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RESUMO

O virus da hepatite C (HCV) é o principal causador de doengas hepaticas e
transplante de figado no mundo. Atualmente, o tratamento ¢ baseado em antivirais de acao
direta (DAAs) em monoterapia, combinados ou associados a Interferon e Ribavirina, mas
apresenta alto custo para a saide publica. Por ser um virus de RNA, apresenta altas taxas de
mutagdes em seu genoma, levando ao aparecimento de variantes resistentes ao tratamento
atual. O trabalho teve como objetivo avaliar efeitos do tratamento prolongado com o
composto natural Acido oleanonico (Ac.0), na replicagdo do HCV in vitro. Células Huh7.5
que expressam continuamente o replicon subgendmico (SGRluc-FEO), foram cultivadas na
presenca do composto Ac.O, depois ensaios foram realizados para determinacdo das
concentracdes efetiva. Posteriormente, ensaios de tratamento prolongado foram niciados,
com o objetivo de avaliar a acdo deste composto ao longo do tempo. Apds tratamento por
periodos especificos, as células foram coletadas, lisadas e submetidas a leitura da replicacao
por luminescéncia. Os resultados obtidos demostraram que o tratamento com o composto
Ac.O apresentou atividade antiviral significativa inibindo 57% da replicagdo. O ensaio de
longo prazo mostrou a dimmnuigdo da replicagdo do HCV nos primeiros dias de tratamento,
e nos dias seguintes um aumento gradual. A partir dos resultados obtidos o Ac.O pode ter
selecionando uma populagdo com mutagdo que caracterizou resisténcia ao tratamento.

Palavras-chave: HCV, antivirais, resisténcia e composto natural



ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) is currently the worldwide main cause of liver disease
and liver transplantation. The treatment is based on direct-acting antivirals (AADs),
monotherapy, combined or associated with Interferon and Ribavirin, but it has a high cost
to public health system. Because it is an RNA virus, it has high mutation rates in its
genome, leading to the appearance of resistant variants to the currently treatment. This
work aimed to study the effects of prolonged treatment with the natural compound
Oleanonic acid (AcO), n the replication of HCV in vitro. Huh7.5 cells expressing the
subgenomic replicon (SGRluc-FEO) were cultured in the presence and absence of AcO,
then assays were performed to determmne the effective concentrations of viral replication.
Subsequently, prolonged treatment trials were started, with the objective to evaluate the
action of this compound over the time. After treatment for specific periods, the cells were
collected, lysed and subjected to the replication reading by luminescence. The results
showed that the treatment with compound AcO showed significant antiviral activity
mhibiting 57% of replication. the long-term trial showed decreased HCV replication in the
first days of treatment, and on the following days a gradual increase. From the results
obtained the AcO may have generated a possible mutation that characterized resistance to
the treatment.

Palavras Chave: HCV, antivirals, resistance, natural compound.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Prevaléncia mundial de mdividuos mfectados pelo HCV.........cccooevvieeiveennnnne.

Figura 2: [lustra¢do da particula e poliproteina viral do HCV.........cocoviiiiiiiiiiiee,

Figura 3: Esquema do ciclo replicativo do HCV ........ciiiiinininiieiee st
Figura 4: Rephicon SUDZENOMICO. .......ciiiiiiieeice ettt ettt ee e ee st
Figura 5: Viabilidade CEIUIAT..........c.oiiiiiiiiiinii it

Figura 6: Atividade do composto Ac.O na replicag@o do HCV........coviiieiiiiiiiiieiee e

Figura 7: Concentragdes efetivas de MIDIGAO.........ccvierveeriieriiieiieeieeie et ere e eve e

Figura 8: Tratamento em longo prazo na concentragao de EC50.........cocoviniiiiiiiiiiiiiieee,
Figura 9: Panorama geral do tratamento na concentragao de EC50.........cccccoveininiiiiiiiieneene
Figura 10: Tratamento em longo prazo na concentracdo de EC80..........cooeivieiiiiiiieiieiieiceeee e,

Figura 11: Panorama geral do tratamento na concentrag@o de EC80...........ccovvvieieiieicenneeneeneennee,

12

17

20

21

23

24

25

26



SUMARIO

Sumario

L B 018 (0 e L0 o o TSP 8
LI HEPAEE €ttt ettt e ettt e et e e et e e e 8
1.2, O virus da Hepatite C........cceeieiiiiiiiiiiieee et e e e ettt ee e e e e e e irrree e e e e e e s eenraeaee s 9
L.30 Trat@Amento....ccceeeiiiiiiiiiieetee ettt e e ettt e e e e s e ettt e e e e et eete e e e e neaannnee 13
1.4, COMPOSLOS INALUTAIS .....uvvrrreeeeeieiiirretiereeeeeesaenartteeeeesssasnessreeeeaeessssssansssreeeeesssensnsssnes 155

2. ODJETIVOS 1oieiieiiiiiiieieeeeeeeecitt et e e e e e e esttaeeteeeeeeesesanarsaaeeaeeeaasssssssaeeaeeaaseasnnrsaeeeaaeseaannnnrrrees 16
2.1 (01] 15 1 VI €< ¢ 1 PP 16

T\ (5T (o) Lo 4 P EPRR R 17
3.1 [0707001 001 1o F PP 17
3.2 Cultura de CEIIAS .....oouiiiiiiiiiieee e 17
3.3 Ensaio de RePlICAGAO......uiiiiiiiieiiiiiiiie e et e ettt e e e e e e et eeee e e e e e e nennnes 18
3.4  Ensaiode EC50 € EC8O0.....ccccuuiiiiiiiiiiiiiieiie ettt 18
3.5 Tratamento prolongado das células com composto AC.O ........uvvvvvvvvvvvvrvvvririrrreeeieiennnnnes 19
3.6 ANALISE ESTSTICA ..uveiiiiiiiiiiiiiiie et 19

4. RESUIAAOS. ...ttt ettt ettt st 20
4.1 Andlise de viabilidade celular do Ac.O.....coouiiiiiiiiiiiiii e 20
4.2  Andlise da atividade antiviral do AC.O.....coouviiiiiiiiiiiiiiiiice e 21
4.3 Tratamentos de 10nZ0 PTazo .........cooiviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e enenennnene 22

5 DISCUSSAO. ettt ettt e et e e ettt e ettt e et e e e et e e et e e e anaeee s 27

6. RETETEIICIAS . et e e e e e e e e e e e enaas 30



1. Introducao
1.1. Hepatite C

O virus da Hepatite C (HCV) foi identificado pela primeira vez por Choo e
colaboradores (1989) como sendo o agente causador da Hepatite ndo-A e ndo-B,
atualmente conhecida como Hepatite C. O virus ¢ o principal responsavel por doencas
hepaticas e transplantes de figado. (WHO, 2018; MOHD HANAFIAH et al, 2013; PERZ
et al., 2006).

A mfeccdo possui duas fases definidas. A fase aguda, caracterizada pelos
primeiros meses apds a exposicdo ao virus, ¢ dificilmente identificada devido a falta de
smtomatologia (DIAS; PIPA; MOTA, 2018). E a fase crdnica, por sua vez pode apresentar
sintomas clinicos como desconforto abdominal, fadiga, dor muscular e perda de peso.
Entretanto, na maioria dos casos o diagnostico somente ¢ realizado quando o paciente ja
estd com quadro grave de cirrose e/ou carcinoma hepatocelular (BEINHARDT et al, 2013;
MAASOUMY; WEDEMEYER, 2012).

Estima-se que aproximadamente 71 mihdes de pessoas estejam mfectadas
cronicamente em todo o mundo (WHO, 2018; MOHD HANAFIAH et al., 2013; PERZ et
al, 2006). China, Paquistio, Nigéria, Egito, India e Russia juntos representaram mais da
metade das infecgodes totais (Figura 1) (GOWER et al., 2014). No Brasil, 331.855 mil casos
foram notificados no pais desde o final da década de 90, com maior incidéncia nas regioes

Sul e Sudeste apds o ano de 2014 (BRASIL, 2018).



Figura 1: Prevaléncia mundial de individuos infectados pelo HCV. Fonte: Adaptado de
(GOWER et al., 2014)

Infeccdo viral
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e = 5.000.001
A principal via de transmissio do HCV ocorre por sangue contammnado,
frequentemente durante o compartilhamento de objetos para uso de drogas njetaveis e
reuso ou esteriizacdo de materiais médicos (WHO, 2018). A transmissdao também pode
ocorrer verticalmente, em média 5% dos filhos de maes infectadas nascem portadores do

virus, sendo a carga viral e o estado imune da mie os principais fatores relacionados a

transmissao vertical (BENOVA et al, 2014; YEUNG; KING; ROBERTS, 2001).

1.2. O virus da Hepatite C

O HCV pertence ao género Hepacivirius, famiia Flaviviridae (DOUAM;
LAVILLETTE; COSSET, 2015). A particula viral apresenta tamanho de 50 nm. O genoma
¢ constituidlo de uma fita simples de RNA de polaridade positiva envolvida por um
capsideo proteico e envelope lipidico derivado da membrana celular do hospedeiro, onde
estdo inseridas as glicoproteinas virais E1 e E2 (Figura 2A) (LINDENBACH; RICE, 2013;
VIEYRES etal, 2010; VIEYRES; DUBUISSON; PIETSCHMANN, 2014).



O genoma ¢ composto por aproximadamente 9600 nucleotideos, com apenas uma
regido aberta de leitura (open reading frame -ORF), flanqueada por regides ndo traduzidas
5’ e 3’ ndo codificantes e altamente estaveis (BUKH, 2016). A regido 5’ contem 341
nucleotideos, que mclui o sitio de entrada mterna do ribossomo (IRES — Internal
Ribossome entry site). A tradugdo do RNA wviral resultara em uma poliproteina viral
precursora com aproximadamente 3000 aminoacidos, que serd clivada por proteases virais €
celulares em novas proteinas (Figura 2B). O primeiro ter¢o da poliproteina corresponde a
proteina do capsideo (C), as glicoproteinas do envelope El e E2, que estdo envolvidas na
entrada do virus na célula do hospedeiro, e uma proteina de canal ibnico (P7). Os dois
tercos finais codificam as proteinas ndo estruturais, que estdo envolvidas nos processos
intracelulares do ciclo replicativo viral, que incluiem uma cisteino-protease NS2, a serino-
protease NS3, o cofator de NS3 NS4A, NS4B que faz inducdo de malha membranosa, a
RNA polimerase dependente de RNA NS5B e a proteina multifincional NS5A. A regido
ndo-traduzida 3°, altamente conservada em todos os gendtipos do HCV, é composta por
aproximadamente 235 nucleotideos, ¢ desempenha um papel mmportante no processo de
formagdo do capsideo viral durante a replicacio (CATANESE et al, 2013; LOHMANN,
2018; MORADPOUR; PENIN, 2013; TANG; GRISE, 2009).
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Figura 2: Particula viral do HCV, mostrando as proteinas de envelope El e E2, o capsideo e
o RNA wvrral (A). Poliproteina viral precursora, proteinas estruturais C, E1 E2 e P7, e

proteinas ndo estruturais NS2, NS3, NS4A/4B e NSS5A/5B (B). Fonte: Adaptado de
(LOHMANN, 2018; JAMES 2001)
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O ciclo replicativo do HCV se micia pela interacdo entre as proteinas no envelope
viral E1 e E2 e os receptores especificos da célula hospedeira, sendo que os principais ja
descritos sao CD81, OCLN, SR-Bl ¢ CLDN (MORADPOUR; PENIN; RICE, 2007;
ZEISEL; FELMLEE; BAUMERT, 2013). Apos adsor¢do a penetragdo do virus ocorre por
endocitose, seguida pela fusdo entre a membrana viral e a endossomal, o que leva a

liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma. Logo em seguida o capsideo ¢ desmontado e o
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RNA genomico ¢ desnudado. O sitio de entrada mnterna do ribossomo (IRES) promove o
micio da produgdo da poliproteina que ¢ processada nas proteinas virais (LOHMANN,
2013). A fita positiva de RNA serve como molde para fita complementar de sentido
negativo, que juntamente com as proteinas ndo estruturais servirdo de maquinaria para o
sistema de replicagdo continua. As proteinas estruturais se organizam para montagem e
liberagdo dos novos virions, um processo dependente da producdo de lipidios da célula
hospedeira (Figura 3) (KAO; YI; HUANG, 2016; LINDENBACH; RICE, 2013;
VIEYRES; DUBUISSON; PIETSCHMANN, 2014).

Figura 3: Ciclo replicativo do HCV. Representacdo esquematica da replicagdo de particula
viral em um hepatdcito. Adsor¢do e penetracao (1), desnudamento (2), traducdo do RNA e
clivagem da poliproteina (3), replicacio do RNA (4), montagem (5) e liberacdo (6). Fonte:
Adaptado de (LOHMANN, 2018)
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Andlises comparativas do genoma do HCV em hospedeiros de vérias regides do
mundo levaram a identificacdo de sete gendtipos principais de HCV (SIMMONDS, 2013).
De acordo com uma nomenclatura recentemente atualizada, o HCV ¢é classificado em 7
genotipos, denominados de 1 a 7, e 67 subtipos, diferenciados por letras minusculas (1a, 2c,
4a e assim por diante). Os genotipos diferem uns dos outros em aproximadamente 30%, e
os subtipos em pelo menos 15%. (KUIKEN; SIMMONDS, 2009; SMITH et al, 2014).
Devido a sua alta taxa de mutagdo, o HCV forma quasiespécies virais, categorizadas como
a troca de bases em qualquer localidade do genoma, ou seja, um hospedeiro pode ser
infectado por um subtipo viral e apresentar um nimero maior de quaisiespécies
(TSUKIYAMA-KOHARA; KOHARA, 2016)

Com a analise das endemias foi possivel identificar que os gendtipos 1 e 2 sdo
predominantes na Affica Ocidental e Central, Américas e Australia. O genétipo 3 ¢
encontrado no sul da Asia, ¢ juntamente com gendtipo 1, sio os gendtipos de maior
prevaléncia no Brasil (BLACH et al, 2017; BRUGGMANN et al, 2014). O genotipo 4 ¢
prevalente na Afiica Central e no Oriente Médio. Alguns estudos recentes mostraram que o
gendtipo 4 ¢ cada vez mais identificado em alguns paises do sul da Europa na regido do
Mediterraneo. O gendtipo 5 é responsavel por um ter¢o das infecgdes na Africa do Sul, e o
gendtipo 6 é comum no sul ¢ sudeste da Asia e em regides do Caribe (NJOUOM et al.,
2012; POLARIS OBSERVATORY HCV COLLABORATORS, 2017; RAO et al, 2014).
Alguns subtipos de HCV s3o considerados endémicos, pois apresentam distribuicao
mundial, especialmente 1a, 1b e 3a e, em menor frequéncia, 2a, 2b e 2¢c (PETRUZZIELLO
et al., 2016)

1.3. Tratamento

Nos anos 90, o mterferon alfa (IFN-a) foi a primeira op¢do pan-genotipica para
tratamento dos individuos infectados pelo HCV, com taxas de resposta virologica
sustentada (RVS) de 8% a 21%. Posteriormente, a ribavirma (RBV) foi combmnada com
IFN-a, o que aumentou as taxas de RVS para 40% (DOYLE et al, 2013). Entdo, IFN-a
peguilado (PEG-IFN-a) associado a RBV melhorou as taxas de RVS de 42% para 52%,
sendo essa a melhor op¢do de tratamento por um longo periodo de tempo. Entretanto, a

baixa RVS e o alto nimero de efeitos colaterais nos pacientes levaram a pesquisa por outras
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opcdes de tratamento (BANERJEE; REDDY, 2016; HOLMES; THOMPSON, 2015). Em
2011, a primeira geracdo de agentes antivirais de agdo direta (DAAs) foi desenvolvida.
Inicialmente, os iibidores de protease NS3/4A telaprevir e boceprevir foram usados
associados com PEG-INF e RBV, e aumentaram a eficacia do tratamento para 65% a 75%
em portadores do gendtipo 1, no entanto os efeitos colaterais ainda persistiram
(JITTAVISUTTHIKUL et al, 2016; TAMORI; ENOMOTO; KAWADA, 2016).

Em 2013 foi aprovado um novo DAA mibidor de NS3/4A, o simeprevir, que
permitin  regimes independentes de IFN-o e RBV altamente eficazes, com RVS de
aproximadamente 90%, e a diminuicdo da intolerancia e dos foi efeitos colaterais
(GUTIERREZ; LAWITZ; POORDAD, 2015). Algumas drogas que apresentam atividade
mibindo a proteina NS5A também vém sendo utilizadas, dentre elas estd o ledipasvir € o
declastavir (POVEDA et al, 2014). O mibidor de NS5B sofosbuvir ¢ um dos DAAs mais
usados por ter um alvo de extrema importancia para a replicagdo (GANE et al, 2013;
KISH; AZIZ; SORIO, 2017, 2017). As terapias combinadas com DAAs aumentaram as
taxas de resposta e reduziram a duragdo do tratamento. As opgdes de combinagdes para o
tratamento variam de acordo com a situagdo do paciente e o subgrupo viral que ele possui
(LAWITZ etal., 2014).

Os DAAs possuem uma alta efetividade contra o HCV, entretanto ainda ndo se
apresentam como opg¢do para toda a populagdo infectada, sendo atualmente muito caros,
especialmente em alguns paises de baixa e média renda (CRAXI et al, 2016; WOODE et
al,, 2016). Além disso, o HCV possui uma alta taxa de mutacdo em seu genoma, resultando
no desenvolvimento de resisténcia viral ao tratamento (PERALES et al, 2015). As
mutacdes que levam a resisténcia do HCV ao tratamento ocorrem em forma de varriagdes
entre os aminodcidos, que aparece devido & pressdo causada pelo sistema imune e
tratamento tornando-se resistente a droga utilizada. Cada composto ou familia de farmaco
induz um perfil especifico de mutacdo, sendo diretamente direcionado para o sitio
especifico da proteina no qual apresenta efeito mibitorio (GRAY et al, 2012; KLIEMANN
et al, 2016). Com o surgimento de mutacdes de resisténcia, o tratamento ndo serd eficaz,

sendo necessaria a mudanca de estratégia (KIM; HAN; AHN, 2016).
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1.4. Compostos Naturais

O uso de plantas na terapia medicinal ¢ uma pratica antiga. Muitos medicamentos
atuais utilizam estruturas quimicas derivadas de compostos naturais, ou analogos que
possuem o mesmo principio, como base para sua producdo. O sucesso dos produtos
naturais na descoberta de drogas no passado e no presente estd totalmente associado a sua
complexa diversidade estrutural (MATHUR; HOSKINS, 2017, NEWMAN; CRAGG,
2016).

Dentre os compostos naturais com atividade antiviral podem ser citados a
cumarina e seus analogos que apresentam atividade para um grande espectro de virus, como
o virus da Imunodeficiéncia adquirida (HIV), o virus da Influenza e herpes, HCV e o virus
chikungunya (HASSAN et al, 2016). Alguns outros compostos como a as lignanas e
alcaloides isolados de plantas brasileiras também possuem atividade inibitoria descrita
contra 0 HCV (JARDIM et al, 2015; SHIMIZU et al., 2017). Compostos isolados da folha
da alcachofra egipcia selvagem tem sido usados hd décadas para tratamento de Hepatite
(ELSEBALI et al., 2016). Alguns compostos acidos como o acido galico, derivado de planta
Limonium sinense da regido da China, também demostrou dimmuir a replicagdo do HCV
em fases iniciais da infeccdo (HSU et al., 2015).

Os ftriterpenos pentaciclicos (TP) sdo importantes componentes estruturais de
membranas celulares de diversas plantas, estabilizando a bicamada fosfolipidica. Foi
relatado que aproximadamente 20.000 triterpendides existem na natureza (SILVA;
DUARTE; FILHO, 2014). Alguns TP demonstraram atividade anti-HIV, anti-Influenza e
anti-HCV (KHWAZA; OYEDEJI; ADERIBIGBE, 2018; KONG et al, 2013). O acido
oleanonico (Ac. O) ¢ um TP natural que possui atividades biologicas ja descritas, como
tratamento para doenca de chagas e anti-inflamatorio (FUNARI et al, 2016; SHARIFI;
HAZELL, 2012). O Ac.O pode ser isolado da planta Pterogyne nitens, conhecida
popularmente como amendoim bravo, que ja apresenta derivados com alguns efeitos como
antifingico em causadores de candidiase e criptococose, ¢ atividade anti-HCV (LIMA et
al, 2016; SHIMIZU et al, 2017). Visto a abrangéncia da atividade biologica do Ac.O e de
compostos extraidos da mesma planta, este pode ser considerado um candidato para

realizacdo de estudos na replicagdo do HCV in vitro.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho avaliou os efeitos do tratamento prolongado com o composto
natural Acido oleanonico (Ac.O), isolado da planta Pterogyne nitens, na replicagio do

HCV in vitro.

o Avaliar a citotoxicidade do composto natural Ac.O na linhagem estavel de
Huh-7.5-SGR-1luc-FEO, por meio de ensaios de viabilidade celular (MTT);

o Investigar o potencial desse composto na inibicdo da replicagio do HCV por
meio do tratamento de células Huh-7.5-SGR-JFHI-luc-FEO e andlise dos niveis de
replicagdo por ensaios de luciferase;

. Estabelecer as concentragdes efetivas de tratamento pra iibicado de 50 e
80% da replicagdo (EC50 e EC80);

o Avalar os efeitos do Ac.O em tratamento prolongado, no periodo de
aproximadamente 25 dias, por meio de quantificacdo dos niveis de luminescéncia

em amostras de cultura celular coletadas a repique.
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3. Metodologia
3.1 Composto

O composto Ac.O foi isolado da planta Pterogyne nitens e purificado por Caroline
Lima Sprengel, sob supervisio do Prof® Dr.° Luis Octavio Regasini do Laboratério de
Quimica Verde e Medicinal da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Fiho”,
IBILCE-Unesp, Sao José do Rio Preto, SP.

3.2 Cultura de Células

Células Huh7.5, provenientes de hepatoma humano, contendo o replicon
subgendmico (SGRluc-FEO) (WAKITA et al, 2005) (Figura 4) foram denominadas de
Huh-7.5-SGR-JFH1-luc-FEO. As culturas celulares foram cultivadas em meio essencial
minimo modificado por Dulbeco (DMEM; Hyclone), suplementado com 1% (v/v) de
penicilina e streptomicina (Hyclone), 1% (v/v) de aminoicidos ndo essenciais (Hyclone),
10% (v/v) de soro fetal bovino inativado (Hyclone) e geneticina (G418-Promega). As
culturas serdo incubadas a 37°C e 5% de CO;. A linhagem celular Huh-7.5-SGR-JFH]1-luc-
FEO expressa continuamente a proteina fosfotransferase de fusdo da luciferase-neomicina
(firefly luciferase-neomycin phosphotransferase fusion protein) para expressdo da enzima

luciferase, e para resisténcia a neomicina.

Figura 4: Replicon subgenomico JFH1 de genoma 2a contendo o gene FEO que expressa
continuamente a proteina fosfotransferase de fusdo da luciferase - neomicina denominado SGR-

JFH1-FEO. Fonte: Adaptado de (WAKITA et al., 2005)

pRep-Feo [ Tluc neo{ NS3 | No4 N N
pT7 Feo HCV-N 3'UTR

Para a determinagdo da viabilidade celular dos compostos, uma suspensdo de 7x
10° células Huh-7.5-SGR-JFH1-luc-FEO foi transferida para microplacas de 96 pogos e
mcubadas a 37°C e 5% de CO; por 24 horas. Depois deste periodo, o meio de cultivo dos
pogos foi removido e o composto Ac.O diluido em DMEM na concentracdo final de 1 yM
foi adicionado as células. Como controle ndo tratado foi utiizado dimetil sulfoxido
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(DSMO) a 0,1%, diluido em meio de cultura. A placa foi incubada por 72 horas na estufa
de 5% de CO, a 37°C. Posteriormente, o sobrenadante foi retrado e as células foram
adicionadas de 100 pL de soluigdo contendo MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma) diluido a Img/ml em meio DMEM, e incubadas a
37°C por 30 minutos. A solugdo de MTT foi removida, substituida pelo mesmo volume de
DMSO e submetida a leitura de absorbancia em comprimento de onda de 570 nm. Os
tratamentos foram realizados em ftriplicatas. A porcentagem da viabilidade celular foi
determinada pela média dos pogos tratados x 100, dividido pela média dos pogos controle.
Os valores obtidos da leitura de viabilidade celular foram analisados em planilha Excel e
pelo software GraphPad Prism 5.

3.3 Ensaio de Replicacao

Para avaliar o efeito do composto Ac.O na replicagdo, utilizou-se a mesma
metodologia de tratamento dos ensaios de viabilidade celular. Ap6s 72 horas de tratamento,
o meio foi descartado, as células foram lavadas em PBS 1x e adicionadas de tampao de lise
passiva (PLB, Promega) por 30 minutos. Os lisados celulares foram adicionados de
reagente para ensaio de luciferase (Luciferase Assay System, Promega) e a leitura dos
niveis de luminescéncia foi realizada em leitor de placa (GloMax, Promega) para avaliar a
atividade da luciferase. A porcentagem da replicagdio foi determmada pela média das
triplicatas x 100, dividido pela média dos pocos controle. Todos os dados foram expressos
por meio de média e do desvio padrdo. Os valores obtidos da leitura de atividade de

luciferase foram analisados em planilha Excel e pelo software GraphPad Prism 5.

3.4 Ensaio de EC50 ¢ EC80

Para determina¢do da concentracdo de inibicdo de 50 ou 80% foi realizado um
ensaio de replicacdo utilizando 12 diferentes concentragdes do compostos Ac.o. (200 uM,
100 M, 50 pM, 25 M, 12,5 M, 6,3 uM, 3,1 uM, 1,6 M, 0,7 uM, 0,4 pM, 0,2 uM ¢ 0,1
uM). A metodologia utilizada foi a mesma do ensaio de replicagdo. Os valores obtidos
foram analisados no software GraphPad Prism 5 e foram determinadas as concentragdes

eficazes para inbir 50% da replicagdo viral (EC50) e 80% (EC80).
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3.5 Tratamento prolongado das células com composto Ac.O

Para avaliar os efeitos do composto Ac.O a longo prazo, uma suspensdo de células
Huh-7.5-SGR-JFH1-luc-FEO foi transferida para garrafas de cultura celular de 25 cm’.
ApOs 4 horas, as células foram tratadas com meio completo adicionado de Ac.O ou 0.1%
DMSO (controle ndo tratado). A concentracdo utilizada do composto foi correspondente ao
EC50 e EC80. O meio contendo composto ou DMSO foi substituido a cada 3 ou 4 dias para
a remocao de metabdlitos secundarios e reposicdo dos compostos. As células foram
repicadas de acordo com a confluéncia, sendo que a cada repique, 2/3 das culturas foram
usadas para andlise. Uma parte foi lisada com tampao de lise passiva (PLB — Promega) e
adicionada reagente para ensaio de luciferase (LAR; Promega) e submetidos a leitura de
luminescéncia, para avaliar os niveis de replicacdo do HCV. A outra parte foi lisada com
tampao CelLytic (Sigma) adicionado de iibidores de proteases, ¢ em seguida a
concentragao proteica foi determinada por meio do Kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo
Scientific) por leitura de absorbancia (560nm). As culturas foram mantidas na presenca do
composto ¢ DMSO durante aproximadamente 25 dias. As taxas de replicagdo na presenga
ou auséncia do Ac.O foram obtidas pela normalizagdo dos niveis de luminescéncia pela
quantidade de proteina obtida em cada amostra. Os resultados foram apresentados em

porcentagem utilizando Excel ou o software GraphPrism 5.

Valor de Luminescéncia

Quantidade de Proteina

3.6 Analise estatistica

Analise estatistica das diferencas foi determinada por meio de andlise de varidncia
A-NOVA a partir do teste estatistico de Dunnett, utilizando o Software GraphPad Prism 5,

onde valores de P < 0,05 foram considerados significantes.
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4. Resultados
4.1 Analise de viabilidade celular do Ac.O.

O composto utilizado neste trabalho foi testado anteriormente quanto a viabilidade
celular em células Huh-7.5 na concentragdo de 1 uM em tratamento por 72 horas pelo
nosso grupo de pesquisas (dados ndo publicados). A maior concentracdo ndo toxica
estabelecida anteriormente foi novamente testada quanto a viabilidade celular para
lnhagem Huh-7.5-SGR-JFH1-luc-FEO por meio de ensaios de MTT. De acordo com os
resultados obtidos, o composto Ac.O 1uM apresentou viabilidade celular de 88% em
relacdo ao controle ndo tratado DMSO. Portanto, nossos resultados demonstraram que o

tratamento com Ac.O ndo apresentou citotoxicidade significante na concentragdo testada

em células Huh-7.5-SGR-JFH1-luc-FEO (Figura 5).

Figura 5: Viabilidade celular em células Huh-7.5-SGR-JFH1-luc-FEO com o composto Ac.O na
concentracdo de 1uM. Os dados sdo expressos em porcentagem e foram normalizados a partir do

resultado do controle nao tratado DMSO.
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4.2 Analise da atividade antiviral do Ac.O

A atividade antiviral do composto Ac.O a 1 uM na replicacdo do HCV foi avaliada
pelo tratamento de células Huh-7.5-SGR-JFHI-luc-FEO por 72 horas, com posterior leitura
dos niveis de luminescéncia. Os resultados demonstraram que os composto Ac.O a 1 M
mibiu 57% da replicagdo do HCV in vitro (p<0,05) (Figura 6).

Para o estabelecimento das concentragdes efetivas de mibicdo de 50% (ECsp) e
80% (ECsp), as células foram tratadas com concentragdes do composto Ac.O de 200 uM,
100 M, 50 pM, 25 M, 12,5 uM, 6,3 M, 3,1 uM, 1,6 M, 0,7 uM, 0,4 M, 0,2 uM ¢ 0,1
UM. As células foram incubadas por 72 horas na presenca Ac.O, lisadas e submetidas a
leitura dos niveis de luminescéncia. Os valores ECso e ECgo foram 0,9 e 2,8uM,

respectivamente (Figura 7).

Figura 6: Atividade do composto Ac.O na replicagdo do HCV. Ensaio de Luciferase para
replicacdo in vitro do HCV na presenga do composto testado ou controle ndo tratado por 72 horas.

Valores estatisticamente significantes estdo representados pelo simbolo *** (p<0,05).
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Figura 7: Concentracdes efetivas de mibicdo em 50% (ECsg) e 80% (ECso) da replicagdo do
HCV.
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4.3 Tratamentos de longo Prazo

Inicialmente, o tratamento de longo prazo em células Huh-7.5-SGR-JFHI-luc-
FEO foi realizado com a concentragdo de 0,9 uM (ECsp) do composto Ac.O, e as coletas
foram realizadas nos dias 5, 15, 19 e 26. Os resultados demonstraram que o Ac.O inibiu
37% da replicagdo viral apos 5 dias de tratamento (Figura 8A), com um subsequente
aumento gradual na replicagdo do HCV nas coletas seguintes, onde os valores chegaram a
161%, 340% e 1043% de replicacdo nos dias 15, 19 e 26 de tratamento, respectivamente
(figuras 8B, 8C e 8D). A figura 9 mostra um panorama geral desse tratamento.
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Figura 8: Tratamento das células Huh-7.5-SGR-JFH1-luc-FEO com Ac.O a 0,9 uM (EC50) e

niveis de replicagdo no 5° dia de tratamento (8A), 15° dia de tratamento (8B), 19° dia de

tratamento (8C) e 26° e ultimo de tratamento (8D).
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Figura 9: Panorama geral dos 26 dias de tratamento com o Ac.O na concentragdo de ECs,. Coletas

realizadas nos dias 5, 15,19 e 26.
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Posteriormente, um segundo tratamento de longo prazo em células Huh-7.5-SGR-
JFH1-luc-FEO foi realizado com a concentracdo de 2,8 uM (ECgg) do composto Ac.O, ¢ as
coletas foram realizadas nos dias 8, 11, 15 e 22. Compostos resultados demonstraram que o
Ac.O reduziu 81% da replicacdo viral apos 8 dias de tratamento (Figura 10A), com
aumento dos niveis de replicacdo para 82% e 194% nos dias 11 e 15 de tratamento
respectivamente (figara 10B, 10C). No dia 22, o ultimo de tratamento, a replicagdo
apresentou uma pequena queda, chegando a 174% (figura 10D). A figura 11 mostra o
panorama geral dos 22 dias de tratamento das células Huh-7.5-SGR-JFHI1-luc-FEO na
concentracdo de EC80 do Ac.O.

24



Figura 10: Replicagdo viral nos dias de coleta durante o tratamento das células Huh-7.5-SGR-JFH1-
luc-FEO, na concentracdo de EC80 do Ac.O. (10A) & dia de tratamento, (10B) 11° dia de
tratamento, (10C) 15° dia de tratamento ¢ (10D) 22° ¢ Gltimo de de tratamento.
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Figura 11: Panorama geral dos 22 dias de tratamento com o Ac.O na concentragdo de EC80. Coletas

realizadas nos dias 8, 11, 15 e 22.
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5. Discussao

A hepatite C ¢ uma doenca que afeta milhares de pessoas em todo o mundo. Por
ser uma das principais causas de carcinoma hepatocelular e consequentemente de
transplante de figado, a infec¢do tornou-se um grande problema de saude publica mundial
(YAGHOBI et al, 2018). Nao ha vacina para prevenir a infec¢ao pelo HCV, e os métodos
terapéuticos atuais apresentam alto custo e altas taxas de mutagdes de resisténcia, levando a
falha ao tratamento (BETHEA et al., 2018; JI et al., 2018; KIM; HAN; AHN, 2016).

Portanto, o desenvolvimento de novas drogas que agem mibindo diretamente a
replicagdio do HCV ¢ muito importante. As terapias atuais sdo realizadas em monoterapias
ou em combinagdes de diferentes drogas que agem em diferentes pontos da replicagdo viral,
0 que potencializa a necessidade de pesquisar novas terapéuticas anti-HCV serem
desenvolvidas (BERTINO et al, 2016; PAWLOTSKY, 2011). Hézode e colaboradores
(2016) demonstraram que pacientes infectados cronicamente com HCV do genétipo 1 e 4
micialmente tratados com daclatasvir (mibidor de proteina ndo estrutural NSS5A)
apresentaram variantes de resisténcia ao medicamento, ¢ a terapia alternativa de sofosbuvir
(nibidor de NS5B) combinado com simeprevir (inibidor de NS3/4A) foi eficaz em 85%
dos casos. Os outros 15% dos pacientes também apresentaram mutacdes especificas de
resisténcia ao simeprevir. Frente a esses perfis, compostos naturais podem ser candidatos a
terapias combinadas para o tratamento de pacientes cronicamente infectados com o HCV.

Neste estudo demonstramos que o composto Ac.O isolado de plantas naturais foi
capaz de mibir significativamente 57% da replicacio do HCV i vitro na concentragao de 1
UM em ensaio de 72 horas. Além disso, a concentragdo efetiva estabelecida em nossos
ensaios apresentou uma concentracdo baixa de 0,9uM para mibir 50% da replicagdo. Yue
colaboradores (2013) descreveram a atividade anti-HCV do composto 4cido oleanolico, que
também faz parte dos triterpenos pentaciclicos, bloqueando a entrada do virus na célula. O
mesmo grupo desenvolveu andlogos desse composto que apresentam valores de EC50 em
concentragdes extremamente baixa, de 1,4 uM a 10 nM (XIAO et al, 2014). Os dados
apresentados confirmam a alta capacidade de compostos naturais e mais especificamente
dos TPs como potentes compostos anti-HCV. Além disso, os TPs também apresentaram
atividade antiviral para outros virus. O dacido oleandlico também demonstrou atividade

contra o virus da Hepatite B, Influenza e virus da imunodeficiéncia adquirida (KHWAZA,;
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OYEDEIJI; ADERIBIGBE, 2018). Para os tratamentos de longo prazo, nossos resultados
demostraram uma diminuicdo na replicacdo do HCV durante os primeiros dias de
tratamento, com um aumento gradual da replicacdo nos pontos de coleta subsequentes. Essa
dindmica viral ¢ vista em pessoas infectadas cronicamente com HCV no qual a terapia
utiizada induz o aparecimento de variantes ligadas a resisténcia. Krishnan e colaboradores
(2015) mostraram em um estudo o perfil de pacientes tratados com o ombitasvir (inibidor
de NS5A), que nos primeiros dias a carga viral dos pacientes diminuiu significativamente e
nos dias seguintes teve um aumento gradual desses titulos virais, demonstrando um
aumento da replicagdo do HCV, devido a mutagdes na regido NSS5A.

Portanto, essa dimmnuigdo e posteriormente aumento na replicacdo viral sdo
observados em pacientes infectados cronicamente com o HCV, onde o virus adquire
mutagdes de resisténcia ao tratamento proposto (DUFNER-BEATTIE et al, 2014). Chen e
colaboradores (2016) demonstraram em seus resultados um amplo quadro de variantes
virais associadas a resisténcia do HCV aos DAAs. As mutagdes ocorreram no local do
genoma que traduz a proteina onde ocorre o modo de agdo do medicamento. Algumas
mutagdes sdo exclusivas de apenas um genotipo ou subtipo, mas outras abrangem mais de
um, o que dificulta no momento da escolha do tratamento correto para o paciente
(KLIEMANN et al, 2016). Alguns exemplos sdo as variantes Q80K e DI168E especificas
da regido NS3/4A, QR30 da regido NS5B e V499A da regido da NS5A (LI et al., 2017).
As mnformagdes obtidas nesses estudos sustentam a hipdtese de que mutagcdes de resisténcia
possam ter ocorrido no replicon subgenomico de celulas Huh-7.5-SGR-JFHI1-luc-FEO,
levando ao aumento dos niveis de replicacdo durante o tratamento a longo prazo com o
Ac.O.

A dinamica de replicagdo do HCV em humanos cronicamente infectados combina
uma alta taxa de producdo viral com uma RNA polimerase propensa a erros, fornecendo
um cenario favoravel para o surgimento e enriquecimento de substituicdes de nucleotideos
virais (RONG et al, 2010; SARRAZIN, 2016). Os autores Wyles e Luetkemeyer (2017)
mostraram que essas substituicdes de nucleotideos podem ndo ter impacto algum, mas
quando ocorrem na presenca de algum fairmaco, a pressdo causada sobre o virus pode gerar
mutacdes que caracterizam resisténcia ao tratamento proposto, ou até mesmo a toda classe

dessa droga. Os resultados observados por Wyles e Luetkemeyer corroboram com os dados
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obtidos neste estudo, indicando que uma das possiveis explicagdes para o aumento da
replicacdo viral em tratamentos prolongados com Ac.O pode ser devido a pressao seletiva
exercida por esse composto na replicacdo do virus nas células Huh-7.5-SGR-JFHI-luc-
FEO.

O Ac.O apresentou atividade antiviral significativa nos primeiros dias da
replicacao viral, mas nos dias seguintes mostrou induzir um aumento na replicacdo. Esses
resultados sugerem que o aumento da replicacdo pode ser devido ao surgimento de
mutacdes de resisténcia, devido a pressdo seletiva do tratamento com Ac.O. A investigacao
do modo de agdo do Ac.O e quais mutagdes podem ter levado a resisténcia € um caminho

promissor parar futuras abordagens.
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