2020.

Vigéncia da Aulorizacio 27042020 a 26/04/2025
Finalidade Pasquisa
*Especiallinhagem Céao [ Beagles
N® da animais T
Pesalldade 10kg / B{meseas)
Sexo indiferanie
Origem Canil do ICB
*Especiallinhagem Cao [ Beagles
MN® da animais T
Pesalldade 10Kg / B{mesas)
Sexo indiferante
Origem Canil do ICB
*Espéciallinhagem Cao [/ Beagles
N* da animais T
Pesalldade 10kg / B{mesas)
Sexo imdiferenle
Origem Canil do ICB
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Figura 1- Perfil bioquimico de cdes submetidos ao tratamento como peptideo AH-D. Caes daraca
Beagle tiveram amostras de sangue e urina coletadas para analise 7 dias antes do tratamento com o
peptideo AH-D por via intravenosa. Apos a administracao foram realizadas coletas com 4, 7, 14, 21 e
28 dias ap0s a administracdo. (a) Dosagem de proteinas totais expressa em g/dL. (b) Dosagem de
albumina expressa em g/dL. (c) Dosagem de globulina expressa em g/dL. (d) Razéo
Albumina/Globulina (e) Dosagem de ureia expressa em mg/dL. (f) Dosagem de creatinina expressa em

mg/dL. (g) Dosagem de CKMB expressa em mg/dL. (h) Dosagem de calcio expressa em mg/dL.
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Figura 2- Perfil bioquimico de cdes submetidos ao tratamento como peptideo AH-D. Caes daraga

Beagle tiveram amostras de sangue e urina coletadas para andlise 7 dias antes do tratamento com o



116

peptideo AH-D por via intravenosa. Apés a administracdo foram realizadas coletas com 4, 7, 14, 21 e
28 dias apés a administracdo. (a) Dosagem de bilirrubina total expressa em mg/dL. (b) Dosagem de
bilirrubina direta expressa em mg/dL. (c) Dosagem de bilirrubina indireta expressa em mg/dL. (d)
Dosagem de colesterol total expressa em mg/dL. (e) Dosagem de triglicerideos expressa em mg/dL. (f)

Dosagem de glicose expressa em mg/dL. (g) Dosagem de ALT expressa em U/L. (h) Dosagem de AST
expressa em U/L.
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Figura 3- Perfil bioquimico e coagulatério de cdes submetidos ao tratamento como peptideo AH-
D. Cées da raca Beagle tiveram amostras de sangue e urina coletadas para andlise 7 dias antes do
tratamento com o peptideo AH-D por via intravenosa. Apds a administracdo foram realizadas coletas
com 4, 7, 14, 21 e 28 dias apos a administracdo. (a) Dosagem de sédio expressa em mEqg/L. (b)
Dosagem de potassio expressa em mEg/L. (c) Dosagem de cloro expressa em mEg/L. (d) Dosagem
de fésforo expressa em mg/dL. (e) Tempo de pré-trombina (TP) expresso em S. (f) Tempo de trombina
parcial ativada (TTPA) expresso em S. (g) Dosagem de fosfatase alcalina expressa em U/L. (h)

Dosagem de GAMA GT expressa em UJ/L.
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Figura 4- Perfil hematoldgico de caes submetidos ao tratamento como peptideo AH-D. Cées da
raca Beagle tiveram amostras de sangue e urina coletadas para analise 7 dias antes do tratamento
com o peptideo AH-D por via intravenosa. Apds a administracao foram realizadas coletas com 4, 7, 14,
21 e 28 dias apo6s a administracdo. (a) Dosagem de hemoglobina expressa em g/dL. (b) VCM expresso
em fL. (c) HCM expressa em uu3. (d) CHCM expressa em uu3. (e) Quantidade de hemacias expressa
em milhdes/m3. (f) Hematdcrito expresso em %. (g) RDW expresso em %. (h) Quantidade de

reticuldcitos expressa em %.
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Figura 5- Perfil de plaguetas e leucécitos totais de cdes submetidos ao tratamento com o
peptideo AH-D. Caes da raca Beagle tiveram amostras de sangue e urina coletadas para andlise 7
dias antes do tratamento com o peptideo AH-D por via intravenosa. Apds a administracdo foram
realizadas coletas com 4, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a administracdo. (a) Contagem de plaquetas x
108/mm?3 de sangue. (b) Contagem de leucdcitos totais x 103/mm?2 de sangue.
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