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Resumo

O virus Cantagalo (CTGV) foi isolado em 1999 de lesdes em gado leiteiro e dos
retireiros no estado do Rio de Janeiro. Foi caracterizado como uma cepa do virus vaccinia
(VACV), membro da familia Poxviridae. Sua origem provavel ¢ a cepa 10C, utilizada para
vacina¢ao anti-variolica no Brasil.

O cidofovir (CDV) é um analogo de nucleosideo fosfonado que ja demonstrou agdo in
vivo e in vitro contra diversos poxvirus. E a droga de escolha da OMS para o tratamento de
infeccdes causadas por poxvirus. Sua a¢do ainda ndo foi analisada na replicacdo do CTGV e
VACV-IOC, nem as fases do ciclo afetadas foram mapeadas.

Neste estudo, o CDV mostrou uma atividade antiviral dose-dependente em
concentragdes nao citotoxicas. A inibicdo da formagdo de placas virais alcangou 100% para
CTGYV a partir de 10 pg/mL e 93% para VACV-IOC em 15 pg/mL. O ICs foi de 1,2 pg/mL
para CTGV e 3,1 pg/mL para VACV-IOC. Assim, o CTGV se mostrou mais sensivel a acao
do CDV que o VACV-IOC. O pré-tratamento mostrou eficacia, havendo de 70 a 80% de
inibicdo da formacao de placas virais apds 24 horas de tratamento. A incubagdo das células
BSC-40 com até 200 pg/mL da droga ndo provocou toxicidade significativa.

Em altas concentragdes da droga houve inibi¢do de aproximadamente 80% para o
acimulo de DNA viral e de aproximadamente 70% para o acumulo de proteinas virais tardias.

Esses dados sugerem que a fase principal de acdo do CDV seja a replicacdo do DNA viral.

vii



Abstract

Cantagalo virus (CTGV) was isolated in 1999 from lesions on dairy cattle and milkers
in Rio de Janeiro state. It was characterized as a strain of vaccinia virus (VACV), a member of
the family Poxviridae. Its origin is probably the strain IOC that has been used for smallpox
vaccination in Brazil.

Cidofovir (CDV) is a nucleoside phosphonate analog that has demonstrated in vivo and
in vitro activity against several poxviruses. It is the drug of choice by WHO to treat poxvirus
infections. Its action has not been analyzed on CTGV and VACV-IOC replication yet, nor
have the affected phases of the cycle been mapped.

In this study, CDV showed a dose-dependent antiviral activity in non-cytotoxic
concentrations. The inhibition of viral plaque formation reached 100% for CTGV above of 10
pg/mL and 93% for VACV-IOC at 15 pg/mL. The ICsy was 1,2 pg/mL for CTGV and 3,1
pg/mL for VACV-IOC. The pre-treatment showed efficacy, with 70% to 80% inhibition of
viral plaque formation after 24 hours of treatment. BSC-40 cells incubation with until 200
pg/mL of drug has not showed significative toxicity.

At high concentrations of drug there was inhibition of about 80% for viral DNA
accumulation and of approximately 70% for viral late proteins accumulation. These date

suggests that the step of action of CDV is the viral DNA replication.
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1. A Familia Poxviridae

1.1. Caracteristicas gerais

A familia Poxviridae ¢ constituida por virus grandes (350 nm x 270 nm),
envelopados, de genoma DNA dupla fita linear que varia de 135 a 360 kpb, dependendo da
espécie viral (PBR, 2006). Apresentam formato oval ou de tijolo e estdo envoltos por uma
ou mais membranas lipoprotéicas. No interior das particulas virais, estd o core de formato
biconcavo, onde se encontra o DNA associado a proteinas. Em cada concavidade do core,
existe uma massa protéica denominada de corpusculo lateral, cuja fung¢ao ¢ desconhecida
(Figura 1) (Moss, 2001; Condit ef al., 2006).

Os poxvirus sao divididos em duas subfamilias: Chordopoxvirinae, que sao os virus
que infectam vertebrados e Entomopoxvirinae, que infectam hospedeiros invertebrados. Os
representantes de maior importancia para os humanos encontram-se dentro da subfamilia
Chordopoxvirinae, género Orthopoxvirus. Como exemplo, podemos citar os virus da
variola, vaccinia, cowpox e monkeypox. (Moss, 2001).

O protoétipo da familia € o virus vaccinia (VACV), que foi utilizado para vacinagao
durante as varias campanhas de erradicacdo da variola promovidas pela Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) apos 1950 (Fenner et al., 1988; Esposito e Fenner, 2001). Sua
origem ¢ ainda desconhecida e acredita-se que possa ter surgido em laboratorio a partir da
recombinac¢do entre outros ortopoxvirus (Baxby, 1977). Esta hipotese, contudo, ¢ bastante
controversa. Na literatura, ¢ consenso que o VACV ndo possui hospedeiro natural, ndo
sendo encontrado na natureza (Esposito e Fenner, 2001; Moss, 2001). Contudo, existem
algumas poucas excegoes: o virus buffalopox, o virus Cantagalo (CTGV) e outros VACV
bem proximos ao CTGV. O primeiro tem sido isolado na India a partir de bufalos e

humanos desde a década de 60 e foi caracterizado como sendo uma cepa do VACV



Envelope
Corpusculo lateral

Figura 1: esquema do virus vaccinia (A) e micrografia eletronica do CTGV (B). O

esquema foi adaptado de www.vacciniamodel.com e a micrografia retirada deste trabalho

(Jesus, 2007).



(Dumbell e Richardson, 1993). No entanto, ndo se sabe qual cepa de VACYV teria dado
origem a esse virus. O CTGV e outros VACVs similares foram isolados no Brasil, como
descrito a seguir (Damaso ef al., 2000; Nagasse-Sugahara et al., 2004; Lobato et al., 2005;
Damaso et al., 2007).

Os genomas ja seqiienciados de diversas cepas de VACV possuem
aproximadamente 166 a 199 kpb e tém capacidade de codificar cerca de 200 proteinas
(Goebel et al., 1990; PBR, 2006). A particula viral purificada contém aproximadamente 70
polipeptideos (Yoder et al., 2006).

Os quadros abertos de leitura (ORFs) ndo apresentam introns e, em geral, ndo se
sobrepdem, sendo separados por regides intergénicas pequenas (Moss, 2001). Para
designacdo dos genes virais, a nomenclatura mais utilizada estd baseada no genoma do
virus vaccinia (VACV), cepa Copenhagen, digerido com a enzima de restri¢do Hind III.
Esses fragmentos foram denominados de A a O em ordem decrescente de tamanho. Dessa
maneira, os genes sdo denominados por letras e nimeros. As letras significam o fragmento
no qual ele se encontra, ¢ o0 numero indica em que posi¢ao dentro do fragmento o gene ¢
encontrado. Além disso, sdo colocadas as letras L (/eff) ou R (right), significando o sentido
da transcri¢do. Por exemplo, o gene H5R ¢ o quinto gene do fragmento H e o sentido em
que ele ¢ transcrito ¢ da esquerda para direita. A nomenclatura para as proteinas segue a
que foi explicada para os genes, exceto pela auséncia das letras L e R. Portanto, a proteina

codificada pelo gene HSR ¢ denominada H5 (Goebel et al., 1990).

1.2. O Virus Cantagalo (CTGV)

O CTGYV foi isolado em 1999 a partir de um surto de doenca pustulo-vesicular
ocorrido em fazendas do noroeste do estado do Rio de Janeiro (Damaso et al, 2000). Esta

doenga acomete o gado leiteiro e os retireiros, sendo de grande importancia comercial.



Atualmente, ainda sdo relatados surtos em varios outros estados como Minas Gerais,
Goids, Espirito Santo e Sao Paulo. Alguns virus isolados nestes surtos receberam outras
denominagdes, porém todos apresentam similaridade bastante alta com CTGV (Schatzmayr
et al., 2000; Trindade et al., 2003; Nagasse-Sugahara et al., 2004; Leite et al., 2005;
Lobato et al., 2005; Damaso et al., 2007).

A doenga se caracteriza pelo aparecimento de papulas nas tetas e tberes das vacas,
assim como nas maos, bragos e, algumas vezes, na face dos ordenhadores. Essas papulas
evoluem para vesiculas e pustulas até posterior cicatrizagdo apds trés semanas. Nos
humanos, ainda ha sintomas como febre e linfadenopatia axilar. Poucos casos foram
relatados de lesdes generalizadas e ndo ha tratamento antiviral disponivel (Damaso et al.,
2000; Damaso et al., 2007).

O virus foi caracterizado através de técnicas de biologia molecular e microscopia
eletronica de transmissdo como pertencente a familia Poxviridae, género Orthopoxvirus,
sendo mais especificamente uma cepa do VACV. Este foi o segundo relato da permanéncia
de um virus vaccinia na natureza e o primeiro no novo mundo (Damaso et al., 2000).

O gene A56R que codifica a hemaglutinina dos virus CTGV e VACV-IOC (cepa
vacinal utilizada pelo Instituto Oswaldo Cruz durante a campanha de erradicacdo da
variola) mostrou uma identidade de 98,2% para a seqiiéncia de nucleotideos e de 96,7%
para a seqiiéncia de aminoacidos entre esses dois virus. Além disso, essas duas cepas
possuem uma delecdo de seis aminoacidos nessa proteina, ausente em outros ortopoxvirus
(Damaso et al., 2000). Essa dele¢do esta presente em todas as cepas isoladas no Brasil,
podendo ser uma caracteristica diferencial dessas cepas e utilizada no diagnostico (Damaso
et al.,2007).

Essas observacdes levaram a hipotese de que o CTGV possa ter se originado a

partir do VACV-IOC. Assim, desde o periodo de vacinacdo, o VACV-IOC deve ter se



mantido na natureza, em algum hospedeiro desconhecido. Durante esse periodo, o VACV-
IOC teria acumulado diversos polimorfismos, emergindo, entdo, como o CTGV. De fato,
modifica¢des no padrdo de restricdo do genoma viral ja foram demonstradas (Damaso et
al., 2000; Ramos, 2003). Entdo, o estudo comparativo desses dois modelos virais torna-se,
extremamente interessante, pois, durante os ciclos naturais de transmissdo, alteragdes
podem ter sido introduzidas nas suas relagdes com o hospedeiro ou mesmo na resposta a

antivirais.

1.3. Ciclo Replicativo do Virus Vaccinia

Os membros da familia Poxviridae sdo os Unicos dentre os virus de genoma DNA
que se replicam inteiramente no citoplasma celular. Codificam quase todas as proteinas
necessarias ao seu ciclo replicativo, obtendo relativa independéncia em relacdo a célula
hospedeira (Moss, 2001; Condit e Niles, 2002).

O ciclo replicativo do VACV ¢ complexo e possui trés fases distintas de expressao
génica. Estas sdo organizadas em forma de cascata, em que o sucesso de cada etapa
depende da etapa anterior (Moss, 2001). Cada uma dessas fases (inicial, intermedidria e
tardia) € caracterizada pela expressdao de um grupo diferente de genes. Essa organizacdo ¢
obtida através de promotores e fatores de transcri¢do especificos para cada fase. Além
disso, as fases posteriores servem como feedback negativo para a etapa imediatamente
anterior (Broyles, 2003). Dessa maneira, os poxvirus coordenam seus processos de
replicagdo do genoma e morfogénese através da regulagdo da expressdo dos genes
presentes nas diferentes fases (Broyles, 2003; Condit e Niles, 2002; Condit et al., 2006).

O ciclo replicativo do VACV tem inicio quando a particula viral se liga a receptores

da célula hospedeira (Figura 2). Apesar de glicosaminoglicanas presentes na superficie



celular ndo inibirem totalmente a infec¢do, ndo sendo essenciais para a entrada do virus, ja
foi demonstrado que trés proteinas do VACV (D8, H3 e A27) se ligam a essas moléculas
(Chung et al., 1998; Hsiao et al., 1999; Lin et al., 2000; Carter et al, 2005). Dessa maneira,
todos os receptores necessarios a entrada do virus na célula ainda nao sdo conhecidos.

Ap0s a adsor¢do do virus, ha a fusdo do envelope com a membrana plasmatica e
liberagdo do core no citoplasma. Recentemente, Senkevich e colaboradores (2005)
descreveram um complexo necessario para a entrada do virus na célula hospedeira,
composto por oito proteinas virais altamente conservadas entre todos os poxvirus.
Em seguida a liberacdo do core no citoplasma da célula hospedeira, tem inicio a
transcricdo dos genes iniciais. Os mRNAs iniciais apresentam cap na regido 5’ e cauda
poli(A) na extremidade 3’ (Kates e Beeson, 1970; Wei e Moss, 1975). Esses mRNAs
codificam enzimas necessarias para a replicagdo do DNA, fatores importantes para a
interagdo com o hospedeiro, como moléculas moduladoras do sistema imune, e fatores de
transcri¢do para a fase intermedidria de expressdo génica (Moss, 2001; Broyles, 2003). A
etapa inicial ocorre no interior do core, utilizando exclusivamente as enzimas virais que ja
estdo presentes na particula, tais como a RNA polimerase, poli(A) polimerase, enzima de
adi¢do do cap e o fator de transcri¢do inicial (VETF), entre outras (Kates e Beenson, 1970;
Wei e Moss, 1975; Broyles et al., 1991). Esses mRNAs sdo liberados de maneira
dependente de ATP e se acumulam em dareas especificas do citoplasma, onde serdo
transcritos e traduzidos (Schramm e Locker, 2005). Nesta fase, mais da metade do genoma
¢ transcrito e traduzido. Apds a tradugdo dos mRNAs iniciais, o core viral ¢ desmontado,
liberando o DNA no citoplasma. Em seguida, inicia-se a replicagdo do DNA em areas
especificas do citoplasma, denominadas virossomas ou fabricas virais (Moss, 2001).

A replicagdo do DNA do VACV tem inicio com a formag¢do de um corte em uma ou

ambas as regides teloméricas do genoma. Este corte libera uma extremidade 3°’OH, que ¢
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reconhecida pela DNA polimerase viral para iniciar a replicagdo do genoma (Traktman,
1996). Este processo leva a formagdo dos concatameros de DNA, ou seja, o genoma
parental e o genoma recém-sintetizado formam uma molécula Gnica. Todo esse processo
pode ser repetido, formando concatdmeros com quatro ou mais genomas unidos. Esses
concatdmeros sdo posteriormente resolvidos por enzimas virais para que apenas uma
molécula de DNA seja empacotada em cada particula viral (Garcia e Moss, 2001).

Ainda durante a replicagdo do DNA, comega a transcricdo dos genes da fase pos-
replicativa, que compreende as fases intermedidria e tardia. Assim como na fase inicial, os
mRNAs sintetizados apresentam cap no 5’ e cauda poli(A) no 3’. Além dos fatores
transcricionais virais, cinco proteinas celulares parecem estar envolvidas na transcri¢do
pos-replicativa (Katsafanas e Moss, 2004; Oh e Broyles, 2005).

Assim, os mRNAs da fase intermedidria comegam a ser sintetizados. Seus produtos
constituem, principalmente, fatores de transcricdo necessarios para a fase tardia (Keck et
al., 1990; Baldick e Moss, 1993). Em seguida, os genes tardios comegam a ser transcritos.
Estes mRNAs codificam proteinas estruturais e enzimas que sdo empacotadas no virus e
que serdo necessarias para uma nova infec¢ao.

Concomitantemente com a fase poés-replicativa, tem inicio, no citoplasma, a
morfogénese do VACV com o aparecimento de crescentes de membrana. O processo
ocorre em areas do citoplasma desprovidas de organelas, denominadas fabricas virais, € nas
quais ocorre a replicagdo do DNA (Condit ef al., 2006).

A estrutura dos crescentes ainda ¢ controversa. Existem varios modelos que
procuram explicar o nimero e a origem das membranas dos crescentes. O modelo mais
aceito ¢ o que sugere a existéncia de uma Unica bicamada lipidica (Hollishead et al., 1999;
Heuser, 2005; Condit et al., 2006). Esta membrana dd origem ao envelope do VACV.

Alguns autores acreditam que a bicamada lipidica ¢ sintetizada de novo, utilizando-se



enzimas virais (Dales e Mosbach, 1968). No entanto, outros sugerem que a membrana viral
¢ adquirida a partir de uma organela celular, provavelmente o reticulo endoplasmatico
(Sodeik e Locker, 2002).

Os crescentes de membrana evoluem para virus imaturos (IV), de morfologia
esférica, que ndo sdo infecciosos. Durante sua formagdo, os IVs englobam uma massa
eletrondensa, chamada viroplasma, que contém DNA e proteinas (Condit et al., 2006). Para
a associacdo do viroplasma com os IVs, € necessdrio um complexo formado por sete
proteinas virais, associadas ao core ou @ membrana viral, que sdo altamente conservadas
em todos os cordopoxvirus (Szajner et al., 2004). Acredita-se que apés o IV ter
empacotado o DNA ele se transforme em IVN (IV com nucleoide) (Morgan, 1976).

Em seguida, os IVNs sofrem processo de maturacdo, ainda pouco entendido, para
gerarem os virus maduros (MVs). Tal processo envolve mudangas morfologicas e
bioquimicas. Essa maturacdo, provavelmente, ocorre de forma rapida, uma vez que
intermediarios do processo raramente sdo observados, o que dificulta seu entendimento.
Essa transicdo envolve alguns passos principais, entre eles a protedlise de polipeptideos
precursores virais (Condit et al., 2006).

A maioria dos MVs permanece no citoplasma e s6 ¢ liberada quando ha lise celular.
Esta forma infecciosa contém apenas um envelope lipoprotéico. A outra parte dos MVs ¢
transportada por microtubulos e recebe mais duas membranas originadas de endossomas
tardios ou do complexo de Golgi, dando origem ao WV (virus envelopado; do inglés
wrapped virus) (Schmelz et al., 1994).

Os WVs sdo transportados por microtubulos até a periferia da célula, onde fundem
sua membrana mais externa com a membrana plasmatica (Ward e Moss, 2001). Parte
dessas particulas permanece ligada a célula e a outra parte ¢ liberada para o meio. Na face

citoplasmatica, abaixo dos virus que permanecem associados a célula, ha polimerizagdo de
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caudas de actina, cuja fungdo ¢ impulsionar a particula para as células adjacentes. Desse
modo, estes virus sdo responsaveis pela transmissdo célula-célula enquanto os virus que
ndo permanecem associados a célula, sendo liberados no meio, tém papel na transmissdo a
longas distancias (Smith et al, 2002).

Nas duas ultimas décadas, a morfogénese tem sido um dos focos principais nos
estudos da familia Poxviridae. Estes estudos tém sido facilitados pela analise de proteinas
virais especificas, através da caracterizacdo de virus nocaute para certos genes, de mutantes
termossensiveis ou induzidos por IPTG, bem como o estudo de mutantes resistentes a
drogas que bloqueiam algumas fases da morfogénese, como o antibidtico rifampicina, por
exemplo (Sodeik e Locker, 2002; Condit ef al., 2006; Charity ef al., 2007).

Apesar de varias proteinas virais ja terem suas fungdes determinadas, a
morfogénese ainda ¢ a parte do ciclo do VACV menos entendida. A participagdo de
algumas proteinas celulares tem sido freqiientemente relatada (Ploubidou et al., 2000;
Ward e Moss, 2001; Castro et al., 2003). Além disso, ainda ha muitos modelos
controversos em relagdo a varias etapas. Muitas proteinas ainda estdo sendo caracterizadas
e outras técnicas de microscopia estdo sendo utilizadas (deep-etch, criofratura, tomografia

eletronica), o que auxiliard na compreensdo geral do processo de morfogénese.

2. Poxvirus e Antivirais

A busca por antivirais teve inicio na década de 50, tendo como alvo os poxvirus. Os
primeiros antivirais estudados foram as tiosemicarbazonas, ja utilizadas como agentes
tuberculostaticos, bem como seu derivado metisazona. Os poxvirus, por serem virus

complexos e codificarem um numero grande de proteinas, possuem diversos alvos para
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intervencdo antiviral. Esses alvos poderiam ser proteinas essenciais para a replicagdo viral
ou fases especificas do ciclo replicativo (Neyts e De Clercq, 2003).

A maioria dos compostos que possuem atividade contra os poxvirus sdo analogos
de nucleosideo. Muitos agem sobre proteinas celulares importantes para o ciclo replicativo
do virus tais como inibidores de IMP dehidrogenase (inibem a sintese de RNA ¢ DNA),
inibidores de SAH hidrolase (inibem a metilagdo dos mRNAs), inibidores de OMP
descarboxilase, inibidores de CTP sintetase (assim como os inibidores de OMP
descarboxilase, inibem a sintese de mRNAs), e inibidores de timidilato sintetase (inibem a
sintese de DNA). Entretanto, existem andlogos de nucleotideos que tém como alvo
proteinas virais, como se acredita ser o caso dos andlogos de nucleosideos fosfonados e
outros derivados de nucleotideos (De Clercq, 2001).

Compostos imunossupressores também tém sido estudados em nosso laboratorio e
se mostraram eficazes na inibi¢do do ciclo replicativo do VACV tais como ciclosporina A,
azatioprina, FK-506, e brequinar (Damaso e Keller, 1994; Damaso e Moussatché, 1998;
Damaso et al., 2002; Costa, et al., 2007; Castro et al., 2003; Reis et al., 2006). Além disso,
o efeito antiviral do interferon contra 0 CTGV e VACV-IOC também foi evidenciado
(Reis, 2004). Contudo, nos ultimos anos, os antivirais mais estudados t€ém sido os anélogos

de nucleosideos fosfonados.

3. Analogos de Nucleosideos Fosfonados Aciclicos Utilizados como Antivirais

Os analogos de nucleosideos fosfonados aciclicos sdo anilogos de nucleotideo em
que um grupamento fosfonado ¢ ligado a uma purina ou pirimidina através de uma cadeia

alifatica, via uma ligacdo éter (Balzarini et al., 2002) (Figura 3A e 3C). Esses compostos
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possuem amplo espectro de agdo, incluindo virus de genoma DNA e retrovirus (De Clercq,
2005).

Isto se deve ao fato destes compostos j4 possuirem um grupo fosfonado, sendo
apenas necessario que as enzimas celulares catalisem os dois passos de fosforilagdo
seguintes para que o composto seja ativo, ou seja, possa ser incorporado a cadeia de acido
nucléico pela DNA polimerase viral. No caso de analogos que nido possuem esse dtomo de
fosforo, ha necessidade de uma primeira fosforilagdo, realizada por cinases virais. Assim,
os andlogos de nucleosideos fosfonados (ANP) sdo ativos mesmo contra virus que nao
codificam suas proprias cinases (De Clercq, 1997).

O grupamento fosfonado no lugar de um grupamento fosfato presente nesses
compostos faz com que eles sejam resistentes a degradagdo por fosfatases, nucleotidases e
hidrolases celulares (Aduma et al, 1995; De Clercq, 1997). Acredita-se também que o
grupo fosfonado deve dificultar a excisdo do cidofovir (CDV) por enzimas envolvidas no
reparo do DNA (De Clercq, 2002). Outra caracteristica importante dos ANPs ¢ a alta
seletividade por possuirem maior afinidade pelas DNA polimerases virais do que pelas
celulares (Kramata ef al., 1996; Neyts et al., 1990).

Os andlogos de nucleosideos fosfonados aciclicos podem ser divididos em trés
classes:

e classe I: (S)-3-hidroxi-2-fosfonilmetoxipropil (HPMP) e 6-[3-hidroxi-2-
(fosfonilmetoxi)propoxil] (6-HPMPO);

e classe II: 2-fosfonilmetoxietil (PME) e 6-[2-(fosfonometoxi)etoxil] (6-
PMEO);

o classe III: (S)-9[3-fluoro-2-(fosfonometoxi)propil] (FPMP), (R)-9-

[(fosfonometoxi)propil] (PMP) e 6-[2-(fosfonometoxi)propoxil] (6-PMPO).
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2006. (B) dCMP. (C) CDV. B e C adaptados de Bray e Roy, 2004.

14



Essas classes possuem diferentes espectros de agdo (De Clercq, 1991; Balzarini et
al., 2002; De Clercq, 2005). A classe dos HPMP/HPMPO (classe 1) possui atividade contra
virus de genoma DNA, mas sdo pouco ativos contra virus de genoma RNA. A classe dos
PME/PMEO (classe II) possui atividade contra alguns virus de genoma DNA, como virus
herpes simplex tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) e virus da hepatite B (HBV), assim como
retrovirus. A terceira classe ndo possui atividade contra virus DNA, com exce¢ao do HBV,
mas sua atividade contra retrovirus ¢ altamente pronunciada (Balzarini et al., 2002).

O fato de existirem classes de ANPs com diferentes espectros de agdo, demonstra
que a estrutura desses compostos € importante para a sua atividade. Isso também fica
evidenciado pelo fato de que diversas modificagcdes na cadeia lateral desses andlogos
provocam perda da atividade antiviral (Holy et al., 1990).

Os analogos de nucleosideos fosfonados sdo atualmente os antivirais mais
promissores para o tratamento de diversos tipos de infecc¢des virais (De Clercq, 2007). Trés
ANPs ja foram licenciados para uso clinico: cidofovir (classe I; HPMPC ou CDV), para o
tratamento de retinite causada por citomegalovirus (CMV) em pacientes HIV-positivos;
adefovir (classe II; PMEA), para tratamento de infec¢des causadas pelo virus da hepatite B
(HBV); e tenofovir (classe III; PMPA), para tratamento de infec¢des causadas por HIV (De

Clercq, 2005).

. Cidofovir

O cidofovir (CDV) ¢ um anélogo de citosina e, dentre os ANPs, ¢ o mais promissor
para o tratamento de infecgdes causadas por virus de genoma DNA (Figuras 3B e 3C). Ja
foi demonstrada sua atividade contra adenovirus, poliomavirus, papilomavirus,

herpesvirus, bem como poxvirus (De Clercq, 2003).
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Dentro da familia Poxviridae, estudos mostraram sua atividade contra os virus
VACV, cowpox, monkeypox, camelpox, variola, orf, e molluscum contagiosum (De
Clercq, 2006; Nettleton et al., 2000; Baker et al., 2003; Bray e Roy, 2004; Scagliarini et
al., 2007). A eficaicia do CDV foi demonstrada em diversos modelos animais
(imunocomprometidos ou imunocompetentes), utilizando rotas de infec¢do (intravenoso,
intranasal ou aerossol) e de administracdo da droga distintas (subcutaneo, intraperitoneal,
aerossol), além de infecgdes letais e ndo-letais (Neyts e De Clercq, 2003; Neyts e De
Clercq, 1993; Bray et al., 2000; Smee et al., 2001a; Smee et al., 2001b; Bray et al., 2002;
Smee e Sidwell, 2003; Roy et al., 2003; Bray e Roy, 2004; Quenelle et al., 2004). Além
disso, a droga também provou sua eficicia mesmo quando administrada dias antes ou
depois da infeccdo (Neyts e De Clercq, 2003; Bray e Roy, 2004).

O CDV possui potencial terapéutico, seja na forma topica ou sistémica (Sirianni et
al., 2005; Johnson e Gangemi, 1999; Murono et al., 2001; Naesens et al., 2005). Na
clinica, sua atividade anti-poxvirus foi demonstrada no tratamento topico de infecgdes por
molluscum contagiosum e orf (Meadows et al., 1997; Davies et al., 1999; Zabawski e
Cockerell, 1999; Ibarra et al., 2000; Toro et al., 2000; Geerinck et al., 2001). Além disso, o
CDV se mostrou eficaz no tratamento de reacdes adversas decorrentes da vacinagdo com o
VACV (vaccinia disseminada), o que aumenta sua importdncia como antiviral contra
poxvirus, pois ¢ possivel suprimir os efeitos deletérios da vacinacdo em pacientes
imunocomprometidos que tenham sido inadvertidamente vacinados (De Clercq e Neyts,
2004; Neyts et al., 2004). Do mesmo modo, a administracio de CDV em macacos que
apresentavam infeccdo letal causada por monkeypox se mostrou mais eficiente que a
vacinagdo, quando ambos foram administrados apds a exposi¢ao ao virus (Stiteelaar ef al.,

2006).
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A forma ativa da droga ¢ o CDV difosfato (CDVpp). O CDV entra na célula,
provavelmente, por pinocitose e se acumula nos lisosssomas. Ao ser protonado, perde sua
carga negativa, o que promove sua difusdo pela membrana lisossomal para o citoplasma
(Connelly et al., 1993). No citoplasma, o CDV ¢ transformado em CDV monofosfato
(CDVp) pela enzima pirimidina nucleosideo monofosfato e, em seguida, transformado em
CDVpp pela enzima nucleosideo difosfato cinase, piruvato cinase ou creatina cinase. O
CDVpp pode servir como competidor ou substrato alternativo para a DNA polimerase (De
Clercq, 1997) (Figura 4).

O efeito antiviral prolongado do CDV ¢ o mais marcante dentre os ANPs e ¢ devido

a meia-vida longa dos seus metabolitos, principalmente o aduto de colina (CDV-colina),
cuja meia-vida ¢ de aproximadamente 87 horas. A formacdo deste aduto pode ser devido
ao fato de que o CDV provavelmente serve como substrato para a sintese de fosfolipideos
via fosfatidilcolina citidililtransferase, assim como ocorre com outros analogos de citosina,
como arabinosilcitosina e dideoxicitidina. Foi proposto que esse aduto de colina serviria
como um deposito de CDV na célula (Aduma et al., 1995).
Estudos de cinética enzimatica realizados com a DNA polimerase de CMV mostram que o
CDV ¢ incorporado em complementaridade com residuos de guanina apenas. Apesar
disso, o dCTP ¢ incorporado de forma mais eficiente pela DNA polimerase do que o CDV
(Xiong et al., 1996). Além disso, apds a incorpora¢do de uma molécula de CDV ou duas
moléculas separadas por um ou dois nucleotideos usuais ha parada ou redugdo dréstica da
sintese do DNA. J4 a entrada de duas moléculas consecutivas de CDV leva a parada na
replicagdo, provavelmente devido a alguma distor¢cdo estrutural. Esse estudo também
mostrou que o CDV ndo ¢ excisado pela atividade exonuclease 3’— 5° da DNA polimerase
viral (Xiong et al., 1997).

Mais recentemente, foram realizados estudos in vitro utilizando a DNA polimerase
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Figura 4: Incorporacao do CDV na cadeia crescente de DNA. Adaptado de De Clercq e

Holy, 2005.
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do VACV (Magee et al., 2005). Assim como ¢ observado com CMV, o dCTP ¢ um
substrato mais favorecido pela DNA polimerase que o CDV. Foi observado que a
incorpora¢ao de uma molécula de CDV leva a parada na sintese de DNA um nucleotideo
apos a molécula de CDV (CDV + 1). Assim, o CDV ndo age como um terminador de
cadeia, na medida em que, apos sua incorpora¢do, a DNA polimerase consegue incorporar
mais um nucleotideo. Apesar disso, ha uma diminui¢ao na taxa de polimeriza¢do. Quando
h4 incorporagdo de duas moléculas consecutivas de CDV no DNA, a taxa de sintese
diminui drasticamente, mas ndo hd parada na sintese, diferentemente do que ocorre com
CMV. E, além disso, o CDV pode ser excisado pela atividade exonuclease 3°— 5° da DNA
polimerase do VACV, mas apenas se ele for a ultima molécula incorporada. Ou seja, se
houver incorporagdo de mais um nucleotideo adjacente ao CDV (CDV + 1), este ndo ¢
excisado pela DNA polimerase viral. Esses efeitos podem estar relacionados a problemas
estruturais ocasionados pela entrada do CDV na cadeia de DNA (Magee et al., 2005).

Na clinica, ainda ndo foram observadas cepas virais de poxvirus resistentes ao
CDV. Contudo, mutantes resistentes ja foram isolados em culturas de células apos varias
passagens em presenga de concentragdes crescentes da droga, tanto para poxvirus quanto
para HSV e CMV (Smee et al., 2002; Smee et al., 2005; Andrei et al., 2006; Smee et al.,
1995).

Smee e colaboradores (2002) demonstraram que os virus cowpox, monkeypox e
camelpox resistentes ao CDV mostraram resisténcia cruzada ao HPMPA (anélogo de
adenina, contraparte do CDV). O mesmo foi verificado para VACV cepa WR (Smee et al.,
2005). Em rela¢do ao CDV ciclico, todos os virus apresentaram resisténcia cruzada. Outros
andlogos nao relacionados ao CDV ndo tiveram sua atividade alterada nos virus resistentes.

Experimentos in vivo sugerem que essas cepas resistentes possam ser menos virulentas,
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exceto para monkeypox, para o qual sdo necessarios mais estudos (Smee et al., 2002; Smee
et al., 2005).

Andrei e colaboradores (2006) demonstraram que a resisténcia do VACV-WR ao
CDV era devido a duas mutacdes pontuais na DNA polimerase viral, uma no dominio
catalitico e a outra no dominio da atividade exonuclease 3°— 5°. Neste estudo, assim como
nos anteriores, as cepas resistentes exibiram viruléncia reduzida in vivo. Outras mutagdes
no dominio exonuclease da DNA polimerase relacionadas a resisténcia ao CDV foram
encontradas por Kornbluth e colaboradores (2006). Esses virus resistentes também
demonstraram uma diminui¢do da viruléncia. Em todos os estudos foi possivel o
tratamento das cepas resistentes com CDV, apesar do uso de doses maiores, e também com
outros antivirais ndo relacionados ao CDV.

Estudos de Kinchington e colaboradores (2002) também relacionam a resisténcia de
adenovirus a mutacdes presentes na DNA polimerase viral, no dominio supostamente
importante para ligacdo dos nucleotideos. Mutagcdes na DNA polimerase de outros virus,
como CMV e HSV-1 também ja foram relacionadas a resisténcia ao CDV (Andrei et al.,
2000; Snoeck et al., 1996; Cihlar et al., 1998)

Diante dessas caracteristicas e por ser o composto com maior eficacia comprovada,
o CDV ¢ atualmente a unica droga de escolha para tratamento e profilaxia de curto prazo
das infecgdes causadas por poxvirus (De Clercq, 2002; Keith et al., 2003), recebendo forte
recomendacdo da OMS para o seu uso e continuidade dos estudos (WHO, 2006). Além
disso, a importancia desse antiviral pode ser evidenciada pelo aumento no numero de
publicacgdes cientificas sobre CDV e poxvirus nos ultimos 6 anos, as quais foram geradas
por um numero bastante restrito de grupos de pesquisa.

Como descrito anteriormente, o CDV ja ¢ licenciado para o tratamento de retinite

causada por CMV. O medicamento ¢ comercializado pela Gilead Sciences ¢ é administrado

20



na forma intravenosa (Gilead, 2007). Entretanto, a Chimerix Inc. vem também recebendo
grande aporte financeiro para o desenvolvimento da forma oral do CDV. Testes clinicos
com esta forma da droga ja estdo em fase I contra variola (Chimerix, 2007). Assim, as
doacdes de CDV para pesquisa foram suspensas pelas empresas que comercializam a
droga.

Mesmo com a restricdo das pesquisas sobre a atividade do CDV a apenas poucos
grupos, os estudos in vitro, acima descritos, geram um consenso geral de que o composto
atue como antiviral primariamente inibindo a replicacdo do DNA. Contudo, ndo ha relatos
de uma andlise detalhada do ciclo replicativo do VACV e das fases afetadas pelo CDV que
demonstrem claramente que a inibi¢do da replicagdo ocorre devido ao bloqueio direto da

sintese de DNA viral.
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OBJETIVOS

Como descrito na Introdugdo, o uso do CDV como um composto antiviral tem
apresentado relevancia consideravel para o tratamento de infeccdes causadas por poxvirus.
Os relatos de infecgdes pelo virus Cantagalo ou similares tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos e ndo ha tratamento disponivel. A sensibilidade do
CTGV a acao antiviral do CDV ¢ desconhecida, assim como o efeito desse composto sobre
as etapas do ciclo replicativo viral. Assim, o objetivo geral desse trabalho ¢ determinar a
atividade antiviral do CDV sobre a replicagdo dos virus CTGV e VACV-IOC, bem como
mapear as fases do ciclo replicativo afetadas pelo tratamento com o antiviral. Os objetivos
especificos sdo:

e Determinar as concentragdes inibitérias do CDV na formagdo de placas virais bem
como de particulas infecciosas;

e Avaliar a citotoxicidade do composto sobre as células BSC-40;

e Determinar o ICs para a formagao de particulas infecciosas para ambos os virus;

e Comparar a sensibilidade de outros ortopoxvirus ao CDV;

e Avaliar o efeito do CDV sobre a replicagdo do DNA viral.
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Material e Metodos




1. Células

Células BSC-40 (epitélio de rim de macaco verde africano), obtidas da cole¢ao do
Laboratério, eram utilizadas nos ensaios. As células eram cultivadas em placas para cultura
de tecido (60 mm de didmetro) e mantidas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO,, em meio
de cultura DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen) suplementado com
5% de soro fetal bovino inativado por calor, sulfato de gentamicina 50 pg/mL,
estreptomicina 0,01%, 5000 unidades de penicilina, NaHCO; 0,225%, fungizona 0,25%,
piruvato de sodio 0,01%, e aminoacidos ndo-essenciais 1%.

O repique da monocamada confluente era feito a cada trés ou quatro dias da
seguinte maneira: o meio de cultura das células era descartado e a monocamada era lavada
duas vezes com PBS 1X (NaCl 0,8%, KCl 0,02%, Na,PO4 0,15%, KH,PO4 0,02%, pH 7,2
- 7,3). Era adicionada tripsina 0,25%; EDTA 1 mM em PBS 1X e apdés 1 minuto de
incubagdo a 37 °C, as células eram levemente agitadas para que a monocamada se soltasse
da placa de cultura. As células eram, entdo, ressuspensas em meio de cultura para uma

proporgao de 1:9 e distribuidas para novas placas de cultura de tecidos.

2. Virus

Neste trabalho, eram utilizados os virus Cantagalo (CTGV) e vaccinia-IOC
(VACV-IOC) (Damaso et al., 2000). O CTGV foi isolado de pustulas de gado bovino a
partir de um surto ocorrido em fazendas do noroeste do estado do Rio de Janeiro. O
VACV-IOC foi gentilmente cedido ao Laboratério em ampolas liofilizadas de vacina
antivariolica pelo Dr. Herman Schatzmayr (Instituto Oswaldo Cruz, RJ) em 1981. Ambos

os virus foram submetidos previamente a trés ciclos consecutivos de isolamento de placa
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viral (clonagem por plaqueamento) (Damaso et al., 2000). Em alguns ensaios, utilizamos
os virus vaccinia cepas WR (VACV-WR) e Wyeth (VACV-Wyeth), da colegdo do
Laboratério, e o virus cowpox cepa Brighton Red, gentilmente cedido pelo Dr. Richard

Moyer da University of Florida, USA.

3. Cidofovir

O composto cidofovir (CDV) foi gentilmente cedido ao Laboratorio pela Gilead

Sciences, Inc., California, EUA. Solugdes estoque de 5 mg/mL eram preparadas em PBS

1X e mantidas a -20 °C.

4. Propagacao de estoque viral

Para preparacao de estoques, CTGV e VACV-IOC eram propagados em placas para
cultura de tecido de 100 mm de diametro. Monocamadas confluentes eram infectadas com
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,1 para CTGV e 0,01 para VACV-IOC em 1 mL de
solucdo salina de Puck (vermelho de fenol 0,02%, NaCl 8%, KCl 0,4%, Glicose 1%,
NaHCOj; 0,35%, MgCl.6H,0 4%). Ap6s 1 hora e 30 minutos de adsor¢do a 37 °C, com
agitacdo a cada 15 minutos, era adicionado meio de cultura completo. A monocamada e o
meio de cultura eram recolhidos ap6s 48 horas de infec¢do e centrifugados a 900 rpm (Spin
VI, Incibras) durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante era descartado e o precipitado
ressuspenso em PBS 1X. Os estoques virais eram mantidos a -70 °C até posterior titulagdo

(Damaso e Moussatché, 1992, modificado por Jesus, 2005).
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5. Titulacao das amostras virais por ensaio de placa

Primeiramente, eram realizados trés ciclos de congelamento a -70 °C e
descongelamento dos estoques virais. A seguir eram feitas dilui¢des seriadas de 10 vezes
em solucdo salina de Puck a partir do estoque viral. As trés ultimas dilui¢des eram
utilizadas para infectar, em duplicata, monocamadas cultivadas em placas para cultura de
tecido de 6 pocos com um volume de adsor¢ao de 200 puL. Apds 1 hora e 30 minutos de
adsor¢ao a 37 °C, sob agita¢do a cada 15 minutos, o inoculo era retirado e adicionava-se
meio de cultura completo. As células eram incubadas a 37 °C por 48 horas. Apds esse
periodo, o meio de cultura era descartado, as células eram coradas com solugdo de cristal
violeta 0,1% em formaldeido 10% e as placas virais eram contadas (Damaso e Moussatché,
1992). O calculo do titulo era feito da seguinte maneira: média do numero de placas virais

obtidas nas dilui¢des x diluicdo x 5. O resultado era expresso como PFU/mL.

6. Infeccio de células para os ensaios experimentais

Células eram cultivadas em placas de cultura até¢ atingirem confluéncia, como
descrito no item 1. O meio de cultura era removido e acrescentado solugdo salina de Puck
contendo virus (etapa de adsor¢do). Para infeccdes com MOI de 4 x 107, 2 x 10* ou 1 x
107 (100 PFU em 2,5 x 10° células ou 200 ou 1000 PFU em 1 x 10° células), o inéculo
permanecia por 1 hora e 30 minutos a 37 °C, sob agitagdo a cada 15 minutos. Para
infecgdes com MOI de 1 ou 5 (1 ou 5 PFU/célula), o periodo de adsor¢dao era de 30
minutos a 37 °C, sob agita¢ao a cada 10 minutos.

Apbs a adsorgdo, o indculo era retirado e adicionava-se meio de cultura completo

em auséncia ou presenca de CDV em concentragdes variaveis, de acordo com o
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experimento. Este era considerado o tempo zero de infeccdo. Em alguns ensaios, as
monocamadas eram pré-tratadas com CDV 10 ou 15 pg/mL durante diversas horas antes
da infecc¢ao, como indicado em Resultados.

O tempo de infeccao e o processamento das monocamadas variavam conforme o
experimento. Para determinagdo da produgado de particulas infecciosas, as células recebiam
500 uL de 4agua deionizada estéril e eram mantidas a -70 °C até posterior titulagido dos

virus por ensaio de placas como descrito no item 5.

7. Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade era testada através do método de captacao do vermelho neutro
(Thompson, 1998). Células cultivadas até confluéncia em placas de cultura de tecidos de
96 pocos eram incubadas com diversas concentragdes de CDV em 8 replicatas durante 24
horas a 37 °C. Em seguida, era adicionada a solu¢do do corante vital vermelho neutro para
concentragdo final de 50 pg/mL. Apos 3 horas de incubagdo a 37 °C, no escuro, o meio
de cultura contendo vermelho neutro era descartado e adicionavam-se 100 pL de
formaldeido 4% a temperatura ambiente. O formaldeido era descartado apds 1 minuto de
incubagdo e adicionavam-se 100 uL de metanol 50%. Apo6s 20 minutos de incubagdo a

temperatura ambiente, no escuro, a absorbancia era determinada em espectrofotdometro a

495 nm.
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8. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

O gel de poliacrilamida de separag@o era constituido por Tris-HCI 1,5 M pH 8,8,
acrilamida 10% e bisacrilamida 0,26%, SDS 1%, persulfato de aménio 1% e TEMED
0,03%. O gel de concentracdao era composto de Tris-HCI 1 M pH 6,8, acrilamida 4,5%,
bisacrilamida 0,15%, SDS 1%, persulfato de amoénio 1% e¢ TEMED 0,08% (Laemmli,
1970; Damaso ¢ Moussatché, 1992).

As amostras de células infectadas eram preparadas em tampao de amostra. Eram
aplicados 20 uL de amostra em cada pogo do gel. Todas as amostras eram aquecidas a 100
°C durante 15 minutos e, em seguida, agitadas vigorosamente.

A corrida era feita a voltagem constante (100 V) em tampao de corrida 1X (glicina
192 mM; Tris 25 mM; SDS 0,1%). Apos 2 horas de corrida, o gel era incubado sob
agitacdo constante em solugdo corante de azul de coomassie (azul de Coomassie R250
0,1%; acido acético 10%; metanol 45%) por 18 horas a temperatura ambiente. Em seguida,
o gel era incubado a temperatura ambiente em solu¢do descorante (metanol 35%; acido
acético 10%) sob agitacdo constante até que a visualizacdo das bandas fosse possivel.
Incubava-se o gel, entdo, em solucdo de secagem (glicerol 1%; etanol 40%) a temperatura
ambiente, sob agitagdo constante, durante trés horas. Para a secagem do gel, o mesmo era
colocado entre duas folhas de papel celofane para posterior exposi¢do a filme de raios-X

(T-MAT G/RA, Kodak).

9. Imunodeteccao de proteinas através de Western blot

Para os ensaios de Western blot, em seguida a corrida eletroforética em SDS-

PAGE, como descrito no item anterior, o gel era incubado, sob agitacdo constante, em
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tampao de transferéncia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; metanol 20%) a temperatura
ambiente por 15 minutos, concomitantemente com a membrana de nitrocelulose (Hybond-
C; Amersham/Pharmacia). A transferéncia das proteinas do gel para a membrana era
realizada utilizando-se o aparelho Semiphor Semi-Dry Transfer Unit (Hoefer Scientific) a
temperatura ambiente com 1,2 mA/cm® na primeira hora e 1 mA/cm® na segunda hora. A
membrana era, entdo, guardada a -20 °C até sua utilizag¢do para o ensaio de imunodetecc¢ao
(adaptado de Damaso e Moussatché, 1998). O gel era corado com descrito no item 9.

O ensaio de Western blot era baseado em procedimento adaptado de Damaso et al.
(2000). Todas as incubagdes eram feitas a temperatura ambiente sob agitacdo constante.
Primeiramente, a membrana era incubada por 1 hora em solu¢do de bloqueio [leite
desnatado 5% em PBS-blot 1X (NaCl 1%; KC1 0,025%; NaHPO4.7H,0 0,0271%; KH,PO4
0,025%)]. Em seguida, eram realizadas trés lavagens de 5 minutos em PBS-blot 1X
contendo Nonidet P-40 (NP-40) 0,05%. A membrana era, entdo, incubada com o anticorpo
primario (Quadro 1) diluido em solucdo de bloqueio. Seguiam-se trés lavagens de 5
minutos com PBS-blot 1X contendo NP-40 0,05% e a incubagdo por 1 hora com o
anticorpo secundario apropriado (anti-IgG de coelho na dilui¢do 1:4000 acoplado a enzima
peroxidase [Santa Cruz Biotechnology]) diluido em leite desnatado 5%; PBS-blot 1X
contendo NP-40 0,05%. Apos duas lavagens de 7 minutos com PBS-blot contendo NP-40
0,05% e uma lavagem com PBS-blot 1X por 2 minutos, seguia-se a deteccao das proteinas
utilizando-se o kit luminol (Santa Cruz Biotechnology), segundo instru¢des do fabricante.

A membrana era entdo exposta a filme de raios-X (T-MAT G/RA, Kodak).
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Quadro 1: listagem dos anticorpos utilizados.

Policlonal/ Tempo de
Anticorpo Funcio da proteina Diluigao
monoclonal incubacio
Anti- Proteinas estruturais do ;
policlonal 1:3000 1 hora
VACV VACV-WR

Os anticorpos anti-F11 e anti-VACYV pertencem a cole¢do do laboratério (Damaso e

Moussatché, 1998; Kato et al., 2004).

11. Analise do aciumulo de DNA viral

Para analise do acimulo de DNA viral durante a infec¢do, as monocamadas eram
infectadas com CTGV ou VACV-IOC com MOI de 1, como descrito anteriormente. Apos
o periodo de adsorcao, era adicionado meio de cultura contendo ou nao 20 pg/mL de CDV.
O procedimento seguia o protocolo descrito por Rempel ef al. (1990) e modificado por
Damaso e Keller (1994). Em determinados tempos pos-infecc¢ao, as células eram recolhidas
em 300 pL de solu¢do de TLD (SSC 10X [NaCl 1,5 M; citrato de sédio 150 mM [pH 7,0];
acetato de amodnia 1 M]) e armazenadas a -20 °C. As amostras eram congeladas a -70 °C e
descongeladas trés vezes. Adicionavam-se 500 uL. de TLD a cada amostra e, em seguida,
aquecia-as a 100 °C por 10 minutos.

A membrana de nylon (Hybond N+, Amersham) era previamente incubada por 10
minutos em SSC 10X. Eram aplicados de 50 a 70 uL dos extratos em triplicata na
membrana, a vacuo, utilizando-se o sistema para slot-blot Minifold II (Schleicher &
Schuell), segundo instru¢des do fabricante. Os pocos eram lavados com 100 pL. de TLD. A
membrana era, entdo, incubada, a temperatura ambiente, por 10 minutos em solugdo

desnaturante (NaOH 0,5 N; NaCl 1,5 M) e, posteriormente, lavadas por duas vezes de 10
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minutos em SSC 10X. Apos duas lavagens de 10 minutos com SSC 2X, o DNA era
covalentemente ligado a membrana através de cross-linking (UVC-515 Ultraviolet
Multilinker). As membranas eram armazenadas a -20 °C até posterior hibridizacdo com

sonda marcada radioisotopicamente.

12. Preparacéio da sonda radioisotopicamente marcada através de nick-translation

O fragmento Hind III D (16,1 kpb) do genoma do VACV cepa WR era utilizado
como sonda. A reacdo de nick-translation era realizada de acordo com procedimento
descrito por Rigby et al. (1977), com algumas modificagdes. A reagcdo continha DNA (0,1-
0,3 pg), tampao NTB 1X (Tris-HCl 50 mM, MgSO4 10 mM, DTT 0,1 mM, BSA 100
ug/ml [pH 7,5]), dNTPs 1mM (dATP, dGTP e dTTP), a’*P-dCTP (50 puCi), 20 pg de
DNase I e 1 U de DNA polimerase I em volume final de 20 pL. A mistura era incubada a

15-16 °C por 1 hora. Apos esse periodo era adicionado 180 pL. de TE para interromper a
reacao.

A sonda era passada por uma coluna de exclusdo (Sephadex G-50 em TE) para
retirada dos nucleotideos livres. A coluna, juntamente com a sonda, era centrifugada a
1000 rpm (Spin VI, Incibras) por 1 minuto a temperatura ambiente. A fragdo eluida,
correspondendo a sonda, era, entdo, recolhida como descrito por Sambrook ez al. (1989). A
radioatividade era determinada através de contador de cintilagdo liquida. A sonda era

armazenada a -20 °C até posterior utilizagao.
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13. Hibridizacao do DNA a sonda radioativa

Primeiramente, as membranas de nylon eram incubadas por duas horas a 42-43 °C
em solugcdo de pré-hibridizacdo (formamida 50%, SSC 5X, solu¢do de Denhardt’s 1X
[BSA 0,1%, ficol 0,1%, polivinilpirrolidona 0,1%], tampao fosfato de s6dio 50 mM [pH
7,0], DNA de esperma de salmdo sonicado 100 pg/mL e SDS 0,1%). Apds esse periodo,
eram adicionadas 2,5 x 10° — 5 x 10° CPM/mL da sonda, previamente incubada a 100 °C
por 10 minutos. A hibridizagdo era realizada a 42-43 °C por 16-20 horas (Damaso e
Moussatché, 1992).

Posteriormente, as membranas eram lavadas trés vezes durante 20 minutos a 55 °C
em solucao contendo SSC 0,1X e SDS 1% sob agitagdo constante. As membranas eram,
entdo, expostas a filme de raios-X (T-MAT G/RA, Kodak) em presenca de tela

intensificadora a -70 °C.

14. Analise densitométrica

A andlise densitométrica dos autorradiogramas era realizada apos captura das
imagens em formato TIFF através da digitalizagdo dos filmes de raios-X. Os tracados
densitométricos eram obtidos através do programa de andlise e processamento de imagens
Scion Image (Beta Release 4; Scion Corporation). Os valores eram obtidos como unidades

arbitrarias.
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Resultados




1. Avaliacao da replicacao viral em presenca do CDV

Primeiramente, foi realizado um rastreamento das concentragdes de CDV capazes
de inibir a replicagdo de CTGV e VACV-IOC. Para isso, monocamadas de células BSC-40
foram infectadas com 100 PFU (MOI =4 x 10'4), em presenc¢a de concentragdes crescentes
de CDV, como descrito em Material e Métodos. Apos 48 horas de infeccdo, as células
foram coradas com solug¢do de cristal violeta 0,1% e as placas virais foram contadas.

Podemos observar na Figura 5SA um experimento representativo, no qual a droga
inibiu a replicacdo de ambos os virus de maneira dose-dependente, tanto em relagdo ao
numero de placas virais formadas quanto ao tamanho das mesmas. O grafico da Figura 5B
foi construido a partir de quatro experimentos independentes realizados em duplicata. O
CTGV se mostrou mais sensivel a acao antiviral do CDV em todas as concentragdes
testadas, apresentando aproximadamente 100% de inibicdo a partir de 8,5 pg/mL para
CTGV. Entretanto, na concentragdo de 15 ug/mL, ainda ¢é possivel observar placas virais
para 0 VACV-IOC (Figura 5A), apesar da inibicdo ja estar bem pronunciada, cerca de 93%
(Figura 5B).

Para analisarmos o efeito do CDV na formagdo de particulas infecciosas
intracelulares, as células foram infectadas com 1000 PFU (MOI = 1 x 107) e incubadas
com varias concentragdes de CDV por 24 horas, quando, entdo, foram recolhidas para
titulagdo por ensaio de placas, como descrito em Material e Métodos. Os resultados
mostrados na Figura 5C revelam que o CDV foi capaz de inibir progressivamente a
formagdo de progénie do CTGV e VACV-IOC, alcangando mais de 90% de inibi¢do com
10 pg/mL de CDV.

O ICsp ¢ uma varidvel muito utilizada para medir a sensibilidade dos

microorganismos a a¢ao das drogas. Com base nas curvas apresentadas na Figura 5C,
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Formagao de placas virais Producéao de particulas infecciosas
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Figura 5: Avaliacio da replicagdo viral em presenca do CDV. A e B: Células BSC-40
foram infectadas com 100 PFU/poco (MOI =4 x 10*) de CTGV ou VACV-IOC e tratadas
com as concentracdes de CDV indicadas. Apds 48 horas de infecgdo, as células foram
coradas com solugdo de cristal violeta 0,1% e as placas virais foram contadas. (A) placas
de culturas mostrando um experimento representativo; (B) grafico construido a partir da
média de 4 experimentos independentes realizados em duplicata. (C) Monocamadas de
BSC-40 foram infectadas com 1000 PFU/poco (MOI = 1 x 107) e tratadas com as
concentragdes de CDV indicadas. As células foram recolhidas ap6s 24 horas de infec¢do e
o titulo viral determinado através de ensaio de placa, como descrito em Material e

Meétodos. O gréafico foi construido a partir da média de 2 experimentos independentes,

titulados em duplicata.
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calculamos o ICsppara o CTGV em 1,2 pg/mL e 3,1 pg/mL para VACV-IOC. Assim como
para a formagdo de placas virais, a producdo de particulas infecciosas intracelulares do

CTGV se mostrou mais sensivel ao CDV do que o VACV-IOC.

2. Avaliacio da citotoxicidade do CDV sobre as células BSC-40

O efeito observado sobre a replicagdo viral poderia ser um efeito direto, ou seja, a
droga estaria agindo sobre os virus, ou indireto, devido a agdo toxica da droga, o que
acarretaria em uma replicacdo viral deficiente. Para descartar esta ultima hipdtese, a
citotoxicidade do composto foi analisada. Para isso, foi utilizado o método de captacao do
corante vital vermelho neutro, como descrito em Material e Métodos. As monocamadas de
célula BSC-40 foram tratadas com diversas concentracdes de CDV (até 200 pug/mL) e
incubadas durante 24 ou 48 horas. Em seguida, foi adicionado o corante e, apds os
procedimentos descritos em Material e Métodos, a absorbancia foi lida a 490 nm. Os
resultados foram expressos como porcentagem do controle (Figura 6).

Observamos que o CDV ndo se mostrou toxico as células BSC-40 até a
concentragdo de 200 pg/mL ap6s 24 ou mesmo 48 horas de incubagdo com a droga. Assim,
a inibi¢do observada na formacdo de placas virais ndo estd relacionada a perda de

viabilidade celular, mas sim a um bloqueio em alguma fase do ciclo replicativo viral.

3. Efeito do CDV sobre a replicacao de outros Orthopoxvirus

Devido ao fato do CTGV ser uma cepa de VACV encontrada na natureza, era
interessante comparar sua sensibilidade com outras cepas de VACV e com outros

Orthopoxvirus. Para isso, foram utilizadas duas cepas de VACV, WR e Wyeth, ¢ o virus
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Figura 6: Determinacio da citotoxicidade do CDV sobre as células BSC-40. As células
foram incubadas a 37 °C por 24 ou 48 horas com as concentragdes de CDV indicadas nos
graficos. A citotoxicidade foi analisada pelo método de captacao do vermelho neutro e a
absorbancia foi lida a 490 nm, com descrito em Material e Métodos. Os resultados foram
expressos como porcentagem do controle. Os graficos foram construidos a partir de 2

experimentos distintos realizados em replicatas de 8.
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cowpox. As monocamadas de células BSC-40 foram infectadas 1000 PFU (MOI =1 x
10”) em meio contendo ou ndo 1,2 pg/mL de CDV (ICsy do CTGV). As células foram
recolhidas apds 24 horas de infeccdao e as amostras utilizadas para determinacao do titulo
viral por ensaio de placa.

Podemos observar na Figura 7 que a replicacdo do VACV-Wyeth e VACV-WR se
apresentou tdo sensivel ao CDV quanto o CTGV, alcancando uma inibicdo de
aproximadamente 50%. Ja o virus cowpox se mostrou bem mais resistente que o CTGV, na
medida em que a produgdo de particulas infecciosas foi inibida em aproximadamente 20%

em comparagdo a 50% de inibi¢do demonstrada para o CTGV.

4. Analise do efeito do pré-tratamento das células com CDV sobre a formacao das

placas virais

Ja foi descrito na literatura que o CDV ¢ capaz de promover o estabelecimento de
um estado antiviral, devido a meia-vida longa de seus metabdlitos (CDVp, CDVpp e CDV-
colina) (Aduma et al., 1995). Para observar a possivel ocorréncia desse efeito durante a
replicagdo do CTGV e VACV-IOC, células BSC-40 foram pré-tratadas durante 1, 3, 5, 14,
17, 20 e 24 horas com 10 pg/mL de CDV. As monocamadas foram entdo infectadas com
MOI =2 x 10™ e, apés o periodo de adsorgio, foi adicionado meio de cultura sem droga.
Como controle positivo da agdo antiviral do CDV, células ndo pré-tratadas foram
infectadas com ambos os virus e receberam meio contendo CDV 10 pg/mL no tempo zero
de infecgdo. As placas virais foram visualizadas e contadas ap6s 48 horas de infeccio.

Observando a Figura 8, concluimos que o niumero das placas virais formadas para
CTGV e VACV-IOC foi dependente do tempo de pré-tratamento. Assim, sem pos-

tratamento e com apenas | hora de pré-tratamento, o CDV 10 pg/mL foi capaz de
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Figura 7: Efeito do CDV sobre a replicacdo de outros Orthopoxvirus. Monocamadas de
BSC-40 foram infectadas com 1000 PFU/poco (MOI =1 x 10) dos virus cowpox, VACV
cepa WR e VACV cepa Wyeth e tratadas com 1,2 pg/mL de CDV. Apds 24 horas, as
células foram recolhidas e as amostras tituladas por ensaio de placa. Os resultados foram
expressos como porcentagem de inibigdo. O grafico foi construido a partir de 2 a 5

experimentos independentes, titulados em duplicata.
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Figura 8: Analise do efeito do pré-tratamento das células com CDYV sobre a formacio
das placas virais. Células BSC-40 foram pré-tratadas com 10 pg/mL durante os tempos
indicados no grafico e infectadas com 200 PFU/pogco (MOI = 2 x 10% de CTGV ou
VACV-IOC. No tempo zero, as monocamadas receberam meio sem CDV. Apos 48 horas
de infec¢do, as células foram coradas com solucdo de cristal violeta 0,1 % e as placas virais
foram contadas. Para o controle positivo, as monocamadas ndo foram pré-tratadas e, no
tempo zero de infec¢do, receberam meio contendo CDV 10 pg/mL por 48 horas, quando
entdo as placas foram contadas. O grafico foi construido a partir de 3 experimentos

independentes realizados em duplicata.
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estabelecer um estado antiviral, na medida em que observamos inibi¢do de 20% e 40% na
formagdo de placas do CTGV e VACV-IOC, respectivamente. J4 com 24 horas de pré-
tratamento, houve inibi¢do de aproximadamente 80% e 70% para CTGV e VACV-10C,
respectivamente. No controle positivo, verificamos o padrdo de inibicdo observado nos
experimentos anteriores, exceto para VACV-IOC, que apresentou um nivel de inibicdo um

pouco mais baixo do que o observado na Figura 5B.

5. Avaliacao do efeito inibitorio do CDV em condicées de MOI mais alta

Para iniciarmos o mapeamento das etapas afetadas em um tUnico ciclo de infec¢do
viral, era necessario elevar a MOI utilizada nos ensaios e diminuir o tempo de adsorcao, de
tal forma que obtivéssemos uma maior sincronizacdo da infeccdo. Dessa maneira, era
preciso redefinir, para estes novos parametros, a concentragdo de CDV capaz de inibir a
producdo de particulas infecciosas em 24 horas. Para isso, células BSC-40 foram infectadas
com CTGV e VACV-IOC, utilizando MOI de 1 (1 PFU/célula). Apds 30 minutos de
adsorcdo (tempo zero), as monocamadas receberam meio contendo 10, 15 ou 20 pg/mL de
CDV. A produgao de progénie viral intracelular foi determinada apo6s 24 horas de infec¢ao
e estd apresentada na Tabela 1.

Verificamos uma crescente inibi¢ao do titulo viral com o aumento da concentragao
de CDV. Observamos que com 20 pg/mL houve inibi¢ao de 89,6 ¢ 90,6% na formacao de
particulas infecciosas de CTGV e VACV-IOC, respectivamente. Assim, escolhemos a
concentragdo de 20 pg/mL para todos os experimentos descritos a seguir, uma vez que
obtivemos uma inibi¢do do titulo viral de aproximadamente 90%, o que nos permite uma

avaliacdo mais clara do efeito inibitorio do CDV sobre as fases de expressdo génica viral.
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Tabela 1: Avaliacao do efeito inibitorio do CDV em condi¢oes de MOI mais alta.

CTGV VACV-1I0C
[1) 0
Concentragdes (ug/mL) PFU/mL ini/]")i‘;go PFU/mL ini/;’)i‘;go
0 (controle) 1,24 x 10 - 8,68 x 10’ -
10 3,80x 107 69,3 +7.4 3,06 x 107 64,2 +72
15 1,67x 10"  88,9+6,8 2,08 x 107 75,5+5.9
20 1,32x107 89,6+3,7 0,85 x 107 90,6 + 9,1

Células BSC-40 foram infectadas com CTGV ou VACV-IOC (MOI de 1) e tratadas com as

concentragoes indicadas de CDV. Apos 24 horas, as células foram recolhidas e as amostras

tituladas através de ensaio de placa. Os dados sdo referentes a média de 3 a 5 experimentos

independentes titulados em duplicata.
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6. Analise da sintese de proteinas celulares em presenca do CDV

Apds termos escolhido a concentragdo adequada de CDV para inibir a replicagdo
viral nas novas condig¢des experimentais utilizadas, fomos observar se as monocamadas

permaneciam metabolicamente ativas em presenca desta concentragdo de CDV.

Para isso, tomamos como pardmetro de analise a sintese de proteinas celulares em
presenca da droga. Células BSC-40 ndo infectadas foram tratadas com CDV 20 pg/mL e,
nos tempos indicados na Figura 9, foram processadas para a marcacdo metabolica das
proteinas com *°S-metionina, como descrito em Material ¢ Métodos. As amostras foram

analisadas em gel de poliacrilamida-SDS 11,5%, seguido de exposicdo a filme de raios-X.

Como pode ser visto na Figura 9, a sintese de proteinas celulares ndo foi afetada
pelo tratamento com CDV 20 pg/mL até 24 horas de incubacdo, tempo maximo utilizado
em nossos experimentos que analisam um ciclo Unico de infec¢do. Estes dados confirmam

os resultados obtidos anteriormente nos ensaios de citotoxicidade mostrados na Figura 6.

7. Avaliacao do acimulo de DNA viral em presenca do CDV

Devido ao fato do CDV ser um anélogo de nucleotideo e de varios estudos terem
demonstrado sua ac¢do inibitdria sobre a polimerizacao de nucleotideos in vitro, utilizando
DNA polimerase viral purificada (Xiong et al., 1996; Xiong et al., 1997; Magee et al.,
2005), a primeira etapa do ciclo analisada foi a replicagdo do DNA viral. As células foram
infectadas com CTGV e VACV-IOC (MOI de 1), como ja descrito, e tratadas com 20
pg/mL de CDV. Extratos celulares foram preparados em varios tempos pds-infeccdo,

processados como descrito em Material e Métodos e amostras foram aplicadas, em
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Figura 9: Analise da sintese de proteinas celulares em presenca do CDV. Monocamadas
de BSC-40 foram incubadas ou ndo com 20 pg/mL de CDV. Nos tempos indicados no topo
das raias, as células foram incubadas por 30 minutos em meio contendo *>S-metionina, na
presenga ou auséncia de CDV. As células foram, entdo, recolhidas e as amostras analisadas
através de SDS-PAGE 11,5% seguido de autorradiografia. O padrao de peso molecular em

kDa esta indicado a direita da Figura.
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triplicata, sobre membrana de nylon, a qual foi, em seguida, hibridizada com sonda
especifica marcada radioisotopicamente.

Podemos observar nas Figuras 10A e 10B, em um experimento representativo, que,
em células controle, houve o acimulo progressivo do DNA de CTGV e VACV-IOC ao
longo das 24 horas de infec¢do, respectivamente. Em células tratadas com CDV, também
verificamos o acumulo de DNA de ambos os virus com o progresso do ciclo, apesar de
claramente observarmos uma inibi¢ao na replicacdo do DNA em todos os tempos a partir
de 6 horas de infec¢do, em comparagdo as células controle.

Nas Figuras 10C e 10D mostramos a quantificacdo destes resultados obtida por
analises densitométricas dos autorradiogramas. As porcentagens de inibi¢do foram
calculadas a partir de trés experimentos independentes, todos com amostras aplicadas em
triplicata. Observamos que, na presen¢ca de CDV, hd uma redug¢do pouco acentuada no
acimulo de DNA de CTGV (Figura 10A) e VACV-IOC (Figura 10B) a partir de 6 horas de
infec¢do quando comparado a cinética de acimulo de células controle. O efeito inibitorio
se intensifica ao longo da infec¢do e, com 24 horas, a inibi¢ao alcancou em média (54,7 +

12,4)% para CTGV e (54,4 £ 7,9)% para VACV-10OC.
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Figura 10: Avaliacdo do acimulo de DNA viral em presenca do CDV. Células foram
infectadas com CTGV e VACV-IOC (MOI de 1) e tratadas ou ndo com CDV 20 pg/mL.
Apds os tempos indicados, as células foram recolhidas e as amostras transferidas, em
triplicata e a vacuo, para membranas de nylon. As membranas foram utilizadas para
hibridizacdo com sonda marcada radioisotopicamente, correspondente ao fragmento D do
genoma do VACV-WR, como descrito em Material e Métodos. As membranas foram
posteriormente expostas a filme de raios-X. A e B: Ensaios representativos para CTGV e
VACV-IOC, respectivamente. Os graficos foram construidos apds analise dos tragados
densitométricos dos autorradiogramas de um experimento representativo para CTGV (C) e

VACV-IOC (D).
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8. Efeito do CDV sobre a replicacao viral sob condicoes mais severas de inibicao

Os resultados anteriores apontaram para uma agdo mais tardia do CDV no ciclo
replicativo de CTGV e VACV-IOC. Contudo, nos ensaios realizados, mantivemos uma
inibi¢do do titulo viral em aproximadamente 90%. Nosso proximo passo foi verificar se,
sob condi¢des mais severas de inibig¢ao, observariamos efeito semelhante.

Para acentuar o efeito inibitério do CDV sobre a produgdo de particulas infecciosas,
optamos por elevar a concentragdo intracelular de CDV, por meio do pré-tratamento das
células durante 24 horas com 15 pg/mL de CDV. Como dito anteriormente, o CDV ¢ capaz
de promover o estabelecimento de um estado antiviral, devido & meia-vida longa de seus
metabolitos (Aduma et al., 1995). Assim, as células foram pré-incubadas com CDV 15
pug/mL e, no tempo zero, infectadas com CTGV e VACV-IOC (MOI de 5). A infecgdo
transcorreu em auséncia de droga. Apods 24 horas de infec¢do, as células foram recolhidas
para determinac¢do do titulo viral através de ensaio de placas, como descrito em Material e
M¢étodos. Na Tabela 2, podemos observar que apds 24 horas de infeccdo, houve
aproximadamente 100% de inibi¢do na formacdo das particulas infecciosas produzidas em
células pré-tratadas com CDV e infectadas por CTGV e VACV-IOC.

Ap0s termos confirmado que o CDV ¢ capaz de estabelecer um estado antiviral,
inibindo a formacgdo de particulas infecciosas de forma severa, fomos observar o acimulo
do DNA viral nas condi¢des de pré-tratamento. Desse modo, as células foram pré-tratadas
durante 24 horas com CDV 15 pg/mL e infectadas com CTGV e VACV-I0C (MOI de 5),
com descrito. Apds a adsorcdo, foi adicionado meio sem droga e as amostras foram
processadas para andlise da replicagdo do DNA viral.

A Figura 13 mostra que, para CTGV e VACV-IOC, houve inibi¢do elevada do

acimulo do DNA viral nas células pré-tratadas em relacdo as células controle apds 24
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horas de infec¢do (Figuras 13A e 13B). A andlise densitométrica dos autorradiogramas
revelou que a inibi¢do nas células pré-tratadas e infectadas com CTGV foi de 84,5% e de
82,3% para VACV-IOC.

Com a inibi¢do significativa observada no acimulo de DNA viral devido ao pré-
tratamento, era interessante observar a expressdo proteinas virais tardias sob estas
condi¢des. Assim, as células foram pré-tratadas e infectadas como descrito para analise do
acimulo de DNA viral e as amostras recolhidas apos 24 horas de infec¢do e processadas
para SDS-PAGE 10%, seguido de western blot, utilizando anticorpo anti-proteinas

estruturais do VACV-WR, como descrito em Material e Métodos.
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Tabela 2: Efeito do pré-tratamento das células com CDV sobre a formaciao de

particulas virais infecciosas.

CTGV VACV-10C
PFU/mL % de inibi¢ao PFU/mL % de inibi¢ao
Controle 2x10° 0 8,92 x 10’ 0
24 h pré-tratamento 8,5x 10° 99.6 3x10° 96,7

Células BSC-40 foram pré-tratadas durante 24 horas com 15 pg/mL de CDV e
posteriormente infectadas com CTGV ou VACV-IOC (MOI de 5). No tempo zero, as
células receberam meio sem droga e, apds 24 horas, foram recolhidas para titulacdo das
amostras através de ensaio de placa. Controle: células nao foram pré-tratadas, porém

infectadas e receberam, posteriormente, meio sem droga.
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Figura 13: Efeito do pré-tratamento das células com CDV no acimulo do DNA viral.
As células BSC-40 foram pré-tratadas e infectadas como descrito na Figura anterior (MOI
de 5) e, no tempo zero, receberam meio sem droga. Apds 24 horas, as amostras foram
recolhidas, processadas, como descrito em Material e Métodos, e aplicadas em membrana
de nylon em triplicata, que foi utilizada para hibridizagdo com sonda marcada
radioisotopicamente, correspondente ao fragmento D do genoma do VACV-WR. Controle:
células nao foram pré-tratadas, porém infectadas e receberam, posteriormente, meio sem
droga. (A) e (B) autorradiogramas de experimento representativo de CTGV e VACV-I0C,

respectivamente. (C) quantificacdo dos autorradiogramas.
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Figura 14: Efeito do pré-tratamento das células com CDV no acumulo das proteinas
virais. As células BSC-40 foram pré-tratadas (15 pg/mL) e infectadas como descrito na
Figura anterior (MOI de 5) e, no tempo zero, receberam meio sem droga. Apo6s 24 horas,
as amostras foram recolhidas e analisadas através de SDS-PAGE 10%, seguido de western
blot utilizando anticorpo anti-proteinas estruturais do VACV-WR. M-: células nao-
infectadas e ndo pré-tratadas; M+: células ndo-infectadas e pré-tratadas com CDV; C:
controle - células ndo pré-tratadas e infectadas; pré: células pré-tratadas e infectadas; o

padrdo de peso molecular em kDa esta indicado a direita.
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Na Figura 14, observamos que, assim como detectado para o acimulo de DNA,
houve uma maior inibi¢do do actimulo de proteinas virais tardias nas células pré-tratadas e
infectadas com CTGV e VACV-IOC por 24 horas do que em células controle. A andlise
densitométrica revelou que a inibigdo em células pré-tratadas e infectadas com CTGV
alcangou 72,6%. Para 0 VACV-IOC, a inibicao foi de 70,9% nas células pré-tratadas. Estes
resultados sugerem que, sob estas condigdes de tratamento, a inibicao severa da replicagdo
do DNA viral e a conseqiiente redu¢do também acentuada da fase pos-replicativa do ciclo
foram provavelmente responsaveis pela inibicdo observada na produgdo de particulas

infecciosas do CTGV e VACV-IOC.
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Discussao
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O virus Cantagalo foi isolado em 1999 a partir de um surto que ocorreu em
fazendas do noroeste do estado do Rio de Janeiro. A doenga se manifestava com lesdes nas
maos e bragos dos retireiros e nas tetas e uberes do gado leiteiro. O CTGV foi
caracterizado como pertencente a familia Poxviridae, tendo como provavel origem o

VACV-IOC (Damaso et al., 2000).

E consenso na literatura que o virus vaccinia ndo possui hospedeiro natural. Dessa
maneira, os virus buffalopox e CTGV constituem duas exceg¢des. O buffalopox tem sido
isolado a partir de bufalos e humanos na India desde a década de 60 (Dumbell e
Richardson, 1993; Kolhapure et al., 1997; Singh et al., 2006). O CTGV, bem como os
virus filogeneticamente proximos, tem causado surtos em varias localidades do Brasil,
como Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Goids e Espirito Santo (Trindade et al.,
2003; Nagasse-Sugahara et al., 2004, Leite et al., 2005, Lobato et al., 2005; Damaso et al.,
2007). Nao ha terapia antiviral disponivel, assim como ndo h4 drogas licenciadas para o

tratamento de nenhuma infec¢do causada por poxvirus.

O VACV-IOC foi utilizado pelo Instituto Oswaldo Cruz para vacinagdo contra a
variola durante a campanha de erradica¢do da doenca promovida pela OMS. A doenca foi
considerada erradicada no final da década de 70, quando a vacinacdo foi, portanto,
suspensa. Acredita-se que o virus possa ter se estabelecido na natureza em alguma época
durante o periodo de vacinagdo e, ao longo desses anos, acumulou diversos polimorfismos,
emergindo como o CTGV (Damaso et al., 2000; Ramos, 2003). Devido ao fato do VACV-
IOC s6 ter sido propagado em laboratério e do CTGV ter se replicado durante, pelo menos,
30 anos na natureza, esses dois virus constituem um bom modelo de comparagdo, tnico

dentro da familia Poxviridae.
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Nao existe nenhum antiviral comercialmente disponivel para o tratamento das
infecgdes causadas por poxvirus. Entretanto, o CDV ¢ a droga de escolha da OMS para o
tratamento dessas infeccdes devido ao fato de ser o antiviral mais promissor atualmente

(Keith et al., 2003; WHO, 2006).

O cidofovir ¢ um anélogo de nucleosideo fosfonado que tem demonstrado atividade
contra virus de genoma DNA, tais como papilomavirus, poliomavirus, adenovirus,
herpesvirus e poxvirus (De Clercq, 2003). Sua acdo antiviral tem sido demonstrada em
varios modelos animais bem como na clinica (Meadows, 1997; Davies, 1999; Zabawski e
Cockerell, 1999; Ibarra, 2000; Toro et al., 2000; Geerinck, 2001; Neyts e De Clercq,
2003).

Estudos com CDV mostram sua interagdo com a DNA polimerase do VACV. Além
disso, mutantes resistentes ao CDV, isolados a partir de cultura de células, at¢ o momento,
sempre possuem mutagdes nesta enzima. Esses dados sugerem, portanto, que a fase de
replicacdo do DNA seria o alvo do composto antiviral. Contudo, ainda ndo foi realizado
um estudo detalhado para andlise das fases do ciclo replicativo em presenca da droga
(Smee et al., 2002; Magee ef al., 2005).

Ao longo dos anos, muitas drogas auxiliaram no estudo e compreensdo do ciclo
replicativo do VACV, tais como o antibidtico rifampicina, os imunossupressores
ciclosporina A e FK506, os analogos de nucleotideo citosina arabinosideo (Ara-C),
novobiocina, € Nj-isonicotinoil-Nj- 3 - metil - 4 — clorobenzoilhidrazina (IMCBH), além
do nucleosideo adenosina e do analogo de purina azatioprina (Heller et al., 1969; Babiuk et
al., 1975; Payne e Kristenson, 1979; Hiller et al., 1981; Damaso e Keller, 1994; Sekiguchi
¢ Shuman, 1997; Damaso e Moussatché, 1998; Damaso et al., 2002; Ledo-Ferreira et al.,
2002; Castro et al., 2003; Reis et al., 2006). Isso demonstra a importancia de se estudar

como certas substincias interferem no ciclo replicativo dos poxvirus. Este trabalho,
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portanto, tem como objetivo avaliar o efeito antiviral do CDV sobre a replicagdo dos virus
CTGV e VACV-IOC e mapear as fases do ciclo replicativo afetadas, realizando uma
comparagdo entre ambos os virus.

Para iniciarmos o estudo, fomos avaliar a agdo do CDV sobre a formagao de placas
virais de CTGV e VACV-IOC. Para isso, foram testadas varias concentragdes do CDV. As
curvas dose-respostas para ambos os virus mostraram um efeito antiviral dose-dependente,
tendo o CTGV se mostrado mais sensivel que o VACV-IOC para todas as concentracdes
testadas (Figura 5A). A inibigdo alcangou 100% para CTGV a partir de 10 pg/mL e 93%
para VACV-IOC na concentracdo de 15 pg/mL (Figura 5B).

Assim como para a formagdo de placas virais, 0 CTGV também se mostrou mais
sensivel com relagdo ao 1Csp, 0 qual foi calculado em relagdo a produgdo de particulas
virais intracelulares. O CTGV apresentou 50% de inibi¢do de seu titulo com 1,2 pg/mL
enquanto o VACV-IOC apresentou ICso de 3,1 pg/mL (Figura 5C).

A avaliagdo da citotoxicidade da droga confirmou que o CDV possui alta
seletividade, uma vez que as maiores concentracdes que apresentaram atividade antiviral,
ou seja, 15 pg/mL para a formacdo de placas virais e producdo de particulas infecciosas
intracelulares (Figura 5), foram, pelo menos, dez vezes menores que a maior concentracao
testada para citotoxicidade (200 pg/mL). Tal concentragdo ndo exibiu toxicidade
significante para as células BSC-40 apds 24 ou 48 horas de incubagdo (Figura 6). Mesmo
quando elevamos a MOI para 1 e utilizamos 20 pg/mL, ainda trabalhamos com doses nao
citotoxicas (Tabela 1). Estes dados sdo corroborados pela atividade normal do aparato
traducional celular em presenca de CDV 20 pg/mL (Figura 9). Dessa maneira, o efeito
antiviral do CDV ¢ devido a uma agao direta sobre o virus e ndo a sua citotoxicidade.

Este fato coloca questdes interessantes, pois verificamos que CTGV e VACV-10C

apresentam sensibilidades diferentes ao CDV, com ICs, distintos. Assim, podemos supor

58



que essas diferencas de respostas ao antiviral possam refletir polimorfismos existentes na
molécula ou processo alvo do CDV. Outros estudos do laboratério ja demonstraram
diferengas de respostas a antivirais por esses virus. A replicagdo do CTVG ¢ 5 vezes mais
sensivel ao ST-246 do que a formacao de placas do VACV-IOC (Santos e cols., dados nao
publicados). Por outro lado, a produgdo de progénie de VACV-IOC ¢ 2,5 vezes mais

sensivel ao FK-506, quando comparado ao CTGV (Reis et al., 20006).

A comparagdo com outros Orthopoxvirus mostrou que a sensibilidade ao CDV das
cepas de VACV (WR e Wyeth), ¢ semelhante a do CTGV. Contudo, o virus cowpox se
mostrou mais resistente que o CTGV (Figura 7). O ICsyp para VACV na literatura varia
entre 10 uM e 46 uM, dependendo da cepa e do método utilizado para o calculo (niimero
de placas virais ou avaliacdo da intensidade do efeito citopatico) (Kern ef al., 2002; Baker
et al., 2003; Keith et al., 2003). Desse modo, tomando apenas os dados publicados na
literatura, o CTGV se mostrou mais sensivel que todas as outras cepas, com ICsy de 4 pM
(equivalente a 1,2 pg/mL), enquanto o VACV-IOC se mostrou tao sensivel quanto a cepa
VACV-NYCBH, cujo ICsy ¢ de 10 uM (3,1 ug/mL corresponde a 9,8 uM) (Kern et al.,
2002). Os resultados para WR que obtivemos, entretanto, diferiram da literatura, em que o
ICs variou entre 32 e 45 uM, enquanto que observamos neste trabalho um comportamento
semelhante ao CTGV (Kern ef al., 2002; Keith et al., 2003). Nao ha dados descritos para a
cepa Wyeth. Em relacdo ao virus cowpox, apenas um dos trabalhos demonstra que ele ¢
mais resistente ao CDV (Kern et al., 2002). Nos outros, sua sensibilidade ¢ semelhante

aquela observada para as cepas de VACV (Baker et al., 2003; Keith et al., 2003).

Essas diferencas entre os resultados provavelmente sdo devido aos diferentes
métodos e células utilizados, bem como a quantidade de virus usada nos ensaios. Apenas
neste trabalho, o ICsy foi calculado em relacdo & formacdo de particulas virais

intracelulares. Nos outros trabalhos, tal calculo foi baseado na reducdo do numero de
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placas virais formadas ou na reducdo da intensidade do efeito citopatico produzido (Kern et
al., 2002; Baker et al., 2003; Keith ef al., 2003). Acreditamos que o primeiro método talvez
ndo seja o mais apropriado, uma vez que o CDV causa redu¢do tanto no tamanho das
placas virais quanto no nimero das mesmas. Em rela¢do a reducdo da intensidade do efeito
citopatico, ¢ dificil realizar uma comparagdo devido ao fato de ndo haver quantificacao

direta do nimero de placas ou particulas virais.

Para o estudo das fases de expressdo génica afetadas, utilizamos uma MOI mais
alta, que nos permite melhor sincroniza¢do do ciclo replicativo e também facilita a
detecgdo dos produtos génicos das fases da replicagdo viral. A Tabela 1 mostra que houve
inibicdo significativa da formagdo de particulas virais (aproximadamente 90% para ambos
os virus) na concentracdo de 20 pg/mL. Esta concentracdo foi, portanto, a escolhida para
dar continuidade aos experimentos, j& que ndo apresentou toxicidade para as células BSC-

40 (Figura 6).

A andlise da replicagdo do DNA viral em presenga do CDV foi nosso primeiro
alvo, tendo em vista que j& foi demonstrada a acdo do antiviral sobre a sintese de DNA do
CMV e do VACV. Verificamos uma inibigdo progressiva no acimulo de DNA viral

(Figura 10), que alcangou aproximadamente 50% para ambos os virus.

Esta afirmacdo ¢ corroborada quando comparamos o grau de inibi¢do obtido neste
trabalho com o estudo que demonstra a atividade antiviral da adenosina sobre o ciclo
replicativo do VACV cepa WR. Neste caso, observa-se uma inibi¢do também de
aproximadamente 50% no acimulo de DNA (Ledo-Ferreira ef al., 2002). Além disso, ha
um prolongamento da expressao das proteinas iniciais, o que € esperado nos casos em que
a fase tardia de expressdo génica encontra-se inibida (Baldick e Moss, 1993; Reis ef al.,

2006). O mesmo ocorre em presenga do antiviral ciclosporina A. Neste caso, a sintese de
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DNA de VACV-WR ¢ inibida em cerca de 60%, gerando uma reducgdo da fase tardia de
85% e uma expressao génica inicial mais prolongada do que na situacdo controle (Damaso

e Keller, 1994).

J& foi demonstrado que o VACV produz mais DNA durante sua replicagdo do que ¢
necessario para ser incorporado nas particulas virais. Desse modo, apenas cerca de 50% do

DNA produzido ¢ empacotado (Salzman, 1959; Joklik e Becker, 1964).

Um aspecto interessante de ser abordado, diz respeito a incorporagdo de CDV no
genoma viral. A entrada do CDV na cadeia de DNA pode provocar distor¢des estruturais.
Tais distor¢cdes podem fazer com que a DNA polimerase viral tenha dificuldades em
posicionar corretamente a extremidade 3°, provocando diminui¢do na taxa da sintese do

DNA (Magee et al., 2005).

Tal efeito foi observado, por exemplo, quando pré-tratamos as células com CDV,
situag¢do na qual ja ¢ descrito que ha um actimulo intracelular dos metaboélitos do CDV de
meia-vida longa, principalmente CDV colina (Aduma ef al., 1995). Nesse caso, observa-se
uma inibi¢do de aproximadamente 80% para o acimulo de DNA e 70% para o acimulo de
proteinas tardias (Figuras 15 e 16). Além disso, observamos um efeito mais pronunciado
também na reducdo da formagdo das particulas infecciosas (Tabela 2). A inibi¢do
observada no acimulo de proteinas tardias devido a uma inibicdo do aciimulo de DNA ¢
esperada, uma vez que as proteinas tardias s6 sdo sintetizadas ap6s o inicio da replicagdo

do DNA viral.

Esse efeito de inibigdo do acimulo de proteinas pos-replicativas do VACV devido a
inibicdo da sintese do DNA ¢ observado com outras substincias, como por exemplo, o
oxido nitrico, FK-506, adenosina, ciclosporina A e brequinar (Melkova e Esteban, 1995;

Damaso e Keller, 1994; Damaso e Moussatché, 1998; Ledo-Ferreira et al., 2002; Reis et
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al., 2006, Costa et al., 2007). No caso dos ensaios com brequinar, a reversao do bloqueio
na sintese de DNA, por incubacdo das células com wuridina, também reverte
proporcionalmente a inibi¢do na formagao de particulas infecciosas de VACV-WR (Costa

et al.,2007).

Da mesma maneira, o antibidtico novobiocina, que inibe a DNA girase bacteriana,
¢ capaz de inibir a topoisomerase tipo I do VACV e a transcri¢do dos genes iniciais
realizada pelo core do VACV in vitro (Sekiguchi et al., 1996). Entretanto, em cultura de
células, ha inibicdo da morfogénese viral, enquanto as etapas anteriores ocorrem

normalmente (Sekiguchi e Shuman, 1997).

Conclusoes
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O CDV exibiu uma a¢do dose-dependente sobre a replicacdo dos virus CTGV e
VACV-IOC, levando a diminui¢do do nimero e do tamanho das placas virais.

Houve 100% de inibi¢do da formacgdo de placas virais a partir de 10 pg/mL para CTGV
e 93% de inibigdo para VACV-IOC com 15 pg/mL da droga.

A replicagdo do CTGV se mostrou mais sensivel ao CDV do que VACV-IOC em
baixas MOlIs, sendo o ICsy de 1,2 pg/mL para CTGV e 3,1 pg/ml para VACV-10C.

O CDV ndo mostrou citotoxicidade significativa para as células BSC-40 até a
concentragdo de 200 pug/mL, apds 24 ou 48 horas de incubagdo com a droga.

As cepas de VACV (WR e Wyeth) possuem sensibilidade ao CDV semelhante a
observada para CTGV. Entretanto, o virus cowpox se mostrou mais resistente.

O pré-tratamento das células com CDV leva a um efeito antiviral sobre ambos os virus,
provocando, ap6és 24 horas de pré-tratamento, 80% de inibigdo da formagdo de placas
virais para o CTGV e 70% para o VACV-IOC.

Utilizando MOI de 1 e 20 ug/mL de CDV, houve inibi¢do de aproximadamente 90%
do titulo viral para ambos os virus ap6s 24 horas de infecgao.

Nessas condi¢des, o acimulo de DNA viral foi inibido em cerca de 54,7% para CTGV
e 54,4% para VACV-IOC.

O pré-tratamento das células com CDV levou a uma inibi¢do de aproximadamente
100% da formagdo de particulas virais infecciosas, 80% de inibicdo do acumulo de

DNA viral e 70% de inibi¢ao do acimulo de proteinas virais tardias.
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