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RESUMO

ATIVIDADE IN VITRO DE SEIS DROGAS ANTIVIRAIS CONTRA O
ALFAHERPESVIRUS EQUINO TIPO 1

AUTORA: Amanda Lovato de Oliveira
ORIENTADOR: Rudi Weiblen

Os virus pertencentes a familia Herpesviridae afetam uma ampla gama de mamiferos. Na
subfamilia Alphaherpesvirinae encontram-se a maioria dos herpesvirus de importancia em
medicina veterinaria, dentre eles destaca-se o alfaherpervirus equino tipo 1 (EHV-1). Os
herpesvirus possuem distribuicdo mundial e caracterizam-se pela capacidade de produzir
infeccdo latente. No Brasil, 0 herpesvirus equino foi isolado pela primeira vez na década de
1960, e permanece circulando nos rebanhos equideos do pais até os dias atuais. O EHV-1 tem
como hospedeiros naturais os equinos, causando doencas reprodutivas, respiratorias e
neuroldgicas. Ainda ndo ha tratamento especifico para o EHV-1, sendo indicadas medidas
preventivas, como o uso de vacinas e medidas de suporte para os animais afetados. Os farmacos
antivirais sdo pouco empregados nas infeccGes por herpesvirus em animais, apesar de uma
potencial aplicacdo. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a atividade anti-herpética in
vitro frente ao EHV-1 dos farmacos Aciclovir, Ganciclovir, Foscanet, Famciclovir, Vidarabina
e Cidofovir. Esses antivirais sdo comumente utilizados no tratamento do herpesvirus humano
e, posteriormente, podem contribuir como uma alternativa terapéutica para a infecgdo por EHV-
1. Para isso, foi realizado o teste de MTT para determinar a dose ndo citotdxica das drogas.
Verificou-se que todos os farmacos testados nao apresentaram citoxicidade até a dose de 200
pg/mL. Na sequéncia, os seis antivirais foram testados por meio do ensaio de reducgéo de placa
usando cultivo de células Vero como indicador de replicacdo viral. De acordo com a
concentragdo citotoxica para 50% das células (CCso), obtida pelo MTT, e pela concentragdo
dos farmacos efetiva para inibir em 50% o nimero de placas virais (ECso), foi possivel calcular
0 indice de seletividade (IS) dos compostos. Através do IS estima-se a seguranca dos
medicamentos e, quanto maior o valor, mais seguro serd o farmaco nas respectivas celulas. O
Ganciclovir (1S: 490; ECso: 1,9 ug/mL) apresentou-se como o fArmaco mais seguro e eficiente
frente ao EHV-1, seguido pelo Cidofovir (IS: 150; ECso: 5,7 ug/mL), Aciclovir (IS: 37,4; ECso:
22,2 ug/mL), Famciclovir (IS: 25,1; ECso: 24,5 pg/mL), Vidarabina (IS: 12,2; ECso: 40,9
ug/mL) e Foscarnet (IS: 6,9; ECso: 49,5 pg/mL). Portanto, o Ganciclovir constitui-se em um
candidato para uso em experimentos in vivo, podendo contribuir, posteriormente, como uma
alternativa terapéutica as infeccGes em equinos.

Palavras-chave: EHV-1. Ensaio de placa. Aciclovir. Ganciclovir. Foscarnet. Famciclovir.
Vidarabina. Cidofovir.



ABSTRACT

IN VITRO ACTIVITY OF SIX ANTIVIRALS DRUGS AGAINST EQUINE
ALPHAHERPESVIRUS TYPE 1

AUTHOR: Amanda Lovato de Oliveira
ADVISOR: Rudi Weiblen

Viruses belonging to the family Herpesviridae affect a wide range of mammals. Most of
herpesviruses with veterinary importance belong to subfamily Alphaherpesvirinae, among
them the equine alphaherpesvirus type 1 (EHV-1). This herpesvirus has a worldwide
distribution and is characterized by the capacity to produce latent infection. In Brazil,
herpesvirus was first isolated in in the 1960s, and remains circulating in the equine herds of the
country to the present day. EHV-1 has as natural hosts equines, causing reproductive,
respiratory and neurological disease. There is no specific treatment for EHV-1, being indicated
preventive measures, such as the use of vaccines and support treatment for affected animals.
Antiviral drugs have little use in animal herpesvirus infections, in spite of a potential
application. Therefore, the aim of this study was to investigate the anti-herpetic activity in vitro
against EHV-1 of the drugs Acyclovir, Ganciclovir, Foscarnet, Famciclovir, Vidarabina e
Cidofovir. These antivirals are commonly used in the treatment of human herpesvirus and may
subsequently contribute as a therapeutic alternative for EHV-1 infection. For this, the MTT test
was performed, in which all the antivirals tested showed no toxicity up to 200 pg/mL. In
sequence, the six antivirals were tested by plaque reduction assay using Vero cells culture as an
indicator of viral replication. According to the cytotoxic concentration for 50% of cells (CC50),
obtained by MTT, and effective drug concentration to inhibit by 50% the number of viral
plaques (ECso), it was possible to calculate the selectivity index (IS) of the compounds.
Through IS the safety of drugs is estimated and, the higher the value, the safer the drug in the
respective cells. Ganciclovir (IS: 490; EC50: 1.9 pug / mL) was presented as the drug more
efficient and safe against EHV-1, followed by Cidofovir (I1S: 150; ECso: 5.7 pg/mL), Acyclovir
(IS: 37.4; ECso: 22.2 pg/mL), Famciclovir (IS: 25.1; ECso: 5 pg/mL), Vidarabine (IS: 12.2;
ECso: 40.9 pg/mL) and Foscarnet (IS: 6.9; ECso: 49.5 pg/mL), respectively. Therefore,
Ganciclovir is a candidate for use in in vivo experiments, and may subsequently contribute as a
therapeutic alternative to equine infections.

Keywords: EHV-1. Plaque assay. Acyclovir. Ganciclovir. Foscarnet. Famciclovir. Vidarabina.
Cidofovir.
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Figura 1 - Porcentagem de reducdo no numero de placas virais, em cultivo celular, produzida
pelos farmacos Aciclovir (ACV), Ganciclovir (GCV), Foscarnet (PFA), Famciclovir
(FAM), Vidarabina (VID) e Cidofovir (CDV) sobre o herpesvirus equino tipo 1
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1 INTRODUCAO

Os herpesvirus de mamiferos, aves e répteis fazem parte da familia Herpesviridae. Os
virions desta familia sdo envelopados, constituidos por uma molécula de DNA de fita dupla
linear e didametro entre 120 e 300 nm. Possuem ciclo de replicacdo curto (< 24 horas), destroem
rapidamente as células de cultivo e estabelecem infec¢des latentes em neurdnios dos ganglios
sensoriais e autonémicos (CARMICHAEL; GREENE, 2006; DAVISON et al., 2009).

A maioria dos herpesvirus de importdncia em medicina veterinaria pertence a
subfamilia Alphaherpesvirinae e ao género Varicellovirus. Dentre eles destaca-se o
alfaherpervirus equino tipo 1 (EHV-1), o qual € responsavel por causar prejuizos econémicos
em criadouros de cavalos, afetando, especialmente, fémeas prenhes e animais jovens (GALOSI
etal., 2007; ICTV, 2016). O EHV-1 possui distribui¢cdo mundial e os animais infectados seguem
portadores latentes por toda a vida, podendo o virus ser reativado em casos de queda da
imunidade, devido a situacbes estressantes, gestacdo, administracdo de medicamentos ou
doengas concomitantes (RONSEE et al., 2004; SHERDING, 2008).

A transmissdo do virus ocorre, normalmente, por contato direto entre mucosas ou por
inalacdo de aerossois contendo particulas virais, sendo mais comum em locais com alta
concentracdo de animais (MURPHY et al., 1999). A infeccdo pelo EHV-1 (agente do aborto
viral equino) caracteriza-se por ser enzodtica na maioria das popula¢fes equinas e estar
associada, principalmente, a casos de aborto; podendo ser responsavel, também, por doenca
respiratoria e danos neurologicos (mieloencefalopatia do herpesvirus equino [EHM])
(DAVISON et al., 2009; MA et al., 2013).

O diagnostico presuntivo da infeccdo por EHV-1 pode ser estabelecido atraves do
historico do animal e dos sinais clinicos. No entanto, devem ser realizadas técnicas laboratoriais
para a confirmacdo da suspeita clinica, sendo o isolamento viral em cultivo celular considerado
o teste “padréo-ouro” (CARMICHAEL; GREENE, 2006). Séo utilizados, tambem, testes para
a deteccdo do agente por imunofluorescéncia (IFA) e imunoperoxidase (IPX); técnicas
soroldgicas para a identificacdo de anticorpos, como soroneutralizagdo (SN), fixacdo de
complemento (FC) e ELISA. Por fim, métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), apresentam-se como um teste sensivel para detectar o EHV-1 em secrecfes
respiratdrias, linfocitos e outros tecidos (FRANCO et al., 2012; LUNN et al., 2009; VARASSO
et al., 2001).

Em humanos, as herpesviroses sao comumente tratadas com medicamentos antivirais,

0s quais diminuem o periodo de convalescenca e a taxa de transmissao viral entre os individuos
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(CLERCQ, 2008). Para os equinos, ndo ha tratamento especifico para o EHV-1, sendo
aplicadas medidas de higiene e manejo associadas a préatica de vacinagdo como forma de
profilaxia e controle da infeccdo (CHRINSIDE et al., 2000). Porém, a vacinacdo nao é
totalmente protetora, sendo limitada em intensidade e protecdo, podendo ocorrer surtos de
doenca mesmo em rebanhos vacinados. Assim, o uso de farmacos antivirais pode ser benéfico
na diminuicdo do impacto negativo ocasionado pelo virus, contribuindo para melhorar a
qualidade de vida e aumentar a longevidade dos animais (VISSANI et al., 2016).

No presente trabalho, objetivou-se determinar a suscetibilidade in vitro do EHV-1 aos
antivirais comumente utilizados para infec¢des herpéticas em humanos, a fim de estabelecer
uma dose eficiente e segura contra o virus para, posteriormente, usa-los como uma alternativa
terapéutica em cavalos. Os farmacos testados foram Aciclovir, Ganciclovir, Foscarnet,

Famciclovir, Vidarabina e Cidofovir.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA E HISTORICO

Os herpesvirus de mamiferos, aves e repteis fazem parte da familia Herpesviridae. Os
virions desta familia sdo envelopados, constituidos por uma molécula de DNA de fita dupla
linear e didmetro entre 120 e 300 nm. Possuem ciclo de replicacdo curto (< 24 horas), destroem
rapidamente as células de cultivo e estabelecem infec¢Ges latentes em neurdnios dos ganglios
sensoriais e autonémicos (CARMICHAEL; GREENE, 2006; DAVISON et al.,, 2009). A
laténcia caracteriza-se como um dos principais mecanismos dos herpesvirus; é uma estratégia
de evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, permitindo a perpetuacdo e manutengdo do
virus na natureza (JONES, 2003; ROIZMAN et al., 1992; RONSEE et al., 2004; SHERDING,
2008).

A maioria dos herpesvirus de importancia em medicina veterinaria pertence a subfamilia
Alphaherpesvirinae e ao género Varicellovirus. Dentre eles destaca-se o alfaherpervirus equino
tipo 1 (EHV-1) (ICTV, 2016). O EHV-1 era classificado em subtipos 1 e 2. A partir de 1981,
qguando os DNAs gendmicos foram comparados por analises de endonucleases de restri¢ao, o
subtipo 2 foi designado como EHV-4. Nas popula¢6es domésticas, os EHV-1 e EHV-4 séo os
patbgenos mais importantes e possuem estreita relacdo, no entanto, sdo antigenicamente

distintos, promovendo perfis diferentes de doenca (TELFORD et al., 1998).
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A infeccdo por EHV-1 foi descrita pela primeira vez por Dimock e Edwards no ano de
1936, nos Estados Unidos, em éguas que abortaram logo apds apresentarem alteracdes do
sistema respiratério com sinais semelhantes aos de gripe. No Brasil, 0o EHV-1 foi primeiramente
isolado em 1966, por Nilsson e Corréa, a partir de inclusdes de particulas virais em hepatdcitos
de fetos equinos abortados na regido de Campinas (SP). Em 1994, o virus foi isolado na regido
sul do pais (DIMOCK; EDWARDS, 1936; NILSSON; CORREA, 1966; WEIBLEN et al.,
1994).

A partir do isolamento em hospedeiros naturais (membros da familia Equidae), os
herpesvirus equinos tém sido inoculados em diferentes espécies de animais experimentais. O
EHV-1 foi relatado, primeiramente, em cultura de tecidos fetais de cavalo, gato e hamster por
Randall et al. (1953). Os efeitos citopaticos ocasionados pela infeccdo por EHV-1
desenvolvem-se de maneira rapida e simultaneamente ao aparecimento de corpusculos de
inclusdo. As células cultivadas em monocamada perdem sua morfologia caracteristica,
tornando-se agrupadas e arredondadas; formam-se sincicios e placas de tamanhos variaveis na
camada celular (PASCOE et al., 1969).

2.2 TRANSMISSAO

O alfaherpesvirus equino (EHV) é responsavel por causar prejuizos econdmicos em
criadouros de cavalos, afetando, especialmente, fémeas prenhes e animais jovens (GALOSI et
al., 2007). O virus é excretado durante infec¢Ges agudas e em casos de reativacdo da infecgédo
latente, sendo a magnitude e a duracéo da excregéo viral significativamente superior no decorrer
da infeccdo aguda (HEBIA et al., 2007).

Os animais infectados pelo EHV-1 serdo portadores de infeccbes latentes por toda a
vida, podendo o virus ser reativado em casos de queda da imunidade, devido a situagdes
estressantes, gestacdo, administracdo de medicamentos ou doengas concomitantes (RONSEE
et al., 2004; SHERDING, 2008). Pode ocorrer reativacdo viral induzindo sinais clinicos e
abortos mesmo em animais vacinados (HEBIA et al., 2007).

A transmissdo do EHV-1 ocorre, normalmente, por contato direto entre mucosas, com
secrecdes nasais, fetos abortados, fluidos placentérios e fomites contaminados; ou por inalagdo
de aerossois contendo particulas virais, sendo mais comum em locais com alta concentragdo de
animais (MURPHY et al., 1999).
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2.3 EPIDEMIOLOGIA

O EHV- 1 possui distribuicdo mundial. A infeccdo pelo EHV-1 (agente do aborto viral
equino) é enzooGtica na maioria das populacdes equinas e esta associada, principalmente, a casos
de aborto; podendo ser responsavel, também, por doenca respiratéria e danos neuroldgicos
(mieloencefalopatia do herpesvirus equino [EHM]). Os potros sdo 0s mais suscetiveis a doencas
respiratdrias causadas pelo virus, principalmente ao desmame (DAVISON et al., 2009; MA et
al., 2013). Segundo Gilkerson et al. (1997), a infec¢do dos potros lactentes pelo EHV-1 pode
ocorrer antes dos trinta dias de vida; e as éguas lactantes sdo as provaveis fontes primarias da
transmissdo do virus para outras éguas e potros do mesmo rebanho.

Contudo, a maioria dos testes soroldgicos, como a soroneutralizagdo e a fixacdo de
complemento, ndo permite diferenciar anticorpos contra EHV-1 e EHV-4, devido a extensa
reatividade cruzada entre eles. Dessa forma, torna-se complicado o estudo soroepidemiolégico
em populagdes de cavalos onde é praticada a vacinagdo contra esses dois virus (FRANCO et
al., 2012). Para tanto, como forma de auxilio ao diagndstico epidemioldgico, foi desenvolvido
um teste de ELISA para diferenciar anticorpos contra o EHV-1 e 0 EHV-4 (GALOSI, 2007;
SHERDING, 2008).

2.4 PATOGENIA

A infeccdo pelo EHV-1 ocorre por contato direto ou por via respiratoria (MURPHY et
al., 1999). O virus replica, inicialmente, em células epiteliais do trato respiratorio e, na
sequéncia, alcanca o tecido linfoide local, incluindo o submandibular, retrofaringeal e
linfonodos bronquiais. Apos a replicacdo e liberacdo viral, quando células epiteliais do trato
respiratorio e tecido linfoide sofrem lise, ocorre linfoadenopatia local (VAN MAANEN et al.,
2002).

Atraves de disseminacdo hematdgena de linfécitos infectados, o alfaherpesvirus é capaz
de atingir a placenta, o feto e as células endoteliais de vasos do encéfalo e da medula espinhal,
podendo desencadear vasculite, trombose, isquemia, inflamacéo, reacao de hipersensibilidade
tipo 11, e levar ao aborto, mortalidade neonatal e mieloencefalite. A extensdo da viremia e 0
tropismo pelo endotélio vascular do SNC parecem estar relacionados com a quantidade de virus,
cepa e imunidade do hospedeiro (CARMAN et al., 1993; SPRAYBERRY; ROBINSON, 2014,
WEIBLEN, 2007).
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E comum o EHV-1 ocasionar infecgdes leves ou subclinicas (FOOTE et al., 2006). Para
a forma respiratoria da doenca, o tempo de incubacéo é entre trés e dez dias; enquanto os sinais
neuroldgicos aparecem seis a dez dias apds o animal ser infectado. Acredita-se que o
estabelecimento de viremia associada a célula esteja diretamente relacionado com a inducéo de
manifestacdes abortogénicas e neuroldgicas. Assim, sugere-se o controle da viremia para que
ocorra a protecdo contra o EHV-1. Para tanto, exige-se uma resposta imunitaria eficiente,
baseada na neutralizacdo viral por anticorpos e na acao de linfocitos T citotdxicos (DEL PIERO
et al., 2000).

Um importante papel na biologia dos herpesvirus é desenvolvido pelas glicoproteinas,
principalmente no processo de infecc¢do (adsorcao, penetracdo e disseminacdo), devido ao fato
delas serem expressas na membrana de superficie das células infectadas. A glicoproteina D
(gD) € uma das principais proteinas e € considerada o principal alvo da molécula do sistema
imune do hospedeiro para 0 EHV-1. Anticorpos contra ela aparecem logo apos a infeccdo e
exibem propriedades neutralizantes. Um dos epitopos indutor de producdo de anticorpos
neutralizantes parece ser um alvo promissor para a terapia antiviral e uma meta especifica para
a deteccéo de infecgdes pelo EHV-1 (VAN MAANEN et al., 2002).

2.5 ASPECTOS CLINICOS

Os animais que foram expostos ao EHV-1 podem apresentar sinais brandos ou serem
assintomaticos. Esse alfaherpesvirus esta associado a infec¢éo urogenital, doenca respiratoria,
surtos de aborto e problemas neuroldgicos (SPRAYBERRY; ROBINSON, 2014).

O quadro respiratdrio aparece na forma de surtos, acometendo especialmente animais
jovens (até dois anos de idade), apresentando febre alta (em torno de 41°C), a qual pode ser
bifasica com episddios febris relacionados a viremia associada as celulas. Os sinais clinicos
incluem, também, depressdo, letargia, anorexia, aumento de volume dos linfonodos
submandibulares, congestdo das conjuntivas palpebrais e profusa descarga nasal serosa, que
pode se tornar mucopurulenta. Ainda, é possivel ocorrer uma infeccdo por EHV-1
vasculotropica pulmonar fatal, causando vasculite multissisttmica, edema pulmonar e
hemorragia (DEL PIERO et al., 2000; PATEL; HELDENS, 2005).

E comum o quadro abortivo acontecer apds um surto respiratorio (LARA et al.,
2003). O abortamento é observado com maior frequéncia depois do sétimo més de gestacao
(CHRINSIDE et al., 2000). A razdo para o quadro abortivo ocorrer com maior frequéncia no

ultimo tergo gestacional ainda ndo esta bem esclarecida, mas acredita-se que fatores hormonais
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relacionados a gestacdo influenciem no quadro inflamatério ocasionado pelo EHV-1 (SMITH
etal., 1996).

Os hormonios progesterona, cortisona e estrégeno inibem a resposta linfocitaria
quando estdo em alta concentracdo. Nos mamiferos, durante o processo de infeccdo viral, a
progesterona € secretada na interface transplacentaria em maior quantidade no periodo final da
gestacdo (SMITH et al., 1996). Quando ocorre proxima ao parto, a infeccdo transplacentaria
pode resultar no nascimento de um potro vivo infectado, que pode vir a 6bito alguns dias apos
nascer, situacdo conhecida como doenca neonatal do potro (PATEL; HELDENS, 2005).

Nos vasos sanguineos endometriais, pode ocorrer uma infeccdo generalizada,
resultando em uma grave vasculite e trombose multifocal, as quais sdo capazes de ocasionar
aborto por lesdes no endométrio sem o feto estar infectado. E possivel que lesdes vasculares
menos extensas ocorram, permitindo a transferéncia de virus ao longo da barreira
uteroplacentaria e, com isso, acontece o aborto devido a infec¢do viral do feto (PATEL;
HELDENS, 2005).

No feto e na placenta, as lesbes macroscopicas e achados de necropsia incluem
edema subcutaneo e pulmonar, lesbes vasculares graves nas cavidades serosas e acumulo de
liquido pleural e peritoneal. Ainda, as mucosas apresentam-se ictéricas; ha petéquias em 6rgéos
como o baco e os rins; e figado congesto com focos de necrose (THOMASSIAN, 2005).

Em relagdo a mieloencefalopatia causada pelo EHV-1, esta é uma enfermidade
neuroldgica de manifestacdo esporadica e incomum (PUSTERLA et al., 2009). Os sinais
clinicos tém inicio rapido e tornam-se severos até 48 horas. Algumas alteracdes clinicas podem
preceder 0s sinais nervosos, tais como: edema de escroto e membros, febre e doenga respiratoria
(HENNINGER et al., 2007). Os cavalos com manifestagdes neuroldgicas apresentam relutancia
em se movimentar, debilidade dos membros toracicos e/ou pélvicos, andar cambaleante,
incoordenacdo e ataxia. Pode ocorrer paralisia dos membros ou um quadro de quadriplegia e
decubito. Séo descritos, também, paralisia da cauda, diminuic&o do ténus anal e incontinéncia
urinéria (STUDDERT et al., 2003; WEIBLEN, 2007).

E comum o quadro neuroldgico do EHV-1 ter morbidade baixa, com periodo de duragéo
dos sinais clinicos variavel (WILSON; PUSTERLA, 2004). N&o ha lesbes macroscopicas
significantes e raramente sdo observadas hemorragias ou areas de malacia na medula espinhal
dos animais (O’TOOLE et al.,, 1993). Os animais levemente afetados podem sobreviver,
recuperando-se completamente durante um periodo de dias a varias semanas. Enquanto 0s
equinos afetados de forma grave podem morrer ou ser submetidos a eutanasia em decorréncia
de complicac@es secundarias (WILSON; PUSTERLA, 2004).
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2.6 DIAGNOSTICO

O diagnostico presuntivo da infec¢do por EHV-1 pode ser estabelecido de acordo com
o histérico do animal e por algumas caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, tais como: sinais
clinicos apresentados pelas fémeas, periodo gestacional de ocorréncia, histéricos de estresse,
surtos respiratorios e abortivos nos animais suspeitos (CARMICHAEL; GREENE, 2006). Para
auxiliar no diagnostico, podem ser realizadas anélises macroscépicas do feto abortado e da
placenta, além dos achados de necropsia (THOMASSIAN, 2005). Nesse caso, os fragmentos
de tecidos devem ser encaminhados a um laboratério de patologia, sob refrigeracéo ou fixados
em formol a 10% (HENNINGER et al., 2007).

No entanto, devem ser realizadas técnicas laboratoriais, para a confirmagdo da suspeita
clinica, sendo o isolamento viral em cultivo celular considerado o teste “padrdo-ouro”. As
amostras coletadas e enviadas para analise em laboratério incluem: capa leucocitaria de equinos
na fase aguda da doenga, soro dos animais suspeitos, suabe nasofaringeo, fragmentos de
pulmdo, figado, baco e timo dos fetos abortados ou natimortos (CARMICHAEL; GREENE,
2006).

O EHV-1 tem a capacidade de multiplicar-se em cultivos celulares de outras espeécies,
ndo somente da equina como ocorre com 0 EHV-4, sendo essa caracteristica uma forma de
diferencid-los. Em laboratorios de virologia, as células VERO (African Green Monkey Kidney
Cell) e RK-13 (Rabbit Kidney Cell) sdo comumente utilizadas para o isolamento e multiplicacao
do EHV-1 (FRANCO et al., 2012).

Por meio das técnicas de imunofluorescéncia (IFA) e imunoperoxidase (IPX) é possivel
detectar o antigeno viral presente em celulas infectadas ou em cortes de tecidos congelados.
Ainda, para a identificacdo de anticorpos no soro dos animais suspeitos da infeccdo por EHV-
1, podem ser empregados testes sorologicos, como soroneutralizacdo (SN), fixacdo de
complemento (FC) e ELISA (FRANCO et al., 2012; LUNN et al., 2009).

O teste de soroneutralizacdo detecta anticorpos especificos e que possuam a capacidade
de neutralizar os virus presentes no soro. A SN pode ser realizada em amostras de soros
individuais ou soros pareados. Porém, em amostras unicas, a maioria dos resultados positivos
indica uma exposicdo ao virus, mas ndo necessariamente a doenca (HENNINGER et al., 2007).
Na sorologia pareada, o soro é coletado em mais de um momento, ou seja, nas fases aguda e
convalescente da enfermidade. Se houver um aumento de quatro vezes ou mais no titulo de
anticorpos, é possivel que o diagndstico da infec¢do por EHV-1 seja confirmado (DIAZ et al.,

2015). Nesse caso, é importante a identificacdo dos animais vacinados, pois caso essa pratica
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tenha sido empregada, o teste de soroneutralizacdo podera levar a “falsos positivos”
(HENNINGER et al., 2007).

Os anticorpos neutralizantes possuem meia-vida longa, podendo persistir por mais de
um ano; enquanto os anticorpos fixadores de complemento podem desaparecer em um periodo
de trés meses. No entanto, embora possam ser aplicadas, ha restri¢des no uso das técnicas de
soroneutralizacao e fixagdo de complemento: ambas ndo sdo capazes de diferenciar anticorpos
induzidos por EHV-1 e EHV-4, em decorréncia da reatividade cruzada entre eles, assim como
ndo distinguem anticorpos vacinais dos ocasionados por infeccdo natural (FOOTE et al., 2006;
PATEL; HELDENS, 2005).

Através de estudos soroldgicos, a técnica de ELISA revelou-se mais vantajosa em
comparacdo a soroneutralizacdo, pois € capaz de diferenciar o EHV-1 do EHV-4, além de
apresentar maior rapidez nos resultados (STUDDERT et al., 2003). No entanto, ainda ndo ha
teste comercial no Brasil, o que dificulta a aplicacdo desse método em decorréncia do alto custo
(WEIBLEN, 2007).

Sdo utilizados, também, métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), sendo este um teste sensivel para detectar o EHV-1 em secrec¢des respiratdrias, linfocitos
e outros tecidos. Apds o processamento das amostras, o resultado é obtido em poucas horas.
Assim, o PCR € uma boa alternativa ao isolamento viral em cultivo celular, pois permite a
implementacdo precoce de medidas de controle, reduzindo a disseminacao viral (LUNN et al.,
2009; VARASSO et al., 2001).

O diagnostico diferencial da infeccdo pelo EHV-1 deve ser realizado por exames
laboratoriais. Os sinais clinicos da infeccdo por EHV-1 sdo semelhantes as enfermidades
respiratdrias ocasionados por outros agentes, como o EHV-4, virus da arterite equina (EAV),
rinovirus equino, virus da influenza equina (EIV), virus da anemia infecciosa equina (EIAV),
Streptococcus spp. e Rhodococcus equi (CHRINSIDE, 2000).

2.7 PROFILAXIA E CONTROLE

A profilaxia e controle da infec¢do por EHV-1 consistem, principalmente, em medidas
de higiene e manejo adequadas associadas a pratica de vacinacdo. Através das medidas
preventivas, busca-se evitar situagdes estressantes como superlotacéo, transporte e desnutrigéo,
que podem desencadear a reativacao de infeccGes latentes. Deve-se restringir a movimentagédo
de equinos e fazer o isolamento de animais com sinais respiratorios. Ainda, é necessario ter

cuidado em casos de aborto em éguas, pois 0 virus é excretado juntamente com o feto e a



18

placenta, que podem conter altos titulos virais, constituindo-se em importantes fontes de
infeccdo (CHRINSIDE et al., 2000; FOOTE et al., 2006).

Outra acdo profilatica adotada € a vacinacdo contra o EHV-1. Foi desenvolvida na
década de 1960, logo apds a descoberta do isolamento e adaptacdo do herpesvirus equino em
cultivos celulares, uma vacina replicativa resultante da atenuagdo da cepa RacH por sucessivas
passagens em células de rim suino (CHRINSIDE et al., 2000). Atualmente, a maioria das
vacinas utilizadas para combater o EHV-1 é inativada. Embora os niveis de anticorpos
neutralizantes ndo estejam correlacionados com o nivel de protecdo, a frequéncia de linfécitos
T citotoxicos especificos para o EHV-1 parece ser maior em individuos protegidos contra a
infeccdo do que os ndo protegidos (DIAZ et al., 2015).

A maior parte das vacinas contendo antigenos do EHV-1 é comercializada como
polivalente, associada a antigenos do tétano, EHV-4, virus da influenza equina (EIV), e virus
das encefalites equina venezuela, leste e oeste (VEEV, EEEV e WEEV). A vacinagdo nao é
totalmente protetora, sendo limitada em intensidade e protecdo, podendo ocorrer surtos da
doenca mesmo em rebanhos vacinados. Além disso, ndo ha evidéncias de que possam prevenir
a ocorréncia natural dos casos de mieloencefalopatia do herpesvirus equino (EHM), néo
existindo vacinas comerciais com esse foco (DIAZ et al., 2015; GOODMAN et al., 2012;
KYDD et al., 2012).

A ineficacia das atuais vacinas comerciais em promover uma protecdo completa e
duradoura frente ao EHV-1 tem resultado numa reavaliacdo dos imundgenos usados para o
controle da infeccdo em rebanhos equinos. Assim como estimulou a pesquisa € 0
desenvolvimento de vacinas experimentais de DNA, subunidades e dele¢do de genes (FOOTE
et al., 2006).

Em humanos, as herpesviroses sdéo comumente tratadas com medicamentos antivirais,
0s quais diminuem o periodo de convalescenca e a taxa de transmissao viral entre os individuos
e no meio ambiente (CLERCQ, 2008). Para 0s equinos, ndo ha tratamento especifico para a
infeccdo por EHV-1, sendo indicadas apenas medidas preventivas e de suporte para os animais
afetados, com o objetivo de controlar a introducdo e transmissdo das infecgdes e de minimizar
os sinais clinicos (CARMICHAEL; GREENE, 2006). Na forma nervosa da enfermidade, ha
um quadro de vasculite mediada por processo imunoldgico, podendo ser empregados
corticdides, como dexametasona, e anti-inflamatorios, como dimetilsulfoxido (DMSO) e
flunixin meglumine. Contudo, o uso de farmacos antivirais pode ser benéfico na diminuicéo do
impacto negativo ocasionado pelo virus, contribuindo para melhorar a qualidade de vida e

aumentar a longevidade dos animais (VISSANI et al., 2016). Os compostos devem ser efetivos
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tanto em isolados associados a surtos de aborto como a manifestages neurologicas (GARRE
et al., 2007).

2.8 TERAPIA ANTIVIRAL

A terapia antiviral € uma estratégia promissora contra o alfaherpesvirus equino
(VISSANI et al., 2016). Para o tratamento da enfermidade, é ideal que os fA&rmacos sejam de
facil administracdo e de custo acessivel, visto que normalmente é preciso tratar um grande
numero de animais do rebanho (DAL POZZO; THIRY, 2014).

Os compostos antivirais mais utilizados em medicina humana no intuito de inibir a
replicacdo dos herpesvirus sdo o Aciclovir, Ganciclovir, Famciclovir, Vidarabina e Cidofovir,
0s quais sdo analogos de nucleosideos; além do Foscarnet, que por sua vez ¢ um analogo
sintético do pirofosfato (COEN; RICHMAN, 2007). Os analogos do nucleosideo guanina,
Aciclovir, Ganciclovir e Famciclovir (pré-farmaco oral do Penciclovir) tém sua atividade
antiviral dependente da fosforilagdo por uma enzima quinase viral, a timidina quinase (TK),
seguida de duas fosforilagdes por quinases celulares. O Aciclovir é altamente eficaz frente ao
herpesvirus simplex (HSV-1 e HSV-2), possuindo, também, certa eficiéncia contra o virus da
varicela zoster (VZV). Em relagdo ao Ganciclovir, este demonstrou acdo in vitro frente a
diversos virus: HSV, citomegalovirus (CMV), adenovirus e virus da vaccinia. O Famciclovir
tem seu uso aprovado no tratamento do VZV, HSV-1 e HSV-2 em pacientes adultos (CLERCQ),
2001; COEN; RICHMAN, 2007; KLEYMANN, 2003).

O Cidofovir € um analogo nucleosideo da citosina, que, para ser ativado, precisa de duas
etapas de fosforilagdo, independentes da TK. Esse fArmaco é um finalizador da cadeia de DNA
e tem se mostrado efetivo em infecgdes por HSV, CMV, adenovirus e poxvirus (CLERCQ,
2001). O anélogo nucleosidico da adenina, a Vidarabina, é rapidamente desaminada pela
adenosina desaminase em hipoxantina-arabinose, a qual possui atividade antiviral mais fraca e
é pelo menos 10 vezes menos potente que a primeira. A Vidarabina possui atividade
comprovada contra 0 HSV, rabdovirus e poxvirus (SHEN et al., 2009).

O anélogo de pirofosfato - Foscarnet - ndo requer ativacao prévia por fatores celulares
ou virais. O farmaco liga-se no sitio ocupado pelo pirofosfato, impedindo que a polimerase
complete o seu ciclo catalitico. Por esta razéo, o PFA é utilizado para o tratamento de infeccGes
herpéticas por mutantes na TK ou na DNA polimerase do HSV-1, VZV ou CMV resistentes a
analogos de nucleosideo (COEN; RICHMAN, 2007).
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Em variados estudos in vitro, utilizando cultivos celulares distintos ao do presente
trabalho, também foi evidenciada a eficacia, em diferentes graus, desses seis farmacos frente
a0 EHV-1 (GARRE et al., 2007; MAXWELL, 2017; VISSANI et al., 2016). Entretanto, s&o
necessarias mais pesquisas a fim de estabelecer uma dose eficiente e segura contra o virus para,
posteriormente, usd-los como uma alternativa terapéutica em cavalos. Segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Pesquisa (IBGE), em 2016, o niumero de equinos no Brasil
era de 5,58 milhdes, com alta de 0,5% em relacéo ao ano de 2015 (BRASIL, 2017). Portanto,
devido a expressiva quantidade de equinos no pais e a importancia desses animais para o
agronegocio e setores como lazer e esporte, 0s quais geram impacto na economia brasileira,

justifica-se o interesse em estabelecer um efetivo tratamento contra o EHV-1.
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Atividade in vitro de seis drogas antivirais contra o alfaherpesvirus equino tipo 1

In vitro activity of six antivirals drugs against equine alphaherpesvirus type 1
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RESUMO

O alfaherpesvirus equino tipo 1 (EHV-1) estd amplamente distribuido nos rebanhos
equinos de todo o0 mundo e constitui-se como um dos principais agentes causadores de abortos,
podendo causar também doenca respiratoria e neuroldgica. A vacinagcdo € um possivel método
de controle para o EHV-1, porém nédo confere protecdo total, sendo necessario um tratamento
eficaz. Com isso, neste estudo investigou-se a atividade anti-herpética in vitro frente ao EHV-
1 dos farmacos Aciclovir, Ganciclovir, Foscanet, Famciclovir, Vidarabina e Cidofovir, com o
objetivo de verificar a atividade antiviral e de estabelecer uma dose segura para o bloqueio da
replicacdo do virus. Inicialmente foi realizado o teste de MTT para determinar a dose néao
citotoxica das drogas. Verificou-se que todos os antivirais testados ndo apresentaram
citoxicidade até a dose de 200 pg/mL. Na sequéncia, diferentes concentragdes dos seis farmacos
foram submetidas ao teste de reducdo de placas virais em cultivo celular. De acordo com a

concentragéo citotoxica para 50% das células (CCso), obtida pelo MTT, e pela concentragédo
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dos farmacos efetiva para inibir em 50% o nimero de placas virais (ECso), foi possivel calcular
o indice de seletividade (IS) dos compostos. Assim, o Ganciclovir (I1S: 490; ECso: 1,9 ug/mL)
foi o mais seguro e eficiente frente ao EHV-1, seguido pelo Cidofovir (IS: 150; ECso: 5,7
ug/mL), Aciclovir (IS: 37,4; ECso: 22,2 pg/mL), Famciclovir (IS: 25,1; ECso: 24,5 pg/mL),
Vidarabina (IS: 12,2; ECso: 40,9 ug/mL) e Foscarnet (IS: 6,9; ECso: 49,5 pg/mL). Portanto, o
Ganciclovir constitui-se em um candidato para uso em experimentos in vivo, podendo
contribuir, posteriormente, como uma alternativa terapéutica as infeccbes em equinos.

Palavras-chave: EHV-1, ensaio de placa, Aciclovir, Ganciclovir, Foscarnet, Famciclovir,

Vidarabina, Cidofovir.

ABSTRACT

Equine alphaherpesvirus type 1 (EHV-1) is world widely distributed in equine herds
and constitutes one of the main agents causing abortion, and may also produce neurological and
respiratory disease. Vaccination is a possible control method for EHV-1, but it does not provide
complete protection, and effective treatment is necessary. Thus, in this study we investigated
the in vitro anti-herpetic activity against EHV-1 of the drugs Aciclovir, Ganciclovir, Foscanet,
Famciclovir, Vidarabina and Cidofovir, with the aim of to determine the antiviral activity and
a safe and effective dose against the virus. For this, the MTT test was performed, in which all
the antivirals tested showed no toxicity up to 200 pg/mL. Subsequently, different concentrations
of the six drugs were submitted to the viral plaque reduction test in cell culture. According to
the cytotoxic concentration for 50% of cells (CCso), obtained by MTT, and effective drug
concentration to inhibit by 50% the number of viral plaques (ECso), it was possible to calculate
the selectivity index (IS) of the compounds. Thus, Ganciclovir (IS: 490; ECso: 1.9 ug/mL) was
the safest and most efficient against EHV-1, followed by Cidofovir (IS: 150; ECso: 5.7 ug/mL),

Acyclovir (IS: 37.4; ECso: 22.2 pg/mL), Famciclovir (IS: 25.1; ECso: 5 pg/mL), Vidarabine
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(IS: 12.2; ECso: 40.9 pg/mL) and Foscarnet (IS: 6.9; ECso: 49.5 ug/mL), respectively.
Therefore, Ganciclovir is a candidate for use in in vivo experiments, and may subsequently
contribute as a therapeutic alternative to equine infections.

Keywords: EHV-1, plaque assay, Acyclovir, Ganciclovir, Foscarnet, Famciclovir, Vidarabina,

Cidofovir.

INTRODUCAO

Os virus pertencentes a familia Herpesviridae afetam uma ampla gama de mamiferos
(DAVISON et al., 2009). Na subfamilia Alphaherpesvirinae encontram-se a maioria dos
herpesvirus de importancia em medicina veterinaria, dentre eles o alfaherpesvirus equino tipo
1 (EHV-1) (ICTV, 2016). Esse alfaherpesvirus possui distribuicdo mundial e caracteriza-se pela
capacidade de produzir infeccdo latente nos hospedeiros. O virus pode ser reativado devido a
queda da imunidade, situacdes estressantes, gestacdo, administracdo de medicamentos ou
doencgas concomitantes (RONSEE et al., 2004; SHERDING, 2008).

O EHV-1 é um dos principais agentes responsavel por induzir surtos de aborto em
equinos, e também esta associado a distdrbios neurologicos e respiratorios, podendo causar
prejuizos econdémicos em criadouros de cavalos, afetando, especialmente, fémeas prenhes e
animais jovens (GALOSI et al., 2007). Ainda ndo ha um tratamento especifico para 0 EHV-1.
A vacinacdo ¢ a principal forma de profilaxia e controle da infec¢do, mas ndo e totalmente
protetora, pois podem ocorrer surtos da doenca mesmo em rebanhos vacinados. Assim, faz-se
necessario determinar um tratamento eficaz contra o EHV-1 (CHRINSIDE et al., 2000).

A terapia antiviral € uma pratica comum na clinica médica humana, mas € pouco
utilizada nas infecgdes por herpesvirus em animais. Até o momento, o Aciclovir foi o composto
mais estudado contra os virus BoHV-1, FeHV-1 e EHV tipos 1 e 4, demonstrando variada

eficiéncia na concentracdo necessaria para reduzir em 50% o ndmero de placas virais (ECxo).
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Em relacdo ao BoHV-1, FeHV-1 e EHV-4, o Aciclovir demonstrou-se pouco ativo. Frente ao
EHV-1, foi eficaz, porém apresentou o ECso 20 vezes maior que o do Ganciclovir (THIRY et
al., 1983; MUELEN et al., 2006; GARRE et al., 2007; DEZENGRINI et al., 2010).

Embora pesquisas com alguns anti-herpéticos tenham sido conduzidas in vitro frente
ao EHV-1, demonstrando potencial aplicacdo (GARRE et al., 2007; AZAB et al., 2010), ainda
ndo ha orientacdes claras sobre as formulacdes disponiveis para tratamento, necessitando de
mais investigacdes in vitro que possam auxiliar na determinacdo da terapia in vivo. Com isso,
0 objetivo deste trabalho foi investigar, in vitro, a suscetibilidade do EHV-1 para farmacos
antivirais utilizados em medicina humana (Aciclovir, Ganciclovir, Foscarnet, Famciclovir,
Vidarabina e Cidofovir), a fim de estabelecer uma dose eficiente e segura para, posteriormente,

testa-los in vivo, contribuindo como uma alternativa terapéutica em equideos.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

A suscetibilidade in vitro do EHV-1 as drogas antivirais Aciclovir (ACV), Ganciclovir
(GCV), Foscanet (PFA), Famciclovir (FAM), Vidarabina (VID) e Cidofovir (CDV) foi avaliada
pelo ensaio de reducdo do nimero de placas. Inicialmente, investigou-se a toxicidade de doses
crescentes dos seis farmacos para células Vero (African Green Monkey kidney). Em seguida,
foi realizado, em células de cultivo, o teste de redugdo do nimero de placas virais para cada

farmaco. Por fim, foi determinado o indice de seletividade dos compostos.

Células e virus
Foram utilizadas células Vero (African Green Monkey kidney) para amplificacéo e
quantificacdo do EHV-1 e do herpesvirus simplex tipo 1 (HSV-1), realizacdo dos testes de

titulacéo, testes de citotoxicidade e ensaios de reducdo no nimero de placa. As células foram
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cultivadas no meio RPMI (Instituto Roswell Park Memorial) e suplementadas com 10% de soro
fetal bovino (SFB), acrescido de antibidticos (estreptomicina 0,4 mg/mL; penincilina 1,6
mg/mL) e antifungico (anfotericina B 0,0025 mg/mL). A cepa EHV-1 Kentucky D, gentilmente
fornecida pelo Dr. Rodrigo Franco (Instituto Butantan, S&o Paulo, SP, Brasil), foi testada frente
aos seis antivirais, enquanto a cepa HSV-1 KOS (Dr. Paulo Michel Roehe, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil) serviu como controle positivo de

suscetibilidade aos farmacos.

Farmacos

Para os testes in vitro, foram usados, em diferentes concentragdes, seis farmacos
comerciais indicados para o tratamento de infecgdes herpéticas em humanos: o Aciclovir (peso
molecular - PM 225,21; Dermapelle Farméacia de Manipulacdo, Santa Maria, RS, BR),
Ganciclovir (PM 255,2; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), Foscarnet (PM 300,04; Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA), Famciclovir (PM 321,3; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA),
Vidarabina (PM 285,2; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e Cidofovir (PM 279,1; Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA). Os antivirais foram diluidos na concentra¢do de 1mg/mL em
solucdo salina (ACV); solugdo salina com 0,5% de dimetilsulfoxido (DMSO) (GCV); agua

ultrapura (PFA, CDV e VID); ou somente em DMSO (FAM).

Teste de viabilidade celular

A toxicidade dos seis antivirais para as células de cultivo foi determinada pelo teste de
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Para tanto, as células
Vero (2x10° células/placas de poliestireno com 96 cavidades) foram incubadas durante 24 horas
a 37°C em estufa de CO2 a 5% e, posteriormente, submetidas ao teste de MTT adaptado de
GARRE et al. (2007), onde foram adicionadas cinco diferentes diluicdes de cada antiviral (1;

10; 100; 200 e 500 ug/mL). Apo6s 72 horas de incubagdo com o antiviral, removeu-se 0
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sobrenadante e 50 uL. de MTT foram adicionados, por cavidade; nessa etapa, as células ficaram
incubadas por 2 horas a 37°C em estufa de CO2 a 5%. Em seguida, o MTT foi substituido por
150 uL de DMSO por pogo da placa, e a absorbancia (em densidade dptica - OD) foi medida a
um comprimento de onda de 550 nm em leitor de microplacas. A porcentagem de células
viaveis para cada concentracao do farmaco foi testada pela formula: % células viaveis = média
OD (antiviral) x 100/media OD (controles).

A partir das porcentagens de viabilidade das células para cada concentracdo dos
farmacos, foi possivel determinar a concentracéo citotdxica para 50% das células (CCso), por
analise de regressdo linear. Segundo GARRE et al. (2007), no teste de MTT, considera-se como
toxica a concentracdo de antiviral em que a viabilidade das células é inferior a 80%, em

comparagdo aos controles.

Atividade antiviral in vitro

Para investigar a atividade antiviral in vitro dos seis farmacos frente ao EHV-1
Kentucky D, foi realizado o teste de reducdo do nimero de placas virais. No ensaio, utilizou-se
HSV-1 KOS como controle positivo. Diante disso, foram usadas células Vero cultivadas em
placas de poliestireno de seis cavidades (3x10° células/cavidade). Antes do ensaio, trés
cavidades da placa contendo células Vero receberam 1 mL de RPMI com a concentracdo do
antiviral a ser testada (0,1; 1; 10; 25; 75 e 100 ug/mL), e outras duas cavidades foram mantidas
como controles (viral e celular), e incubadas por 1 hora a 37°C em estufa de CO2 a 5%. Na
sequéncia, removeu-se 0 sobrenadante e adicionou-se, sobre o tapete celular, 1 mL de in6culo
por cavidade, contendo, aproximadamente, 100 unidades formadoras de placa (PFU) do
respectivo virus. Depois de 2 horas de adsorcédo, o indculo foi removido e os tapetes celulares
recobertos por 3 mL de uma solugédo contendo RPMI, 10% de soro fetal bovino e 1% de agar

de baixo ponto de fusdo, além das diferentes concentracdes (ug/mL) de cada antiviral. As
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placas contendo os ensaios foram incubadas a 37°C em estufa de CO2 a 5%, por 72h. Apos este
periodo, o meio solido foi removido e os tapetes celulares foram fixados e corados com 2
ml/cavidade com solucdo de cristal violeta e formalina (0,65 g de cristal violeta; 62,5 ml de
formalina e 500 ml de agua q.s.p.). Por fim, realizou-se a contagem do numero de placas
induzidas pelos virus (EHV-1 e HSV-1) nas replicatas de células tratadas e no controle viral.
O efeito inibitorio dos compostos antivirais foi determinado pela seguinte formula: %
inibicdo da replicacdo viral = 1 - (nmero médio de placas virais nas cavidades com antiviral/
numero medio de placas virais nas cavidades sem antiviral) x 100. A partir disso, calculou-se
a concentracdo de cada farmaco efetiva para inibir em 50% o numero de placas virais (ECso).
A ECsxo e o0 indice de seletividade (IS) foram calculados por analise de regressdo linear,
considerando-se a equagéo da reta adequada quando o valor de R? foi igual ou superior a 0,9.
Para o célculo da ECso empregou-se a equacao da reta: y = ax — b (onde: y = ECsoe X = % de
inibicdo das placas virais). O IS é arelacéo entre a CCso do farmaco (adquirido pelo MTT) e a
ECso. O valor obtido no IS permite estimar o nivel de seguranca dos medicamentos para
posterior uso em animais. Quanto maior o valor do IS (acima de 1), mais significativa sera a
diferenca entre a dose de antiviral que reduz em 50% a replicagdo viral (ECso) e a dose
citotoxica (CCsp), por consequéncia, mais seguro sera o farmaco para uso nas respectivas

celulas (COEN & RICHMAN, 2007; DEZENGRINI et al., 2010).

Analise de dados
Foram conduzidos dois testes independentes, em triplicata, para cada experimento
(MTT e atividade antiviral in vitro). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelos

testes de analise de variancia (ANOVA), através do programa GraphPad Prism 6.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes de MTT realizados com células Vero, somente os farmacos Ganciclovir e
Cidofovir ndo apresentaram citotoxicidade na concentracdo de 500 ug/mL, sendo esses
resultados compativeis com os obtidos por GARRE (2007). No entanto, todos os seis antivirais
testados apresentaram viabilidade celular superior a 80% na concentracdo de 200 ug/mL. Por
isso, foram utilizadas concentracdes inferiores nos ensaios de reducgéo de placa.

No teste para verificar a inibicdo das placas induzidas pelo EHV-1, o f&rmaco mais
eficaz foi 0 Ganciclovir (ECso: 1,9), seguido pelo Cidofovir (ECso: 5,7), Aciclovir (ECso: 22,2),
Famciclovir (ECso: 24,5), Vidarabina (ECso: 40,9) e Foscarnet (ECso: 49,5), respectivamente.
Na Tabela 1 estdo expostos os valores da concentracédo citotdxica dos compostos para 50% das
células (CCsp), a concentracdo de antiviral que inibiu 50% da replicacdo viral (ECso) e o indice
de seletividade (IS) frente ao EHV-1 dos seis antivirais comerciais testados. Os resultados do
ECso foram obtidos a partir das porcentagens de redugdo do numero de placas, demonstrados
na Figura 1.

Em relacdo a replicagdo do HSV-1, em cultivo celular, todos os farmacos inibiram
totalmente a formacdo de placas virais nas concentragcdes de 75 e 100 ug/mL, exceto o
Famciclovir que, como os demais compostos, foi eficaz contra o virus, porém ndo eliminou por
completo as placas na concentracdo de 75 pg/mL. O HSV, prototipo da subfamilia
Alphaherpesvirinae, possui destaque no desenvolvimento da quimioterapia antiviral, pois foi 0
primeiro virus a ser efetivamente tratado utilizando um composto antiviral, o Idoxuridine
(PRUSOFF, 1959), e por isso foi utilizado como controle de eficacia dos antivirais testados.

O Ganciclovir apresentou menor ECsp, resultando também no maior 1S, sendo,
portanto, além de mais eficaz, 0 mais seguro entre os antivirais testados. O resultado obtido
para esse farmaco assemelha-se ao observado por MUELEN et al. (2006) e por GARRE et al.

(2007), os quais avaliaram a suscetibilidade de seis farmacos antivirais contra o FeHV-1 e
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EHV-1, porém utilizando células de rim felino (CRFK) e células de pulmédo embrionario de
equino (EEL), respectivamente. O Cidofovir também induziu diminuicdo notavel no numero
de placas, diferindo do encontrado na pesquisa de GARRE et al. (2007), na qual o farmaco no
foi altamente eficiente na inibicdo da replicacdo viral, mas foi capaz de reduzir
significativamente um outro parametro, o tamanho das placas, em concentra¢es muito baixas.
A diferenca nos resultados dos dois experimentos quanto a diminuicdo do namero de placas
virais pode ser consequéncia da varidvel suscetibilidade dos isolados de EHV-1 testados ao
Cidofovir.

Dos seis compostos selecionados, classificam-se como anélogos de nucleosideos:
Aciclovir, Ganciclovir, Famciclovir, Vidarabina e Cidofovir; enquanto o Foscarnet €
representante dos analogos de pirofosfato. Os analogos do nucleosideo guanina, Aciclovir,
Ganciclovir e Famciclovir (pré-farmaco oral do Penciclovir) tém sua atividade antiviral
dependente da fosforilagdo por uma enzima quinase viral, a timidina quinase (TK), seguida de
duas fosforilacdes por quinases celulares. O Aciclovir e o Famciclovir promovem o término
da extensdo da molécula de DNA viral apds serem incorporados na cadeia; enquanto a
incorporagdo do Ganciclovir ocorre sem necessariamente interromper a extenséo da cadeia
(CLERCQ, 2001; KLEYMANN, 2003; COEN & RICHMAN, 2007).

O Cidofovir € um analogo nucleosideo da citosina, que, para ser ativado, precisa de
duas etapas de fosforilagdo, independentes da TK. O CDV é um finalizador da cadeia de DNA
e tem se mostrado efetivo em infecgbes por HSV, citomegalovirus (CMV), adenovirus e
poxvirus (CLERCQ, 2001). O analogo nucleosidico da adenina, a Vidarabina, é rapidamente
desaminada pela adenosina desaminase em hipoxantina-arabinose, a qual possui atividade
antiviral mais fraca e é pelo menos 10 vezes menos potente que a primeira (SHEN et al., 2009).

O anélogo de pirofosfato - Foscarnet - ndo requer ativagdo previa por fatores celulares

ou virais. O farmaco liga-se no sitio ocupado pelo pirofosfato, impedindo que a polimerase
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complete o seu ciclo catalitico. Por esta razéo, o PFA é utilizado para o tratamento de infeccGes
herpéticas por mutantes na TK ou na DNA polimerase do HSV-1, virus da varicela zoster
(VZV) ou citomegalovirus humano (CMV) resistentes a analogos de nucleosideo (COEN &
RICHMAN, 2007).

No trabalho realizado por MUELEN et al. (2006), o Aciclovir foi o farmaco menos
eficiente contra o FeHV no teste de reducédo de placas. Embora tenha tido efeito sobre 0 EHV-
1,0 ACV resultou em ECso 20 vezes maior do que 0 ECso do Ganciclovir, sendo esse resultado
compativel com o obtido no experimento feito por GARRE et al. (2007). A atividade do
Aciclovir e do Famciclovir frente ao EHV-1 foi semelhante, se comparados os valores de ECso,
assim como nos relatos de MAXWELL et al. (2008). Porém, em cavalos, ainda ndo ha estudos
de farmacocinética usando o Famciclovir, possivelmente devido ao alto custo do farmaco e a
falta de produtos injetaveis disponiveis (MAXWELL, 2017). Entretanto, no estudo realizado
por MALIK et al. (2009), o Famciclovir apresentou-se como um medicamento sistémico
promissor para o tratamento de doencas oculares atribuidas ao FeHV-1, sendo mais eficaz que
o Aciclovir e seu pro-farmaco Valaciclovir.

Acredita-se que a diferenca na sensibilidade do Aciclovir para os herpesvirus de
animais esteja relacionada a variabilidade na TK viral, pois as enzimas do HSV e VzZV
fosforilam de forma mais eficiente esse farmaco. A TK do EHV-1 fosforila o Aciclovir, embora
de maneira moderada ao comparar com a TK do HSV-1. Em relagdo ao FeHV, a eficiéncia
apresentada pelo antiviral é baixa, pois a fosforilacdo pela TK desse virus é pouco eficiente
(COEN & RICHMAN, 2007).

O Famciclovir assemelha-se ao Aciclovir quanto a estrutura, seletividade e ao
mecanismo de acdo. No entanto, o Famciclovir possui acdo mais prolongada, devido ao maior
tempo de meia-vida de seus metabdlitos, formados ap6s a captacdo do farmaco pelas células,

diminuindo, assim, a duracdo da lesdéo (MAXWELL, 2017).
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Os farmacos Ganciclovir e Aciclovir substituiram a Vidarabina no tratamento de
infeccBes por HSV, pois sdo metabolicamente menos toxicos e mais estaveis (SHEN et al.,
2009). Em medicina equina, sdo escassos os relatos do uso de Vidarabina frente ao EHV-1. No
presente estudo, este farmaco apresentou resultados moderados sobre o virus, sendo apenas
mais eficiente que o Foscarnet. Este, por sua vez, reduziu o numero de placas virais, mas
apresentou os maiores indices de ECso e menores indices de IS para o EHV-1, mostrando um
comportamento diferente ao relatado por DEZENGRINI et al. (2010), em que o Foscarnet
apresentou os melhores resultados, no teste de reducéo de placa, frente ao BoHV-1, BoHV-2 e
BoHV-5. Portanto, o Foscarnet ndo se constitui em um anti-herpético de escolha para o
tratamento em equinos.

Em relacdo ao custo dos seis farmacos testados, o Aciclovir possui o valor mais
acessivel (frasco 10 mg: R$ 20,00 - Dermapelle Farmécia de Manipulagdo). Embora o Aciclovir
seja eficaz frente ao EHV-1 in vitro, sua absor¢do oral é baixa ou insignificante em equinos,
tornando seu uso questionavel nessa espécie. Quanto ao Ganciclovir, este torna o tratamento
mais oneroso (frasco 100 mg: R$ 2.785,00 - Sigma-Aldrich), porém com maior efetividade
mesmo em concentracOes baixas (0,1 - 0,4 ug/mL por via intravenosa) (MAXWELL, 2017).
Apesar do custo bastante elevado, em cria¢6es de cavalo de alto valor comercial, assim como
para animais destinados ao esporte, o tratamento da infeccdo por EHV-1 com o antiviral

Ganciclovir pode ser uma alternativa aplicavel.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos ensaios de reducgédo de placa viral indicam que o farmaco
Ganciclovir (GCV) é o mais seguro e eficaz frente ao EHV-1. Dessa forma, o composto tem
potencialidade para ser usado em experimentos in vivo e, posteriormente, podera contribuir

como uma alternativa terapéutica as infec¢des por EHV-1 em equinos.
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Tabela 1. Atividade in vitro do Aciclovir, Ganciclovir, Foscarnet, Famciclovir, Vidarabina
e Cidofovir, em concentracdo de ug/mL, frente ao alfaherpesvirus equino tipo 1.

Farmaco CCso ECso 2 1S3
Ganciclovir 931 1,9 490
Cidofovir 855,5 5,7 150
Aciclovir 830,7 22,2 37,4
Famciclovir 615,7 24,5 25,1
Vidarabina 500,4 40,9 12,2
Foscarnet 345,1 49,5 6,9

1CC50: concentragdo do antiviral em pg/mL citotoxica para 50% das células Vero.

2EC50: concentragdo de cada antiviral necessaria para inibir em 50% o nimero de placas
virais, em pg/mL.

3IS: indice de seletividade; relagdo entre a CCso € a ECso.
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Figura 1. Porcentagem de reducdo no numero de placas virais, em cultivo celular,
produzida pelos farmacos Aciclovir (ACV), Ganciclovir (GCV), Foscarnet (PFA),
Famciclovir (FAM), Vidarabina (VID) e Cidofovir (CDV) sobre o herpesvirus equino

tipo 1 (EHV-1).
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de reducdo de placa viral indicaram que o
farmaco Ganciclovir (GCV) € o mais seguro e eficaz frente ao EHV-1. Dessa forma, o composto
tem potencialidade para ser usado em experimentos in vivo e, posteriormente, podera contribuir

como uma alternativa terapéutica as infec¢des por EHV-1 em equinos.
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