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RESUMO

A raiva humana ¢ uma doenca de etiologia viral com grande impacto na satide publica,
principalmente por seu curso fatal, na grande maioria dos casos. Apesar da difundida e
estabelecida profilaxia através da vacinacdo, acredita-se que a raiva seja responsavel por
aproximadamente 40.000 a 70.000 mortes por ano, especialmente em areas endémicas.
Atualmente, ndo ha disponibilidade de qualquer fAirmaco antiviral com a¢do especifica
contra o virus rabico. Em combina¢do com a profilaxia, um farmaco antiviral poderia
ser usado para o tratamento da raiva humana e aumentar a protecdo contra a encefalite
causada pelo virus. Os compostos fendlicos (CF) sdo derivados do metabolismo vegetal
secundario, podendo ser obtidos através de sintese. Muitos estudos demonstraram que
os CF possuem intimeras atividades farmacolégicas, incluindo agdes vasodilatadora,
antialérgica, antiinflamatoria, antiviral, entre outras. Neste trabalho, a potencial
atividade anti-rabica in vitro de 24 CF foi avaliada utilizando-se células McCoy ¢ a cepa
PV do virus rabico. A citotoxicidade (CCsg) foi determinada pelo ensaio colorimétrico
do MTT e a atividade anti-rabica (CEs) foi estimada através da técnica de inibi¢ao do
efeito citopatico viral. Isoprinosina e quetamina foram utilizadas como controles
positivos. A padronizagdo do ensaio do MTT para avaliagdo da atividade anti-rabica
também foi realizada, mas os resultados mostraram que este ensaio ¢ inadequado para
tal avaliagdo. Os compostos testados apresentaram indices de seletividade (IS=
CCs¢/CEsp) que variaram de 1,0 a 3,9. Seis CF ndo inibiram o efeito citopatico viral em
qualquer grau, em concentragdes < a seus valores de CCsy. Quatro CF apresentaram
valores de IS > 3,0. Através dos resultados obtidos, foram sugeridas algumas possives
relacdes estrutura-atividade. Observou-se que a presenca de hidroxilas livres e de
grupamentos €teres influenciou a atividade anti-rabica. Contudo, estudos adicionais sao
necessarios para o estabelecimento dessa relacao.

Palavras-chave: virus rabico, compostos fenolicos, citotoxicidade, ensaio do MTT,
atividade anti-rabica, inibi¢do do efeito citopatico viral.



ABSTRACT

Human rabies is a viral disease with a great impact in public health, mainly for its fatal
course, in most of the cases. Despite the widespread and well-established prophylaxis
by immunization, rabies is believed to be responsible for 40.000 to 70.000 human
deaths per year, mostly in endemic areas. No antiviral drugs are currently available to
fight against rabies virus. In combination with the prophylaxis, an antiviral drug could
be useful for human rabies treatment providing enhanced protection against the
encephalitis caused by the virus. Phenolic compounds (PC) are derived from the
secondary vegetal metabolism, which can also be obtained by synthetic process. Many
studies have shown a great range of pharmacological activities, including vasodilatation
actions, antiallergenic, anti-inflammatory and antiviral, among others. In this study the
potential in vitro anti-rabic activity of twenty-four PC was evaluated using McCoy cells
and PV rabies strain. The cytotoxicity (CCsg) was assayed by MTT colorimetric method
and the antiviral activity (ICsp) was estimated by the inhibition of the cytopathic effect.
Isoprinosine and ketamine were used as positive controls. The MTT colorimetric
method standardization was also performed to evaluate the anti-rabies activity, but the
results showed that the assay was unsuitable for this evaluation. The compounds tested
showed selectivity index (SI=CCsy/ICsp) ranging from 1.0 to 3.9. Six PC did not inhibit
the cytopathic effect in any degree and four other showed SI greater than 3.0. According
to these results, some possible structure-activity relationships were suggested. It was
observed that the presence of free hydroxil groups and ether groups influenced the anti-
rabies activity. However, additional studies are required to establish this relationship.

Key-words: Rabies virus, phenolic compounds, cytotoxicity, MTT assay, anti-rabies
activity, cytopathic viral effect inhibition.
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1 INTRODUCAO

Por mais de trés milénios, a raiva tem sido uma das mais temidas e, talvez, a
mais conhecida e estudada dentre as doencas humanas, sendo provavelmente a mais
antiga infec¢do relatada pela humanidade. A cada ano, mais de dez milhdes de pessoas,
a grande maioria sem vacinagdo, experimenta ansiedade e medo, apos a exposi¢ao a um
animal suspeito da doenca (FU, 1997; MESLIN; STOHR, 1997; WARREL; WARREL,
2004).

A raiva ¢ considerada uma antropozoonose de etiologia viral, que acomete
mamiferos, sendo transmitida pela inoculagdo do virus contido na saliva de animais
infectados, principalmente através de mordeduras, ocasionando uma encefalite fatal, na
maioria dos casos (WUNNER, 2002).

Cento e vinte anos ap0s a primeira imunizagao anti-rabica humana, realizada por
Louis Pasteur, medidas profilaticas de pré- e pos-exposi¢ao, como o uso de vacina e
imunoglobulina anti-rabica humana ou eqiiina, foram muito bem estabelecidas com
resultados satisfatorios, tornando a raiva humana passivel de prevengdo. Entretanto,
apesar de reduzir em muito o risco de infecgdo, a profilaxia ndo assegura totalmente que
o individuo esteja protegido da doenga (INSTITUTO PASTEUR, 2000).

Com as medidas de controle associadas a vacinacdo, a raiva foi aparentemente
eliminada ou controlada em muitas partes da Europa, Australia, Japao e grande parte da
América do Norte, mais ainda permanece como uma das mais aterrorizantes e perigosas
doengas em muitos outros paises. A real incidéncia da raiva humana ¢é, possivelmente,
muito maior do que aquela fornecida pelos 6rgaos oficiais, como a Organizag¢ao

Mundial da Satde, em virtude da subnotificagio (WOLDEHIWET, 2005).
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Estima-se que o numero de Obitos anuais no mundo, ocasionado pela raiva,
possa possa em torno de 70.000 pessoas, especialmente em areas endémicas, como em
paises da Africa e Asia. Aproximadamente, 10 milhdes de pessoas recebem tratamentos
profilaticos pds-exposicao a cada ano, apds contatos com animais suspeitos da doenga
(WHO, 2005).

Em dezembro de 2004, foi documentado o primeiro caso de cura de raiva
humana, sem prévia profilaxia contra a doenca. Com a documentacdo deste caso
inédito, torna-se imperativo a busca de novos e possiveis tratamentos, incluindo agentes
antivirais (CDC, 2004).

O estudo e o desenho racional de farmacos antivirais contra o virus rabico, assim
como contra outros virus, nao depende apenas do conhecimento da morfologia e
estrutura das proteinas virais, mas de uma maior compreensdo das interacdes que
resultam na progénie dos virions, assim como do entendimento de todas as etapas da
replicagdo viral (WUNNER; PALLATRONI; CURTIS, 2004).

Atualmente, ndo ha disponibilidade de farmaco algum com agdo antiviral
especifica, estabelecida e confidvel contra o virus rabico (WARREL; WARREL, 2004).
Em combinagdo com a profilaxia realizada através de vacinas e/ou administragdao de
imunoglobulina anti-rdbica, um farmaco antiviral eficaz poderia aumentar
consideravelmente a prote¢ao contra esta grave encefalite.

Este trabalho propos a triagem de agentes com potencial agdo anti-rabica,
através de técnicas que podem representar uma alternativa as metodologias ja
estabelecidas para a detecg¢do do virus rabico, além da simples realizag¢ao e baixo custo,
permitindo, dessa forma, a triagem de agentes promissores, candidatos a futuros estudos

acerca de sua atividade anti-rabica.



Revisdo Bibliografica 17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A IMPORTANCIA DOS FARMACOS ANTIVIRAIS

A virologia apresentou, sem duvida, grandes avancos com a introducao de
vacinas que contribuiram, em muito, para a erradicagdo ¢ o controle de diversas
doengas. Entretanto, a vacinagdo pode ser responsavel por muitas complicagdes, tais
como reativacdo viral em vacinas de virus atenuados, ou reagdes adversas graves para
todas as outras vacinas, incluindo a vacina anti-rabica (INSTITUTO PASTEUR, 2000;
DE CLERQ, 2004).

Uma segunda alternativa para a defesa antiviral, além da utilizagdo de vacinas, ¢é
o desenvolvimento e o uso de agentes antivirais capazes de prevenir a infec¢do ou de
combaté-la. A pesquisa na busca de novos fairmacos mostrou avangos importantes nos
ultimos anos, principalmente, apos o desenvolvimento de modelos bioldgicos a serem
realizados in vitro e em grande escala, os quais permitem a analise de varias amostras,
em tempo reduzido, possibilitando a realizagdo de varias repetigdes experimentais, além
de propiciar uma andlise estatistica consistente dos resultados e conseqiiente
reprodutibilidade (HOUGHTON, 2000).

Ha pouco mais de uma década, apenas cinco farmacos antivirais tinham sido
licenciados para o tratamento de infec¢des virais. Desde entdo, os avangos na virologia,
particularmente pela necessidade de combate ao virus HIV, resultaram na descoberta e
validagao de varios alvos para intervengao terapéutica (DE CLERCQ, 2002).

O atual arsenal quimioterdpico para infec¢des virais consiste em 37 farmacos
antivirais licenciados pelas autoridades governamentais. A maioria deles foi aprovada
nos ultimos cinco anos, sendo que 19 destes fArmacos sdo utilizados para o tratamento

do virus HIV. Os demais antivirais s3o utilizados contra os virus das hepatites B e C,
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virus influenza, virus respiratorio sincicial, virus herpéticos, incluindo neste ultimo
grupo o virus da varicela zoster, o citomegalovirus e os virus herpes simplex (DE
CLERCAQ, 2004).

A efetividade das vacinas levou a erradicagdo e ao controle de importantes
doencas virais, tais a poliomielite, variola, sarampo, caxumba e rubéola. Entretando,
outras importantes doencas virais, particularmente, as causadas pelos virus da hepatite
C, gastroenterites ¢ HIV ndo apresentaram resultados promissores com vacinas, até o
momento. A grande necessidade de farmacos antivirais ¢ fortemente enfatizada pela
falta de vacinas eficazes contra uma enorme variedade de patogenos virais, como a
maioria dos virus respiratorios (adenovirus, rinovirus, virus parainfluenza e virus
sincicial respiratorio), o papilomavirus humano, os herpesvirus humanos (HSV-1 e 2,
varicela zoster, citomegalovirus, virus Epstein-Barr), além dos virus que causam febres
hemorragicas (DE CLERCQ, 2002).

De maneira geral, existem duas categorias de antivirais: aqueles com agao
indireta, incluindo os imunomoduladores, como os interferons, ou indutores desses, e
vacinas, as quais estimulam o mecanismo de defesa das células hospedeiras; e aqueles
com agado direta, que sdo os agentes virucidas e todos aqueles que agem em etapas
especificas da replicagdo viral (CHE, 1991). Os agentes antivirais diretos interferem em
um ou mais processos dinamicos da replicagdo viral, e sdo candidatos potenciais a
tornarem-se farmacos antivirais de aplica¢do clinica; os agentes virucidas inativam os
virus extracelularmente e sdo entdo candidatos a antissépticos, com amplo espectro de
atividade germicida (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGUE, 1997).

Intensas sdo as pesquisas para a busca de novos farmacos antivirais, mas mesmo

com os avangos ja alcancados, a maioria destes agentes possui aplicagdes limitadas e
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poucos antivirais foram aprovados pelas autoridades governamentais para uso clinico,
representando um arsenal bastante incipiente se comparado aos avangos da
quimioterapia antimicrobiana (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGUE,
1997).

Uma das principais razdes da falta de sucesso no desenvolvimento de farmacos
antivirais ¢, principalmente, a natureza dos virus, os quais possuem uma estrutura
aparentemente simples e um sistema enzimatico restrito, sendo totalmente dependentes
dos processos metabdlicos celulares para multiplicagdo. Dessa maneira, agentes que
inibem ou causam a morte de virus, conseqiientemente exibem um certo grau de
toxicidade as células hospedeiras. O compromisso com a especificidade pelas células
infectadas, a eficdcia e um baixo nivel de toxicidade sdo indispensaveis para a selegao
de agentes antivirais eficazes (VANDEN BERGUE; VLIETINCK, 1991, WHITE;
FENNER, 1994; VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGUE, 1997).

Muitos métodos in vitro t€ém sido desenvolvidos para a selecdo de novos agentes
antivirais, e esta selecdo busca fundamentalmente a determinagdo de dois parametros, a
citotoxicidade, que determinara o nivel de toxicidade do agente para as células-alvo
(CCsp); e a concentragao efetiva ou inibitoria (CEsg ou Clsp), que determinard o quanto
a replicagdo viral ¢ inibida. De posse desses valores, torna-se possivel determinar o
indice de seletividade (IS=CCs¢/CEsg), que reflete o qudo promissor ¢ o futuro
candidato a farmaco antiviral. Agentes que apresentarem IS > 4 merecem uma

investigagcdo mais aprofundada (SIDWELL, 1986).
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2.2 FARMACOS ANTIVIRAIS DE ORIGEM NATURAL

Atualmente, muitos farmacos de origem natural encontram-se disponiveis no
mercado, em decorréncia da extensa diversidade quimica dos produtos naturais, sendo
que esses constituem uma fonte inesgotdvel de compostos com promissora atividade
antiviral, ndo apenas pelo grande numero de espécies com propriedades medicinais
inexploradas, mas principalmente pela variedade de metabdlitos sintetizados. Grande
parte das substancias ativas pode ser isolada e modificada estruturalmente, alcan¢ando
maior eficacia e menor citotoxicidade (HUDSON, 1990; CHE, 1991; HOUGHTON,
1996; NIELSEN, 2002).

Féarmacos antivirais derivados de produtos naturais podem atuar nas etapas da
replicagdo viral, desde a adsor¢ao do virus na célula hospedeira até sua liberagao, o que
pode resultar em mecanismos de agdo complementares aqueles dos farmacos atualmente
disponiveis (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGHE, 1997).

Uma das estratégias na busca de novos farmacos antivirais derivados de
produtos naturais ¢ baseada no estudo de extratos vegetais de plantas medicinais
(VLIETINCK; VANDEN BERGHE, 1991). Estes extratos constituem uma grande fonte
de metabdlitos secundarios, com comprovada atividade antiviral in vitro, tais como
flavondides (AMOROS; SIMOES, GIRRE, 1992; ROBIN et al., 1998; LIN et al., 1999;
LI et al., 2000; SHAHAT et al., 2002), alcaléides (VANDEN BERGUE; VLIETINCK;
VAN HOOF, 1986; MONTANHA et al., 1995; MCCORMICK et al., 1996), taninos
(YOSHIDA et al., 1996; ELDERMEIER et al., 1996; LIU et al., 1999), lignanas
(ASANO et al., 1996; KERNAN et al, 1997; CHARLTON,1998; KUO et al., 2001),

compostos fendlicos (VANDEN BERGUE; VLIETINCK; VAN HOOF, 1986; CHE,
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1991; HAYASHI et al., 2001; ABDEL-KADER, 2001; CHIANG et al., 2002;
TOYOKUNI et al., 2003; SAVI et al., 2005), entre outros.

Dentre os metabdlitos vegetais secundarios ja estudados, os compostos
fenolicos despertam um interesse especial em virtude de sua diversidade estrutural e
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas (MIDDLETON; KANDASWAMI;
THEOHARIDES, 2000; PIETTA, 2000). Acerca de sua atividade antiviral, varios
compostos fendlicos sdo capazes de inibir a replicagdo de varios virus; a titulo
ilustrativo, pode-se citar os trabalhos de inibicdo da replicacdo dos herpesvirus
(MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; MEERBACH et al., 2001;
CHIANG et al., 2002; SAVI et al., 2005) e HIV (BURKE et al., 1995; YOSHIDA et al.,

1996; NAZUNDER et al.,1996; MEERBACH et al., 2001)

2.3 O VIRUS RABICO

2.3.1 Historico

A raiva ¢ uma das doencas mais antigas conhecidas pela humanidade, que
causa grande temor para a populagdo devido as peculiaridades de sua transmissao, de
suas manifestagdes clinicas e ao seu curso geralmente fatal, comprovando-se tal fato na
extensa e interessante historia registrada na literatura (STEELE; FERNANDEZ, 1991).

A palavra raiva deriva do latim rabies, significando “furia ou delirio” e do
sanscrito rhabas, que significa “loucura, deméncia”. Os gregos a chamavam de /yssa ou
Iyta, que significa loucura (STEELE; FERNANDEZ, 1991; WILKINSON, 2002).

No codigo de Eshunna, escrito ha mais de 2.000 anos a.C. na Mesopotamia,

encontram-se registrados os primeiros relatos de mortes humanas relacionadas com

mordeduras de animais (BARATA, 1985).
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Supde-se ser de Hipocrates a primeira descrigdo sobre a sintomatologia da
raiva humana, com a afirmac¢do de que: “Pessoas loucas bebem muito pouco, sdo
perturbadas e assustadas”, além de ter sido o primeiro a mencionar que a mordedura do
cdo seria o provavel mecanismo de transmissao da raiva. Existem vérias citacdes sobre a
doenca na mitologia, o que mostra a grande preocupagdao com a raiva desde a
antigiiidade. Os gregos, por exemplo, cultivavam deuses como Aristeu, que era
invocado na protecdo contra este mal, e Artemis, que era cultuada como a divindade
com poderes para curar a raiva (BAER, 1991; ZANETTI, 1994).

Os primeiros registros acerca da propagacao da raiva sdo de Aristoteles, no ano
IV a.C., em seu livro “Historia Natural dos Animais”, no qual afirmava que os caes
sofriam de loucura e a transmitiam através de mordidas aos outros animais, exceto o
homem; j& Plinio defendia a hipotese da raiva ser também transmitida aos humanos e
preconizava que pessoas expostas ao contdgio poderiam prevenir-se da doenca com a
extracao de seus freios linguais, submetendo-os ao fogo por trés vezes e ingerindo-os
em seguida (BAER, 1991; WILKINSON, 2002).

Em 1584, o italiano Girolamo Fracastoro, em seu tratado “A Ferida Incuravel”,
descreveu a raiva, tal como ela ¢ conhecida atualmente, afirmando que os humanos nao
sd0 apenas susceptiveis a doenga, como também morrem, quase na maioria dos casos,
apds o aparecimento dos sintomas clinicos (FU, 1997, RUPPRECHT; HALON;
HEMACHUDHA, 2002).

As tentativas de tratamento para a raiva foram amplamente difundidas no
século XIX, e entre estas constavam sangrias, cauterizacdes, imersdes, tratamentos
quimicos e tratamentos empiricos com plantas e partes de animais (RUPPRECHT;

HALON; HEMACHUDHA, 2002).
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Em 1804, Zinke foi o primeiro a demonstrar a transmissao da doenca através
da saliva; ele pincelou a saliva de um cao raivoso na pata ferida de outro cdo sadio,
observando o desenvolvimento da doenca apds vinte dias, e alertou para a possivel
transmissao da doenga através da saliva de pessoas doentes (BAER; BELL; FISHBEIN,
1990).

Galtier (1881), através de estudos sobre a indugdo de protecdo de animais de
laboratorio, influenciou Louis Pasteur nas pesquisas que o mesmo vinha realizando com
a raiva desde 1880, além de adaptar experimentalmente a doenga em coelhos
(RUPPRECHT; HALON; HEMACHUDHA; 2002). Pasteur e seus colaboradores, em
1881, isolararam e adaptaram o virus da raiva em animais de laboratorio, tornando-o
estavel e, desta forma, originando o chamado virus fixo, de viruléncia constante, com
caracteristicas bem definidas e reprodutiveis em laboratorio (PASTEUR, 1882). Logo
em seguida, estes pesquisadores avangaram em suas pesquisas com o uso de animais e
do chamado virus fixo, obtendo imunidade a raiva, apos desafio intracerebral
(PASTEUR; CHAMBERLAND; ROUX, 1884).

Em virtude de tal fato, surgiu a hipdtese de se testar a vacinacdo humana.
Mesmo com resultados bem estabelecidos e favoraveis, Pasteur ainda estava temeroso.
E o que consta em uma carta escrita ao imperador brasileiro, D. Pedro II, em 1884, na
qual o cientista insinuou a experimentacdo da vacinagdo em condenados a morte, em
troca da liberdade, caso a imunizacdo obtivesse sucesso. Em resposta ao amigo, D.
Pedro II negou a proposta, alegando que a pena de morte nao existia no Brasil e que ndo
arriscaria a vida de nenhum condenado. No entanto, ofereceu a Pasteur recursos para
realizar pesquisas com a febre amarela, julgando ser esse um problema muito maior no

Brasil (VIEIRA; HOSSNE, 1998).
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Em 1885, Pasteur realizou a primeira inoculagdo humana com sua vacina, em
Joseph Meister, um garoto de nove anos, que havia sido mordido 14 vezes por um cao
raivoso. O menino foi examinado por médicos, que consideravam inevitavel o
aparecimento da doenca. Foi inoculada nesta crianca a medula desidratada por 15 dias
de um coelho raivoso, através de 14 administragdes sucessivas, sem a manifestagao da
doenca (PASTEUR, 1885).

Mais de 350 inoculagdes bem sucedidas em pacientes foram registrados por
Pasteur, em 1886, estabelecendo-se desta forma a profilaxia da raiva. Diante deste fato,
a Academia de Ciéncias de Paris propds uma comissao para viabilizar tal procedimento,
em maior escala, e foi inaugurado, nesta cidade, o primeiro Instituto Pasteur. Alguns
anos depois, varios outros Institutos foram criados em todo o mundo, sendo

responsaveis pela pesquisa, estudo e tratamento da raiva (WILKINSON, 2002).

2.3.2 Caracteristicas do virus da raiva

2.3.2.1 Classificacao

O virus rabico pertence a familia Rhabdoviridae, a qual agrupa virus que
infectam vertebrados, invertebrados e algumas espécies de plantas. Nela estdo incluidos
cinco géneros: Vesiculovirus, Ephemerovirus, Cytorhabdovirus, Nucleorhabovirus e
Lyssavirus (MURPHY et al., 1995; DIETZCHOLD et al., 1996). Apenas virus de dois
géneros da familia Rhabdoviridae infectam mamiferos: o Vesiculovirus, cujo prototipo ¢
o virus da estomatite vesicular e o Lyssavirus, representado pelo virus da raiva
(KAPLAN; TURNER; WARREL, 1986; WUNNER, 2002).

Os virus pertencentes ao género Lyssavirus foram classificados de acordo

com suas propriedades antigénicas e soroldgicas, originalmente em quatro sorotipos, a
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partir de estudos de protecdo cruzada em camundongos e técnicas que utilizavam
anticorpos monoclonais (WIKTOR et al., 1973).

Através de técnicas moleculares foram caracterizados quatro genotipos,
coincidentes com o0s sorotipos previamente caracterizados. Atualmente, o género
Lyssavirus ¢ classificado em sete genotipos, baseados na sua variabilidade genomica. O
genotipo 1 compreende amostras classicas, incluindo virus fixos (de laboratorio) e virus
isolados de mamiferos em geral e de morcegos insetivoros e hematofagos. O genotipo 2
compreende a amostra Lagos bat, isolado de morcegos da Africa; o genotipo 3 ¢é
representado pelo virus Mokola, isolada do mussaranho e de humanos da Africa; o
genotipo 4 compreende o virus Duvenhage, isolado de humanos e morcegos da Africa.
Ainda foram isoladas amostras de morcegos europeus (“European bat Lyssavirus”),
como a do Epitesicus serotinus (EBL 1) e a do Myotis sp. (EBL 2), representando desta
forma mais dois genotipos (5 e 6). O ultimo genotipo foi isolado e caracterizado por
Gould et al. (1998), na Australia, até entdo considerada livre da raiva (FOOKS et al.,
2003;WARRELL; WARRELL, 2004).

O género foi, ainda, dividido em dois filogrupos: o filogrupo 2 engloba os
virus Mokola e Lagos Bat, e o filogrupo 1 engloba os demais genotipos, que causam
encefalite fatal em humanos. O filogrupo 2 ¢ menos patogénico; entretanto o virus
Mokola, provavelmente, foi responsavel por trés casos de infecgdo em humanos,
incluindo um caracterizado por encefalite fatal, sem os padrdes tipicos observados na

raiva humana (FAMILUSI et al., 1972; BADRANE et al., 2001).
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2.3.2.2 Estrutura e morfologia

O virus rabico possui a forma de um projétil, com uma extremidade plana e a
outra arrendododada, como mostra a Figura 1. Seu didmetro médio ¢ de 75nm e seu

comprimento varia entre 100 a 300nm (TORDO,1996).

Corte transversal

Fosfoproteina
NS

Ribonucleoproteina  Nucleoproteina

Figura 1. Esquema representativo da estrutura do virus rabico

Fonte: Center of Disease Control. http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/rabies

O wvirus ¢ constituido por dois elementos estruturais principais, a
ribonucleoproteina e o envelope viral que a envolve (WUNNER, 2002).

A ribonucleoproteina ou nucleocapsideo apresenta-se sob a forma de um
complexo helicoidal constituido de RNA de fita simples, ndo segmentado ¢ de sentido
negativo (5°-3’), que esta associado a uma nucleoproteina (N), a uma fosfoproteina (NS)
¢ 2 RNA polimerase, denominada proteina L (WUNNER, 2002).

A nucleoproteina N ¢ a mais conservada dentre todos os componentes virais,
entre os diversos genotipos (WUNNER, 2002), sendo a proteina mais importante no
processo de encapsidacdo, estando intimamente ligada ao genoma (TORDO et al.,
1986a). Ela ¢ composta por 450 aminoacidos, com peso molecular de 50.500 Da, e ¢é

fosforilada na posi¢ao 389 (TORDO et al., 1986b).
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A fosfoproteina NS ¢ constituida por 297 aminodcidos, apresenta um peso
molecular de 33.000 Da, sendo fortemente fosforilada (TORDO et al., 1986b). E uma
proteina interna, ndo estrutural, com papel importante na replicagdo viral, ja que
anticorpos monoclonais especificos para esta proteina podem inibir este evento
(DELAGNAU et al., 1981).

A proteina L tem 2.142 aminoacidos € um peso molecular de 224.000 Da, sendo
responsavel pela transcrig¢do e replicagao do genoma (TORDO et al., 1988).

O envelope viral possui tamanho aproximado de 8 nm e ¢ composto por uma
bicamada lipidica, a qual estdo associadas duas proteinas: a proteina M e a glicoproteina
G (WUNNER, 2002).

A proteina M possui 202 aminoacidos e peso molecular de 23.000 Da e parece
estar relacionada com a ligacdo entre o envelope € o complexo ribonucleoproteina,
exercendo grande importancia na regulacao da replicagdao viral (SOKOL; STANCEK;
KOPROWSKI, 1971; TORDO et al., 1986a).

A glicoproteina G possui 524 aminoacidos e peso molecular de 58.500 Da,
apresenta-se na forma de projegdes de espiculas glicosiladas para o exterior do envelope
viral (TORDO, 1996). Esta proteina também ¢ responsavel pela indug¢dao de anticorpos
neutralizantes, com no minimo seis sitios antigénicos distintos (WITKOR et al., 1973;
COX; DIETZSCHOLD; SCHNEIDER, 1977). Fungdes bioldgicas e imunoldgicas, tais
como servir de receptor na superficie celular e ser sitio de ligacdo de anticorpos
neutralizantes, também sdo atribuidas a esta proteina. Variagdes nas seqiiéncias de
aminoacidos, em algumas regides dessa proteina, podem alterar as propriedades

patogénicas e imunolégicas do virus (WUNNER, 2002).
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2.3.2.3 Genoma e replicaciao do virus rabico

O genoma do virus possui 11.932 nucleotideos, ¢ constituido de RNA fita
simples ndo-segmentado de polaridade negativa, o que o impossibilita de ser traduzido
diretamente em proteinas pela maquinaria enzimatica das células; entretanto, ele serve
de molde para uma transcri¢do autonoma, dando origem a moléculas complementares
positivas, capazes de produzir novas particulas virais (TORDO,1996).

A seqiiéncia de eventos da replicagdo do virus rabico pode ser dividida em trés
fases. A primeira inclui a ligagao do virus aos receptores celulares da célula hospedeira.
A segunda fase inclui a transcricdo e a replicagdo do genoma viral. Na terceira fase,
apos a associagdo e o acumulo suficientes de RNA viral e das proteinas N, P, e L nas
células infectadas, os nucleocapsideos virais sdo montados e a formagdo dos virus
ocorre, sendo que as células permanecem metabolicamente competentes. Todas as fases
da replicagdo viral podem ser esquematicamente visualizadas na Figura 2 (WUNNER,
2002).

Depois de se fixar na célula hospedeira, através da glicoproteina G, ocorre a
penetragdo do virus por endocitose e a liberagdo da ribonucleoproteina. Apds a entrada
do virus na célula, ocorre a sintese do genoma complementar, fita positiva (3’ — 5’), em
mRNA transcrito pela RNA polimerase viral. A transcricdo da fita positiva forma um
RNA lider e depois RNAs mensageiros, que correspondem as proteinas virais. O
genoma codifica cinco genes estruturais (N, P, M, G, e L), além de regides ndo
codificantes; tanto a transcricdo quanto a replicacdo sdo etapas auténomas e
independentes da célula hospedeira, sendo catalizadas pela RNA polimerase L, presente
no genoma do virus. A replicagdo ocorre apds a tradu¢do dos mRNA, com a formagao

de varios RNAs intermedidrios com sentido positivo (TORDO et al., 1986a). Em
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seguida, as fitas positivas tornam-se moldes para a producao de fitas negativas, que sao
encapsidadas. Finalmente, o virus deixa a célula por brotamento (COX;

DIETZSCHOLD; SCHNEIDER, 1977).

Receptores da célula
hospedeira

Virions completos

Figura 2. Esquema representativo da replicagcdo do virus rabico em uma célula

hospedeira.

Fonte: Modificado de RUPPRECHT, HALON; HEMACHUDHA (2002).

2.3.3 Patogénese

A grande maioria dos casos de raiva humana ocorre pela penetracdo do virus
presente na saliva de animais infectados, através de mordidas e lambeduras. Existem
relatos de casos de arranhdes, contato de mucosas com saliva ou materiais

contaminados ¢ inalacdo de aerossois em laboratorios ou cavernas, embora as chances
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de infeccdo nessas ultimas circunstancias sejam menores. A profundidade e a
localizagdo da mordida determinam a probabilidade do desenvolvimento da doenga,
sendo maior em lesdes mais profundas e proximas a regioes enervadas, como cabega,
maos e pés (WUNNER, 2002).

A raiva humana possui cinco estagios segundo, Hemachudha, Laothamatas e
Rupprecht (2002). Estes estdgios sdao definidos como periodos de incubacao,
prodromico e neurologico, seguidos de coma e morte. Embora apresente sintomas
classicos, a raiva ¢ uma doenca de dificil diagndstico e reconhecimento. Geralmente no
inicio dos sintomas, a doenga ¢ confundida com outras patologias, o que conduz a
diagnosticos tardios ou, até mesmo, realizados somente apds a morte do paciente.

O periodo de incubagdao ¢ o tempo decorrido entre a exposi¢do ao virus € o
aparecimento dos sintomas, que ¢ bastante variavel, com relatos de 30 dias a um ano,
sendo que, na maioria dos casos, os sintomas ocorrem entre 30 ¢ 60 dias (DEAN;
EVANS; McCLURE, 1963).

O periodo prodromico pode variar de 2 a 10 dias e ¢ caracterizado pelo
aparecimento de sintomas inespecificos, que dificultam o diagndstico, sendo os mais
especificos, formigamento e dor na regido da lesdo. Apos inoculagdo, o virus replica-se
no proprio sitio de entrada e segue em dire¢do ao sistema nervoso central. Depois de um
breve periodo de persisténcia no local da infec¢do, o virus entra em fase de eclipse,
traduzida pela impossibilidade de deteccdo em qualquer tecido (BAER, 1991). A
replicagdo viral ocorre no tecido muscular e, através das conexdes neuro-musculares, 0s
virus penetram nos nervos periféricos, ocorrendo a amplificacdo necessaria para que se
tenha uma quantidade de virus suficiente para invasdo do sistema nervoso periférico

(MURPHY et al., 1973).
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Ao atingirem o cérebro, os virions encontram a regiao do hipocampo superior,
denominado Corno de Amon, no sistema limbico, local mais propicio para a replicacao,
onde se multiplicam com maior intensidade, caracterizando o periodo neurologico
evidenciado pela encefalite. Nesta fase ocorrem distirbios psiquicos e alteracdes
comportamentais, alternando-se fases de lucidez e confusdo mental. Outros sintomas
classicos na raiva humana sao hidrofobia e aerofobia, possivelmente, devido a espasmos
dolorosos na faringe (BAER, 1991).

Do cérebro ocorre uma migragdo viral centripeta para varios locais (coragao,
rins, cavidades nasais, cornea, etc.). O forte tropismo pelas glandulas salivares
representa o final do ciclo do hospedeiro, que culmina com a morte, antecedido pelo

coma (MURPHY, 1985).

2.3.4 Diagnostico

E importante ressaltar que, anteriormente ao diagnostico laboratorial, uma
avaliagdo clinica deve ser realizada, considerando-se aspectos como espécie do animal
agressor, regides endémicas, local e gravidade do ferimento. Devido a gravidade da
doenga, ha necessidade de um diagnoéstico correto e confiavel. As técnicas laboratoriais
devem identificar e/ou isolar o virus rdbico. A metodologia de diagnostico ¢
normatizada pela Organizagao Mundial da Satde (WHO 1992, 1994).

As técnicas laboratoriais podem ser divididas em diagnostico antemortem e
diagnostico postmortem, diferindo especialmente na natureza do material a ser analisado
(WOLDEHIWET, 2005).

No individuo suspeito de infecc¢do, o diagnostico intravitum pode ser feito apos

analises da saliva, do bulbo piloso e da impressao da cornea. As ultimas duas estruturas
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sdo altamente enervadas e a primeira, a principal porta de saida do virus (KAPLAN,
1996).

Geralmente, realiza-se o diagnostico postmortem com amostras de tecido
cerebral e grande parte dos laboratorios utiliza duas técnicas: a prova de
imunofluorescéncia direta (FAT), como teste principal, seguida da prova de inoculagdo
intracerebral em camundongos (MIT), como teste confirmatério. As duas, quando
utilizadas conjuntamente, oferecem altas sensibilidade e especificidade (WHO, 1992;
DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996, KOPROWSKI, 1996).

Recentemente, a técnica do MIT vem sendo substituida por bioensaios em
sistemas de cultura de células, nos quais o virus pode ser isolado postmortem de tecido
cerebral, além de utilizar glandulas salivares e saliva, pele e fluido cérebro-espinhal para
o diagndstico intravitum de humanos e antemortem em animais. Esta substitui¢do vem
ocorrendo em virtude do baixo custo, da relativa sensibilidade e da redu¢ao substancial
do tempo requerido para a obtencao dos resultados: de 30 dias no MIT para 4 a 5 dias
em cultura de células, além de esta dispensar o uso de animais. A linhagem celular que
se mostrou mais susceptivel para o isolamento do virus ¢ um neuroblastoma murino (C-
1300), produzindo resultados em cinco dias, com sensibilidade semelhante a do MIT
para virus fixos e selvagens (WEBSTER; CASEY, 1996; WOLDEHIWET, 2005).

A infec¢do rabica provoca uma extensa invasdo neuronal, com dano celular
limitado, sendo que a unica mudanca patologicamente aparente ¢ um discreto edema
cerebral, sem mudancas histopatologicas. Em 1903, Adelchi Negri observou a presenca
de inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas em tecidos cerebrais infectados, denominadas
posteriormente de corpusculos de Negri, de cardter patognomdénimo para raiva,

representando um diagnéstico definitivo. Entretanto, estes corpusculos, em cortes



Revisdo Bibliografica 33

histologicos, sdo detectados em apenas 50 a 80% de animais infectados, sendo, desta
forma, necessaria a utilizacdo de técnicas imunoldgicas para obten¢ao de resultados
fidedignos (MESLIN; KAPLAN; KOPROWSKI, 1996; JOGAI; RADOTRA;
BANERIJEE, 2000; WOLDEHIWET, 2005).

Com relacdo a deteccdo dos antigenos virais, varias técnicas foram
desenvolvidas. Nos ultimos trinta anos, a deteccdo dos corpusculos de Negri foi
substituida pela deteccdo de antigenos especificos por fluorescéncia direta ou indireta
(FAT), sendo recomendada pela OMS. Esta técnica ¢ particularmente sensivel em
amostras frescas. Com o uso de anticorpos monoclonais, pode-se aumentar o grau de
especificidade e diferenciar alguns virus, sendo que a principal vantagem desta técnica ¢
a rapidez com que se obtém os resultados (WHO, 1992; DEAN; ABELSETH;
ATANASIU, 1996; WHITFIELD et al. 2001; WOLDEHIWET, 2005).

O diagnostico também pode ser realizado por métodos imunohistoquimicos, que
basicamente utilizam anticorpos monoclonais ou policlonais especificos para o virus,
tais como anticorpos primarios e anticorpos espécie-especificos conjugados com
peroxidase ou avidina-biotina como anticorpos secundarios, fornecendo resultados tao
sensiveis quanto a técnica de FAT (KOTWAL; NARAYAN, 1985; ANJARA; JHALA,
1985, WOLDEHIWET, 2005).

O método imunoenzimatico (ELISA), baseado na deteccdo do nucleocapsideo,
desenvolvido por Perrin e colaboradores (1986), também ¢ uma ferramenta diagnostica.
Neste ensaio, anticorpos IgG de coelho antinucleocapsideo sdo imobilizados nas placas
e usados para capturar o antigeno do material suspeito, seguido do mesmo anticorpo
conjugado a peroxidase para demonstrar ligagdo especifica. Esta técnica pode ser usada

para detec¢do de antigenos em amostras em decomposi¢do, as quais sdo inadequadas
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para a técnica de FAT (SAXENA et al., 1989), além de ser uma reacdo com resultados
répidos e facilmente obtidos (BOURHY; PERRIN, 1996).

O virus pode ser também detectado em amostras de saliva e cérebro de
cachorro, através do ensaio de aglutinagdo em latex, no qual sdo utilizadas particulas de
latex revestidas com anticorpo anti-rabico IgG purificado de soro eqiiino hiperimune.
Os resultados obtidos com esta técnica mostraram sensibilidade e especificidade altas.
Uma modificagdo da técnica pode ser utilizada para a dosagem de anticorpos
neutralizantes (KASEMPIMOLPORN et al., 1992; MADHUSUDANA; SARASWATI,
2003; WOLDEHIWET, 2005).

Com a clonagem e o seqlienciamento do genoma do virus rdbico, além da
confirmacao diagndstica do mesmo e de Lyssavirus relacionados, tornou-se possivel
também sua caracterizacdo molecular e epidemioldgica, utilizando sondas de acidos
nucléicos ou iniciadores especificos para um ou mais genes. A detec¢do de acidos
nucléicos por RT-PCR ¢ particularmente importante em espécimes com avangado
estado de decomposi¢do e amostras fluidas como saliva e fluido cérebro espinhal
(CREPIN et al., 1998; DAVID et al., 2002), além de reduzir em horas o tempo
requerido para o estabelecimento do diagnostico. Os iniciadores utilizados visam como
principal alvo o gene da nucleoproteina, em virtude desse ser o mais conservado entre
todas as espécies de Lyssavirus. Estudos comparativos entre as técnicas de RT-PCR e
FAT mostraram uma sensibilidade equivalente entre as mesmas (SACRAMENTO;
BOURHY; TORDO, 1991; BORDIGNON et al., 2004).

Outra forma de detectar o virus rabico ¢é através da técnica de hibridizacao in

situ, que utiliza sondas RNA de fita simples que tem como alvo o RNA gendémico ou o
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RNA mensageiro codificante para uma ou todas as cinco proteinas virais (JACKSON;

REIMER; WUNNER, 1989; WARNER; WHITFIELD; FEKADU, 1997).

2.3.5 Epidemiologia

A distribui¢do da raiva ocorre em todos os continentes, com exce¢do da
Antartica. Muitos tipos de mamiferos podem servir como hospedeiros para o virus
rabico, de acordo com a localizacdo geografica, sendo os principais representados por
carnivoros e quiropteros, conforme observado na Figura 3. Existem dois ciclos distintos
e bem caracterizados da doenca, o urbano e o silvestre. No primeiro, os principais
transmissores sao caes e gatos, € no segundo, morcegos hematofagos, o que possibilita a
circulacao do virus e sua possivel reintroduc¢ao no ciclo doméstico, podendo alcangar
propor¢des epizooticas, com a infecgdo de outros animais domésticos e, at€ mesmo, o

homem (RUPPRECHT; HALON; HEMACHUDHA, 2002; CHILDS, 2002).

Insectivon

Figura 3. Distribuicdo mundial dos principais animais transmissores de raiva.

Fonte: RUPPRECHT, HALON e HEMACHUDHA (2002).
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Entre os quirdpteros, os morcegos hematdfagos, principalmente a espécie
Desmodus rotundus, sdo o 0 maior reservatorio para o virus rabico na América Latina,
embora outras espécies insetivoras e frugivoras também sejam passiveis de transmitir a
doenga, caracterizando o ciclo silvestre. Em outras regides, como Europa e América do
norte, este ciclo € representado por outros animais como raposa, lobo, chacal, guaxinins,
entre outros (GERMANO, 1994; RUPPRECHT; HALON; HEMACHUDHA; 2002).

Dados confiaveis a respeito da real incidéncia da raiva sdo escassos em muitas
areas do globo, dificultando dessa forma, a compreensao do verdadeiro impacto desta
zoonose, tanto na saude humana como animal. O numero de obitos anuais, no mundo,
ocasionados pela raiva varia de 40.000 a 70.000, especialmente em areas endémicas de
paises da Africa e Asia (WHO, 2005).

No Brasil, a raiva é considerada endémica, com uma tendéncia a redugdo na
taxa de incidéncia. Uma diminui¢do notoria do numero de casos desde 1990 até 2003
vem sendo observada, conforme mostra a Figura 4. Entretanto, um novo perfil se
apresentou em 2004, com 29 casos confirmados até outubro, sendo que 23 foram
transmitidos por morcegos € apenas seis por cdes, com uma evidente inversao do
principal transmissor, € o que pode levar a uma suposta transi¢do do ciclo urbano para o
ciclo silvestre. Outro dado importante ¢ que de todos casos registrados, 22 ocorreram no
Estado do Para (INSTITUTO PASTEUR, 2005).

Em Santa Catarina, como em toda a regido sul, o ciclo urbano do virus foi
controlado desde 1982, com apenas uma unica notificacio da doenca em 1987,
transmitida por um morcego hematofago. Entretanto, a raiva silvestre, principalmente

em bovinos, acarreta grande prejuizo para a induastria agropecuaria. Dessa forma, torna-
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se fundamental o controle da doenca, para que esta nao retome seu ciclo urbano,

ocasionando danos a satide publica (CIDASC, 1999; FUNASA, 2001).
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Figura 4. Numero de casos de raiva humana no Brasil , no periodo de 1990 a 2003.

Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2005.

2.3.6 Prevencio e controle da doenca

A raiva humana ¢ passivel de ser contolada com o estabelecimento de algumas
medidas, tais como ac¢des de educacdo em saude, eliminacdo dos focos da doenca,
vacinac¢ao de animais transmissores, imunizagdo de pessoas expostas ao risco na pré- ou
poOs-exposi¢ao e cuidados de assepsia com o ferimento (WHO, 1992).

As decisdes sobre o tratamento resultam basicamente do entendimento do ciclo
de transmissdo entre os animais e da definicao da exposicdo (RUPPRECHT; HALON;
HEMACHUDHA; 2002). No passado, medidas letais eram empregadas para o controle

da doenca, como a destruicao dos animais, que apresentavam risco potencial, através do
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uso de venenos, armadilhas e, at¢ mesmo, sua execu¢ao (HANLON; CHILDS;
NETTLES, 1999).

As agdes de controle, em paises desenvolvidos, estdo voltadas principalmente
para a raiva silvestre, visto que tais paises controlaram a raiva urbana, através da
vacinagdo de cdes e gatos. Nos paises em desenvolvimento, a raiva continua a ser
transmitida pelo ciclo urbano, sendo necessdrias acdes mais rigidas de controle e
prevengdo. A vacinagdo anual de animais domésticos ¢ a medida mais importante a ser
tomada e a captura de caes ndo domiciliados também deve ser considerada para evitar o
aparecimento de novos focos da doenca (WARRELL; WARRELL, 2004).

Nos paises desenvolvidos, a raiva silvestre tem sido bem controlada com a
utilizagao de vacinas orais de virus atenuados ¢ vacinas recombinantes. Mesmo assim, o
controle da raiva, em algumas espécies inacessiveis, como morcegos insetivoros,
aumenta o risco de infeccao humana. Nestes casos, evitar o contato com este vetor, além
de medidas pré-exposicao e a vacinacdo imediata em pessoas expostas, sao as unicas

medidas de prevencdo da infeccdo humana (WARRELL; WARRELL, 2004).

2.3.7 Profilaxia e tratamento

A vacinagdo anti-rabica ¢ a principal medida profilatica contra raiva humana e
esta dividida em dois tipos de tratamentos, o de pré e de pds-exposicao. A indicacao do
tipo de tratamento serd definida pelas circunstancias da potencial exposi¢do ao agente
etiologico da doenca (INSTITUTO PASTEUR, 2000).

O tratamento pré-exposi¢ao apenas ¢ recomendado em situagcdes com elevado e
constante risco de infec¢do, como ocorre em laboratérios de pesquisa, com veterinarios,

biologos, entre outros (BRIGGS, 2000). Este tipo de tratamento ¢ a mais bem sucedida
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forma de prevencdo contra a raiva. Nenhuma morte decorrente da doenga foi registrada
entre individuos que realizaram este tratamento, seguido de um reforgo apds a
exposi¢ao. Entretanto, ¢ essencial que todos aqueles que receberam este tipo de
tratamento, passem regularmente por avaliagdes soroldgicas, assegurando titulos de
anticorpos neutralizantes superiores a 0,5 Ul/mL (WHO, 1992).

O tratamento pds-exposicao €, principalmente, indicado ap6s o contato com um
animal provavelmente infectado. A OMS classifica a exposi¢do em trés categorias e
conforme a gravidade, recomenda a vacinacao. Outras medidas como, a observagao do
animal agressor (somente no caso de caes e gatos), quando possivel, e a administragao
da imunoglobulina de origem humana ou eqiiina nos casos de exposi¢do considerados
mais graves, também sao definidos nas recomendag¢des da OMS (WHO, 1992). Medidas
como a assepsia dos ferimentos com agentes virucidas (iodo e alcool) realizadas
imediatamente apOs a exposi¢do, podem minimizar a infec¢do em até 50% dos casos
(KAPLAN; COHEN, 1962; DEAN; BAER; THOMPSON, 1963).

Atualmente, as vacinas utilizadas para a prevencao da raiva humana sao de dois
tipos, uma desenvolvida em tecido nervoso animal e outra a partir de cultura de células.
Os paises desenvolvidos optam pela tltima, em virtude da maior seguranga oferecida, ja
que as vacinas de tecido cerebral podem ocasionar sérias reacdes adversas relacionadas
a mielina. Entretanto, muitos paises em desenvolvimento ndo dispdem de vacinas
obtidas a partir de cultura celular, em virtude do seu elevado custo de producdo
(RUPPRECHT; HALON; HEMACHUDHA; 2002).

No Brasil, a profilaxia da raiva humana desde 2003 ¢ realizada com vacinas
preparadas em cultivo celular, sendo pioneiro, o Estado de Sao Paulo, que desde de

2000 disponibiliza este tipo de vacina (MINISTERIO DA SAUDE, 2005)
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Existem varios regimes de administragao de vacinas, que variam entre paises e,
at¢ mesmo, de regido para regido, devido as diferengas epidemioldgicas e a
disponibilidade de recursos. Os mais comumente empregados sao o de trés doses, com
eventuais reforcos na pré-exposi¢ao € o de cinco doses nos casos de pos-exposi¢ao
(WARRELL; WARREL, 2004).

Uma vez diagnosticada a encefalite rabica, com sintomas clinicos bem
estabelecidos, pouco ha o que fazer, ja que a quase totalidade dos casos ¢ irreversivel e
culmina com a morte do paciente. Varias abordagens t€ém sido implementadas para a
assisténcia do paciente com raiva, desde medidas paliativas até tratamentos
experimentais, que combinam antivirais, anestésicos € outros agentes, tais como,
ribavirina, vidarabina, aciclovir, isoprinosina, quetamina, alfa-interferon, anticorpos
monoclonais, vacina anti-rabica e imunoglobulina anti-rabica (HEMACHUDHA;
HALON; HEMACHUDHA, 2002; JACKSON; WARRELL; RUPPRECHT, 2003;
WARRELL; WARRELL, 2004), com poucos casos bem sucedidos descrito na literatura
(CDC, 2004).

Desde 1970, hd apenas seis notificagdes de sobreviventes a encefalite rabica.
Desses seis pacientes, com exce¢do de um notificado recentemente, todos os demais
receberam vacina anti-rabica, antes do aparecimento dos sintomas. Em nenhum paciente
houve detec¢do do virus ou de algum antigeno viral, o diagnostico foi baseado apenas
na presenga de altas concentragdes de anticorpos neutralizantes no fluido cérebro-
espinhal e a recuperagdo implicou em profundo déficit neurologico (HATTWICK et al.,
1972; PORRAS et al., 1976; CDC, 1977; ALVAREZ et al., 1994; MADHUSUDANA

et al., 2002; CDC, 2004)
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2.4 AGENTES COM ACAO ANTI-RABICA

A potencial atividade anti-rabica de varios agentes foi muito pouco estudada.
Alguns destes estudos foram conduzidos hd duas décadas, e apesar de resultados
aparentemente promissores, as pesquisas ndo avangaram € pouco se sabe a respeito.

A atividade anti-rabica in vitro da isoprinosina, um potente imunomodulador
(MASIHI, 2000), foi avaliada por Hernandez-Jauregui e colaboradores, em 1980. Neste
estudo foram usadas as cepas ERA e V319 do virus rabico, obtendo-se a diminuicdo do
titulo viral em 1,9 log (cepa ERA) e 1,3 log (cepa V319) apos 24h; e de 1,7 log (cepa
ERA) e 1,2 log (cepa V319) apds 48h do tratamento com isoprinosina. Ainda neste
estudo, foi possivel observar a redugdo de focos fluorescentes em células BHK-21, que
indicam infec¢do, além da diminuicdo do numero de matrizes e particulas virais
analisadas por microscopia eletronica (HERNANDEZ-JAUREGUI et al., 1980).

O efeito inibitorio da replicacdo de nove virus de genoma RNA, incluindo o
virus rabico, foi descrito por Yamamoto e colaboradores em 1990, que avaliaram a
atividade antiviral do 7- N oxido de guanina, isolado de culturas de Streptomyces sp.
Neste trabalho, a citotoxicidade foi avaliada por duas metodologias: a observacao das
alteragdes morfologicas celulares e através da inibi¢do do crescimento celular realizada
por contagens apds cinco dias em contato com o metabdlito. Desta maneira, foram
obtidos, dois indices de seletividade para cada virus. Para o virus rdbico foram
utilizadas as células BHK-21 e a técnica de imunofluorescéncia para avaliacao antiviral
e encontraram-se indices de seletividade de > 65 e > 0,33, que expressam a correlagao
entre concentragdes citotoxicas e efetivas (YAMAMOTO et al., 1990).

Estudos realizados com o anestésico quetamina, um antagonista competitivo

do receptor N-metil-D-aspartato, demostraram seu efeito efeito anti-rabico in vitro e in
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vivo. Culturas de neuronios de ratos, tratadas com quetamina e infectadas com a cepa
CVS do virus rabico, demonstraram diminuic¢ao do titulo viral de 6,9 x 10° para 5,7 x
10° PFU/mL, além de uma forte reducdo dos focos fluorescentes, envolvendo a sintese
de duas proteinas virais, a nucleoproteina e a glicoproteina, através de analise por
imunofluorescéncia, radiomarcagao de enxofre e Northern blotting. O tratamento de
ratos infectados reduziu a infec¢do rabica em diferentes regides cerebrais, quando
avaliados pelas mesmas técnicas. O provavel mecanismo de acdo deste anestésico estd
relacionado com a transcrigdo gendmica do virus (LOCKHART el al., 1991;
LOCKHART; TORDO; TSIANG, 1992).

Vérios polimeros naturais e semi-sintéticos foram avaliados contra a cepa CVS
do virus rabico em células CER. A atividade antiviral foi mensurada pela técnica de
imunofluorescéncia, enquanto que a citotoxicidade foi determinada por avaliagdo
microscopica das alteragdes morfoldgicas celulares. Dos 14 polimeros testados, cinco
deles apresentaram indices de seletividade que variaram de 10 a 400. Os dados obtidos
através de ensaios de adsorcdo e penetragdo viral, levam a crer que o mecanismo de
inibicao viral estaria relacionado com a habilidade destes compostos de ligarem-se ao
envelope viral, ndao descartando a hipotese dessas substancias interagirem com o0s
receptores celulares de superficies (PIETROPAOLO et al., 1993).

Onze diferentes glicoproteinas com caracteristicas de lectinas, isoladas de
varias fontes, foram investigadas quanto a sua potencial atividade antiviral frente aos
virus herpético (HSV-1), da raiva e da rubéola. Para o estudo da atividade anti-rabica,
foram utilizadas as células CER e a cepa viral CVS, através da técnica de
imunofluorecéncia. Dentre as lectinas avaliadas, quatro apresentaram bons resultados no

que concerne ao virus rabico, com indices de seletividade variando de 2,3 a 48,8.
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Acredita-se que, de acordo com a especificidade em virtude de interagdes quimicas,
como a configuracao de oligdmeros ou a presenga de carboidratos especificos ligantes a
outros agucares, possivelmente ocorre a ligacdo destas lectinas em células eucaridticas
ou membranas glicoprotéicas virais e glicolipideos (MARCHETTI et al., 1995).

Lentz ¢ colaboradores observaram a infec¢ao rabica in vitro frente a uma
variedade de agentes, incluido substidncias neuroquimicas, tais como agonistas e
antagonistas colinérgicos, anticorpos e substancias com tropismo lisossomal, tais como
fosfato de cloroquina, sulfato de quinina e cloreto de amonio. Neste estudo, foram
utilizadas células de neuroblastoma humano (IMR-32), por expressarem receptores
nicotinicos de acetilcolina. Os ensaios antivirais, de infectividade ¢ de adsorcao,
utilizaram a cepa CVS e foram quantificados pela técnica de imunofluorescéncia. Foi
possivel verificar a inibi¢do da infec¢ao viral com anticorpos contra a glicoproteina
viral, gangliosideos de cérebro bovino, o peptideo sintético Torpedo AchR 32mer, a o-
bungarotoxina e as trés substdncias com tropismo lisossomal citadas acima. Com
excegdo destas trés ultimas, todos os outros agentes foram capazes de inibir a adsor¢do
viral na superficie celular (LENTZ; FU; LEWIS, 1997).

O papel do 6xido nitrico na inibi¢do da replicacdo do virus rabico foi estudado
utilizando-se células de neuroblastoma de camundongo e a cepa CVS do virus. As
células infectadas foram tratadas com 6xido nitrico originado do nitroprussiato de sodio,
com e sem a presenca de ascorbato, gerando desta forma dois tipos de radicais. Foi
possivel observar apenas na presenga de ascorbato, uma supressdao na producdo de
particulas virais infecciosas. O mecanismo desta inibi¢do estd relacionado com a
expressao génica, o que foi confirmado pela redu¢do da expressdo dos genes

codificantes das proteinas virais (nucleoproteina, glicoproteina e L-polimerase),
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avaliadas por RT-PCR. Também se observou nas células infectadas e tratadas com
oxido nitrico na presenca de ascorbato, uma redugdo importante na sintese da
nucleoproteina, através da técnica de Western blotting (UBOL et al., 2001).

Andlogos de nucleosideos t€ém demonstrado amplo espectro de atividades
farmacologicas, especialmente antivirais e antitumorais. Um estudo descreveu a sintese
de quatro C-nucleosideos sintéticos de nucleos pirazol e tetrazol, com porcdes
modificadas de agucares e avaliacao da sua potencial atividade anti-rabica in vitro. A
determinagdo da citotoxicidade destes nucleosideos foi realizada em células N,A ¢
BHK-21, enquanto sua atividade antiviral foi avaliada utilizando a cepa CVS do virus
rabico através da inibi¢ao das inclusdes fluorescentes, utilizando um conjugado
antinucleocapsideo marcado com FITC. Apenas um nucleosideo apresentou moderada
atividade anti-rabica, questionavel em virtude da alta citotoxicidade por ele exercida
(POPSAVIN et al., 2002).

Recentemente, a cinabarina, um metabolito secundario isolado do fungo
saprofita Pycnoporus sanguineus, demonstrou atividade anti-rdbica. Neste estudo,
foram utilizadas a cepa PV e células de neuroblastoma murino, N,A. O titulo viral foi
arbitrariamente estabelecido, através da técnica de fluorescéncia, como a reciproca da
diluigdo viral que infectou 50% das células, e o titulo padrao, estabelecido por diluigdes,
foi de 128. A cinabarina, nas concentragdes de 0,155 ¢ 0,310 mg/mL, inibiu a infec¢do
rabica, através da redugdo de titulo viral para 64 e 32, respectivamente (SMANIA JR et
al., 2003).

O 4acido ascorbico representa outro potencial agente com agdo anti-rabica, ja
que estudos demonstraram a capacidade de inativacdo viral ao utilizd-lo em associagdo

com o sulfato de cobre, com resultados tdo significantes quantos aos obtidos pelo
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processo usual de inativacao realizado com a beta-propiolactona (MADHUSUDANA;
SHAMSUNDAR; SEETHRAMAN, 2004).

Uma abordagem recente utilizou a selegdo de inibidores moleculares que
inibem a expressao génica ou a funcdo protéica, afetando, desta forma, a replicagao
viral. Estes inibidores foram denominados de elementos supressores genéticos (ESGs).
Basicamente, eles foram obtidos utilizando-se uma biblioteca de ¢cDNA, contida num
plasmideo, preparada a partir da cepa viral ERA do virus rabico, contendo quatro genes
virais (N, P, M e G). O plasmideo foi transfesctado em células BHK-21, clonado e
selecionado através de sua resisténcia a replicagdo do virus rabico cepa CVS. Depois de
devidamente isolados, estes ESGs foram transfectados em células BSR e tiveram sua
habilidade de inibir a infeccdo rabica mensurada através das técnicas de ELISA e de
imunofluorescéncia. Dois ESGs foram capazes de inibir a replicagdao viral; um deles
produz um RNAm que codifica um segmento do gene N, ndo funcional, enquanto o
outro, contém um segmento do gene P, atuando como um RNA de sentido inverso,
podendo resultar em um anelamento com o RNA viral, induzindo resposta de interferon
tipo I, ndo especifica, ou de RNA de interferéncia, capaz de degradacdo especifica

(WUNNER; PALLATRONI; CURTIS, 2004).

De maneira geral, todos ensaios de atividade anti-rdbica in vitro utilizam
culturas celulares de linhagens permissiveis ao virus, baseando-se na sua capacidade de
replicarem nessas células. Varias linhagens celulares sdo permissivas ao virus rabico,
entre elas encontram-se BHK-21, N,A, CER, McCOY e, mais recentemente, foi descrita
a linhagem C6 (BORDIGNON et al., 2001). No entanto, poucas linhagens celulares

apresentam efeito citopatico, em virtude da natureza do ciclo replicativo viral, que ndo
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causa lise celular. Este efeito foi descrito para as linhagens CER e McCOY
(BUSSEAREAU; FLAMAND; PESE-PART, 1982; CONSALES et al., 1990; KING,
1996), o que pode representar uma ferramenta alternativa para o estudo in vitro de

agentes com potencial atividade anti-rébica.

2.5 COMPOSTOS FENOLICOS E ACAO ANTIVIRAL

O reino vegetal ¢ composto por uma imensa variedade de constituintes, os
quais podem inibir a replicagdo de varios virus de genoma RNA e DNA. Em virtude
disso, hd um grande interesse em compostos obtidos a apartir de fontes vegetais como
farmacos potenciais no controle de infecgdes virais (JASSIM; NAIJI, 2003).

Dentre a grande diversidade de metabolitos secundarios vegetais, encontram-
se os compostos fenolicos, cuja estrutura fundamental ¢ constituida por dois ou mais
anéis benzénicos, aos quais estd ligada, no minimo, uma hidroxila livre ou conjugada as
fungdes éster, éter ou como heterosideo, quando ligados a agtcares (BRUNETON,
1995).

No grupo dos compostos fenolicos podem ser encontradas estruturas quimicas
tdo variadas como as dos acidos fenolicos, dos flavonoides e dos taninos, sendo um dos
grupos mais numerosos € amplamente distribuidos no reino vegetal, com mais de 8.000
estruturas quimicas conhecidas (CROFT,1998; PIETTA, 2000).

Considerando-se o grupo dos acidos fenolicos, compostos importantes como o
acido galico, acido salicilico e acido gentisico derivam estruturalmente do &acido
benzobico, enquanto os acidos caf€ico, vanilico e ferulico derivam do acido cindmico

(BELL; CHARLWOOQD, 1980). Os galatos sao estruturalmente relacionados ao acido



Revisdo Bibliografica 47

galico, o qual ¢ tri-hidroxilado, os quais sdo acrescidos de uma cadeia alquilica lateral
(WAN DER HEIJDEN et al., 1986; OW; STUPANS, 2003; SAVI et al., 2005).

Outro importante grupo de compostos fenolicos ¢ representado pelos taninos,
os quais podem ser estruturalmente classificados em hidrolisaveis ou condensados,
sendo, estes ultimos, oligdmeros e polimeros formados pela condensagaode unidades de
flavan-3-6is e/ou flavan-3,4-di6is, também conhecidos como protoantocianidinas. Os
flavan-3-6is sao denominados de catequinas e possuem quatro isdmeros, em virtude da
presenca de dois carbonos assimétricos na sua estrutura (CHUNG et al.,, 1998;
SANTOS; MELLO, 2003).

Os flavonodides também sao um grupo de grande importancia nos compostos
fenolicos, possuindo uma estrutura basica com dois anéis aromaticos ligados por uma
ponte de trés atomos de carbono (BELL; CHARLWOOD, 1980; ZUANAZZI,
MONTANHA, 2003).

Vérias propriedades farmacologicas dos compostos fenolicos, ja foram
descritas, entre elas; antialergénica, antiviral, antiinflamatoria, vasodilatadora,
antioxidante, entre outras (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000;
PIETTA, 2000; ZENEBE; PECHANOVA, 2002).

A propriedade antiviral dos compostos fendlicos sintéticos e extraidos de
vegetais foi extensamente estudada e existem varios relatos, especialmente de agdo anti-
influenza (GREEN, 1949; TURAN; NAGATA; KURU, 1996; KERNAN et al., 1997;
SERKEDIJIEVA; HAY, 1998; SERKEDJIEVA, 2000) e anti-herpética (KANE et al.,
1988; BENENCIA; COURREGES; 1999; DE LOGU; 2000; SAVI, 2004; SAVI et al.,

2005).
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Acredita-se que os compostos polifendlicos atuem através da associacdo com
proteinas das particulas virais e/ou das superficies das células hospedeiras, resultando na
reducdo e até mesmo, na prevengdo da adsorcao viral (VLIETINCK; DE BRUYNE;
VANDEN BERGUE, 1997).

Klocking e colaboradores (2002) detectaram uma significante atividade anti-
HSV-1 para compostos fendlicos polimerizados com indices de seletividade superiores
a 10. Polifeno6is extraidos de vegetais mostraram marcada atividade inibitoria contra o
HSV-1 (ERDELMEYER et al., 1996).

Taninos hidrolisados, um importante grupo de compostos fendlicos, extraidos
dos extratos de folhas de Shepherdia argentea, mostraram elevada atividade contra a
enzima transcriptase reversa do HIV-1, superior ao controle positivo do teste, o galato
de epigalocatequina (YOSHIDA et al.,1996).

Meebach et al (2001) afirmaram que a atividade anti-herpética e anti-HIV de
polimeros fendlicos ¢ dependente da presenga de um nimero minimo de grupos
carboxilicos e 0 mecanismo da a¢do antiviral detectada estaria relacionado a inibicao da
adsorcao viral.

O acido gélico, acucares com radicais galatos, além de galatos de flavondis
glicosidicos extraidos de FEuphorbia pekinensis, em pesquisas recentes, foram
relacionados a inibi¢do da enzima integrase do HIV-1 (AHN et al., 2002).

Ainda com relagdo a atividade antiviral dos galatos, estudos mostraram que
compostos derivados da simplificagdo estrutural de galatos de epicatequina e galatos de

epigalocatequina foram capazes de inibir processos realizados pela transcriptase reversa

do HIV (TILLEKERATNE et al., 2002).
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A atividade anti-herpética in vitro de alquil-ésteres do acido galico foi avaliada
por Savi et al. (2005). Foram utilizadas, neste estudo, duas cepas do HSV-1 (KOS e 29-
R) e 14 alquil ésteres do acido galico, sendo que os indices de seletividade encontrados
variaram de 0,89 a 18,34.

Compostos fenolicos extraidos de Millettia erythrocalyx e Artocarpus
lakoocha exibiram moderada ag¢do contra virus como o HSV-1 e 2, e uma cepa do HIV-
1, sendo o oxiresveratrol, a miletocalixina A, o metil éter de pongol e a ovalifolina, os

compostos com agao antiviral mais pronunciada (LIKHITWITAYAWUID et al., 2005).
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3 OBIJETIVOS

OBJETIVO GERAL
v Estabelecer metodologias para a detecgdo in vitro de agentes com potencial

atividade anti-rabica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Padronizar a metodologia da determinagdo da atividade anti-rabica in vitro, de 24
compostos fendlicos, através do ensaio de inibigdo do efeito citopatico viral e do

ensaio colorimétrico do MTT

v'Avaliar a citotoxicidade de 24 compostos fenolicos sobre as células McCoy, através
do ensaio colorimétrico do MTT e por avaliagio microscopica das alteragdes

morfoldgicas.

v" Avaliar a potencial atividade anti-rabica de 24 compostos fenolicos utilizando as

metodologias in vitro padronizadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTURAS CELULARES

4.1.1 CELULAS

Foi utilizada a linhagem celular McCoy (ATCC: CRL 1696), que sdo culturas
fibroblasticas derivadas de liquido sinovial de rato. Essas células foram escolhidas por
serem permissivas ao virus rabico, possibilitando sua multiplicacdo, além da
visualizacdo do efeito citopatico (CONSALES et al.,1990; NOGUEIRA,1992;
NOGUEIRA; AMARAL, 1992), de forma reprodutivel e facilmente observavel sob

microscopia optica invertida.

4.1.2 MEIO DE CULTURA E REAGENTES

O meio utilizado para o crescimento ¢ manutencao das células McCoy foi o
meio DMEM (Cultilab), adicionado de 3,7% de bicarbonato de sodio.

O soro fetal bovino (SFB) foi adicionado ao meio na propor¢do de 10% para
promogao do crescimento e 5% para manutengdo da linhagem celular.

Uma solucao de antibioticos e antifungico (PSA) foi adicionada ao meio, como
forma de prevengdo de contaminagdes das culturas celulares por bactérias, fungos e
leveduras, na propor¢do de ImL de penicilina G/estreptomicina/anfotericina B
(10.000U de penicilina G, 10.000png de estreptomicina e 25ug de anfotericina B —
Gibco/BRL) para cada 100mL de meio.

A enzima proteolitica tripsina a 0,25% (tripsina de pancreas de porco preparada

em uma solugdo de EDTA 1: 250, Sigma) foi o agente de dispersdo celular utilizado
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para a obten¢do de subculturas, para manutencao das células e para a realizacao dos

experimentos.

42 VIRUS

4.2.1 ORIGEM DAS CEPAS
Os experimentos foram todos realizados com o virus rabico fixo cepa PV

(Instituto Pasteur, SP).

4.2.2 PREPARO DAS SUSPENSOES-ESTOQUES VIRAIS

Para a obtencao da suspensdo-estoque viral, uma suspensdo viral pré-existente
foi inoculada em frasco de cultura de 75cm’ contendo uma monocamada de células
McCoy, cultivadas em meio DMEM, suplementados com 5% de SFB e 1% de PSA,
tendo sido tripsinizadas 24h antes da infec¢ao. O meio de cultura foi aspirado da garrafa
e a monocamada celular foi lavada 3 vezes com tampao salina fosfato (PBS); em
seguida, foi inoculado ImL da suspensdo viral e a garrafa foi mantida a 37°C por 1 hora,
em estufa de CO; (5%) para adsorc¢ao viral. O in6culo foi retirado por suc¢do a vacuo e
completou-se o volume do frasco de cultura com meio DMEM com 5% de SFB. A
cultura infectada foi mantida nas mesmas condi¢des descritas acima.

O efeito citopatico viral do virus rabico foi monitorado em microscopio
invertido por até 72h. Quando este foi evidenciado na maior parte do tapete celular, o
frasco foi congelado a -80°C e descongelado a 37°C por 3x. A suspensdo foi
centrifugada a 350 Xg, durante 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi distribuido em tubos

estéreis e armazenados a -80°C para posterior utilizacao.
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4.2.3 DETERMINACAO DO TITULO INFECCIOSO VIRAL

A determinacdo do titulo infeccioso das suspensdes virais ¢ um procedimento
imprescindivel a subseqiiente avaliacdo adequada de qualquer atividade antiviral. Esta
determinagdo consiste em contar o nimero de particulas virais, por unidade de volume,
capazes de infectar células permissivas. Tal determinacdo foi efetuada segundo o
método das diluigdes-limites, com calculo do ponto de infec¢ao 50%, de acordo com a

metodologia classica de Reed e Muench (1938).

42.3.1 TITULACAO DO VIRUS RABICO

A partir da suspensdo-estoque viral, foi preparada uma série de diluigdes na
razao de 1:10 em tubos de microtitulagao, em banho de gelo, com meio DMEM sem
SFB (225uL de meio + 25uLl da suspensao viral). Esta série de dilui¢des foi adicionada
ao tapete celular previamente formado e o efeito citopatico viral foi observado
microscopicamente. A titulacdo foi realizada em placas de microtitulagdo de 96
cavidades, contendo uma monocamada de células McCoy (2,5 x 10°células/mL), com
oito cavidades para cada dilui¢do, cada cavidade contendo 200ul da suspensao viral. As
microplacas foram mantidas a 37°C, em estufa de CO, durante 72h; apos este intervalo,
foi realizada a contagem do niimero de cavidades onde houve ou ndo efeito citopatico.
Determinou-se, desta forma, a diluicdo que produz resposta positiva em 50% das
amostras (TCIDsy = 50% tissue culture infectious dose = IDsy = dose infectante 50%).

Em cada dilui¢do, foram contadas as cavidades infectadas (positivas) e as ndo
infectadas (negativas) e foram calculadas as porcentagens de cavidades infectadas para

cada diluicdo. Caso a dilui¢do que infecta 50% das cavidades variar entre duas
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dilui¢des, o titulo pode ser calculado através da distdncia proporcional (DP) entre as

mesmas, pelas seguintes formulas:

DP

(% de positivas acima de 50%) — 50%

(% de positivas acima de 50%) - (% de positivas abaixo de 50%)

log TCIDso = (DP x log do fator de dilui¢@o) + (log da dilui¢do acima de 50%)

O valor encontrado foi multiplicado pelo volume adicionado a cada cavidade, no
caso 200uL, e obteve-se o valor de TCIDso/mL.

O TCIDsp ndo revela quantas unidades infecciosas estdo presentes, mas somente
se esta dose ou dilui¢do produz ECP em cerca de 50% das unidades experimentais (no
caso, cada cavidade). A partir do valor de TCIDs, pode-se calcular a multiplicidade de

infeccdo (MOI), que € a relacdo entre o titulo infeccioso e o nimero de células.

4.3 MATERIAIS-TESTE

4.3.1 Compostos fendlicos
A seguir, sdo apresentadas as estruturas quimicas das amostras utilizadas para a

avaliagdo da citotoxicidade e da potencial atividade anti-rabica:

1. Catequina 2. Epicatequina
OH OH

OH OH
HO

",
2
‘OH

OH
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25. Quetamina 26. Isoprinosina
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As amostras 1, 2 e 24 foram obtidas da Extrasynthése (Genay,. France); a
amostra 3 foi obtida da Sigma (St. Louis, USA); a amostra 25 é da marca comercial
Dopalem® do fabricante Agribrands do Brasil; a amostra 26 foi obtida da UNIBIOS
(Italia); as demais amostras foram sintetizadas no Laboratorio de Sintese Estrutura e
Atividade, LABSEAT, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina, por Paulo César Leal, sob a orientagdo dos Professores Doutores Ricardo

Nunes e Rosendo Yunes.

4.3.1.1 Preparacao das solucdes-estoques

Foram pesados 10mg de cada amostra, que foram dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO, Merck), na concentragdo final de, no méaximo, 1%, gsp 10mL
de meio DMEM. Portanto, a concentracdo final de cada solugdo-estoque foi de
Img/mL. As solugdes foram filtradas em condigdes assépticas, em tubos estéreis,
usando filtros de 0,22um (Millipore®). Em seguida, essas solu¢des foram mantidas sob
refrigeracdo a 4°C e protegidas da luz até seu uso. A amostra 26 foi diluida em meio

DMEM na concentragao final de 1mg/mL.
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4.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE ATRAVES DO ENSAIO

COLORIMETRICO COM SAL DE TETRAZOLIUM (MTT)

Neste trabalho, a determinacdo da citotoxicidade foi realizada através do ensaio
colorimétrico do MTT, conforme proposto por Takeuchi, Baba e Shigeta (1991), com
algumas modificagdes segundo Sieuwerts e colaboradores (1995).

Procedimento: Uma suspensdo de células McCoy, contendo aproximadamente
2,5x10° células/mL, obtida por tripsinizagio de um frasco de cultura celular, foi
distribuida (200uL/cavidade) em placas de 96 cavidades. As contagens foram realizadas
em camara de Neubauer e as c€lulas foram mantidas em meio DMEM, suplementado
com 5% de SFB, a 37°C/5%CO, até confluéncia (24h). Em seguida, o meio foi aspirado
e foram adicionados 200uL/ cavidade dos materiais-teste diluidos na razdo 1:2, a partir
de 1 at¢ 0,0078 mg/mL. Foram realizados controles celulares (200uL meio
DMEM/cavidade) e branco (100uL. de DMSO/cavidade). Em seguida, as placas foram
mantidas a 37°C/5%CQO,, por 96h. Transcorrido esse periodo, os sobrenadantes foram
cuidadosamente  aspirados, sendo em seguida adicionados 50uL da solugdo de
MTT/cavidade (Sigma), a Img/mL em meio DMEM. As placas foram mantidas por
mais 4h, nas mesmas condigdes. Apds este periodo, foi retirado o meio contendo MTT
de cada cavidade, cuidadosamente, sem danificar as células, e adicionados 100uL de
DMSO/cavidade (Nuclear) para solubilizacdo dos cristais de formazana. As placas
foram agitadas, levemente, a temperatura ambiente, por 10 min, para que toda a
formazana fosse solubilizada e lidas em espectofotometro a 540nm (Bio-Tek, Elx 800).

As percentagens de viabilidade celular foram calculadas em relacdo aos

controles celulares. Para cada material-teste, foi calculado o valor de CCsy, que ¢
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definido como a concentragdo que reduz em 50% a absorbancia das células, quando

comparada aos controles celulares.

4.5 PADRONIZACAO DO ENSAIO COLORIMETRICO DO MTT PARA

AVALIACAO DA POTENCIAL ATIVIDADE ANTI-RABICA IN VITRO

Inicialmente, a determinagdo in vitro da potencial atividade anti-rdbica dos
materiais-teste foi idealizada para ser efetuada através do ensaio colorimétrico do MTT
(TAKEUCHI; BABA; SHIGETA; 1991), em vista da presenca do efeito citopatico
exercido pelo virus rabico em células McCoy (CONSALES et al.,1990;
NOGUEIRA,1992; NOGUEIRA; AMARAL, 1992). A padronizagdo do ensaio
utilizando virus rabico e células McCoy esta abaixo descrita.

Procedimento: células McCoy foram cultivadas em placas de microtitulagao de
96 cavidades (2,5 x 10" células/cavidade) até confluéncia (24h), usando meio DMEM
suplementado com 5% de soro fetal bovino, a 37°C e 5% CO,. O meio foi retirado por
aspiragdo e foram adicionados 100uL da suspensdo viral com diferentes MOI ( 0,1 a
1,0) em pelo menos oito cavidades e 100pL de meio DMEM. Foram feitos controles
celulares (200uL meio DMEM), controles positivos (100uL suspensdo viral + 100pL
isoprinosina 500pg/mL e quetamina 250pg/mL) e branco (100uL de DMSO). Em
seguida, as placas foram novamente mantidas nas condigdes iniciais de cultivo, por 72h,
96h e 120h. Posteriormente, aspirou-se todo o meio e foram adicionados 50 pL de
MTT/ cavidade (Sigma;lmg/mL em meio DMEM ou PBS) e as placas foram mantidas
nas mesmas condi¢gdes anteriores por mais 1, 2, 3 e 4h. Apds estes periodos, o meio +
MTT foi cuidadosamente aspirado, sem danificar as células, e foram adicionados 100uL

de DMSO/cavidade (Nuclear) para solubilizar os cristais de formazana. As placas foram
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agitadas levemente, a temperatura ambiente, por 10 min, para que toda a formazana
fosse solubilizada e lidas a 540nm num espectrofotometro (Bio-Tek, Elx 800). As

variaveis utilizadas nesta padronizagdo estdo demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1: Variaveis utilizadas para a padronizagao do ensaio colorimétrico do MTT.

Variaveis Especificagoes
Numero de particulas virais MOI de 0,1 a 1,0*
Duragao total do ensaio 72h, 96h e 120h
Reagente de solubilizacdo do MTT (1mg/mL) DMEM e PBS
Tempo de reducdo do MTT Entre 1 e 4 horas**

*realizados com intervalos de 0,1 unidade.
**realizados em intervalos de 1h.

Com a finalidade de se estabelecer as melhores condi¢des para o ensaio do
MTT, para a posterior avaliagdo da potencial atividade anti-rdbica dos materiais-teste,
durante a padroniza¢do somente foram utilizados os controles, isoprinosina e quetamina,

nas concentragdes anteriormente descritas.

4.6 AVALIACAO DA POTENCIAL ATIVIDADE ANTI-RABICA ATRAVES DA

INIBICAO DO EFEITO CITOPATICO VIRAL

Enders, Weller ¢ Robbins (1949) definiram todas as lesdes provocadas por um
virus nas células onde ele se multiplica como o efeito citopatico (ECP) viral. A maioria
dos virus provoca modificagdes celulares variaveis, faceis de observar ao microscopio e
geralmente especificas e, na maioria dos casos, estas modificagdes levam a morte
celular.

O efeito citopatico causado pelo virus rabico in vitro nao ¢ de facil detec¢ao na

maioria das linhagens celulares comumente utilizadas. Entretanto, em células McCoy,
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alteragdes morfologicas ocorrem de 48 e 72h apo6s a infeccdo (CONSALES et al., 1990;
NOGUEIRA, 1992; NOGUEIRA; AMARAL, 1992), sendo facilmente visualizaveis em
microscopio invertido.

Procedimento:. uma suspensio celular contendo aproximadamente 2,5x10°

células/mL foi distribuida (100 pl/cavidade) em uma placa de microtitulagao de 96
cavidades. Apos 24h, a 37°C e 5% CO,, com a confluéncia do tapete celular, retirou-se
o meio e foram adicionados 100uL dos materiais em estudo, em diferentes
concentragdes (inferiores aos valores de CCsp), e 100ul da suspensdo viral (MOI=1,0).
Foram realizados controles virais (CV), que atestam a infectividade da suspensdo viral
utilizada; controles celulares (CC), que atestam a integridade do tapete celular na
auséncia dos materiais-teste ¢ do virus; além de controles positivos realizados com
isoprinosina (0,5 mg/mL) e quetamina (0,25 mg/mL), que mostram a inibicao parcial da
multiplicagdo do virus rabico. Depois de mantidas por 96h, a 37°C e 5% CO,, as
leituras foram feitas ao microscopio invertido e a inibicdo do ECP provocado pelo virus
rabico foi comparada a dos controles. Um exemplo hipotético deste experimento esta

esquematizado na Figura 5.
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Figura 5. Disposicdo da placa de microtitulagdo usada para a determinagdo da inibi¢ao
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do efeito citopatico viral das diferentes concentracdes dos materiais-teste, em células

McCoy:

A —H/ C;- Cg:  diferentes concentragdes (razdo 1:2) dos materiais-teste € suspensao
viral com MOI =1,0

CV: controle viral MOI =1,0

C+: isoprinosina (0,5 mg/mL) e quetamina (0,25 mg/mL) + suspensdo
viral com MOI =1,0

CC: controles celulares contendo apenas meio DMEM
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A 1inibi¢do do efeito citopatico foi estimada, de acordo com as proposicdes de
Sidwell (1986), adaptada por Simdes e colaboradores (1999), segundo uma escala que

vaide 1 a 5, de acordo com o grau da destruicao celular:

ESCALA

ECP =1 Células unidas, bem espalhadas, transparentes e idénticas as células dos
controles celulares com 0 a 20% de destruigao;

ECP =2 Pequenos focos de infec¢do viral; a propor¢cdo das células mortas ¢
igual a £ 21 a 40% da monocamada celular;

ECP =3 + 51 a 60% da monocamada celular encontra-se destruida;

ECP =4 + 61 a 80% da monocamada celular encontra-se destruida;

ECP =5 Quase todas as células estdo mortas - monocamada celular encontra-se

com 81 a 100% de destruicao.

Essa escala pode ser melhor compreendida observando-se a Figura 6, na qual as
células McCoy, infectadas com o virus rabico, exibem o ECP viral em diferentes
intensidades.

Com esta metodologia foi possivel estimar, em relacdo aos controles virais, os
percentuais de inibicdo do efeito citopatico viral provocados por cada concentragdo de
cada material-teste e os valores de CEs (concentragdo que inibe o efeito citopatico viral
em aproximadamente 50% das células).

De posse dos valores de CCsy e CEs, foi possivel determinar o IS (indice de
seletividade), que consiste na relagao entre CCsy e CE5y (IS= CCs/CEsg) e expressa o
quao promissora ¢ a atividade antiviral de determinado agente, por relacionar a

concentracdo toxica do mesmo a sua concentracdo efetiva. Quanto maior o IS, mais
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promissora ¢ a atividade antiviral, dando indicagao de que seria viavel a realizagao

posterior de estudos mais detalhados, tanto in vitro quanto in vivo.

Legenda:

a. Controle celular
b. ECP=1/2

c. ECP=3

d. ECP=4

e. ECP=5

Figura 6. Diferentes intensidades do efeito citopatico em células McCoy (20x)
tratadas com 3,4,5 trimetoxibenzoato de etila, a partir de 1200uM (b) infectadas com

virus rabico (cepa PV MOI =1,0).

4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Tanto na avaliagdo da citotoxicidade, como na avaliagdo da potencial atividade
antiviral, foi utilizada a metodologia de blocos completamente casualizados (BCC) e
um arranjo multifatorial dos tratamentos (SOKAL; ROHLF, 1995), onde cada cavidade
da placa constitui uma unidade experimental e os tratamentos foram os diferentes
materiais-teste versus as diferentes concentragdes testadas.

Os tratamentos foram distribuidos aleatoriamente entre as cavidades da placa.

Foram realizadas trés repeticdes em placas diferentes e em dias diferentes, o que
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caracteriza uma triplicata. O sorteio dos tratamentos em relagdo as unidades
experimentais aumenta a probabilidade de que possiveis fatores interferentes
desconhecidos fiquem igualmente distribuidos nos blocos e faz com que a estimativa
dos valores e médias dos tratamentos e do erro experimental ndo sejam tendenciosas.
Cada bloco (placa) agrupa uma repeticdo de todos os tratamentos.

Realizou-se uma andlise de regressao linear para calcular os valores de CCsg
(concentracdo que causa citotoxicidade a 50% das células de uma cavidade) e de CEsg
(concentracdo que inibe o efeito citopatico em aproximadamente 50% das células de
uma cavidade), a partir de curvas de concentracao versus efeito.

A partir dos resultados obtidos através destas curvas foi realizado o tratamento
estatistico entre as trés repeticoes de cada material-teste, tanto para o calculo da
citotoxicidade (CCsp), quanto para o calculo da atividade antiviral (CEsp). O tratamento
estatistico consistiu no célculo do desvio padrao, ja que este fornece a variagdo obtida
em relacdao a média das trés repetigdes (SOKAL; ROHLF, 1995).

Os resultados obtidos na padroniza¢ao do ensaio colorimétrico do MTT foram
tratados com analise de variancia ANOVA seguida pelo teste de comparagdes multiplas

de Tukey-Kramer.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DO TITULO VIRAL

As determinagdes classicas do titulo infeccioso do virus rabico normalmente sao
realizadas através das técnicas de imunofluorescéncia (KING, 1996) e inoculacao
intracerebral em camundongos (KOPROWSKI, 1996). Esta ultima, apesar da grande
sensibilidade, vem sendo substituida por modelos in vitro por dispensarem o uso de
animais, além da sua praticidade e da rapidez com que os resultados sdo obtidos
(WOLDEHIWET, 2005). O método de contagem de placas de lise também pode ser
utilizado para obteng¢do do titulo viral (BUSSEREAU; FLAMAND; PESE-PART,
1982). Nogueira e Amaral (1992) descreveram a titulacao viral através da observagao
direta do efeito citopatico, calculada pelo método de Reed e Muench (1938), e¢ a
consideraram uma determinagao tao sensivel e eficiente quanto as técnicas classicas.

No presente estudo, em virtude do fato das células McCoy apresentarem efeito
citopatico quando infectadas pelo virus rabico (CONSALES et al, 1990; NOGUEIRA,
1992), o titulo infeccioso foi obtido conforme a metodologia descrita no item 4.2.3.1,
através da determinacdo de TCIDso. No decorrer do trabalho, foram utilizadas trés
solucdes-estoques, preparadas de acordo com o descrito no item 4.2.2. Os resultados da
determinagdo dos titulos infecciosos virais obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Titulos infecciosos dos estoques virais utilizados.

Solucgao-estoque viral Titulo
1 5x 107 TCIDsy/mL
2 5 x 10® TCIDsymL

3 5 x 10%” TCIDsy/mL
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5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE ATRAVES DO ENSAIO DO MTT

A citotoxicidade foi definida por Nardone (1977) como o conjunto de alteragdes
da homeostase celular, que ocasiona varias modificagcdes que interferem na capacidade
adaptativa das células, assim como em sua sobrevivéncia, multiplicagdo, divisao e
desempenho de fun¢des metabolicas. Desta forma, a reagdo in vitro das células frente a
uma substancia ou composto pode ser evidenciada pela desorganizagdo da monocama
celular, acompanhada do aspecto granuloso e arredondado das células (STREISSLE;
SCHWOBEL; HEWLETT, 1981). A intensidade da lesdo celular ¢ influenciada por
inimeros fatores, tais como a concentracdo e a permeabilidade celular do material
testado, o tempo de exposicao, a linhagem celular, entre outros (HU; HSIUNG, 1989).

Na escolha de um agente antiviral em potencial, torna-se indispensavel a
avaliacdo de sua possivel toxicidade em relagdo as células em questdo, em decorréncia
do fato de que um agente antiviral ideal deve inibir o ciclo de replicacdao viral,
interferindo ao minimo nas células hospedeiras, de forma que essas sejam capazes de se
recuperar da infeccdo, mantendo suas atividades metabdlicas (VANDEN BERGHE;
VLIETINCK; VAN HOOF, 1986). A relacdo entre os efeitos farmacoldgicos e toxicos
de um composto ¢ um importante requisito ao se avaliar sua aplicabilidade como agente
terapéutico (MELO et al., 2000), e tal informacdo provém do calculo do indice de
seletividade (IS=CCs(/CEs), quando da realizagdo dos estudos pré-clinicos in vitro.

Os testes de citotoxicidade in vitro de potenciais agentes antivirais sdo de grande
importancia nos estagios iniciais do desenvolvimento de fairmacos pois, além de avaliar
sua capacidade de causar alteragdes celulares, podem definir os intervalos de
concentragdes a serem utilizadas (EISENBRAND et al.,, 2002) em avaliagdes

posteriores, como por exemplo, o estudo da genotoxicidade (SILVA et al., 2002).
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Os ensaios mais comumente utilizados para a avaliagdo da citotoxicidade
baseiam-se na alteracdo da permeabilidade celular, nas fungdes celulares ou
mitocondriais e nas alteragdes da morfologia celular e da proliferagao celular. Como
exemplos de ensaios para determinacao da citotoxicidade encontram-se os de dosagem
de ATP (UNTCH et al., 1994), os que avaliam as alteracdes na permeabilidade celular,
como os que usam o corante vermelho neutro (BABICH; BORENFREUND, 1991), os
que medem a liberagdo de LDH associada a integridade da membrana
(KORZENIEWSKI; CALLEWAERT, 1983; LOBNER, 2000), além daqueles que
avaliam as fungdes celulares através de reagdes enzimaticas de oxi-reducao, como por
exemplo, o “alamar blue” (JAHN; STUBEN; BHAKDI, 1996; HAMID et al., 2004).
Esses ensaios estdo bem estabelecidos para varias linhagens celulares e avaliam
diversos aspectos das funcdes celulares (VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN
BERGUE, 1997; WILSON, 2000; EISENBRAND et al., 2002).

Neste trabalho, a citotoxicidade foi avaliada através da determinacdo da
viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico com o sal de tetrazolium MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)2,5-difenil brometo de tetrazolium] (item 4.4), um composto
hidrossoluvel que, em solugao, possui coloragdo amarelo-palido, facilmente incorporado
por células viaveis e ¢ reduzido pelas desidrogenases mitocondriais. Ao ser reduzido, o
MTT ¢ convertido em formazana, um composto azul-escuro, insolivel, que fica
armazenado no citoplasma celular. Este ensaio colorimétrico mede a quantidade
produzida de formazana através de espectrofotometria, ¢ é sensivel e quantitativo, ja que
o valor de absorbancia ¢ proporcional ao nimero de células viaveis (MOSMANN,

1983, BARILE, 1994).
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O ensaio do MTT ¢ apropriado para uma variedade de linhagens celulares, que
apresentam crescimento exponencial em cultura e alto nivel de atividade mitocondrial.
Deve-se levar em consideracdao que alguns compostos podem afetar seletivamente as
enzimas responsaveis pela reducdo do MTT, resultando numa superestimacdo da
toxicidade (BARILE, 1994; SMEE et al., 2002). Outro aspecto importante a ser
considerado ¢ que a redu¢do do MTT pode nao estar exclusivamente relacionada as
desidrogenases mitocondriais, mas também a outras enzimas celulares (LIU et al., 1997;
LIU; SCHUBERT, 1997) e quaisquer fatores que afetem os mecanismos desta reducao,
poderiam fornecer resultados nao fidedignos (CARMICHAEL et al., 1987; VISTICA et
al., 1991; SIEUWERTS et al., 1995).

A avaliagao da citotoxicidade dos compostos fendlicos, da isoprinosina e da
quetamina sobre as células McCoy foi realizada através do ensaio colorimétrico do
MTT, concomitantemente a avaliagdo microscopica didria das alteragdes morfologicas
celulares. Os valores de CCsp dos compostos fenolicos, obtidos através de analise de
regressao linear, estdo reunidos na Tabela 3 e representados na Figura 7. Todos os
compostos fendlicos, além da isoprinosina e da quetamina, foram testados em dilui¢des
na razao 2, a partir da concentracao de 1 até 0,0078 mg/mL , com resultados expressos
em pM.

Foi possivel observar que o grupo de compostos fendlicos representado pelas
catequinas (1, 2 e 3) apresentou baixos valores de CCs (Tabela 3), o que indica elevada
citotoxicidade, provavelmente relacionada ao numero de hidroxilas livres. A quercetina
(24), cuja estrutura quimica ¢ bastante semelhante as das catequinas, embora menos
toxica, apresenta uma maior citotoxicidade em relagao aos demais compostos testados,

como por exemplo as acetofenonas, cujos valores médios CCsg estdo em torno de 3.000
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UM. Este fato poderia ser explicado, em virtude deste composto possuir uma maior
permeabilidade celular, resultante de sua hidrofobicidade (JOHNSON; LOO, 2000),
além da presenga de ligagdes duplas entre os C2 e C3, e da carbonila em C4 no anel C
principal, o que favorece maior toxicidade (COS et al., 2000), ainda, em altas
concentragdes, a quercetina e outros flavonoides podem estar realcionados ao aumento

dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) (MATSUO et al., 2005).

Tabela 3: Valores de CCsydos compostos fenolicos sobre as células McCoy, obtidos

através do ensaio colorimétrico de MTT.

Amostras CCsp (uM)*
1 Catequina 124,33 + 33,53
2 Epicatequina 165,99 + 55,28
3 Epigalocatequina 326,29 + 60,40
4 1,3,5-trihidroxibenzeno 2.467,49 + 773,84
5 Acido gélico 565,77 + 343,43
6 Acido 3,4,5-trimetoxibenzoico >5.042,41
7 Galato de metila 372,75 +91,30
8 Galato de ctila 121,14 £ 37,74
9 Galato de propila 149,53 £ 97,94
10 Galato de butila 113,23 +£52,35
11 Galato de pentila 254,94 + 166,90
12 Galato de hexila 119,46 + 34,82
13 Galato heptila 321,36 £+ 167,42
14 Galato de octila 645,72 +£ 122,75
15 Galato de decila > 3.769,45
16 Galato de dodecila >3.003,98
17 Galato de tetradecila >3.056,02
18 Galato de cetila >2.553,41
19 Galato de octadecila >2.673,92
20 4-metoxiacetofenona 2.459,76 + 462,97
21 3,4,5-trimetoxiacetofenona 3.738,98 + 1099,17
22 3,4,5- trimetoxibenzoato de etila 3.204,20 + 397,87
23 Galatocetofenona (2,3,4-trihidroxiacetofenona 3.426,03 + 738,81
24 Quercetina 670,02 + 180,18
25 Quetamina** 3.010,69 £ 171,26
26 Isoprinosina™** >1.798,14

* Concentragdo citotoxica a 50%; valores representados pela média de trés experimentos independentes +
desvio padrao da média

** SQubstancias com agdo anti-rabica ja descrita na literatura (HERNANDEZ-JAUREGUI et al., 1980;
LOCKHART et al., 1991; LOCKHART; TORDO; TSIANG,1992).
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Figura 7: Representacdo grafica em ordem crescente dos valores de CCsy dos compostos
fenolicos sobre as células McCoy, obtidos através do ensaio colorimétrico do
MTT. Valores expressam a média de trés experimentos independentes e a barra o

desvio padrio da média.

O é4cido gélico (5) ¢ pelo menos 4 vezes mais citotoxico que o acido 3,4,5-
trimetdxibenzoico (6), cujas estruturas quimicas sdo muito semelhantes, sendo que este

ultimo possui apenas uma hidroxila livre, enquanto que o primeiro, possui quatro.
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Observou-se que os ésteres do acido galico com cadeia carbdnica lateral superior a dez
carbonos (15 a 19) apresentaram dificuldade de solubilizagdo, apesar do uso prévio de
DMSO, requerendo, em alguns casos, agitagdo em aparelho de ultra-som (Fisher
Scientific), o que poderia ter resultado numa menor disponibilidade do composto as
células, com conseqiiente subestimativa da sua citotoxicidade. De fato, tais compostos
apresentaram valores de CCs, bastante altos (entre 2.553,41 e 3.769,45 uM). Estes
resultados estdo de acordo com os verificados por Savi et al. (2005), que avaliou os
mesmos compostos frente as células VERO. Os demais ésteres do acido galico (7 a 14),
apresentaram valores de CCsy bem inferiores, os quais variaram de 113,23 a 645,72 uM,
mostrando graus de citotoxicidade semelhantes ao observado no grupo das catequinas
(Tabela 3).

O grupo representado pelas acetofenonas (20 a 23) apresentou valores de CCsg
altos, em relagdo aos demais compostos testados e muito semelhantes aos valores
encontrados por Savi (2004), variando de 2.459,76 a 3.738,98 uM.

Deve-se salientar, que alguns fatores podem contribuir para a elevagao dos
valores de CCsp, fornecendo parametros de citotoxicidade menores que os reais. De
acordo com Habtemariam (1995), compostos que possuem hidroxilas podem interagir
com ferro e outros metais de transi¢do, presentes no meio de cultura suplementado com
soro, induzindo a reducdo do MTT. Da mesma forma, substidncias que, em meio de
cultura, apresentam forte coloracdo podem interferir na leitura das absorbancias,
fornecendo valores mais elevados (SMEE et al., 2002).

O anéstésico quetamina (25) mostrou-se pouco citotdxico na concentragao
testada (CCs0=3.010,69 uM). O estudo prévio de sua atividade anti-rabica afirmou que

nenhuma alteracdo morfologica foi observada em células neuronais, na concentragdo
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maxima utilizada (1.500 uM), sugerindo que sua acdo antiviral ndo afetaria as cé€lulas
(LOCKHART; TORDO; TSIANG, 1992).

A isoprinosina (26) ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma das
concentragoes testadas (CCsy > 1.798,14 uM), as quais sd3o muito maiores que a
concentracdo na qual foi detectada atividade contra o virus rabico (150pg/mL)

(HERNANDEZ-JAUREGUI et al., 1980).

5.3 PADRONIZACAO DO ENSAIO COLORIMETRICO DO MTT PARA A
AVALIACAO DA POTENCIAL ATIVIDADE ANTI-RABICA IN VITRO

Para o estudo da atividade anti-rabica in vitro foi realizada a padronizagdo do
ensaio colorimétrico do MTT, conforme descrito no item 4.5. Os resultados da
padronizagdo sdo mostrados nas Figuras 8 a 11.

Ao utilizar o ensaio do MTT para avaliar a atividade antiviral ¢ importante a
obtengdo de valores iguais ou inferiores a 0,2 na razdo (A)cy / (A)cc. Isto significa que a
garantia da sensibilidade do ensaio se deve a diferenca entre os valores de absorbancia
(A) (entenda-se viabilidade celular) dos controles viral (CV) e celular (CC). O ideal ¢é
que, ao final do tempo de incubagdo da placa, o controle celular esteja vidvel enquanto o
controle viral esteja totalmente destruido. Qualquer porcentagem de viabilidade celular
detectada nos testes serd conferida a acdo antiviral do material em teste e o grau desta
protecdo podera ser calculado para cada concentragdo do material testado (TAKEUCHI;
BABA; SHIGETA, 1991).

No inicio da padronizagdo do ensaio do MTT para avaliacao da atividade anti-
rabica, um dos primeiros pardmetros testados foi a quantidade de particulas infecciosas
virais em relagdo ao numero de células, representada pelo indice de multiplicidade de

infeccdo (MOI). Foram testados MOIs entre 0,1 a 1,0, em culturas de 96h. Também,
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foram testados dois diluentes (PBS e meio DMEM) para a solubilizagdo do MTT, na
concentracdo de 1mg/mL , o qual teve um tempo total de reducao de 4h. Os resultados
obtidos sao mostrados na Figura 8. Foi possivel observar que os valores de absorbancia,
independente do MOI, ficaram muito préximos aos dos controles celulares. Este perfil
foi mais evidente ao se utilizar o meio DMEM para a solubilizacdo do MTT, cujos
valores de absorbancia do controle celular e das células infectadas foram praticamente
iguais, em torno de 0,600, com valores da relagdo Acv)/Acc) proximos a 1,0 em todos
os MOI testados, sem significancia estatistica (p>0,05). Uma ligeira diminuicao destes
valores, em relagdo ao controle celular, foi observada ao se utilizar PBS para a
solubilizagdo do MTT. Embora esta reducdo tenha se mostrado estatisticamente
significativa através de analise de variancia ANOVA, seguida do teste de comparagdes
multiplas de Tukey-Kramer (p<0,001), ela ndo foi suficiente para se obter valores de
Acv) /Accy proximos a 0,2, conforme recomendado (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA,
1991). Isto pode ser observado, por exemplo, ao se considerar a maior quantidade de
virus (MOI =1,0), cujo valor médio de absorbancia foi de 0,394 + 0,004, enquanto o
controle celular foi de 0,533 + 0,017, resultando numa relagdo Acv) /Acc) de 0,74,

muito distante do valor de 0,2, que assegura a sensibilidade do ensaio.
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Figura 8: Valores de absorbancia obtidos através do ensaio do MTT. 2,5 x 10° cél/mL foram
infectadas com diferentes MOI (0,1 a 1,0) do virus rabico ¢ incubadas durante 96h.
Em seguida o MTT (1mg/mL) foi solubilizado em PBS e meio DMEM, acrescido a
cultura, permanecendo nesta por 4h. *valores estatisticamente significativos em

relacdo ao controle celular (ANOVA/Tukey-Kramer, p<0,001).

Na tentativa de se melhorar os valores da relagdo Acv) /Acc), optou-se por
variar, neste estudo a duragdo total do ensaio, ou seja, o tempo em que o virus
permaneceu em cultura. Para esta avaliacdo, os ensaios foram realizados com 72, 96 e
120h. Utilizaram-se dois valores de multiplicidade de infec¢ao (MOI=0,5 e 1,0), além
de DMEM e PBS para a solubilizagdo do MTT (1mg/mL). Os resultados obtidos sdao
apresentados na Figura 9 (A) e (B). Observou-se claramente que, ao se utilizar o meio
DMEM para a solubilizacdo do MTT, os valores de absorbancia sofreram alteragdes
minimas, independente da quantidade de virus e do tempo que esses permaneceram na
cultura. Ao se usar PBS, os valores apresentaram uma leve diminui¢ao, embora nao
tenha sido possivel estabelecer uma relagdo Acv)/Acc) proxima a 0,2, conforme mostra

a Tabela 4 .
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Como mostra a Figura 9 (A), ndo houve nenhuma alteracao significativa, quando
se utilizou DMEM para a solubilizagdo do MTT, independentemente do MOI e do
tempo de incubacgao testados.

Na Figura 9 (B), observa-se, que embora tenha havido uma redug¢ao significativa
(p<0,001) nos valores de absorbancia das células infectadas em relagdao ao controle
celular, quando PBS foi utilizado como solubilizante do MTT, ainda ndo foi possivel
uma efetiva redugdo nos valores da relagdo Acv) /Acc) em nenhuma das variagdes

testadas (Tabela 4).

Tabela 4: Valores das relagdes Acvy /A(cc) obtidas no ensaio colorimétrico do MTT.
Células McCoy foram infectadas com diferentes MOI (0,5 e 1,0) do virus rabico,
permanecendo em cultura nos tempos indicados. O MTT foi solubilizado com PBS e

DMEM, com tempo total de redugdo de 4h.

MOI Agente 72 96 120
solubilizante do horas horas horas
MTT
0,5 (DMEM) 0,995 0,996 0,973
0,5 (PBS) 0,885 0,913 0,720
1,0 DMEM) 0,999 1,065 0,973

1,0 (PBS) 0,797 0,762 0,739
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Figurj 9: Valores de absorbancia obtidos através do ensaio do MTT. 2,5 x 10° c¢l/mL foram
infectadas com diferentes MOI (0,5 e 1,0) do virus rabico e incubadap durante os

tempos indicados. Em seguida o MTT (1mg/mL) foi solubilizado em [PBS e meio
DMEM, acrescido a cultura, permanecendo nesta por 4h. *valores estdfisticamente

significativos em relacdo ao controle celular (ANOVA/Tukey-Kramer, p<0,001).

Em seguida, variou-se o tempo de redu¢dao do MTT, nas mesmas condigdes dos
experimentos anteriores. Os valores das relagdes Acv) /Acc) encontradas nessas
condi¢des sdo mostrados na Tabela 5. Novamente, embora algumas variagdes tenham
demonstrados redugdes estatisticamente significantes entre as células infectadas e os
controle celulares (como ressaltado na Figura 10), nenhum progresso significativo foi

obtido para a redugdo da relacdo Acvy/Acc).
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Figura 10: Valores de absorbancia obtidos através do ensaio do MTT. 2,5 x 10° cél/mL foram
infectadas com diferentes MOI (0,5 e 1,0) do virus rabico e incubadas durante 96h.
Em seguida o MTT (1mg/mL) foi solubilizado em PBS e meio DMEM, acrescido a
cultura, permanecendo nesta nos tempos indicados.*valores estatisticamente

significativos em relagdo ao controle celular (ANOVA/Tukey-Kramer, *p<0,05
** p<0.01, *** p<0.001)
Tabela 5: Valores das relagdes Acvy /Acc) obtidas no ensaio colorimétrico do MTT.

Células McCoy foram infectadas com diferentes MOI (0,5 e 1,0) do virus rabico,
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permanecendo em cultura por 96h. O MTT foi solubilizado com PBS ¢ DMEM, com

tempo total de redugdo indicado.

MOI Agente 1h 2h 3h 4h
solubilizante do
MTT
0,5 (DMEM) 0,894 0,969 0,986 0,944
0,5 (PBS) 0,786 0,888 0,8233 0,868
1,0 (DMEM) 0,965 0,978 1,015 0,969
1,0 (PBS) 1,021 0,898 0,778 0,880

Em vista da dificuldade da padronizagdo do ensaio colorimétrico do MTT com
virus rabico e células McCoy e no intuito de se descartar a possibilidade de erro técnico,
foi realizada uma comparagdo com dois outros sistemas ja padronizados no LVA. Nesta
comparacao, cé¢lulas VERO (ATCC: CCL 81), permissivas ao virus herpético humano
tipo 1 (HSV-1, cepa KOS); e células Hep-2 (ATCC: CCL 23), permissivas ao
adenovirus humano tipo 5, foram submetidas a0 mesmo ensaio do MTT, sendo os

resultados apresentados na Figura 11.
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© 0.50-
Q
=
«©
2 *
2 025 =
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Figura 11: Valores de absorbancia e relagdes Acy) /Acc) a0 se comparar o ensaio
colorimétrico do MTT utilizando células McCoy e virus rabico com dois outros
sistemas ja padronizados.Condicdes gerais do ensaio: numero de células:2,5 x
10° cel/mL, MTT(Img/mL), tempo de reducdo de 4h. Adenovirus: MOI=0,5,
titulo:1,6 X 10® pfu/mL,células Hep-2 mantidas em MEM.Herpesvirus (HSV-1):
MOI=0,5, titulo: 2,6 x 10'TCIDsy/mL, células VERO mantidas em MEM .Virus
Rabico: MOI=0,5, titulo: 5 x 10°TCIDsy/mL, células McCoy: mantidas em

DMEM *diferencas estatisticamente significativas entre os valores de

absorbancia dos controles celular e viral (ANOVA Tukey-Kramer, p<0.001).

Nos reultados apresentados, tornaram-se evidentes as diferengas das
absorbancias dos controles virais e celulares nestes sistemas e, conseqiientemente, a
obtenc¢do de relagdes Acv)/Acc) proximas a 0,2. Ja no sistema utilizando o virus rabico,
os valores de absorbancia foram muito semelhantes aos observados em ensaios
anteriores. Entretanto, ndo foram avaliados no presente estudo as possiveis causas que
inviabilizaram a utilizagdo do ensaio do MTT utilizando o virus rabico e células
McCoy.

Ainda, neste experimento comparativo, algumas diferengas devem ser levadas
em consideracao: nos sistemas com c¢lulas VERO/HSV-1 e células Hep-2/Adenovirus
foi utilizado meio MEM e virus que causam infecgdes liticas.

O meio DMEM usado no sistema de células McCoy/ virus rabico apresenta
algumas diferengas em termos de composi¢ao em relagdo ao meio MEM. Além de mais
enriquecido, 0 meio DMEM possui o dobro de L-cisteina (62,57mg/L) e de L-metionina
(30 mg/L) do que o meio MEM (31,29 e 15 mg/L, respectivamente); a quantidade do
vermelho de fenol € ligeiramente superior, além da presenca do piruvato de s6dio no

meio DMEM (CULTILAB, 2004).
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A maior quantidade dos aminoacidos sulfatados, associada a uma maior
concentracdo do vermelho de fenol, que em vista da sua coloragdao mais acentuada pode
alterar os valores de absorbancia, além da presenga do piruvato de sdédio, um agente que
pode alterar o balango da oxido-redugdo celular, podem ter promovido uma maior
reducao do MTT em formazana, pois a potencializacdo no mecanismo de redugdo, na
presenca destas substancias, ja foi descrita na literatura (CARMICHAEL et at., 1987;
LIU et al., 1997, NATARAJAN et al., 2000; SHOEMAKER; COHEN; CAMPBELL,
2004).

Optou-se pela utilizagdo desta técnica para avaliacdo da atividade anti-rdbica,
com base em relatos da literatura, que mostraram o aparecimento do efeito citopatico
provocado pelo virus rabico em cé¢lulas McCoy (CONSALES et al.,1990;
NOGUEIRA,1992; NOGUEIRA; AMARAL, 1992), o qual ¢ muito pouco observado
em outros modelos de infecg¢do viral in vitro (KING, 1996). Entretanto, em vista da
natureza do ciclo de replicacao viral ndo causar lise (WUNNER, 2002), ¢ possivel que
as c¢lulas McCoy, apesar das evidentes alteragdes morfologicas detectadas, continuem
metabolicamente ativas e capazes de reduzir o MTT a formazana.

Num estudo comparativo entre métodos colorimétricos, fluorimétricos e de
avaliagdo visual, propde-se a aplicabilidade desses métodos para a avaliagdo antiviral,
ao se utilizar virus que causam infecgdes liticas. Virus nao liticos ou que causam efeitos
citopaticos parciais, ndo destroem completamente as células, sendo as mesmas, entdo,
capazes de incorporar corantes ou, até mesmo, metabolizar reagentes, como o MTT.
Acredita-se que, mesmo nos casos em que as células sdo destruidas, mas permanecem
aderidas ao fundo da placa, alguns métodos utilizados podem nao ser tdo adequados,

como, por exemplo, aqueles que usam de corantes que se ligam as proteinas ou
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intercalantes de DNA, pois estes continuardo a se ligar as células nao viaveis,
fornecendo resultados inapropriados (SMEE et al., 2002).

Desta forma, € necessario que os mecanismos envolvidos na reducdo do MTT
sejam bem compreendidos, além da identificagdo dos possiveis interferentes, que
possam ter impossibilitado a aplicagdo desta técnica. A redugdo do MTT foi
inicialmente atribuida, exclusivamente, as desidrogenases mitocondriais (MOSMANN,
1983; TAKEUCHI; BABA; SHIGETA; 1991; BARILE, 1994); entretanto dados mais
recentes sugerem que o processo de redugdo deste composto nao € exclusivamente
mitocondrial, sendo que outras enzimas microssomais e citosolicas também podem estar
envolvidas neste processo, com o auxilio de cofatores como NADH e NADPH (LIU et
al., 1997; LIU; SCHUBERT, 1997, GONZALES; TARLOFF, 2001), o que também
poderia contribuir para o aumento da reducao deste composto em algumas situacoes.

O completo mecanismo de redugdao celular do MTT ndo esta totalmente
compreendido. Entretanto alguns estudos sugeriram que o MTT, impermeavel a
membrana celular, ¢ incorporado pelas células viaveis por endocitose e, entdo, reduzido
por enzimas a formazana, cujos cristais ficam acumulados em compartimentos
endossomais ou lissomais, € sdao, posteriormente, transportados para a superficie celular
por exocitose. Tanto a exocitose quanto a redugdo do MTT aparentemente requerem
ATP e NADH gerados na glicélise, o que explica o fato da glicose e dos nucleotideos de
piridina afetarem a redugdo do MTT (VISTICA et al.,, 1991). Adicionalmente, ¢
sugerido, que a exocitose dos cristais de formazana poderia afetar a redu¢do do MTT,
uma vez que quanto maior a exocitose, mais cristais recobririam a membrana celular e,
conseqiientemente, inibiriam a entrada do MTT por endocitose (LIU et al., 1997; LIU;

SCHUBERT; 1997)
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Sieuwerts e colaboradores (1995) afirmaram que o ensaio do MTT pode ser
uma excelente ferramenta para a medida da atividade metabolica in vitro, desde que
algumas precaugdes sejam tomadas, ja que a habilidade das células vidveis em produzir
formazana pode ser influenciada, significativamente, por algumas condi¢des. O controle
dos valores de pH, durante a incubacao do MTT nas células e ap6s a solubilizacdo dos
cristais de formazana; a qualidade do agente solubilizante de formazana; e a linhagem
celular associada ao requerimento de diferentes periodos de incubagdo para redugao do
MTT sao os principais fatores que podem interferir no ensaio, afetando desde o espectro
de producao da formazana até a quantidade produzida pela célula.

Vistica et al. (1991) demonstraram variagdes significativas na capacidade de
reducao do MTT entre nove diferentes linhagens celulares. A quantidade de formazana
gerada, em algumas destas linhagens, decresceu com o aumento da idade da cultura.
Estes resultados indicaram uma correlagcdo da reducdao do MTT com a concentragao de
glicose, presente no meio € consumida para a manutencao da cultura, sugerindo que o
transporte intracelular de glicose ¢ requerido para se obter um nivel 6timo de reducao.
Fatores como o pH e a concentragdo de NADH ¢ NADPH, também foram capazes de
influenciar a reducao do MTT (VISTICA et al., 1991).

Outro estudo propds que a otimizagdo do ensaio do MTT para a avaliagdo da
viabilidade celular deve ser realizada para cada linhagem celular, observando-se a
quantidade de células e a duragdo total do ensaio, pois é essencial que o tempo
determinado seja suficiente para que as células se tornem invidveis com a perda da
atividade enzimatica e que, neste periodo, o controle celular esteja em crescimento
exponencial. Caso isto ndo ocorra, a viabilidade das células afetadas poderd ser

seriamente superestimada (CARMICHAEL et at., 1987).
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Shoemaker e colaboradores (2004) demonstraram a redugdo do MTT por
extratos aquosos de plantas na auséncia de células, atribuindo tal reducdo a grupos
tidlicos livres (SH) presentes nos extratos. Esta constatacao foi possivel ao se observar
um nivel de reducdo significativamente menor quando se adicionou aos extratos, acido
iodo acético, um conhecido agente quelante de grupamentos tidlicos. O estudo ainda
demonstrou que a quantidade de formazana formada, quando os extratos foram diluidos
em meio DMEM com soro, foi significativamente maior do que quando diluidos em
PBS, sugerindo que a composicdo do meio DMEM com soro poderia potencializar a
reducao do MTT. Adicionalmente, Natarajan et al. (2000) demonstraram que diferentes
antioxidantes com grupamentos tiolicos, como [-mercaptoetanol, dithiotreitol,
dithiocarbamato de pirrolidina e N-acetilcisteina foram capazes de reduzir o MTT a
cristais de formazana, na auséncia de células, de maneira dose-dependente.

O aumento do potencial de reducdo do MTT na auséncia de células, também
observado com a utilizacdo de fitoestrogenos (campferol e resveratrol), extratos de
Hypericum perforatum e Cimicifuga racemosa, além de N-acetilcisteina e vitaminas C
(BRUGGISSER et al., 2002).

Como durante a padronizacao do ensaio colorimétrico do MTT nao foi possivel
a obten¢do de valores da relagdo Acv) /Acc) proximos a 0,2, optou-se por realizar a
avaliagdo da atividade anti-rdbica exclusivamente pelo ensaio da inibicdo do efeito
citopatico viral.

Embora a utilizagdo do ensaio do MTT tenha se apresentado inadequado para a
avaliagdo anti-rabica em células McCoy, é importante ressaltar que este pode ser
amplamente utilizado com grande reprodutibilidade na avaliacdo da atividade antiviral

de virus que causam infecgdes liticas como herpesvirus, adenovirus, entre outros
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(SUDO et al., 1994; KODAMA et al., 1996; BETANCUR-GALVIS et al., 2002; SMEE

et al., 2002; ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2003; SAVI et al, 2005).

5.4  AVALIACAO DA POTENCIAL ATIVIDADE ANTI-RABICA ATRAVES DO
ENSAIO DE INIBICAO DO EFEITO CITOPATICO VIRAL

A subnotificacdo do niimero de casos de raiva humana, com uma estimativa de
40.000 a 70.000 mortes/ano, especialmente em areas endémicas (WHO, 2005), além do
surgimento de casos relacionados a transplantes de 6rgdos solidos, tais como figado,
rins e segmento arterial (MISAK, 2004; SRINIVASAN et al., 2005), antes apenas
relacionados a transplantes de cornea (GODE; BHIDE, 1988; JAVADI et al., 1996),
associados a falhas apos vacinacdo (ARYA, 1989; WILDE, 1989), além de efeitos
adversos (INSTITUTO PASTEUR, 2000), e ao curso, geralmente, fatal da encefalite
rabica, sdo alguns dos fatores que refor¢am a importancia de um agente antiviral com
eficaz acao ati-rabica.

No final de 2004, apos a descrigdo do primeiro caso de cura de raiva humana,
sem administracdo da profilaxia (CDC, 2004), a busca por um tratamento antiviral
eficaz foi ressaltada, ja que o protocolo experimental com farmacos, incluia um antiviral
classico, a ribavirina. Curiosamente, este mesmo fidrmaco e seus andlogos ndo
demonstraram qualquer acdo anti-rabica in vivo, quando camundongos foram desafiados
intracerebralmente (BUSSEREAU et al., 1988), o que leva a se questionar o modelo
animal utilizado, assim como fica demonstrada a necessidade de se realizar estudos

adicionais com este fArmaco para elucidar sua acao anti-rabica.
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Muitos estudos ja foram realizados para a busca de um agente com atividade
anti-rabica, mas, até o momento, ndo foi encontrado um farmaco antiviral com eficacia
e seguranca comprovadas para uso clinico. A maioria das pesquisas realizadas nessa
area nao apresentou uma padronizacao nas metodologias normalmente avaliadas, o que
dificultou uma anélise comparativa entre as mesmas. Desta forma, torna-se necessario o
estabelecimento de uma metodologia padrao para a triagem de potenciais agentes com
acdo anti-rabica, e esta metodologia deve contemplar a seletividade destes agentes em
relagdo ao seu alvo viral, sendo a citotoxicidade, um parametro essencial neste tipo de
avaliacdo.

Dentre as pesquisas disponiveis encontradas na literatura, poucos trabalhos
determinaram os indices de seletividade dos agentes estudados. Yamamoto et al. (1990),
ao estudarem a a¢do do 7-N-6xido de guanina sobre nove virus de RNA, determinaram
dois indices de seletividade (IS > 65 e > 0,33) deste metabolito para o virus rabico. A
grande diferenga entre estes valores de IS pode ser explicada pela utilizagao de duas
técnicas para a avaliacdo da citotoxicidade, uma baseada nas alteracdes morfologicas e
outra na inibi¢do do crescimento celular, enquanto que a atividade antiviral foi avaliada
por imunofluorescéncia.

Pietropaolo e colaboradores (1993) encontraram altos indices de seletividade
quando avaliaram a ac¢do de varios carboidratos contra o virus rabico. Os valores de IS
variaram de 10 a 400; entretanto, a avaliagdo da citotoxicidade foi realizada apenas
através da avaliagdo microscopica das alteragdes morfoldgicas celulares e a utilizagdo
de uma técnica menos subjetiva poderia fornecer valores de IS diferentes dos

apresentados.
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Outro estudo, no qual foi avaliada a atividade anti-rabica de lectinas, os valores
de IS foram determinados por parametros bem definidos de citotoxicidade e de agdo
antiviral. As lectinas apresentaram indices de seletividade de 20 e 48, sendo a
citotoxicidade determinada pela técnica do vermelho neutro e a atividade antiviral
avaliada pela técnica de inibi¢ao de imunofluorescéncia (MARCHETTI et al., 1995).

Os demais trabalhos encontrados na literatura, que avaliaram a atividade anti-
rébica in vitro, utilizaram outras técnicas, tais como a avaliagdo do nivel de expressao
génica de proteinas virais, uso de antagonistas de receptores, além de abordagens mais
modernas, como a construgdo de elementos supressores genéticos. Entretanto, em
virtude da natureza das técnicas utilizadas, ndo foram determinados os indices de
seletividade dos agentes estudados (LOCKHART; TORDO; TSIANG, 1992; LENTZ;
FU; LEWIS, 1997; WUNNER; PALLATRONI; CURTIS; 2004).

Embora com outro enfoque, estudos recentes demonstraram a inativagao
completa do virus rabico (cepa CVS) com a utilizagdo da vitamina C, ou acido
ascorbico (0,5 mg/mL), associada ao sulfato de cobre (5pg/ mL). O virus inativado com
vitamina C apresentou antigenicidade comparavel ao método usual de inativacao viral,
que utiliza beta propiolactona (BPL), representando uma alternativa a inativagdo viral
requerida no preparo de vacinas, reagentes diagnosticos e para fins de pesquisa, além de
ser uma alternativa mais barata e ndo oferecer os riscos de carcinogenicidade,
apresentados pela BPL (MADHUSUDANA; SHAMSUNDAR; SEETHRAMAN,
2004). A vitamina C, ainda, em outro estudo, quando associada a vacinagao, apresentou
um efeito imunomudulador capaz de aumentar a producdo de interferon,
desempenhando um papel de prote¢ao na infecg¢ao rabica (STANTIC- PAVLINIC et al.,

2004).
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A acdo antiviral in vitro de glicocorticoides foi demonstrada em células 1929,
nas quais se observou uma inibi¢ao de placas de lise provocadas pelo VSV, um virus de
genoma RNA da mesma familia do virus rabico Os glicocorticdides sdao potentes
moduladores da funcdo eucaridtica, que podem formar complexos com receptores
celulares e alterar a transcrigdo e sintese de proteinas (LANCZ et al., 1985).

Nesta dissertacao, a avaliacdo da atividade anti-rabica foi realizada através do
ensaio de inibi¢do do efeito citopatico viral, conforme descrito no item 4.5.2. Os valores
de CEsg, foram calculados através de andlise de regressdo e estdo demonstrados na
Tabela 6 . Apesar da subjetividade na leitura deste ensaio, os resultados foram bastante
reprodutiveis ¢ adequados para a triagem de substdncias com ac¢do anti-rabica,
representando uma alternativa menos onerosa a técnica de imunofluorescéncia,
classicamente utilizada para avaliacdo da atividade anti-rabica, para a dosagem de
anticorpos neutralizantes, além de possibilitar a deteccdo viral em tecidos, ou mesmo,
em cultura de células (HERNANDEZ-JAUREGUI et al., 1980; MARCHETTI et al.,
1995; DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996).

Observou-se que, dos 24 compostos fenolicos avaliados, dez foram capazes de
causar 50% de inibi¢do do efeito citopatico viral provocado pelo virus, e apenas quatro
apresentaram indices de seletividade > 3,0 (Figura 12). Seis compostos fendlicos ndo
foram capazes de causar qualquer inibi¢do no efeito citopatico viral, enquanto oito

inibiram em até 25% o efeito citopatico viral (Tabela 6).

Tabela 6: Valores de citotoxicidade, atividade antiviral e indice de seletividade de
compostos fenodlicos, testados no modelo de células McCoy infectadas com virus rabico

(cepa PV)

CCs CE5 % IS(CCsy/

Amostras M uM* g CEx)
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Catequina 124,33 £33,53 36,50 + 8,40 - 34
Epicatequina 165,99 + 55,28 85,38 £ 13,74 — 1,9
Epigalocatequina 326,29 + 60,40 257,41 £ 64,78 — 1,3
Acido galico 565,77 £ 343,43 — <25 ekt
Acido 3,4,5-trimetoxibenzdico >5042,41 2142,74 £ 266,37 — >2.4
Galato de metila 372,75 £ 91,30 — <25 wH%
Galato de etila 121,14 £ 37,74 — <25 o

Galato de butila 113,23 +£52,35 109,79 - 1,0
Galato de hexila 119,46 + 34,82 — <25 wk%
Galato de octila 645,72 £ 122,75 674,76 - 1,0
Galato de dodecila >3003,98 1867,52 £ 229,46 — >1,6
Galato de tetradecila >3056,02 — <25 wkE
Galato de cetila >2553,41 — <25 ok

Galato de octadecila >2673,92 — <25 wH%
4-metdxiacetofenona 2459,76 + 462,97 - <25 wkE
3,4,5-trimetoxiacetofenona 3738,98 + 1099,17 1023,98 + 64,62 — 3,7

3,4,5- trimetoxibenzoato de etila 3204,20 + 397,87 822,23 +£ 134,38 - 3,9

Quercetina 670,02 £ 180,18 191,68 + 24,25 - 3,5

Quetamina 3010,69 + 171,26 922,93 + 68,48 - 33

Isoprinosina >1.798,14 347,25 +27,14 — >5,2

* Valores representados pela média de trés experimentos independentes + desvio padrdo da média,
determinados através do ensaio colorimétrico do MTT.

** Percentual de inibicao de efeito citopatico viral em relag@o aos controles celulares (valores estimados).
#+* fndice de seletividade ndo calculado.

Titulo infeccioso viral utilizado: 5 x 10%” TCIDsy/mL.

A utilizagdo dos controles positivos, representados pela isoprinosina e
quetamina, os quais apresentaram indices de seletividade >5,2 e 3,3, respectivamente,
assegurou a validade dos ensaios. Ambas as substancias apresentam acao anti-rabica ja
descrita na literatura, além de serem utilizadas em protocolos experimentais para
tratamentos da encefalite rabica humana (RUPPRECHT; HALON; HEMACHUDHA,
2002; JACKSON; WARRELL; RUPPRECHT, 2003; WARRELL; WARRELL, 2004;

HENDEKLI, 2005).




Resultados e Discussdo 90

7.5+

Legenda:

1. Catequina

2. 3,4,5-trimetéxiacetofenona

3. 3,4,5-trimetéxibenzoato de etila
4. Quercetina

5. Quetamina*

6. Isoprinosina*

IS (CCs¢/CEs5p)

1 2 3 4 5 6
Compostos Fenolicos

Figura 12: Valores de indices de seletividade > 3,0 dos compostos fenolicos testados.

*Controles positivos utilizados no ensaio.

O anestésico quetamina ¢ um antagonista ndo competitivo do receptor N-
metil- D- aspartato. A neurotoxicidade de aminoécidos excitatorios, como L-glutamato
e L-aspartato, ¢ relacionada a ativacdo deste receptor no desenvolvimento de algumas
doengas neurologicas, como as doengas de Alzheimer e de Parkinson (GREENAMYRE
et al., 1987; KLOCKGETHER; TURSKI; 1989). Em virtude da infec¢do pelo virus
rabico ser altamente neurotropica e com poucas mudancas histopatologicas, as quais por
si s6 ndo explicariam a letalidade da infecgdo, permite que se cogite a possibilidade do
envolvimento de uma disfun¢do neuronal. Tanto a quetamina, como outros antagonistas
deste mesmo receptor, (MK-801 e outros derivados da fenciclidina), demonstraram agao
anti-rabica (TSIANG et al., 1991). O mecanismo de acdo destes anestésicos ndo esta
completamente elucidado, mas acredita-se que pela facilidade de penetragdo nas células
neuronais, seja possivel sua interagdo com proteinas intracelulares, como a B-tubulina,

ou at¢é mesmo que estes desregulem sistemas metabolicos, como os que controlam
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niveis de ATP, essenciais para uma transcri¢ao viral eficiente (LOCKHART; TORDO;
TSIANG:; 1992).

Ja a isoprinosina, ¢ um imunomodulador que aumenta a producgdo de interferon
e tem sido usada no tratamento de inimeras doengas virais, tais como algumas infec¢des
herpéticas e outras causadas por virus influenza ou rinovirus (MASIHI, 2000). O
mecanismo de ag¢do anti-rabica ndo ¢ totalmente esclarecido, mas acredita-se que haja
uma interacdo em nivel ribossomal, que interfere na producdo do RNA wviral
(HERNANDEZ-JAUREGUI et al., 1980).

Baseada na determinac¢do dos indices de seletividade, em alguns casos, pode-se
estabelecer relagdes entre a estrutura e a atividade e até predizer caracteristicas
estruturais responsaveis pela atividade biologica de um composto (BETANCUR-
GALVIS et al., 2001).

No presente trabalho, observou-se que os maiores indices de seletividade
alcancados sdo de compostos com estruturas bastante semelhantes, tais como a
catequina (1) e a quercetina (24), a 3.,4,5-trimetoxiacetofenona (21) e o 3.4,5-
trimetoxibenzoato de etila (22) (ver estruturas, materiais e métodos p.56 a 59). A
atividade antiviral detectada para as duas primeiras substancias poderia estar
relacionada ao nimero de hidroxilas livres apresentado por estas, embora este seja um
parametro insuficiente, j& que compostos com o mesmo numero de hidroxilas e
estrutura muito semelhantes, como a epicatequina (2) e a epigalocatequina (3), ndo
demonstraram a mesma atividade (Tabela 6).

Os autores dos estudos que avaliaram a inativagao viral através do uso do acido

ascorbico, afirmaram que esse composto pode sofrer auto-oxidagdo, resultando na
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formacao de grupos hidroxilas, aos quais foi atribuida a ag¢ao inativante (MURATA et
al., 1986, MADHUSUDANA; SHAMSUNDAR; SEETHRAMAN, 2004).

Em outros modelos, como o apresentado por Middleton, Kandaswami e
Theoharides (2000), foi relatada a atividade anti-HSV-1 de flavonoides, atribuindo-se
esta atividade a presenga de hidroxilas nas posi¢des 3°,4°, 3, 5 e 7 em suas moléculas. A
catequina e a quercetina sao compostos que apresentam estas caracteristicas estruturais
e , coincidentemente, apresentaram os maiores IS para o virus rabico. Em outro estudo
mais recente, no entanto, nao foi detectada acdo anti-HSV-1 muito consideravel destes
mesmos compostos (SAVI, 2004).

Alguns estudos sugeriram que as presencas de grupamentos hidroxilas no anel
benzénico, além do peso molecular sao determinantes para agdo anti-HSV-1 (FIKUCHI
et al.,, 1989). Ainda, foi descrito que a presenga de grupos carboxilicos em
polihidroxicarboxilatos derivados de compostos fenolicos ¢ essencial para a atividade
anti-herpética e anti-HIV (MEERBACH et al., 2001).

Considerando-se o grupo das acetofenonas, que também apresentou os maiores
IS neste trabalho, a presenca de grupos éteres poderia ser relacionada a sua atividade
anti-rabica, ja que duas outras substancias da mesma classe (20) e (23), com nenhum ou
apenas um grupamento éter, ndo apresentaram atividade antiviral consideravel.

Os compostos fendlicos (4), (9), (11), (13), (15) e (23) nao foram capazes de
inibir o efeito citopatico viral em nenhum grau, com excec¢ao dos compostos (4) e (23),
todos os demais compostos fazem parte dos alquil ésteres do acido galico, que
apresentaram atividade anti-rabica muito baixa, sem a possibilidade da determinacdo de

um indice de seletividade, na maioria das vezes (Tabela 6).
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Alguns pesquisadores relataram a importancia da cadeia carbonica lateral na
atividade anti-herpética dos alquil-ésteres do acido galico, destacando-se o galato de
metila com agdo antiviral especifica para o HSV-2, HSV-1 ¢ CMV, em ordem
crescente. Além da cadeia lateral carbonica, foi também demonstrado que as hidroxilas
sdao importantes para a atividade antiviral, tendo sido sugerido que a interagao entre os
galatos e as proteinas virais produz alteracdes na adsor¢do e penetragdo viral nas células
(KANE et al, 1988).

Resultados semelhantes foram encontrados numa avaliacao recente da atividade
anti-herpética de 14 alquil-ésteres do acido gélico, com indices de seletividade
consideraveis, embora, nenhuma relacdo entre a estrutura ¢ a atividade tenha sido
estabelecida com o aumento da cadeia carbdnica lateral (SAVI et al., 2005).

Entretanto, o mesmo nao foi observado na atividade anti-rabica dos galatos,
como ja descrito anteriormente, a qual foi baixa, independente do tamanho da cadeia
alquilica lateral, sendo o galato de dodecila, o composto que apresentou o maior indice
de seletividade (IS=1,61), o que, no entanto ¢ ainda muitissimo baixo.

Algumas diferencas observadas entre os indices de seletividade de compostos
com a mesma estrutura quimica ou estruturas relacionadas, obtidos para diferentes
virus, como por exemplo, o virus rabico e o HSV-1, podem ser facilmente explicadas,
através de diferencas acerca da morfologia, estrutura gendmica, replicagdo e
citopatogenia nas células infectadas, além receptores celulares distintos envolvidos na
infecgdo viral.

Com estrutura bastante semelhante a dos galatos, mas acrescida de trés
grupamentos éteres na posicdo das hidroxilas, o acido 3,4,5-trimetoxibenzoico,

assemelha-se, desta forma, a estrutura quimica das duas fenonas que apresentaram os
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maiores indices de seletividade, apresentando neste trabalho uma atividade anti-rabica
moderada (IS=2,4).

O composto com maior indice de seletividade neste estudo foi o 3,4,5-
trimetoxibenzoato de etila (IS=3,9). Em outro estudo recente, este composto
demonstrou alta atividade anti-herpética, com IS=33 (SAVI, 2004).

As observacgdes realizadas neste trabalho sugerem uma possivel relagao entre a
estrutura e a atividade dos compostos testados, entretanto, estes parametros ainda sao
insuficientes para que se possa realmente estabelecer sua agdo anti-rdbica, sendo

necessarios estudos mais aprofundados.
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CONCLUSOES

O ensaio colorimétrico do MTT mostrou-se inapropriado para a avaliagdo da
atividade anti-rabica, utilizando-se células McCoy, ja que o evidente efeito
citopatico causado pela amostra PV ndo correspondeu a inibicdo da formagdo de

formazana.

A técnica de inibicdo do efeito citopatico viral em células McCoy, mostrou-se

apropriada para a determinac¢do da atividade anti-rabica de compostos fenolicos.

O ensaio colorimétrico do MTT monstrou-se adequado para a avaliagdo da

citotoxicidade de compostos testados sobre as células McCoy.

Os tUnicos compostos que ndo foram citoxicos para as células McCoy, nas
concentragdes testadas, foram todos derivados do &cido gélico com cadeia alquilica

igual ou superior a dez carbonos, o acido 3.,4,5-trimetoxibenzdico e a isoprinosina.

Os compostos que apresentaram maior citotoxicidade para as células McCoy
pertencem ao grupo dos galatos com cadeia alquilica inferior a dez carbonos e as

catequinas.

Embora ndo seja estabelecida a relag@o entre a estrutura quimica e efeito citotoxico,
a quantidade de hidroxilas ¢ diretamente proporcional a citotoxicidade sobre as

células McCoy.
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Todos os compostos testados para o virus rabico utilizando células McCoy

apresentaram indices de seletividades inferiores a 4.

Os compostos catequina, quercetina, 3,4,5-trimetdxiacetofenona e 3.,4,5-
trimetoxibenzoato de etila apresentaram os maiores indices de seletividade para o
virus rabico, sendo que os dois primeiros exibem maior numero de hidroxilas livres,

enquanto os dois ultimos apresentam maior niimero de grupamentos éteres.

O numero de hidroxilas livres e a presenga de grupamentos €teres sdo parametros
insuficientes para se relacionar a estrutura quimica com a atividade anti-rabica in

vitro detectada dos compostos testados.
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7 PERSPECTIVAS

O presente estudo fornece uma ferramenta economicamente viavel e de
facil realizacdo para triagem em larga escala de compostos com agao

anti-rabica.

Ap0s a determinagdo de indices de seletividade consideraveis, a técnica
de inibicdo de efeito citopatico poderia ser comparada a outra
técnica,menos subjetiva, como o ensaio de inibi¢do da formacdo de

placas de lise, desde de que padronizado.

ApoOs comparada com a técnica de inibigdo da formacgdo de placas de
lise, os compostos que continuarem apresentando atividade anti-rabica

consideravel, poderiam ser avaliados quanto a seu mecanismo de acao.

Para a realizagdo da triagem de agentes com possivel a¢do anti-rabica, o
estudo da estrutura quimica e das propriedades pode fornecer

informagdes importantes para a elei¢do das substancias a serem tetadas.
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