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RESUMO

DURYMANOVA ONO, E. A. Silenciamento génico pos-transcricional por
interferéncia por RNA (RNAi) como terapia anti-viral para a raiva. [Post-
transcriptional gene silencing by RNA interference (RNAI) as antiviral therapy
for rabies]. 2015.92 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2015.

A raiva é uma zoonose que afeta todos os mamiferos e causa cerca de
55.000 mortes humanas por ano, causada pelo virus da raiva. O virus da
raiva pertence a Ordem Mononegavirales, Familia Rhabdoviridae e o Género
Lyssavirus. Ultimamente, o Protocolo de Milwaukee é a base do tratamento
humano, com inducdo do paciente ao coma e uso de massiva terapia
antiviral. O protocolo, embora tenha sido utilizado duas vezes com sucesso,
inclusive em um caso brasileiro, ainda requer aperfeicoamentos. Neste
sentido, a interferéncia por RNA (RNAI) € uma nova abordagem para terapia
de doencas virais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a inibicdo da
replicacao do virus da raiva in vitro e in vivo utilizando RNAI. Para este fim,
foram utilizados trés siRNAs (siRNA 360, siRNA 652, siRNA 649) com a fita
antisenso complementar ao mRNA da fosfoproteina (P) e trés siRNAs (Le 1,
Le 2, Le 3) contra o RNA lider do virus da raiva. Para o ensaio in vitro foram
utilizadas as amostras PV e 4005 (AgV3) do virus da raiva e as células de
BHK-21 (Baby hamster kidney). As monocamadas celulares foram
infectadas com as amostras PV ou 4005 e depois de 2 horas de incubacéao
transfectadas com cada um dos siRNAs em combinagdo com Lipofectamine
2000™. Depois de 24 e 48 horas as placas teste e controle foram
submetidas a imunofluorescéncia direta (IFD) com conjugado globulina de
coelho anti-ribonucleocapsideo do virus da raiva/isotiocianato de
fluoresceina (Instituto Pasteur de Sao Paulo). Os resultados revelaram que
os siRNAs contra o RNA lider do virus ndo foram capazes de inibir a
replicacao do virus. A utilizacdo dos siRNAs contra mRNA P resultaram em
titulos de 3,625logTCID50/ml, 3,875logTCID50/ml e 4,125logTCID50/ml para
os siRNAs 360, 649 e 652, respectivamente, enquanto que, para a placa

controle, o titulo foi 4,0logTCID50/ml nas placas infectadas com PV e



periodo de incubacado de 24h. Nas placas infectadas com a amostra 4005 e
tratadas com siRNAs, a maior queda de titulo viral foi na placa tratada com
siRNA 360, de 1,0 log, comparando-se com a placa controle de incubacéao
de 24 para a amostra 4005. Nas placas tratadas com siRNA 649 e siRNA
652, também houve a diminuicdo de titulo viral, mas em uma escala menor
(0,25log e 0,125lo0g, respectivamente) comparando-se com o controle. Nas
placas infectadas com PV e incubadas durante 48h, os titulos apresentados
foram de 5,625logTCID50/ml, 4,625logTCID50/ml e 4,75logTCID50%/ml
para os siRNAs 360, 649 e 652, respectivamente, enquanto que na placa
controle o titulo foi 6,0logTCID50C%/ml. A placa com periodo de incubagao
de 48h com a amostra 4005 e tratada com siRNA 360 apresentou a maior
queda de titulo viral entre os trés siRNAs, o que resultou em 1,125log de
diferenca. Nas monocamadas onde foram administrados siRNA 649 e siRNA
652, observou-se também uma pequena queda de titulo viral igual a
0,875log e 0,295log, respectivamente, comparando-se com a placa néo
tratada. Para o ensaio in vivo, foram usados camundongos albino suicos de
21 dias com peso entre 11 e 149, infectados com a cepa PV e AgV3 em
10DL50% via intracerebral. Duas horas depois da infec¢do, foi inoculada por
via intracerebral uma solugdo do siRNA 360 com Lipofectamine 2000™. Os
animais com paralisia foram eutanasiados e aqueles sobreviventes foram
observados até completar 30 dias de observacdo quando foram, entao,
eutanasiados. O sistema nervoso central de todos os animas foi recolhido e
submetido a IFD. A utilizagdo do siRNA 360 em camundongos resultou em
30% de animais sobreviventes frente amostra 4005, enquanto que a
mortalidade nos animais nao tratados foi de 90%. Nos animais inoculados
com a amostra PV e tratados com este siRNA, a sobrevivéncia foi de 40%,
enquanto que no grupo controle a mortalidade foi de 100%. O resultado do
ensaio in vitro demonstra que os siRNAs utilizados sdao capazes de inibir a
replicagdo do virus da raiva, com eficiéncia mais pronunciada para o siRNA
360. /n vivo, este siRNA foi capaz de induzir a protegdo parcial dos animais
inoculados com as duas variantes virais. Estes resultados, ainda que
indiqguem a necessidade de mais estudos, permitem concluir que a RNAI é
uma tecnologia promissora como antiviral contra a raiva.

Palavras-chave: Raiva. Tratamento. RNA interferéncia.



ABSTRACT

DURYMANOVA ONO, E. A. Post-transcriptional gene silencing by RNA
interference (RNAIi) as antiviral therapy for rabies. [Silenciamento génico pés-
transcricional por interferéncia por RNA (RNAi) como terapia anti-viral para a raiva).
2015.92 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

Rabies is a zoonotic disease that affects all mammals and causes more than 55.000
human deaths every year, caused by rabies virus (RABV) a virus of the
Mononegavirales order, Family Rhabdoviridae and the Lyssavirus genus. After the
onset of the symptoms, the illness has a fast progression and the patients feel
intense physical suffering. Currently, human rabies treatment has been based on the
Milwaukee Protocol which consists on the induction of coma and massive antiviral
therapy. Despite this protocol has been successful in two cases, including a Brazilian
one, more studies on antivirals for human rabies treatment are required. RNA
interference is a new antiviral approach, which gives hope to the possibility of rabies
antiviral treatment. The aim of this study was to assess the decrease in titres of
rabies virus in vitro and in vivo using short-interfering RNAs. To this end, three
siRNAs (siRNA 360, siRNA 652, and siRNA 649) were used with antisense strands
complementary to rabies virus phosphoprotein (P) mRNA and three other (Le 1, Le 2,
Le 3) to the leader RNA. Pasteur virus strain (PV) and strain 4005 (AgV3) of rabies
virus and BHK-21 cells were used, and the monolayers were transfected with each of
the RNAs with Lipofectamine-2000™. After 22 hours, the siRNA-treated and the
control plates were tested by direct fluorescent antibody test (DFAT) with anti-rabies
virus nucleocapsid antibody conjugate with fluorescein isothiocianate (Pasteur
Insitutte, Brazil). The plates transfected with siRNA against phosphoprotein mRNA
were also incubated for 48 hours and subjected to IFD assay. Virus titres were
calculated by the Spearman-Karber method. The results showed that siRNAs against
virus leader RNA were not able to inhibit the replication of the virus. The use of
siRNAs against P mRNA resulting titres of 3.625logTCID50/ml 3.875logTCID50/ml
and 4.125logTCID50/ml for siRNAs 360, 649 and 652, respectively, while, for the
control plate, the titre was 4.0logTCID50/ml in plates with PV and 24h incubation
period. In plates with strain 4005 and treated with siRNAs, the highest viral titre
decrease was obtained with siRNA 360, with a 1.0 log difference compared to the
control plate of strain 4005 incubated for 24h. The plates treated with siRNA 649 and



siRNA 652 have was also shown a decrease in viral titres, but on a smaller scale
(0.25log and 0.125log, respectively) compared to the control. The plates infected with
PV and incubated for 48 hours showed titre of 5.625logTCID50/ml,
4.625logTCID50/ml and 4.75logTCID50%/ml for siRNAs 360, 649 and 652,
respectively, while for the control plate the titre was 6.0logTCID50C%/ml. The plate
with strain 4005 and then treated with siRNA360 and incubated for a total of 48h had
the highest viral titre decrease among the three siRNAs, which resulted in a 1.125log
difference compared to the control plate. In monolayers treated with siRNA649 and
siRNA652 there was also a discrete drop in viral titres (0.875log and 0.295log,
respectively) compared to the control plate. For the in vivo assay, 21-day old Swiss
albino mice weighing between 11 and 14g were intracerebrally inoculated with PV or
4005 strains (10DL50%). Two hours after inoculation, a solution of siRNA360 with
Lipofectamine 2000™ was also intracerebrally injected. Mice presenting paralysis
and those that survived the 30 days of observation were euthanized. The central
nervous system of all animals was collected and submitted to IFD. The use of
siRNA360 in mice resulted in survival of 30% of animals in the group inoculated with
strain 4005, whereas 90% mortality was observed in the control group. In animals
inoculated with the PV strain, and treated with siRNA360, the survival rate was 40%
and in the control group the mortality was 100%. The results of the in vitro assay
demonstrate that the siRNAs used are effective in inhibiting the replication of rabies
virus with a more intense inhibition regarding siRNA 360. /In vivo, this siRNA was able
to induce partial protection of animals infected with both viral variants. These results
also indicate that, despite the need for further studies, RNAi is a promising
technology as antiviral against rabies.

Keywords: Rabies. Treatment. RNA interference.
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1. INTRODUCAO

Nesta introducédo serdo apresentados os aspectos gerais da raiva, virologia
bésica, a terapia anti-rdbica, o fendbmeno de RNA interferéncia e a aplicacdo do

mesmo.
1.1. RAIVA: ASPECTOS GERAIS

A palavra raiva originou-se do latim rabere o que significa “furia”. Ja os gregos
chamaram lyssa (loucura) e os indianos rabhas (violéncia). Todos estes nomes
refletem as manifestagcées causadas pela doenca em seres humanos e em outros
animais. O primeiro relato sobre a raiva foi registrado na Mesopotamia em 2300 a.C.
(Codigo de Eshnunna) onde descrevia que os caes doentes poderiam transmitir a
doenca para o homem. Este mesmo relato descreve que em caso de um animal
causar a morte de um cidadao ou escravo, seu dono deveria pagar uma multa para
os cofres publicos.

Isso demonstra que a raiva ja era um problema de saude publica deste os
tempos da antiguidade (WILKINSON, 2002). Apesar dos esforcos seculares para
controle da raiva, ela ainda causa problemas significativos na area da saude tanto
em paises em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos. A raiva pode ser definida
como uma doencga aguda de origem infecciosa do sistema nervoso central causada
pelo virus do género Lyssavirus que acomete todos os mamiferos e tem evolugédo
fatal e distribuicio mundial (RUPPRECHT; HONLON; HEMACHUDHA, 2002).
Geralmente, a transmissao acontece por meio da mordedura de um animal doente
através da saliva infectada (ACHA; SZYFRE, 2003).

Em pacientes humanos, o periodo prodromico da doenca é caracterizado
pelos sintomas inespecificos, tais como: vomitos, dor de cabeca, febre, mialgia,
alteracdes do comportamento, disfungdes do sistema autbnomo e paralisia trazendo
para o doente um intenso sofrimento que tem a evolugado dramatica para o coma e
depois a morte (BURTON et al., 2005).

Mesmo que a raiva possa ser prevenida através da vacinagao, sua ocorréncia
€ registrada em 150 paises e territérios (WHO, www.who.int acessado em 16 de
Dezembro de 2014) o que demonstra que ela é ainda um grave problema na saude
publica mundial. (BRIGGS; HANLON, 2007). A cada ano morrem de raiva dezenas
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de milhares de pessoas na Africa e Asia e a maioria das vitimas sdo criancas
menores de 15 anos (WHO, www.who.int acessado em 16 de dezembro de 2014).
Existe uma estimativa de 300 exposi¢cdes da doenca a cada 15 minutos. Mais de 15
mil pessoas mundialmente recebem a vacinacao pré-expositiva (RUPPRECHT;
HONLON; HEMACHUDHA, 2002) que representa um grande gasto para os cofres
publicos.

Diversas espécies de mamiferos sdo suscetiveis ao virus da raiva que
permite a manutencao deste agente infeccioso em ciclos epidemiolégicos dos quais
0s principais sdo da ordem Chiroptera e Carnivora (CHILDS; REAL, 2007).

O ser humano é um dos hospedeiros finais em todos os ciclos. Para facilitar o
entendimento da epidemiologia da raiva na literatura sdo descritos quatro ciclos
epidemioldégicos (Figura 1): rural, urbano, silvestre terrestre e aéreo (KOTAIT;
CARRIERI; TAKAOKA, 2009), apresentados de modo resumido em seguir.

1 Ciclo Aéreo )

" g

!
Sh— 11—
ANV

" g

Ciclo
Urbano

o

Fonte: (INSTITUTO PASTEUR - SES/SP)

%

Figura 1 - Representacao os ciclos epidemiolégicos da raiva.

O mais estudado é o ciclo urbano que envolve caes e gatos. Neste ciclo o
hospedeiro natural é o cao doméstico (Canis canis). Na maioria dos paises do
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mundo que aplicam a campanha nacional de vacinacao de caes e gatos, a doencga €
controlada. Mas nos paises da Africa e da Asia (exceto a Russia asiatica), onde o
cao é o reservatorio principal, a raiva ainda € um problema de saude publica (WHO,
2005). Em territ6rio nacional, na regiao Norte e Nordeste, a campanha de vacinacao
nao atingiu a abrangéncia satisfatoria e, por isso, a raiva canina ainda é um
problema (BRASILIA, 2009). Nas regides onde a vacinacdo é aplicada em caes e
gatos, o ciclo urbano se faz presente com variantes de morcegos. (KOTAIT;
CARRIERI; TAKAOKA, 2009).

No ciclo rural, ocorre a transmissdo da raiva em animais domeésticos de
interesse econdémico, tais como: suinos, caprinos, onivoros, herbivoros e equideos.
Na América Latina o reservatorio desse ciclo € o morcego hematéfago Desmodus
rotundus.

Este ciclo, além de apresentar impacto econémico, proporciona um perigo de
transmissao do virus para o ser humano, o que ocorreu em 2006 em Minas Gerais
quando um veterinario foi infectado durante a manipulacdo de um herbivoro. Os
caes podem ser envolvidos neste ciclo também (KOTAIT; CARRIERI; TAKAOKA,
2009). Fora do Brasil este ciclo foi observado na Colémbia (PAEZ et al., 2007), Chile
(YUNG; FAVI; FERNANDEZ 2002), Argentina (DELPIETRO et al., 1997), Venezuela
(MATTOS et al., 1996), Bolivia (FAVI et al., 2003) e México (MATTOS et al., 1999).

No ciclo aéreo, os transmissores sao quirépteros hematéfagos e nao
hematofagos. O desmatamento do habitat natural dos morcegos pelo ser humano
resulta na vinda destes quirépteros a areas urbanas em busca de alimentos, o que
por sua vez, causa ataques dos morcegos a humanos (KOTAIT; CARRIERI;
TAKAOKA, 2009).

Na Russia (platd Siberiano) os morcegos transmissores sdo do género Myotis
(M.daubentoni, M.brandtii), Murina leucogaster e Plecotus auritus (TERNOVOI et al.,
2005).

Nos Estados Unidos e no Canada os morcegos ndo hematofagos
responsaveis pela manutencado deste ciclo na natureza sao: Eptesicus fuscus,
Lsionycteris noctivagans, Lasiurus cinereus, L.borealis (NUNAN et al., 2002;
RUPPRECHT; HONLON; HEMACHUDHA, 2002).

A Tadarida Brasilensis € mais uma espécie de morcego que tem um papel
importante neste ciclo nos Estados Unidos (RUPPRECHT; HONLON;
HEMACHUDHA, 2002), no Chile (MATTOS et al., 2000), no México (Tadarida
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brasilensis mexicana) (VELLASCO-VILLA et al., 2005) e na Colémbia (PAEZ et al.,
2007).

Os géneros Artibeus, Eptesicus, Molossus, Myotis, Tadarida e Nyctinomops
sdao de morcegos nao hematdéfagos que podem transmitir a raiva para seres
humanos e animais de companhia (KOTAIT; CARRIERI; TAKAOKA, 2009).

No caso do ciclo silvestre terrestre, diferentes espécies de mamiferos podem
transmitir a raiva. A variante viral depende da regido e das caracteristicas
geogréaficas de cada pais.

A raposa vermelha (Vulpes vulpes), a raposa artica (Alopex lagopus) e o
“racoon-dogs” (Nyctereutes procyonoides) sao espécies de animais silvestres que
sao reservatorios do virus no continente europeu (BOURHY et al., 1999). Depois da
implantacdo da vacinacdo oral das raposas vermelhas, o “racoon-dog” é o
reservatério principal nesta regiao (KOTAIT; CARRIERI; TAKAOKA, 2009).

Os cangambas dos géneros Mephitis, Putorius, Spilogale; os “racoons”
(Procyon lotor) e as raposas dos géneros Alopex, Urocyon e Vilpes sao as espécies
de animais envolvidas no ciclo silvestre terrestre da raiva nos EUA (KREBS et al.,
2003). Os mangustos (Herpestes javanicus) do mesmo modo podem manter um
ciclo proprio de raiva (KELLY; SLEEMAN, 2003). No Canada, por sua vez, estes
reservatorios sdo os coiotes (Canis latrans), a raposa vermelha (Vulpes vulpes) e o
cangamba (Mephitis mephitis) (NADIN DAVIS; CASEY; WANDELER, 1993).

Diversas espécies de animais silvestres terrestres mantém a raiva na América
Latina, tais como cangambas (géneros Conepatus e Spilogale e no México)
(VELASCO-VILLA et al.,2005), raposas (género Urocyon) (no México e Colémbia)
(VELASCO-VILLA et al., 2005; PAEZ et al.,, 2005), mangustos (Herpestes
auropunctatus) (BLANTON et al., 2006) e coiotes (Canis latrans) (VELASCO-VILLA
et al., 2005).

No Brasil, destacam-se o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) no Nordeste
(CARNIELI et al., 2008), o sagui de tufo branco (Callithrix jacchus) no Estado do
Ceara (FAVORETTO et al., 2001) e a raposinha-do-mato (Pseudoplex vetulus) no
Norte e Nordeste (BERNARDI et al., 2005; SATO et al., 2006).
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1.2. TAXONOMYA DO VIRUS DA RAIVA

Pela classificagdo do Comité Internacional de Taxonomia Viral, o virus da
raiva pertence a ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e género
Lyssavirus.

A ordem Mononegavirales € composta de cinco familias: Bornaviridae,
Filoviridae, Nyamiviridae, Paramyxoviridae e Rhabdoviridae

(http://www.ictvonline.org acesso em 18 de Dezembro de 2014). Por sua vez a

familia Rhabdoviridae inclui os seguintes géneros: Cytorhabdovirus, Ephemerovirus,
Lyssavirus, Novirhabdovirus, Nucleorhabdovirus, Perhabdovirus, Sigmavirus,
Sprivivirus, Tibrovirus, Tupavirus, Vesiculovirus € um género sem nominagao.
O género Lyssavirus € composto por quatorze espécies:
1. Aravan virus (ARAV);
. Australian bat lyssavirus (ABLV);
. Bokeloh bat lyssavirus(BBLV);
. Duvenhage virus (DUVV);
. European bat lyssavirus 1 (EBLV-1);
. European bat lyssavirus 2 (EBLV-2);
. [koma virus (IKOV);
. Irkut virus (IRKV);
. Khujand virus (KHUV)
10. Lagos bat virus (LBV);
11. Mokola virus (MOKV);
12. Rabies virus (RABV);
13. Shimoni bat virus (SHIBV);
14. West Caucasian bat virus (WCBV);

Apenas a décima segunda espécie Rabies virus ou virus da raiva (RABV) é

© 00 N O O~ W DN

associada a raiva, enquanto que as demais podem ser denominadas como virus
aparentados ao virus da raiva (“rabies-like viruses”) (FAUQUET et al., 2007),
causando em mamiferos doencas denominadas de lissaviroses com sintomas

semelhantes a raiva classica (HANLON et al., 2005).
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1.3. MORFOLOGIA DO VIRION

O virus da raiva como outros Rhabdovirus tem a forma de uma bala de
revélver com uma extremidade plana e outra esférica. A particula viral tem a largura
média de 180nm e o didmetro aproximadamente de 75nm (KAPLAN, 1996) (Figura
2).

Figura 2 - Imagem de microscopia eletronica do RABV corado negativamente.
A- 70000x

Fonte:
http://web.stanford.edu/group/virus/rhabdo/2004bischoffchang/Rabies%20Profile.htm

O virus é envelopado por uma camada lipoprotéica da célula hospedeira com
a espessura de 7-10nm com espiculas que sobressaem da superficie do virion. As
espiculas tém 9nm de comprimento e 5nm de intervalo entre eles (TORDO; POCH,
1988).
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Figura 3 - Apresentacao esquematica do virion do virus da raiva.

Os trimeros de glicoproteina G formam as espiculas do virion (Figura 3)
(GAUDIN et al., 1992). O dominio citoplasmatico da glicoproteina G interage com a
proteina M (matriz) que é inserida no envelope viral e forma o “esqueleto” do virus. O
ribonucleocapsideo compde a parte central do virion, ou seja, RNA genbémico de fita
simples de sentido negativo que é envolvida em sua maioria pela nucleoproteina (N),
fosfoproteina (P) em associacdo com a proteina RNA polimerase RNA dependente (L)
(WUNNER , 1991).

1.4. GENOMA VIRAL

O genoma do virus ndao é segmentado, representado pelo RNA sentido

negativo fita simples (ssRNA-) o que impede a sintese direita das proteinas virais e a
infeccao da célula por RNA por si mesma (WUNNER , 1991).
Apoés a infecgao da célula ocorre a transcricdo do genoma para sintese individual de
RNA-mensageiro (RNAm) sentido positivo complementar ao RNA genémico para
cada gene. Os RNAs monocistrénicas dao origem as proteinas virais (WUNNER,
1991).

O genoma viral € composto de 11.932 nucleotideos (nt). Os primeiros 58nt de
3’ do genoma faz referéncia a sequéncia de RNA lider (Le) nao codificante
(WUNNER, 1991). A 3 do RNA Le é representada pela sequéncia especifica,
chamando-se cis-sinal que funciona como um promotor para RNA transcriptase (L)

iniciando a transcricao de RNA gendmico. Por isso a RNA Le tem um papel crucial
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no regulamento da transicao entre a transcricao de RNAms e a replicagdo genémica
(TORDO; POCHA, 1988).

Depois do RNA Le, a sequéncia do genoma composto pelos cinco genes
estruturais (Figura 4) que codificam as proteinas virais sdo: nucleoproteina (N),
fosfoproteina (P), matriz (M), glicoproteina (G) e RNA-polimerase RNA-dependente L
(L). As regides intergénicas (nucleotideos 5’ do fim do gene até 3’ do comego de
outro gene) estdo representadas pelas sequéncias relativamente curtas
(dinucleotideos ou pentanucleotideos). Uma regido intergénica curta é localizada
entre os N e P (dois nucleotideos), entre os genes P e M e entre os genes M e G
(cinco nucleotideos), enquanto que a regido intergénica entre os genes G e L é mais
longa com 423 nucleotideos denominada como pseudo-gene ou W (WUNNER,
2007).

LDR Ne NC NC NC
e (m—| e 3
1350 891 606 1572 6426

Figura 4 — Esquema da estrutura do genoma do virus da raiva.

1.5. PROTEINAS DE RABV
Os cinco genes virais codificam as cinco proteinas estruturais.
1.5.1. Nucleoproteina (N)

A nucleoproteina contém 450 aminodacidos (aa) e tem a estrutura de um
polipeptidio que esta associado com o RNA gendémico do virus. No caso do RABV
esta proteina é fosforilada no residuo de serina na posicdo 389 ao contrario do
vesiculovirus (VCV) (TORDO; POACH, 1988).

E também um componente principal do virion e maior proteina de
nucleocapsideo, além de ser a proteina mais conservada entre as espécies de
Lissavirus em termos de sequéncias de aa (WUNNER, 2007).
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Uma das razdes do alto nivel de conservagao desta proteina, particularmente
em algumas regioes entre as espécies, é a sua funcdo. Uma das fungdes-chave é N-
especifica encapsidacdao de RNA-gendmico e a protecao dela contra as acdes de
ribonucleases celulares. Outro papel importante é a regulacdo da transcricao de
RNA mantendo-o em uma configuracdo adequada para a transcricao (WUNNER,
2007).

Distribuida difusamente no citoplasma das células infectadas, a proteina N
nascente forma os complexos homologos (N-N) e heterdlogos (N-P) coligados com o
ribonucleocapsideo (RNP) viral nascente (WUNNER, 1991).

Esta proteina viral juntamente com a fosfoproteina (P) e os RNAs virais
(genbmico, antigenémico e mRNAs) formam os Corpusculos de Negri que aparecem
no citoplasma celular durante a replicacao viral (LAHAYE et al., 2010). Além disso, a

N contém os epitopos antigénicos para B e T-linfécitos (WUNNER, 1991).

1.5.2. Fosfoproteina (P), M2 ou NS

Na literatura poderemos encontrar varios nomes relacionados a esta
proteina: M2, NS e P. Os pesquisadores no passado chamaram esta proteina de M2
porque ela é associada a membrana do virion e é parecida com a proteina da matriz
(M1) (GYORGY et al.,1971). Esta proteina ja foi denominada de nao estrutural (NS)
porque tem a aparéncia da mesma proteina do vesiculovirus (VSV) e também foi
encontrada em extrato de células infectadas, mas ndo em virions purificados (KANG;
PREVEC, 1971).

Mais tarde esta proteina do RABV e outros virus da ordem Mononegavirales
foram denominados como fosfoproteina ou P. No entanto, esta proteina é Unica do
RABV fosforilada que compartilha esta modificacdo poés-transcrisional com a
proteina N (WUNNER, 2002).

A proteina P contém 297 aa, sendo conservada entre as espécies de
Lyssavirus com identidade de aminodcidos de 97% e tem vérias formas de
fosforizacdo. Ela encontra-se em duas formas: hiperfosforilada e hipofosforilada em
virions e em células infectadas (GUPTA et al.,2000).

A fosfoproteina tem um papel multifuncional. Uma dessas func¢des ocorre
durante a sintese da nucleoproteina, onde a P liga-se na N prevenindo a auto-

polimerizacdo da mesma e impede a ligacdo ndo especifica desta ao RNA genémico
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(WUNNER, 2002). Esta proteina tem um papel central como co-fator na replicacao
do genoma viral e atua na transcricao fazendo parte do complexo RNA-polimerase
(P-L) através da estabilizacdo da proteina L. Também participa do posicionamento
do complexo de RNA-polimerase no RNA - molde (WUNNER et al., 1998).

Os estudos in vitro mostraram que P inibe a producao de intérferon IFN a e
através de diferentes mecanismos incluindo: abolicdo de fosforilizacdo do fator de
regulacdo de interferon (IRF-3), acdo de dificultar a dimerizacdo de IRF-3 e o
transporte dele para o nucleo da célula e atividade transcricional de IRF-3
(BRZOZKA et al., 2005).

1.5.3. Proteina de matriz M

A proteina M €& a menor proteina viral do RABV, composta de 202 aa
(HIRAMATSU et al., 1993) que envolve o RNP durante a montagem do virion
formando o esqueleto deste. E multifuncional, pois interage com proteinas tanto
virais quanto da membrana celular. Sua parte central tem um dominio hidrofébico
que supostamente interage com os lipideos da membrana (CAPONE; GHOSH,
1984; TORDO et al.,1986).

Outra funcado da proteina de matriz é que ela se liga intensamente ao e
condensa o nucleocapsideo nascente (NC) dentro do complexo helicoidal de
ribonucleocapsideo-proteina M. Aproximadamente 1200 a 1500 copias das
moléculas de M se conectam ao RNP do virus da raiva. Ao mesmo tempo, M se liga
a composicao de RNP e intermedeia a conexdo da parte central da estrutura do
virus a periferia da membrana celular onde se inicia o brotamento do virus
(MEBATSION et al., 1999).

Esta proteina forma o contorno caracteristico de bala de revélver para o
RABYV, independentemente da localizacdo dela, dentro de RNP ou na superficie
externa deste. O mecanismo através do qual a M intermedeia a ligacado do virus a
membrana celular parece associado ao dominio rico em prolina localizado nos
residuos 35-38 dentro de uma sequéncia bem conservada de 14 aa no N-terminal da
proteina (WUNNER, 2007).

Através de pesquisas com o RABV quimérico foi identificado que a M atua
como “trans-acting”, fator que muda a sintese de mRNAs para sintese de RNA
gendmico do virus (FINKE; CONZELMANN, 2003).
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1.5.4. Glicoproteina ou G

A proteina G madura tem 505aa. Ela tem uma importancia crucial na inducao
e ligacao de anticorpos neutralizantes, bem como na estimulacdo de células T. A
glicoproteina proporciona a adsorg¢ao do virus a célula hospedeira (TORDO; POCH,
1988). E um elemento-chave na entrada e disseminacdo do virus, também em
patogenecidade e neuroinvasao (ITO et al., 2001).

Esta proteina tem formato de uma espicula e é composta de trés dominios:
ectodominio (ED), transmembrana (TM) e endodominio (ENDO). A parte externa da
proteina € o ED que se estende para fora da superficie do virion. O C-terminal do
ENDO estende-se desde a parte interna do envelope viral até o citoplasma da célula
infectada durante a formacao das particulas virais, onde interage com a M para
completar a montagem do virus. A regido TM da glicoproteina é vinculada pelos 22
aa no envelope viral (WUNNER, 2007).

A G é uma proteina de fusdo que permite a entrada do virus na célula
hospedeira. Depois da ligacdo ao seu receptor em células alvo, o virus €
internalizado e ocorre a fusdo das espiculas de G com a membrana endossomal,
uma acao que depende de pH entre 6,2 a 6,3 (GAUDIN et al., 1993).

Mutagdes na glicoproteina tém decorréncia critica em patogénese viral como,
por exemplo, substituicbes por glutamina (Gin), isoleucina (lle), glicina (Gly),
metionina (Met) ou serina (Ser) e levam a feno6tipos menos patogénicos ou
avirulentos. O aminoacido Arg-333 (ou Lys-333) na glicoproteina é responsavel pelo
fendtipo virulento do virus da raiva (DIETZSCHOLD et al., 1983; SEIF et al., 1985;
TUFFEREAU et al., 1989).

1.5.5. RNA-polimerase, RNA-dependente ou proteina extensa L

Esta é a maior proteina do virus composta de 2142aa e equivale a 54% do
genoma viral. A L é um componente catalitico do complexo de polimerase e junto
com um cofator ndo catalitico P é responsavel pela maioria das atividades
enzimaticas envolvendo a transcricao e replicacdo de RNA viral (TORDO; POCH,
1988).

A proteina L tem um papel essencial no inicio da infecgdo em fungdo da

iniciacao da transcrigdo primaria do RNA gendmico uma vez que o NC é isentado no
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citoplasma da célula infectada. A atividade enzimatica inicial de transcri¢do inclui a
iniciacdo e alongagdo de RNA Le" transcritos de mRNA assim como capping de
RNAm, metilagéao e poliadenilagdo (WUNNER, 2007).

1.6. CICLO INTRACELULAR DO VIRUS

Como na maioria dos virus, o ciclo da replicagdo viral pode ser dividido em
trés fases: a fase inicial, a intermediaria e a de maturacao e liberacéo.

Os estudos recentes com o RABV proveniente dos morcegos mostram que a
propagacado do virus acontece no sangue e invade o SNC através de jungdes
neurovasculares de hipotadlamos, ao contrario de outras linhagens de RABV que
provavelmente entram em neurénios motores através das jungcdées neuromusculares.
Em ambos os casos, as particulas virais subsequentemente transportadas em
direcao retrégrada através dos axo6nios para o neurdnio infectado (KELLY; STRIK,
2000).

1.6.1. Fase inicial

A infeccao inicia com a ligagdo do virus a superficie da célula alvo e a
adsorcao provavelmente pelos receptores ou unidade receptora celular (CRU) de tal
maneira que permite a entrada de virus nas células (WUNNER,2002). Este passo
requer a glicoproteina do virus da raiva, uma vez que foi demonstrado que o RABV
com delecao no gene codificador de glicoproteina pode infectar as células, mas nao
pode se propagar entre as células in vitro e in vivo (SCHNELL, et al., 2010).

Um dos potenciais receptores inicialmente investigados foi o receptor de
acetilcolina (AChR) que se acha em juncdes neuromusculares (NMJs) (WUNNER,
2007). O AChR pode concentrar particulas virais a frente de NMJs aumentando a
probabilidade das particulas virais serem recebidas pelos terminais neuronais
(LENTZ et al., 1982; LEWIS; FU; LENTZ, 2000). Além disso, RABV inicialmente
pode se replicar em células de musculo estriado e utilizar AChR para infectar as
células musculares (WATSON, H.D.; TIGNOR, G.H.; SMITH, A.L., 1981).

Porém, nem todas as culturas celulares sao susceptiveis a infecgdo viral in
vitro por mais que expressem o AChR (TSIANG et al., 1986; TSIANG, 1993). Outro

receptor estudado é a molécula de adesao da célula neuronal (NCAM). NCAM esta
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concentrada em regides sinapticas e NMJs. Camundongos com delecdo do gene
que codifica a NCAM continuam sendo susceptiveis a infeccdo pelo RABV, mas a
manifestacdo da doenca é retardada, o que pode indicar que estes receptores nao
sdo essenciais para a infeccdao, mas tem um papel no processo de infeccao
(THOULOUZE et al., 1998).

Finalmente, foi sugerido que o p75NTR (receptor neurotrépico p75) € um co-
receptor para a ligacdo e a entrada de virus na célula, mas ainda nao se sabe se 0s
receptores do virus utilizados para a entrada na célula sdo os mesmos durante a
disseminacdao do virus entre as células (DIETZCHOLD, 1985).

A penetracao viral ocorre via endocitose e pela fusdo de envelope viral com a
membrana celular (MARSH; HELENIUS, 1989; WHITT et al., 1991; GAUDIN et al.,
1992). A fusdo do virus com a vesicula requer a mudanca de pH dentro desta, sendo
limiar de pH para ativagao da fusdo de particula viral de aproximadamente 6,3,
envolvendo uma série de mudancas especificas e discretas na conformagcao da
glicoproteina viral. A liberagdo de RNP ocorre no citoplasma pela pressédo do
endossomo (WUNNER, 2007).

1.6.2. Fase intermediaria

Como o local de entrada do virus, o ax6nio, ndo fornece o meio bioquimico
necessario para a sintese das proteinas virais, pois o RABV precisa alcancar o
corpo da célula neuronal para replicacao e transcricao (SCHNELL et al. 2010). O
virus da raiva recruta os mecanismos regulatérios que produzem os componentes
virais em quantidades necessarias para a producdo viral eficiente, mas baixo o
suficiente para ndo serem detectadas pelo sistema imune do hospedeiro ou interferir
nas fungoes vitais da célula (FABER et al. 2002).

Em seguida, quando a RNP ¢é liberada, o nucleocapsideo relaxa e forma uma
hélice flexivel, para facilitar a sequéncia dos eventos de replicacao viral na célula
(ISENI et al., 1998). O processo de transcricdo desempenhada sobre o complexo de
RNA com a N do genoma pelo complexo de RNA polimerase (proteina L e mais co-
fator P) é independente das funcdes da célula-hospedeira. O complexo de RNA
polimerase inicia a transcricao a partir da regiao 3' do RNA genémico.
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Os primeiros transcritos de RNA a ser sintetizados sdo do RNA Le. Os
transcritos de RNA Le ndo estdo “capped” e poliadenilados em contraste com os
transcritos de mMRNA (COLONNO; BANERJEE, 1978; LEPPERT et al., 1979).

Os transcritos de RNA Le iniciam a sintese de mRNAs em um mecanismo de
“iniciacdo-parada” de transcricdo genbmica durante o movimento de RNA
polimerase pelo genoma a partir de RNA genbmico sentido negativo (WUNNER,
2007). Cada um dos cinco mRNA monocistrénicos (Figura 5) sintetizados em ordem
sequencial é traduzido em uma das cinco proteinas virais (HOLLOWAY;
OBEJESKY, 1980). A sequéncia 3'-UUGU-5" no RNA gendémico no ponto de 3’ de
cada gene identifica o inicio da sintese de mRNA. Durante este processo o ponto 5’
de mRNA nascente recebe um “cap” pela proteina L através de acréscimo de 7-metil
guanosin no nucleotideo de 5’ de mRNA (TESTA et al., 1980).
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Figura 5 — Transcricao de RNAs mensageiros no ciclo viral

A replicacdo do genoma € iniciada pela sintese da copia completa de RNA
gendmico conhecido como antigenoma ou RNA replicativo intermediario (Rl). O Rl
serve como molde para a replicacdo de RNA gendmico de sentido negativo. Em
seguida o Rl e RNA progenémico sao produzidos e encapsidados pela proteina N
soluvel que esta no citoplasma (BANERGEE; BARIK, 1992).

As proteinas virais sdo sintetizadas utilizando a maquinaria de sintese das
proteinas da propria célula — poliribossomos. Quatro dos cinco RNAs mensageiros
(RNAms) (N,-P,-M e L) séo traduzidos nos ribossomos livres enquanto que o RNAm

de G é traduzido nos ribossomos associados a membranas. A proteina G nascente é
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inserida no reticulo endoplasmatico rugoso onde ela adquire a forma de
homotrimeros (GAUDIN, 1997). O processamento final da proteina G ocorre no
complexo de Golgi onde acontece o acréscimo de monossacarideos pelas
glicosidases e glicosetransferases antes do aparecimento dos trimeros da proteina
G na superficie da célula infectada (KOMFELD; KOMFELD, 1985).

1.6.3. Fase de maturacao e liberacao

A montagem do virus comeca e continua enquanto as células permanecem
metabolicamente competentes. A encapsidacao de RNA progenémico é o processo
inicial da montagem do virion que comeca com a adicao de proteina N no final 5’ do
RNA nascente, e a formacdo do complexo RNA-N que protege o RNA das
endonucleases celulares. Quanto a quantidade de RNA progenémico viral e das
proteinas P, N, e L aglomeradas no citoplasma da célula infectada (Figura 6) atinge
um limiar suficiente, o nucleocapsideo viral é constituido. A proteina P medeia a
ligacao da proteina L ao complexo (WUNNER, 2007).

A préxima proteina que se associa ao complexo RNP € a M. Isto é o primeiro
passo que inicia a brotamento viral. A proteina M em sua forma soluvel encontra-se
no citoplasma celular onde ela pode interagir com a proteina G. Em seguida a M
liga-se no complexo RNP e ambas migram a membrana celular. A proteina M esta
envolvida em todas as etapas que levam até o brotamento viral (MEBATSION;
KONIG; CONSELMANN, 1996; ROBISON; WHITT, 2000).

O virion brota da membrana celular apenas se M se posicionar entre a
bicamada lipidica e o RNP helicoidal. A interacdo de G com M é importante para a
estabilizacdo dos trimeros da proteina G na superficie da célula e o brotamento do
virus. A fase final de montagem do virus ocorre por brotamento quando os virions
com o RNP-M associado a membrana celular adquirem a sua bicamada lipidica
(WUNNER, 2007).
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Figura 6 - Representagédo esquematica do ciclo intracelular do virus da raiva

1.7. PROFILAXIA DA RAIVA HUMANA

A profilaxia da raiva humana pode ser dividida em dois aspectos: pré-
exposicao (empregado para pessoas de risco antes da ocorréncia do caso) e pos-
exposicao (destinados para a populacdao em geral apos o episédio do agravo com o
animal infectado) (KOTAIT; CARRIERI; TAKAOKA, 2009).

1.7.1. Pré-exposicao

No Brasil, para a pré-exposicao, é usada a vacina PVRV ou PVCV (Purified
Vero Cell Rabies Vaccine) feita em cultura de células VERO. A vacina €
recomendada para profissionais e estudantes da area de biologia, veterinaria e
zootecnia; técnicos de laboratério e praticantes de equitacdo e esportes radicais em
areas nao urbanas (KOTAIT; CARRIERI; TAKAOKA, 2009).

Nas regides onde acontece epizootia da raiva em caes e gatos, na vacinacao
podem ser adicionados carteiros € outros que vao a residéncia para entregar gas,
fazer leitura de luz e agua, etc. (KOTAIT; CARRIERI; TAKAOKA, 2009).

A vacina é aplicada nos dias 0, 7 € 28. Ap6s 10 a 15 dias depois da ultima
dose, deve ser colhida uma amostra de soro para dosagem de titulos de anticorpos.
O titulo recomendado pelo OMS/OPAS é >0,5 Ul/ml. Se o titulo for menor, deve ser
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administrada uma dose de reforco e repetir-se a sorologia (KOTAIT; CARRIERI;
TAKAOKA, 2009).

1.7.2. Pés-exposicao

A pés-exposicao é recomendada quando houve o risco da infeccao pelo virus
da raiva. Podem ser utilizados vacina ou soro anti-rabico.

No Brasil e no Estado de Sao Paulo, optou-se pelo esquema de cinco doses
de vacina contra a raiva nos dias 0, 3, 7, 14 e 28 pela via intramuscular, na regido do
deltéide, com dose completa. O numero das doses ndao aumenta quando se aplica
soro anti-rabico. O soro deveria ser usado além da vacina, mas jamais em sua
substituicdo (KOTAIT; CARRIERI; TAKAOKA, 2009).

O tratamento de pds-exposicdo é efetivo para evitar o desenvolvimento da
raiva, mas somente quando administrado antes do virus da raiva alcangar o sistema
nervoso periférico via ganglios motores em tecido muscular. Depois disso, o virus
nao mais € acessivel a neutralizagao por anticorpos (WUNNER et al., 2007).

Em casos extremamente raros podem ocorrer falhas no tratamento poés-
exposigao em fungao de elevada inervagao no local da porta de entrada do virus da

raiva e de alta carga viral (WILDE, 2007) resultando na morte dos pacientes.

1.8. CASOS CLINICOS DA RAIVA HUMANA E O TRATAMENTO APLICADO

O periodo de incubagéo no caso da raiva pode ser de 20 a 90 dias ou mais.
Inicialmente ocorre a disseminacao da infeccdo do sitio da inoculacdo. Depois o
virus se dissemina pelos nervos periféricos para o sistema nervoso central (SNC)
usando o transporte axonal por meio de conexdes neuro-anatébmicos. Apos o
desenvolvimento da infecgdo de SNC, o virus se dissemina centrifugamente através
dos nervos sensoriais € autonémicos em multiplos érgaos (JACKSON, 2013).

O periodo prodrémico nao é especifico. Os sintomas incluem parestesia, dor
e vermelhdo no local de entrada, que resulta em inflamagdo no ganglio sensorial
local. Em 80% dos casos, os pacientes desenvolvem a encefalite que tem como
caracteristicas a hidrofobia, disfungdes autonémicas e alternancia entre os periodos

de lucidez e hiperexitagdo. Outros pacientes desenvolvem a raiva paralitica como a
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quadriparesia e a disfuncao dos esfincteres. As duas formas da raiva eventualmente
sao fatais (APPOLINARIO; JACKSON, 2014).

Na literatura descrita, hd dez casos documentados em que pacientes
sobreviveram depois de desenvolver os sintomas. Os seis dos sete pacientes que
sobreviveram receberam a vacina antes de desenvolver a doenga (JACKSON,
2013a).

Em 2003, médicos e pesquisadores especializados desenvolveram um
protocolo para tratamento humano que incluia vacinagdo antirabica, soro
hiperimune, ribavirina, interferon-a e ketamina (JAKSON, 2003).

Este protocolo foi utilizado em 2004 para o tratamento de uma paciente de 15
anos de idade de Wisconsin, EUA, que foi mordida por um morcego e nao recebeu a
vacina. Neste caso foram administrados antivirais tais como ribavirina e amantadina,
quetamina e fenobarbital para introduzir o coma terapéutico. Além disso, foi
administrada a terapia intensiva para o suporte das funcbes vitais. A paciente
sobreviveu com leves sequelas neuroldgicas (WILLOUGHBY et al.,, 2005).

Depois de ser administrado nesta paciente o protocolo foi chamado “Protocolo
de Milwaukee”. Um mesmo protocolo, porém com alteracdes, foi utilizado no Brasil
(Recife) em 2008 num caso de um paciente jovem que sobreviveu, mas teve
sequelas (BRASILIA, 2009).

A quetamina, fundamental antiviral quimioterapico do protocolo em questao, a
despeito de sua atividade anestésica dissociativa, € capaz de inibir de modo
especifico a transcricdo de RNAms do virus da raiva, tanto em cultivo de células
quanto em camundongos, porém com resultado transiente (LOCKHART; TORDO;
TSIANG, 1992; CHAVEZ et al., 2006).

Ainda sendo a quetamina o mais favoravel candidato para a terapia antiviral
em raiva, o seu efeito, a estreita dose-dependéncia e o carater transiente do préprio
levam a falta de suporte para que a mesma se firme como clinicamente viavel, o que
€ embasado por demonstragcdes de que a mesma pode ser ineficaz para proteger
neurdnios de camundongos inoculados com a cepa CVS (Challenge Virus Standard)
do virus da raiva (WELI et al., 2006).

A amantadina, um agente quimioterapico lipossomotropico, € capaz de
bloquear a replicacdo do virus da raiva por impedir o desenvelopamento durante a
liberacdo da particula viral presente nos lisossomos para o compartimento

intracitoplasmatico (SUPERTI et al., 1985), mas nao se obtiveram dados a partir da
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experimentagdo com camundongos que permitissem inferir a sua efetividade para
uso clinico (BUSSEREAU et al., 1988).

Mais um componente do protocolo, a ribavirina impede seletivamente a
sintese viral de nucleotideos de guanosina, sendo eficaz para a inibicdo da
replicagdo do virus da raiva in vitro (BUSSEREAU et al., 1983a; BUSSEREAU;
ERMINE, 1983b), mas uma precedente tentativa de empregar este quimioterapico
em pacientes humanos com raiva néo resultou em evidéncias de efeitos virostaticos
(WARREL et al., 1989).

Desde que foi empregado pela primeira vez em 2004, o “protocolo de
Milwaukee” tem pelo menos 26 relatos de falha em casos similares da raiva humana
(JACKSON, 2013b), indicando a necessidade de pesquisa continuada para aferir
sua reprodutibilidade, em particular quando se consideram os diversos fatores que
envolvem os episddios de infeccdo pelo virus (porta de entrada, periodo de
incubacao, variante, carga viral entre outros).

UpToDate é um sitio on-line de referéncia clinica e ndo recomenda o uso do
“Protocolo de Milwauke”. Os potencias efeitos colaterais das drogas utilizadas
incluindo imunossupressao dos barbituratos, midazolam, ketamina e ribavirina
podem resultar em sindrome imune inflamatéria reconstituida (JACKSON, 2013a).

Recentemente uma opcao aos antivirais classicos para a raiva foi relatada,
baseada na interferéncia por RNA (RNAi) por meio de short-interfering RNAs
(siRNAs), a qual se mostrou efetiva quando utilizada em cultivo de células BHK-21
apos a inoculagcdo com a cepa PV (Pasteur Virus) do virus da raiva (BRANDAO et
al., 2007) e em camundongos (DURYMANOVA,2013).

1.9. INTERFERENCIA POR RNA

1.9.1. Definicao e o mecanismo

O fenémeno de RNAI foi um achado acidental em 1990. Napoli, Lemieux e
Jorgensen em um trabalho com petanias, notaram que existia algum mecanismo que
gerava o silenciamento dos genes da flor, mas ndao sabiam justamente qual era este
mecanismo (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990).

Em 1998, Craig Mello e Andrew Fire, os vencedores do Prémio Nobel de

Medicina em 2006, descobriram o mecanismo de RNAi nas pesquisas com um
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helminto chamado Caenorhabditis elegans. Os estudos mostraram que 0s pequenos
RNAs complementares ao mRNA da C.elegans tinham a capacidade de silenciar a
expressdo do gene correspondente, consequentemente este fenémeno foi
denominado como interferéncia por RNA (FIRE et al., 1998).

RNAi é um mecanismo de controle de expressdao génica e também de
autodefesa das células eucariéticas, pois pode prevenir especificamente infecgdes
por virus e pode inibir a expressao das proteinas virais (FISCHER; JAMES, 2004).
Outros estudos desvendaram que plantas (Ex. A.taliana), insetos (Ex. a mosca da
fruta — Drosofila melanogaster) e mamiferos possuem este mecanismo que tem um
papel importante no controle da expressdao génica, modificacdo epigenética,
regulacao de heterocromatina e interacdo entre parasita/hospedeiro (OBBARD D.J.,
2009).

Pequenas moléculas de RNA dupla fita podem silenciar os genes por dois
mecanismos: silenciamento poés-transcricional (PTGS - post-transcriptional gene
silencing) e silenciamento transcricional (TGS — Transcriptional gene silencing)
(CASTANOTTO; ROSSI, 2009).

Silenciamento génico transcricional existe em animais e, plantas. Neste
mecanismo ao siRNA se liga ao complexo RITS (Complexo de silenciamento
transcrisional induzido por RNA). O siRNA guia o complexo aos transcritos
nascentes e promove a metilagdo de histona H3 na lisina 9 (H3K9) pelo
histonemetiltransferase e causa a compactacdo de cromatina (CARTHEW;
SONTHEIMER, 2009).

Um dos exemplos de TGS € demonstrado no trabalho de Ni et.al.(2004) com
C.elegans, no qual os autores descreveram que siRNAs enddgenos das células
germinativas promovem o silenciamento dos retrotransposons no genoma deste
helminto (Ni, 2014). O silenciamento génico transcricional € conservado através de
mitose e meiose por geracdes (CASTANOTTO; ROSSI, 2009).

O processo de PTGS em vérias espécies da natureza é composto por dois
passos: inicial e efetivo. Durante o passo inicial, a Dicer (membro da familia dos
RNASes Ill) liga-se ao RNA dupla fita contendo 2 nucleotideos sobressaindo na 3’
das duas fitas e corta o0 RNA longo em RNAs curtos pequenos (siRNA). O siRNA é
composto por duas fitas: senso (passageira) e antisenso (guia). No passo efetivo,
estes pequenos RNAs dupla fita liga-se ao complexo denominado RISC (RNA

induced silencing complex). (YIN; TAN, 2004). Logo em seguida a fita passageira de
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siRNA desliga-se da dupla fita e € degradada pelos endonucleases da célula. A fita-
guia fica no RISC e guia o complexo para o mRNA ligando-se a ele pelo principio de
pareamento do Watson-Crick. Depois que a fita-guia se liga ao RISC, o complexo é
ativado.

O RISC é composto por varias proteinas, mas um dos principais componentes
€ uma proteina chamada Argonauta. A Argonauta tem quatro dominios: PAZ (que
liga-se a fita-guia pelo seu terminal de ligacao pelo 3’), PIWI (tem a funcédo
enzimatica e cliva o mRNA), N e MID (contém o terminal de ligacdo com a fita-guia
pelo fosfato de 5’). Depois que o dominio PIWI promove a clivagem da fita-alvo, os
residuos de mRNA sdo degradados pelas endonucleases celulares, impedindo,
assim, de modo direcionado e especifico, a sintese da proteina codificada
(CARTHEW; SONTHEIMER, 2009).

Os genes celulares podem ser silenciados nao sé pelos siRNAs endogenos,
mas do mesmo modo pelos siRNAs sintéticos exdégenos introduzidos na célula
artificialmente. Estes mesmos siRNAs sintéticos sao capazes de induzir o
silenciamento PGTS das mRNAs virais (CASTANOTTO; ROSSI, 2009).

duplex de SIRNA se liga
e QI W
de SIRNA,
& se liga ao RISC

RMNAM recconhecimento
W do alvo
clivagem
do alwvo
iy S S
de RMNAMm

¥

nao ha expressao da proteina

Fonte: <http://www.odec.ca/projects/2004/mcgo4s0/public_html/t3/RNA.html>
Acesso em 20 de Maio de 2010)

Figura 7- Representacao esquematica do mecanismo de RNAI
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1.9.2. Desenho de siRNA

A maior parte das aplicacOes terapéuticas baseadas em RNAI propde o uso

de siRNAs sintéticos. Um dos pontos importantes que influenciam no resultado de

silenciamento € o desenho de siRNA. O desenho deveria obedecer a algumas

“regras”, tais como:

1.

21-22 nt com 19 pares de nt (maior quantidade dos nt poderia
desencadear a resposta imune celular através de IFN) (ANGART et al.,
2013);
siRNA com deoxinucleotideos TT na terminacao 3’ sobressaindo-se para
imitar o produto de processamento do Dicer, como acontece naturalmente
na célula (YIN et al., 2004);
A quantidade de G e C tem que compor 36 a 52% da sequéncia do siRNA
e a quantidade maior de G/C aumenta a funcionalidade de siRNA
(REYNOLDS et al., 2004; REN et al., 2008);
A sequéncia tem que apresentar auséncia de repeticées internas para
prevenir a formacdo das estruturas secundarias que diminuem a
concentracao e potencial de silenciamento de siRNA (REYNOLDS et al.,
2004);
Pelo menos 3 A/U na posicao 15-19, U na posicao 10 (fita senso) (o que
diminui a sele¢do da dupla fita ndo funcional) (REYNOLDS et al., 2004);
G ou C nao podem ocupar a posicao 19 (fita senso) (REYNOLDS et al.,
2004);
G nao pode ocupar posicao 13 (fita senso) (a nao obediéncia da regra 4 e
7 pode diminuir a selecao do duplex mais funcional) (REYNOLDS et al.,
2004);
Comecar de 50-100nt de start cdédon (ATG) na sequencia-alvo;
(www.rnaiweb.com, www.microrna.orq);

Regides 5° UTR e 3’ UTR devem ser evitadas como alvos (REYNOLDS
et al., 2004).




39

1.9.3. Sistemas de entrega dos siRNAs

Devido ao seu tamanho e a carga negativa e hidrofébica, um siRNA nao pode
com facilidade atravessar a membrana celular. Um siRNA “nu” é filtrado rapidamente
da circulacédo sanguinea, degradada ou pode causar resposta imune ou inflamatéria.
A funcao dos sistemas de entrega é proteger o siRNA da degradacao e facilitar o
transporte dela para o citoplasma da célula, sendo que varias caracteristicas destes
podem aumentar a eficacia terapéutica dos siRNAs tais como: tamanho, carga,
forma e quimica do veiculo de entrega (ANGART et al., 2013).

Hoje em dia, sdo usados dois tipos de entrega de siRNAs: vetores nao virais
(lipossomos catibnicos, conjugados, complexos com os peptideos, anticorpos ou
polimeros) e vetores virais ou plasmideos de DNA modificados geneticamente que
carregam shRNA (short-harpin RNA) e vao originar os siRNAs pela transcricado em
célula hospedeira (CASTANOTTO; ROSSI, 2009).

Varios tipos de vetores sintéticos foram investigados para a estratégia de
entrega de siRNA, incluindo lipidios catidénicos, polimeros catidnicos e peptideos
catiénicos penetrantes (CPPs- cationic cell - penetrating peptides) (WON; SUNG,

2009). No quadro 1 sao apresentados varios sistemas nao virais de entrega in vivo.

Quadro 1 - Estudos baseados em aplicacao direta de RNAI in vivo: estratégias de

administracao de siRNAs

Formulacéo de Orgido Via de O gene Tipo de enfermidade
siRNA alvoou administragcao alvo
tecido

Modificagao Figado e Intravenosa Apo B Reducao de apoB e colesterol
quimica

Modificagao Figado Intravenosa HBV Reducao de quantidade de DNA de

quimica + HBYV no soro

lipideo

Eletropulsagéo Musculo Intramuscular GFP Silenciamento de GFP
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Complexo de Céancer de Intratumoral Raf - 1 Céncer de mama
histidina e mama
lipideo
PEI complex Pulméo Intravenosa Genes de Influenza
virus de
influenza
Virosoma + Cavidade Intraperitoneal GFP Silenciamento de GFP
lipideos peritoneal

Fonte: Aigner.A.(2006)

O complexo siRNA/veiculo pode ser formado por dois caminhos: autoligacao
através de eletrostatica (tipico) ou ligacdo covalente (raro). No caso de autoligacao,
o siRNA pode ser ancorado a superficie do veiculo ou totalmente encapsulado por
ele dependendo da estrutura e a flexibilidade do veiculo (ANGART et al., 2013).

O tipo de sistema de entrega vai depender de cada tipo de tecido/érgao, o tipo
de siRNA utilizado, o tempo desejado de silenciamento e via de entrega, a qual pode
ser local ou sistémica. Por exemplo, para bloquear a replicacdo de VRS (virus
respiratério sincicial) foi utilizado quitosan e a via de entrega intranasal (LI et al.,
2005), e lipideo catidnico para entrega intravaginal de siRNA em camundongos para
proteger de HSV-2 (PALLISER et al., 2006).

Um dos sistemas mais utilizados para a entrega dos siRNAs sao os lipidios
catibnicos. A rede de carga positiva destes facilita a formacédo do complexo com o
siRNA polianiénico e a interacdo com a carga negativa da membrana celular. Estas
moléculas interagem com siRNA pela interacao i6nica e nao pela adsorcao simples
na superficie do veiculo. Esta classe das nanoparticulas pode promover a
estabilidade de siRNA em soro sanguineo, aumentando o tempo da circulacdo dos
mesmos no sangue e ajuda eventualmente a alcancar as células-alvo pelo
transporte vesicular (endocitose e/ou macropinocitose). Os lipossomos catidnicos
foram aplicados amplamente em varios estudos para entrega dos siRNAs in vitro e
in vivo, tendo-se como exemplos comerciais RNAifect (Quagen), Oligofectamine,
Lipofectamine (Invitrogen) e TransIT TKO (Mirus) (WON; SUNG, 2009).

Entre os vetores virais sdo usados lentivirus, adenovirus e o virus adeno-
associado (CASTANOTTO; ROSSI, 2009). A principal vantagem deste sistema de
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entrega € a administracao Unica e a expressao prolongada de efeito terapéutico,
porém, alguns vetores virais, ainda que ndo patogénicos, sao potencialmente
imunogénicos. O uso deste sistema é utilizado particularmente em doencas cronicas
tais como HIV e hepatites virais. Outro risco maior a ser considerado € o acumulo de
mutagdes no genoma do vetor viral, causando mutagdes insercionais ou levando a
expressao génica aberrante (CASTANOTTO; ROSSI, 2009).

1.9.4. Aplicacoes de RNAI

Durante a emergéncia da tecnologia de RNAI, o seu uso ficou limitado ao
estudo de funcédo de genes em eucariotos, mas em pouco tempo a mesma tornou-se
uma abordagem légica para a terapia de uma grande variedade de doencas.

Experimentos in vivo em animais de laboratério como roedores e primatas
utilizando siRNAs tém como alvo predominante doencas neoplasicas e metabdlicas
(AKHTAR; BENTER, 2007), mas o sucesso do uso da interferéncia por RNA como
terapia antiviral in vivo ja foi demonstrado em doencas como a hepatite C (WANG;
NIE; FENG, 2003), hepatite B (GILADI et al., 2003; KLEIN et. al., 2003), encefalite
japonesa (KUMAR et al., 2007) e infeccdes por herpes simples (PALLISER et al.,
2006) e ebola (GEISBERT et al., 2006).

Para algumas doencgas virais, 0 grande passo seguinte, ou seja, o teste em
seres humanos, j& foi iniciado em fases pré-clinica e clinica, como a pneumonia por
virus respiratério sincicial, hepatite C e influenza pandémica (AKHTAR; BENTER,;
2007).

A tecnologia de RNAi é uma abordagem antiviral poderosa e promissora
considerando-se a raiva, pois, como exposto, permite inibir de um modo especifico a
replicacao viral, reduzindo, assim, a carga e, por conseguinte, a patogenia viral.

Brandao (2007) e colaboradores foram os primeiros a utilizar o fendmeno de
RNAIi para a inibigdo de replicagdo de RABV, administrando um “pool” dos trés
siRNAs dirigidos ao mRNA da nucleoproteina, em células BHK-21 infectadas com
PV, diminuindo em 5 vezes o titulo viral nas células tratadas em comparagcdo com os
controles.

Israsena e colaboradores utilizaram o miRNA inserido no plasmideo contra
mRNA da proteina N resultando em redugcdo de 90% do genoma viral em células

N2A 72h depois da infeccao. Este trabalho demonstrou que os miRNAs podem inibir
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a replicagao nao s6 do virus fixo (CVS, HEP-flury), mas também o virus selvagem
(AgV2) (ISRASENA et al., 2009).

Outro grupo de pesquisadores ja usou o adenovirus expressando o siRNA
contra mRNA das proteinas L € N do RABV in vitro e in vivo, conseguindo a
diminuicdo dos focos fluorescentes em 48,2% no caso de siRNA contra mRNA da
proteina L nas células infectadas com 0.001 MOI de PV. No experimento in vivo,
animais infectados via intramuscular com 15 e 20 DL50% de CVS e tratados com os
vetores (via intramuscular) expressando siRNAs contra mRNA da proteina N e L
resultaram, em ambos os casos, em 50% de sobrevivéncia dos camundongos
(SONWANE et al., 2011).

Gupta (2012) e colaboradores infectaram as células BHK-21 com PV e
trataram com o vetor adenoviral expressando o siRNA contra proteina N e L. Os
siRNAs diminuiram em 83,5% . 2,4% as unidades formadoras de placas do RABV
nas placas tratadas comparadas com as placas controle. Ja in vivo, o0s
camundongos foram desafiados com 20DL50% de CVS-11 via intramuscular e
tratados via intracerebral com vetor adenoviral expressando siRNAs contra proteina
N e L do RABV. No grupo dos animais tratados com vetor expressando o siRNA N a
porcentagem de sobrevivéncia atingiu a 66,6, contra 33,3% no grupo tratado com
siRNA L.

Os trabalhos de Sonwane et.al. (2011) e Gupta et.al.(2012) demonstraram a
efetividade de siRNAs em inibigao de replicagao de RABV in vivo.

Em 2012 Yang (2012) utilizou um plasmideo que codifica o siRNA contra
proteina N do RABV in vivo e in vitro. Em células foi observada a queda do nivel de
mMRNA da proteina N em 94,2% e o efeito durou 96h. A diminuicdo da quantidade da
proteina em questao foi comprovada pelo western blot. Quando os mesmos siRNAs
foram administrados in vivo em animais infectados com CVS foi observada a
reducao dos sinais clinicos da doenca e da morbidade.

Mais um grupo dos cientistas administrou plasmideos codificantes dos
siRNAs contra proteinas N e G e um plasmideo que codifica os siRNAs para ambas
proteinas do RABV quando células BHK-21 foram infectadas com PV e tratadas com
siRNAs mencionados atingindo a diminuicdo do titulo viral em 85,9% N siRNA,
86,8% G siRNA e 87,4% G e N siRNA. Este trabalho confirmou que o efeito de RNAI
pode ser potencializado utilizando o plasmideo que expressa os siRNAs contra os
mRNAs das proteinas diferentes de RABV (MESHRAM et al., 2013).
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Ono et al.(2013) utilizaram um “pool” dos siRNAs contra mRNA de proteina N
do RABV em camundongos infectados com 100DL50% de PV o que resultou em
30% de animais sobreviventes no grupo tratado contra 100% de mortalidade no
grupo animais ndo tratados. Novamente, mais um estudo mostrou que os siRNAs
sao capazes de inibir parcialmente a replicacdo do virus da raiva e diminuir a
mortalidade dos animais infectados com alta dose viral.

Outro trabalho com diferente vetor viral foi publicado em 2014 onde foi
empregado o lentivirus como vetor de expressao dos siRNAs contra mRNA das
proteinas L e N do RABV. Neste caso foi feito um tratamento pré-exposicao dos
animais com o vetor lentiviral via intracerebral e depois a infeccao com 20DL50% de
CVS via intramuscular. Sobreviveram 62,26% dos animais tratados com o vetor
expressando siRNA contra mRNA N. Estes resultados demonstram que outro tipo de
vetor viral pode ser utilizado como método de entrega dos siRNAs para o tratamento
da raiva (SINGH et al., 2014).

Apollinario-Harary (2014) demonstrou que o “pool” dos siRNAs dirigidos ao
mRNA da proteina N diminui a severidade dos sinais clinicos nos animais infectados
com AgV2 e inibe a invasao imune do RABV.

Mais recentemente, demonstrou-se que lipideo catiénico conjugado com
siRNAs contra mRNA da fosfoproteina de RABV em células BHK-21 infectadas com
PV e variante de Desmodus Rotundus leva a queda do titulo viral equivalente a 1log
quando se compara com as placas controle. Isso aponta que os siRNAs nao sao sé
efetivos contra as amostras fixas, mas também contra amostra do campo (AgV3)
(ONO; BRANDAO, 2014).

Pesquisas nesta area sdao um amplo campo a ser explorado no campo da
raiva podendo contribuir com a diminuicdo do impacto causado por esta terrivel

doenca.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

. Avaliar in vitro a eficiéncia de trés diferentes short-interfering RNAs

(siRNAs) para silenciamento de RNA Lider do virus da raiva.

. Avaliar in vitro a eficiéncia de trés diferentes short-interfering RNAs

(siRNAs) para silenciamento génico pods-transcricional de mRNA de

fosfoproteina do virus da raiva.

. Testar in vivo um protocolo para terapia anti-rdbica baseado em

interferéncia por RNA.

44



45

3. MATERIAIS E METODOS

Materiais e métodos usados neste trabalho sdo descritos em seguida.

3.1. AMOSTRAS VIRAIS

Como amostra viral de referéncia, foi utilizado PV (Pasteur Virus). Como
amostra de campo foi utilizada uma proveniente de bovino, variante antigénica 3
(AgV3, Desmodus Rotundus), identificada como 4005. Ambas as amostras foram
fornecidas pelo Instituto Pasteur de Sao Paulo.

Ambas as amostras foram inicialmente isoladas e cultivadas em células da
linhagem N2A (neuroblastoma murino) para os experimentos in vitro. A amostra PV
foi cultivada durante 9 passagens e a amostra 4005 por 5 passagens,
respectivamente, para atingir o volume de estoque necessario.

Além disso, foi feita uma passagem de cada amostra em camundongos (10
animais por amostra) por via intracerebral de acordo com o protocolo de Koprowsky
(1996) para produgao de estoque e depois utilizado em experimentos in vivo das
amostras PV e 4005.

A suspensao de SNC (sistema nervoso central) dos camundongos infectados
foi preparada pelo seguinte protocolo, a partir de um “pool” de todos os SNCs dos
camundongos infectados com cada amostra em separado, como descrito a seguir.

1. Foi adicionado o meio para o cultivo celular (MEM) para uma suspensao a
20% (v/v), seguindo homogeneizagcado em vortex;

2. Foi feita a centrifugacédo de 2.500g/ 30 minutos com a refrigeracédo a 4 C;

3. O sobrenadante foi aspirado e dividido em tubos de 1 ml, preservados em
freezer -80°C.

3.2.  CULTIVO CELULAR

Para os experimentos in vivo, tanto para amostra PV quanto para a 4005,
produzidas em cédulas N2A, foi utilizada a linhagem celular BHK-21 (C-13; ATCC
CCL-10, Instituto Adolfo Lutz), cultivada em frascos estacionarios de plastico de
25cm? (T2) ou em placas de cultivo celular de 96 orificios, com Meio Essencial
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Minimo de Eagle (MEM), com sais de Earle e com adicao de soro fetal bovino (SFB)
a 10%. Optou-se por esta linhagem ao invés da N2A em funcao de serem as células
BHK-21 mais resistentes aos processos de lavagem subsequentes aos
experimentos com siRNAs.

3.3. TITULAGCAO DAS AMOSTRAS VIRAIS EM CULTIVO CELULAR

Para a titulagdo da amostra PV e AgV3 em cultivo de células BHK-21 foi

utilizado o protocolo descrito a seguir:

1. Foram utilizadas placas de cultivo de células de 96 cavidades onde foram
adicionados 50 pl da suspensdo das células BHK-21 (1,8 x 10° células/ cavidade),
acrescentando-se 120 pyl de MEM com 10% SFB. As placas foram mantidas na
estufa a 37°C com 5% de CO. durante 24 horas para se obter confluéncia da
monocamada celular.

2. A seguir, foram preparadas diluicées de virus referente a cada amostra na
base 10 em MEM sem SFB.

3. O MEM com SFB foi retirado da placa e a seguir foi substituido por 100ul
em cada poco de virus diluido em MEM sem SFB, correspondendo a primeira coluna
a diluicdo 10", a segunda a 102 e assim por diante até a sétima coluna com a
diluicdo 10®. A oitava coluna foi mantida como controle negativo, onde foram
acrescentados 100ul de MEM também sem o SFB.

As células foram incubadas a 37°C com 5% de CO. durante 2 horas, tempo
suficiente para a penetracao viral (SHANKAR; KOPROWSKI, 1991).

4. ApoOs este periodo, o MEM contendo virus de todas as diluicoes foi
descartado por inversdao das placas, aspirando-se o volume restante com pipeta
multicanal e substituido por MEM com 2% SFB em volume de 200pl por poco.

5. Posteriormente a placa foi mantida a 37°C com 5% de CO. durante 48
horas.

6. A placa foi submetida a imunofluorescéncia direta (IFD), conforme descrito

a sequir.
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3.3.1 Imunofluorescéncia direta

1. O conteudo liquido de todos os pocos foi aspirado e as monocamadas
foram fixadas com 200ul por pogo de acetona a 80% a 4°C durante 15 minutos.
Apoés este intervalo, a acetona foi descartada em recipiente apropriado e as placas
secadas.

2. A reacdo de imunofluorescéncia direta foi procedida com conjugado
imunoglobulina total de coelho anti-nucleocapsideo do virus da raiva/isotiocianato de
fluoresceina (produzida pelo Instituto Pasteur de Sao Paulo), segundo as instrucoes
do fabricante. Foram adicionados 40pul por poco de combinagao conjugado (1:70) +
Azul de Evans (200ul PBS 1X + 100ul de Azul de Evans), incubando-se por 1h a
37°C.

3. A seguir, o conjugado foi descartado e as placas passaram por trés
lavagens em PBS (solucdo de salina tamponada) seguidas de trés lavagens em
agua destilada. Em seguida foi realizada a secagem das placas.

4. Foram adicionados 50ul de glicerina a 20%.

5. A leitura das placas foi realizada no microscopio de epi-fluorescéncia
invertido marca “Nikon” no aumento 40x, considerando como positivo o po¢co no qual
houve pelo menos 1 foco fluorescente.

O titulo foi calculado a partir dos dados com o0 método de Spearman-Karber
(MESLIN; KAPLAN; KOPROWSKI, 1996).

3.4. TITULACAO DAS AMOSTRAS VIRAIS EM CAMUNDONGOS

Foram utilizados camundongos albinos suicos de 21 dias de idade, com peso
entre 11 e 14g. Para cada diluicao do virus de cada uma das amostras virais (PV e
4005), foram utilizados dez camundongos.

Para a titulagdo das amostras em sistema nervoso central de camundongos
foi utilizado o protocolo descrito a seguir:

1. As amostras virais foram diluidas em base de 10 em diluente viral (17g de
cloreto de sbédio x 2ml de gentamicina (40mg) x 40 ml de soro fetal bovino/q.s.p.
2000ml de agua destilada). Para o ensaio, foram utilizadas as diluices 102 a 10°®.
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2. Foram inoculados 30ul de diluicdo de virus por camundongo através da via
intracerebral.

3. Os camundongos foram observados durante 30 dias. Aqueles com
sintomas de raiva como pélos ericados, tremores, descoordenacdo motora, paralisia,
hiperestesia e morte a partir do quinto dia apo6s a inoculagdo, bem como aqueles

sem sinais até 30 dias ap6s a inoculagao foram eutanasiados.
3.4.1 Imunofluorescéncia direta em camundongos

Todas as amostras de sistema nervoso central foram submetidas a
imunofluorescéncia direta para deteccao de antigenos do virus da raiva a partir de
impressdes dos mesmos em laminas de vidro segundo o protocolo descrito por
DEAN; ABELSETH; ATANASIU, (1996) com conjugado antirrabico policlonal anti-
nucleocapsideo/ isotiocianato de fluoresceina (Instituto Pasteur). Para a leitura das
laminas, foi utilizado o microscopio de fluorescéncia da marca “Leica DMLB” no
aumento 40x.

O titulo foi calculado a partir dos dados com o0 método de Spearman-Karber
(MESLIN; KAPLAN; KOPROWSKI, 1996).

3.5. AVALIACAO DE AGENTES DE TRANSFECCAO EM CELULAS BHK-21

A escolha de agente de transfeccéo foi feita com a ajuda de kit comercial —
Silencer® siRNA Transfection Il Kit (Ambion) de acordo com as instru¢cées do
fabricante. Este kit oferece duas classes de agentes de transfeccdo: lipidios
catiénicos e poliaminas.

Como siRNA-teste, o mesmo kit também traz um siRNA para silenciamento
do mRNA do gene GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), enzima
expressa por células eucaridticas e um siRNA controle negativo, sem identidade
com qualquer mRNA conhecido.

A revelacao da inibicao de expressao foi feita com o KDalert GAPDH Assay
Kit (Ambion) baseado no método fluorescente para medir a atividade enzimatica de
GAPDH nas células transfectadas. O kit foi utilizado de acordo com as instrucdes do
fabricante.

O caélculo da eficiéncia do silenciamento foi calculado com a seguinte férmula:
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% expressao residual = 100x Afluorescéncia GAPDH/Afluorescéncia siRNA Neg

3.6 OS PEQUENOS RNAs INTERFERENTES (siRNAs)

3.6.1. siRNAs para a sequéncia lider do RABV

Foram desenhados trés siRNAs para sequéncia lider do RABV, utilizando o

aplicativo BLOCK-iT™ RNAi Designer (www.invitrogen.com/rnai) a partir de uma

sequéncia consensual obtida com o programa Bioedit 7.0.9.0 (©1997-2007 Tom
Hall) de sequéncias recuperadas do Genbank. As seqliiéncias das siRNAs foram
submetidas a BLAST/n no Genbank para a verificacdo de identidade destas
sequéncias com qualquer outro organismo diferente do RABV. As sequéncias de
siRNAs contra de RNA lider estao no quadro 2.

Os siRNAs foram sintetizados no formato duplex, com dois deoxi-Ts nas
posicdes 3.

Quadro 2 - siRNAs (Short-interfering RNAs) que foram utilizados para a sequéncia
lider do virus da raiva, apresentando a sequéncia de ribonucleotideos em uma
apresentacao de fita dupla e a respectiva posicao no gene genoma da amostra PV
de RABV acesso Genbank M13215.1.

siRNA sentido 5'-3' Posicao

L1-S ACGCUUAACAACCAGAUCAAAGAAA 1-25
L1-AS UUUCUUUGAUCUGGUUGUUAAGCGU

L2-S ACAGACAGCGUCAAUGGCAGAGCAA 28-52
L2-AS UUGCUCUGCCAUUGACGCUGUCUGU

L3-S CAGACAGCGUCAAUGGCAGAGCAAA 29-53

L3-AS UUUGCUCUGCCAUUGACGCUGUCUG

3.6.2. siRNAs para o mRNA do gene P de RABV

Os stealth siRNAs contra os mRNA do gene P do RABV foram desenhadas
utilizando o aplicativo BLOCK-iT™ RNAIi Designer (www.invitrogen.com/rnai) a partir
de uma sequéncia AB519642.1 do AgV3 recuperada do Genbank.
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Optou-se, neste caso, pela sintese dos siRNAs no modo Stealth siRNAs por
ser este referente a uma nova geragdo de siRNAs com uma modificagdo quimica
(ndo explicitada pelo fabricante LifeTechnologies), que permite maior eficiéncia e
estabilidade, menos efeitos indesejados e menor toxicidade celular.
(http://www.lifetechnologies.com/br/en/homel/life-science/rnai/synthetic-rnai-
analysis/stealth-rnai-technology.html).

Pelo software foram desenhadas 10 stealth siRNAs para mRNA do gene P
RABV.

Para selecao dos trés siRNAs a ser utilizadas no experimento, foi criado, para
o presente trabalho, um algoritmo que se baseia nos principios de desenho dos
siRNAs que se encontram no item 1.9.2. da introducéo.

Para a avaliacdo das sequéncias pelo algoritmo acima para siRNA, foram
atribuidos os escores 0, 5 € 10. O escore 0 significa que a seqiéncia de siRNA nao
obedecia este principio, 5 que a metade do principio foi cumprida e 10 que o dado
principio foi cumprido integralmente. Finalmente, foram selecionados os trés stealth
siRNAs cuja soma de escores foram as trés mais elevadas, sendo estes aqueles
apresentados no Quadro 3.

Sequencia de dupla fita Posicao no

siRNA Sentido 5’-3’ sentido gene
stealth 360 GACCGUCGAGGAAAUCAUAUCCUAU S
stealth 360 AUAGGAUAUGAUUUCCUCGACGGUC AS 1873
stealth_649 UCCCGAUCAUCAGGGAUAUUCUUGU S
stealth_649 ACAAGAAUAUCCCUGAUGAUCGGGA AS 2161
stealth_652 CGAUCAUCAGGGAUAUUCUUGUACA S
stealth_652 UGUACAAGAAUAUCCCUGAUGAUCG  AS 2165

Quadro 3 - siRNAs (Short-interfering RNAs) que foram utilizados para o
silenciamento génico pos-transcricional do mRNA da fosfoproteina do virus da raiva,
apresentando a sequéncia de ribonucleotideos em uma apresentacao de fita dupla e
a respectiva posicdo no gene P da amostra PV de RABV acesso Genbank
M13215.1.
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d 1810 1820 1830 1840 1850 18é0 1870 1880 1850 1500
T T T B B EE T B e B B A B L R A ALICIC I BN
4005 CCIGGACAATGT TGGANT TCAAAT AGT CAGGCAAAT GARGTCAGCEGEEAGAT TCCIGARAAT ATGET CT CAGACCETCEAGEAAATCAT AT CCT ATGTC
M13215.1 PV CCTGGACAATGTTGGAGTCCAART AGT CAGACAMAT ARGGTCAGGAGAGAGATTTCTCARGAT ATGGTCACAGACCCTAGAAGAGATT ATATCCT ATGTC
siRNA P 360 GﬂLLE.'l%E.I!GE.IUUUL’Al ATCCTAT
b 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2180 2200
I B B T B B B B T AT B e R B I AE IR BRI BRI RO
4005 CETTIGAGGCTIGAGAT TGCTCACCAGAT TGCCEAGAGCT TTTCT ARGARGT ACAANT'TT CCGT CCCGATCATCAGGGAT AT TCT TGT ACARCT TTGAGCAR
M13215.1 PV AGTGGAGGCTGAGATCGCTCACCAGATTGCAGARAGT ITCTCCARARRAT AT ARGTTTCCCTCTCGATCCTCAGGGAT ACTCTTGT AT ARTTTTGAGCAR
siRNA P 649 TCCCGATCATCAGGGAT ATTCTTGT
C 2110 2120 2130 2140 2150 21e0 2170 2180 2180 2200
L EEEEE N RN R e B I I I I I Il I IR I I |
4005 CGITGAGGCTGAGAITGCTCACCAGAI TGCCGAGAGCT ITTCT ARGARGT ACARATT TCCETCCCGATCATCAGGGAT ATTCITGT ACARCT TTGAGCAR
M13215.1 PV AGTGGAGGCTIGAGATCGCTCACCAGATTGCAGARAGT T TCT CCARAANAT AT ARGT T ICCCTCICCGATCCTCAGGGAT ACT CITGT AT AAT TT TG AGCAR
SiRNA P 652 CGATCATCAGGGAT AITCITGTACA

Figura 8 — Regides de complementariedade dos siRNAs a: 360, b: 649 e c: 652 em
relagdo as sequéncias do gene codificador da fosfoproteina P das amostras 4005
(AgV3) e PV (Pasteur Virus) de virus da raiva utilizadas no presente estudo. As
sequéncias dos siRNAs referem-se a versao em DNA do reverso-complemento da
fita anti-senso dos siRNAs apresentados no Quadro 1. A posicao no genoma
completo pode ser vista em relacdo a amostra PV (niumero de acesso Genbank
M13215.1). As setas indicam posicoes de auséncia de identidade entre as
sequéncias.

3.7. ENSAIO DE SILENCIAMENTO DE RNA LIDER DO VIRUS E DE mRNA DE
FOSFOPROTEINA VIRAL POR siRNA IN VITRO

No presente estudo, cada siRNA para a sequéncia lider e para o mRNA da
proteina P de RABYV foi testado quanto a sua atividade inibitéria de modo individual
in vitro e o siRNA para mRNA da proteina P com o mais intenso efeito inibitério foi
testado in vivo.

A eficiéncia de cada um dos siRNAs em silenciar o RNA lider do virus da

raiva foi realizado em duas repeticdes para cada um dos trés siRNAs com a amostra
PV. As diluigdes virais utilizadas foram 10" a 10™.
A eficiéncia de cada um dos trés siRNAs contra mRNA da proteina P foi testada
com as duas amostras virais: PV e AgV3. Para este fim, foram utilizadas as diluicdes
virais de 102 a 10° para PV e 102 a 107 para AgV3 sendo oito pocos para cada
diluicdo. As diluicbes foram diferentes para cada amostra viral em funcao das
diferengas de titulos obtidas para cada uma delas.
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Para o ensaio de silenciamento de RNA lider foi utilizado NeoFX™ (Ambion) e
para os ensaios com siRNAs contra mRNA da proteina P a Lipofectamina 2000™
(Invitrogen®) de acordo com as instrugdes do fabricante, ambos sdo os agentes de
transfeccao de classe dos lipideos catiénicos.

Adianta-se aqui o fato de que, conforme demonstrado pelo protocolo
apresentado no item 3.5, lipidios catibnicos foram demonstrados como mais
eficientes para transfecgdo em células BHK-21. O fato de lipidios diferentes ter sido
utilizados deve-se ao fato da descontinuacdo da fabricacdo de NeoFX™,
substituindo o mesmo pela Lipofectamina 2000™.

1. Para ensaio com os siRNAs, foram utilizadas placas de 96 pogos sendo
uma placa para o tratamento com cada dos siRNAs (placas teste) e outra sem
tratamento (placa controle).

Em cada poco foram adicionados 100uL (1,5x10* células/pogo) de suspensio
de células BHK-21 em meio minimo de Eagle com 10% de soro fetal bovino (SFB).
As placas foram cultivadas a 37°C com 5% de CO. durante 24 horas para a
obtencao da confluéncia da monocamada de 30 a 80%.

2. O meio de crescimento de células de todas as placas foi descartado e
procedido a inoculacdo transferindo 100 uL de cada diluicdo viral no seu poco
correspondente (Figura 9 e 10).

3. As placas foram incubadas a 37°C/ 5% CO./2 horas, tempo suficiente para
a penetracao viral (SHANKAR; KOPROWSKI, 1991).

4. A seguir, os in6culos com as diluigdes virais foram descartados e foram
adicionados 20uL da combinacdo de agente de transfeccao/siRNA 10uM na
propor¢aol:1 (v/iv) em cada pogo das diluigbes na placa-teste, adicionando-se
80ul/poco de MEM com 2% SFB o que daria uma concentragao final do siRNA de
2uM, ou seja, 0,2nmoles em total.

5. Em uma das colunas da placa teste, foram adicionados 100uL de MEM
com 2% de SFB, sem adigao de virus ou siRNA, servindo como controle negativo.

6. Simultaneamente, nas colunas livres de inoculagéo viral da placa-controle,
foram adicionadas 100uL da combinacao de agente de transfeccdo com MEM com
2% de SFB na proporcao 1:1 (v/v), sem qualquer siRNA, para observacado de

possivel efeito citotéxico.
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7. Seguiu-se, entdo, incubacdo a 37°C/ 5% CO./24 horas, completando,
assim, 26 horas pdés-inoculacao e, portanto, pelo menos 2 ciclos de replicacao do
virus da raiva (SHANKAR; KOPROWSKI, 1991). OQOutras quatro placas foram
incubadas nas mesmas condi¢cdes, mas por 48h.

8. Procedeu-se a reacao de imunofluorescéncia direta para deteccdo de

nucleocapsideo do RABV conforme descrito no item 3.3.1.

PLACA TESTE PLACA CONTROLE
1000 10210310 1070 1021005 10 LR TR CER T [ R W ER TR

00000000000 | | OO0O00OO
0000000 Q0000
0000000 Q0000
0000000 OO000O
0000000 00008

O

O

O000O
Q000
@)
O
O000O
OO000O

0000000000
0000000000
0000000000

Q000
Q000
Q000

QO
QO
QO

elolololele
000000
0000000

@
o
QOOOOO00OO

@
O
@
O
&

I
=}
g
@
&
@
=
w
7
+

=
QD @
-1
m
x

fpdo desiRNALE x diluighiesFy |oelulas dipan de MeoF X xdi uiphesPy

/

Figura 9 — Esquema de utilizacao de Placas de cultivo celular com células BHK-21
inoculadas com diluicées de 10" a 10™ da cepa PV do virus da raiva e tratadas com
a combinacao siRNA Le/(placa teste) ou MEM/NeoFX (placa controle). Para cada
um dos trés siRNAs Le (Quadro 1), foi utilizado o esquema apresentado em
duplicata.
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Figura 10 — Esquema de utilizagdo de placas de cultivo celular com células BHK-21
inoculadas com diluicées de 10° a 10®° da amostra PV e 10% a 107 da amostra 4005
(AgV3) do virus da raiva e tratadas com a combinagdo siRNAs contra mRNA de
fosfoproteina do virus (placas teste) ou MEM/Lipofectamina 2000 (placas controle).
Para cada um dos trés siRNAs P (Quadro 3), foi utilizado o esquema apresentado
em duplicata

3.8. TRANSCRICAO REVERSA SEGUIDA PELA REACAO EM CADEIA PELA
POLIMERASE QUANTITATIVA (g RT-PCR) PARA O mRNA DE B-ACTINA E mRNA
DA FOSFOPROTEINA DO VIiRUS DA RAIVA

3.8.1. Experimento in vitro para avaliacao pelo método qPCR
Como nos experimentos anteriores in vitro foi utilizada a técnica de IFD para a

avaliacdo dos resultados, isso impossibilitou o uso das mesmas placas para o
método de gPCR. Assim sendo, para este fim foi repetido o protocolo de ensaio
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descrito no item 3.7. com alguma diferenca no desenho da placa que esta
apresentado abaixo. No caso da amostra 4005, as diluicdes utilizadas foram de 102
a 10”. Para cada diluicdo de cada amostra foram utilizados trés pocos no grupo

tratado e dois po¢os no grupo controle (Figura 11).
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Figura 11 — Esquema do experimento em placa de cultivo celular com células BHK-21
inoculadas com as duas cepas do virus da raiva e tratadas com a siRNA 360 contra mRNA

de fosfoproteina do virus ou siRNA controle negativo para a avaliagdo pelo qPCR. Onde: O
tratamento com siRNA 360 + Lipofectamina 2000/diluigbes do PV, O controle PV (PV +
siRNA controle negativo + Lipofectamina 2000), O tratamento com siRNA 360 +
Lipofectamina 2000/diluigbes de AgV3, O controle AgV3 (AgV3 + siRNA controle

negativo+Lipofectamina 2000), O controle das células, O célula + lipofectamina 2000, O
pOCos vazios.

3.8.2. Extracao de mRNA total

Para a obtengcdo de mRNA total das monocamadas celulares do experimento
in vitro foi utilizado o tampao de lise do Kit Cells-to-Ct™ (Ambion). A extragdo das

amostras foi feita de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.8.3. Sintese de cDNA complementar (cDNA) e RT-PCR para mRNA de B-actina
e de mRNA da fosfoproteina de RABV

Para o desenho do primer antisenso para mRNA de B-actina, foram utilizadas
as sequéncias de hamster (Mesocricetus auratus, numero de acesso NM001281595)
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recuperadas de GenBank. A sequéncia do primer senso do B-actina foi gentilmente
cedida e validada pelo IDT(USA).

O desenho dos oligos para o RABV foi elaborado com as sequéncias de
Pasteur Virus (numero de acesso M13215) e RABV (numero de acesso
AB519642.1) proveniente de Desmodus Rotundus. Todos o0s primers foram
desenhados e validados com o} aplicativo PrimerQuest

(http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). As seqliéncias dos primers estao

representadas no Quadro 5.

Para a sintese de cDNA em cada tubo foram aliquotados 14ul de RNA total
extraido e acrescentados 1mM de DNTPs, primers especificos antisenso a 100nM
(tabela 4) e agua de livre de nucleases qg.s.p. até 10ul o volume total. O RNA foi
desnaturado a 65°C durante 5 minutos e transferido imediatamente ao banho de
gelo. Em seguida foram acrescentados 8ul de tampéao de 5x, 100U de MMLYV, 4ul de
DTT e 2ul 4gua livre de nucleases, obtendo-se o volume de 16 uL. A reagao de
transcricdo para ambos os alvos foi efetuada em termociclador Mastercycler™

(Eppendorf) de acordo com os ciclos de temperatura apresentados no Quadro 4.

Quadro 4 - Condicoes térmicas para sintese de cDNA

Temperaturas, °C  Tempo

37 50 minutos
70 15 segundos
10 o0

Quadro 5 - Primers para RT-PCR para mRNA da fosfoproteina de RABV e B-actina.

Primers Orientacao Sequencia (5°-3’) Posicao Tm
(°C)
Prtn P RABV  Anti-senso GGAGAYTGTCCACYTCTATGG 165-146* 53
Prtn P RABV  Senso GAGATGGCTGAAGARACT GTWG 10272- 54,2
10292
Bact1 Senso ATTGGCAACGAGCGGTT 794-810** 55,4

Bact2 Anti-senso ACGTCACACTTCATGATGGA 906-887** 53,8
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* Referente ao genoma de RABV proveniente de Desmodus Rotundus o numero de
acesso no GenBank AB519642.1 e de genoma de Pasteur Virus (PV) o numero de
acesso no GenBank M13215.

** De acordo com a seqiiéncia do gene de -actina de camundongo o nimero de
acesso no GenBank NM007393.

3.8.4 PCR quantitativa em Tempo Real (QPCR) para a quantificacao relativa de
mRNA de B-actina e mRNA de fosfoproteina de RABV

Para esta reagao foi utilizado o sistema TagMan. Para RABV foi utilizada a
sonda desenhada com base nas mesmas sequéncias de RABV mencionadas no
item 3.9.3 e sintetizada pelo Invitrogen. Para a 3-actina foi utilizada uma sonda com
base de sequiéncia de Mus Musculus (NM007393) que ja foi validada em ensaios da
IDT no kit PrimeTime qPCR Assay (IDT,USA). As seqiiéncias de ambas as sondas

estao representadas no quadro 6.

Quadro 6 - Sondas utilizadas na reacdao de RT-gPCR para mRNA de B-actina e
mRNA de fosfoproteina de RABV

Sonda Sequéncia (5’-3’) Posicao*
B-actina 56- 286-811
hamster FAM/ATTCCATAC/ZEN/CCAGGAAGGAACGCTGG/31ABkKFQ
Ptn P 10298-
HEX/ CCT TGG AGA TGA GCC TGA TTG TCY TCG /BNFQ
(RABV) 10324

* nimeros de acesso no GenBank AB519642.1(AgV3) e M13215 (PV), NM007393 (B- actina).

Para cada reacao de qPCR, foi utilizado TagMan Gene Express Master Mix
1x (Invitrogen, USA), 400nM de primers senso e antisenso (RABV ou [3-actina),
150nM de sonda (Ptn P ou B-actina) e 2ul de cDNA, com agua livre de nucleases até
completar o volume total de 20ul. Nos controles negativos, no lugar da amostra foi
adicionada 4agua livre nucleases. As reagdes para cada alvo foram feitas
separadamente e em triplicata para cada amostra analisada. Juntamente com as
amostras na placa de qPCR foram aplicados os 4 pontos de curva padrao referente
a cada alvo.
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A reacdo foi feita no termociclador 7500© Real Time PCR System
(AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) sob condi¢des descritas no Quadro 7.

Quadro 7 - Termociclagem para a reacéo de gPCR

Termociclagem

Temperatura
Etapa Tempo
(°C)
ubG 50 2 minutos
Ativacéo 95 10 minutos
Desnaturacao 95 15 segundos
40 ciclos Hibridacao/Extensao 60 1 minuto

O calculo da expressao relativa de mRNA de fosfoproteina de RABV no
experimento in vitro nos grupos tratados com siRNA e grupos controle infectados
com ambas das cepas utilizadas no estudo foi realizado pelo método Pfaffl (PFAFFL,
2001).

3.9. ENSAIO DE INIBICAO POR RNA IN VIVO

Para o ensaio in vivo foram utilizados camundongos albinos suicos de 21
dias de idade, com peso entre 11 e 14g. Os camundongos foram divididos em
grupos teste e controle.

As amostras virais PV e 4005 foram utilizadas nas doses de 10 e 1LD50%.
Para cada dose letal foram empregados dois grupos de camundongos, sendo um
grupo tratado com o siRNA de maior eficiéncia e outro grupo controle inoculado
siRNA controle negativo (Stealth RNAi Negative Control Duplexes®, Invitrogen).

Os animais foram mantidos sob as seguintes condigdes: temperatura
ambiente 21 a 25°C, luminosidade 12h (dia) x 12h (escuro), ragao e agua ad libitum.
Os protocolos utilizados no ensaio sao descritos a seguir.

1. As amostras PV e 4005 foram diluidas em MEM sem SFB em 1 e 10 doses
letais 50%.
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2. Foram inoculados, pela via intracerebral, de acordo com a técnica descrita
por Koprowsky (KOPROWSKI, 1996), 30uL/camundongo de cada dose de virus em
camundongos do grupo teste, sendo 10 camundongos/dose.

3. Identicamente, foram inoculados, pela via intracerebral, 30uL de cada dose
de virus em camundongos do grupo controle, sendo 10 camundongos/dose.

4. Duas horas apés a inoculacao, foram injetados, pela via intracerebral, em
todos os camundongos teste, 30uL da combinacdo do siRNA de maior
eficiéncia/Lipofectamina 2000® (Invitrogen) para uma concentragao final do siRNA de
10uM, ou seja, total de 0,3nmoles.

5. Simultaneamente, nos camundongos controle, foram injetados, pela via
intracerebral, 30uL da combinacdo de siRNA controle negativo/ Lipofectamina 2000®
(Invitrogen) (proporgao 1:1 v/v), sendo a concentragcdo final de siRNA controle
negativo 2uM, em total de 0,06nmoles

6. Os grupos teste e controle foram observados diariamente duas vezes ao
dia durante 30 dias quanto ao aparecimento dos seguintes sinais de raiva: pélos
ericados, tremores, incoordenagcao motora, paralisia, hiperestesia e morte a partir do
quinto dia apdés a inoculacdo. Apos o periodo de 30 dias, os camundongos
sobreviventes foram eutanasiados.

7. Para os animais mortos durante o periodo de observacao ou eutanasiados
apds o mesmo, foi colhido o conjunto encéfalo/cerebelo porgao craniana da medula
(sistema nervoso central, SNC), realizando-se a impressao a fresco em laminas e
conservando o material restante a -20° C até o momento da realizacdo de
imunofluorescéncia direta como descrito no item 3.4.1.

Foram considerados positivos para a raiva 0s camundongos que
apresentaram os sinais descritos anteriormente e em cuja amostra de SNC foi
observada ao menos um foco fluorescente.

A seguir, os titulos foram calculados a partir do niumero de camundongos
positivos e negativos com o método de Spearman-Karber (MESLIN; KAPLAN;
KOPROWSKI, 1996).

A significancia das diferencas de sobreviventes foram calculadas com o teste
de Chi-quadrado (alfa =0.05) com o software Minitab® 16.2.2 (© 2010 Minitab Inc.)
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4 RESULTADOS

A seguir, sao apresentados os resultados obtidos neste estudo.

4.1 TITULACAO DAS AMOSTRA PV E 4005 EM CELULAS BHK-21

Em células BHK-21, os titulos das amostras PV e 4005 nas células BHK-21
foram 3,99logTCIDspe/ml e 5,99logTCIDsge./ml. respectivamente. De acordo com o
resultado desta titulacdo, foi decidido nos experimentos in vitro com siRNAs para a
sequéncia lider de RBV utilizar as diluicdes de PV de 10" a 10, para se obterem de
0,1 a 100 TCIDsge. Em experimentos com siRNAs P (para mRNA da fosfoproteina
do virus) as diluicdes utilizadas de PV foram 102 a 10° e da amostra 4005 102 a 10°
’ para se obterem de 0,01 a 10TCIDsg, € de 0.01 a 1000 TCIDsg,. A selegdo das
diluicbes utilizadas se baseou em uma escolha de uma ampla faixa de concentracao
viral que deixasse uma mais apurada visualizacdo da gradacao de fluorescéncia de

acordo com a concentragao viral.
4.2 TITULACAO DA AMOSTRA PV E 4005 EM CAMUNDONGOS
O titulo viral obtido a partir deste experimento foi 5,5 logDLsge./ml para PV e
6,5logDLsge/ml do AgVS3.
4.3 AVALIACAO DE AGENTES DE TRANSFECGCAO EM CELULAS BHK-21
Os resultados do teste estdo apresentados na tabela 1

Tabela 1: Resultados da eficiéncia da transfecgao de siRNAs em células BHK-21

% expressao % silenciamento
Agente restante génico
amina 141 -41
lipidio 9,4 90,6




61

O resultado do calculo de % expressao restante de GAPDH com o uso de
NeoFX foi 9,4% conclui que a expressdo de GAPDH foi diminuida em 90,6% nas
células BHK-21 quando foram transfectadas com agente de transfeccao do grupo de
lipideos catidnicos.

Ja o resultado do calculo de % de expressao restante de Amina foi 141%, o
que significa, que a expressdao de GAPDH na verdade elevou-se em 41% nas
células BHK-21 quando foram transfectadas com o agente de transfeccdo do grupo
de aminas.

Os dados dos célculos indicam que para a linhagem de células BHK-21, o

mais eficiente agente de transfeccao € o lipideo catiénico.

4.4 ENSAIO DE SILENCIAMENTO de RNA LIDER DO VIRUS E DE mRNA DE
FOSFOPROTEINA VIRAL POR siRNA IN VITRO

Os dados da eficiéncia das siRNAs contra RNA lider do RABV estao
apresentados na tabela 2.

Tabela: 2 Titulos da amostra PV de RABV apés tratamento da linhagem BHK-21
com siRNAs contra o RNA lider de RABV

AMOSTRA Titulo viral em log1o

PV 10%°TCID50%/ml
siRNALe 1 10%*TCID50%/ml
siRNALe 2 10%° TCID50%/m
siRNA Le 3 10%* TCID50%/m

Como pode ser notado nos resultados da tabela 2, os siRNAs desenhados
contra RNA lider do RABV nao foram eficazes para inibir a replicacao do virus. O
titulo viral na placa com siRNA Le1 foi 10*?TCID50%/ml, Le2 10**TCID50%/ml e
10%2TCID50%/ml na placa tratada com siRNA Le3. Nestas trés placas ndo houve a
queda de titulo viral se comparadas com a placa controle, na qual o titulo foi
10>°TCID50%/ml.

A eficiéncia de cada um dos trés siRNAs contra 0 mRNA da fosfoproteina do

virus da raiva (PV e AgV3) em cultivo celular encontra-se exposta na tabela 3.
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Tabela: 3 — Titulos das amostras PV e 4005 de RBAV apés tratamento da linhagem
BHK-21 com siRNAs contra mRNA de fosfoproteina do virus da raiva com a

incubacao de 24h.

Diferenca
Amostra Placa Titulo viralem com o grupo
Log1o/ml controle em
log
siRNA 360 3,625 0,375
siRNA 649 3,875 0,125
PV siRNA 652 4,125 -0,125
controle 4,0
siRNA 360 5,0 1,0
siRNA 649 5,75 0,25
4005 siRNA 652 5,87 0,125
controle 6,0

Nota-se pelos dados da tabela 3 que o siRNA 360 e siRNA649 diminuiram o

titulo viral de PV em cultivo de células nas placas tratadas em 0,375log e 0,125log

quando comparada com a placa controle. J4 o siRNA 652 elevou o titulo de PV em

0,125log.

Por sua vez, pode-se notar que nas placas infectadas com a amostra 4005 e

tratadas com siRNAs a maior queda de titulo viral foi na placa tratada com

siRNA360, o que representa 1,0log comparando-se com a placa controle. Nas

placas tratadas com siRNA649 e siRNA652 também houve a diminuigdo de titulo

viral, mas em uma escala menor 0,25log e 0,125log comparando com a placa

controle.

Pode-se notar (Tabela 4) que houve diferenca no silenciamento de algumas

siRNAs depois de 48h de incubagao.
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Tabela 4 — Titulos das amostras PV e 4005 de RBAV apoés tratamento da linhagem
BHK-21 com siRNAs contra mRNA de fosfoproteina do virus da raiva com a
incubacao de 48h.

Diferenca

Titulo viralem com o grupo
Amostra Placa

Log1o/ml controle em
log
siRNA 360 5,625 0,375
siRNA 649 4,625 1,375
PV siRNA 652 4,75 1,25
controle 6,0
siRNA 360 6,25 1,125
siRNA 649 7,08 1,125
4005 siRNA 652 6,5 0,875
Controle 7,375

A placa infectada com PV e tratada com siRNA 360 manteve o mesmo padréo
de queda do titulo viral, ou seja 0,375log comparando com a placa controle. Ja na
placa tratada com siRNA 649, houve um aumento de queda do titulo viral
comparando com a mesma placa de 24h, o que representa a diferenca de 1,375log
comparando com o controle.

O mais discrepante foi o resultado da placa tratada com siRNA 652 mantida
apor 48 horas, pois, neste caso, houve inibicdo da replicacao viral, pois o titulo viral
foi de 1,25log comparando com a placa controle.

A placa com periodo de incubagado 48h infectada com a amostra 4005 e
depois tratada com siRNA 360 apresentou a maior queda de titulo viral entre as trés
siRNAs, o que resultou em 1,125log de diferengca comparando com a placa controle.

Resultado semelhante foi observado nas placas com periodo de incubacao
24h, onde o siRNA 360 proporcionou a queda de titulo maior entre os trés siRNAs.
Nas monocamadas onde foi administrado siRNAs 652 e siRNA649, observou-se
também uma pequena queda de titulo viral igual a 0,875log e 0,295log comparando

com a placa nao tratada.
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Assim sendo, dada capacidade maior inibitéria de replicacdo da amostra PV e
de AgV3 de RABV para o experimento in vivo foi decidido utilizar apenas o
siRNA360.

4.5. ENSAIO DE INIBIGAO POR RNAI IN VIVO

4.5.1 Sobrevivéncias de camundongos tratados com siRNA 360 frente a
10DL50% das amostras PV e 4005 de RABV

A sobrevivéncia dos camundongos inoculados com 10DL50% virais e com as

amostras de RABV PV e 4005 estao apresentados no quadro 8.

Quadro 8 - Sobrevivéncia (em porcentagem) dos camundongos inoculados com as
amostras PV e 4005 de RABV e tratados com siRNA360

Grupo Dose inoculada % de sobreviventes
4005 + siRNA360 30
4005+siRNAneg 10LDso% 10
PV+siRNA360 40
PV+siRNAneg 10LDso% 0

No grupo de animais inoculados com 10DLse, de 4005 e tratados com o
siRNA360, houve sobrevivéncia de 30%, enquanto que no grupo controle houve
10% para esta dose (Quadro 8).

Para os grupos inoculados com 10DLsge, de PV, nos animais controle a
mortalidade foi de 100% quanto naqueles que receberam o tratamento de siRNA360
a sobrevivéncia foi 40%.

Entretanto, apenas para os animais inoculados com 10DLsge, da amostra PV e
tratados com siRNA360 houve diferengca estatisticamente significativa quando
comparados ao grupo controle (p=0,025).

Na figura 8, apresentam-se os graficos de sobrevivéncia dos camundongos e
o periodo de incubagao depois de serem inoculados com doses diferentes de PV e
de 4005 e tratados com siRNA360.
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Figura 8 - Sobrevivéncia (em porcentagem) dos camundongos (ordenados) e o
periodo de incubagdo em dias (abscissa) em grupos inoculados com as amostras
PV e 4005 de RABV com 10DL50% tratados com siRNA360 (para mRNA da
fosfoproteina). A: 4005 10DLsge+SiIRNA360, B: 4005 10DL s controle, C: PV
10DLsge,+ SIRNA360, D: PV 10DLsge, controle.

Tabela 5 - Representacao do primeiro dia de morte do primeiro animal nos grupos

apoés a inoculagao de RABV.

Grupo O 1°dia de morte apds a
inoculacao
4005 10DLsge, + SiRNA 360 8
4005 10DLsge + SiRNA negativa 13
PV 10DLsge, + SIRNA 360 8
PV 10DLsoe, + SiRNA negativa 7

No grupo dos animais inoculados com 10DL50% da amostra 4005 a diferenca
€ de 5 dias entre o dia de inoculagdo e a morte do primeiro camundongo tanto nos

grupos tratados quanto nos néo tratados. Ja nos grupos inoculados com o PV, os
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animais tanto nos grupos tratados quanto nos nao tratados comegaram a cair a partir

do dia sete ou oito ap6s a inoculagéo.

4.5.2 Imunofluorescéncia direta das amostras de SNC dos camundongos
inoculados com o as amostras PV e 4005 de RABYV tratados com siRNA360 e

sem tratamento

As amostras de SNC de todos os camundongos mortos apds a manifestacao
dos sintomas de raiva foram positivas para a presenga de RABV por
imunofluorescéncia direta.

Por sua vez, as amostras de SNC dos camundongos que sobreviveram sem
sintomas e depois de 30 dias foram sacrificados foram negativas para a

imunofluorescéncia direta para RABV.
5. QUANTIFICACAO RELATIVA DE mRNA DE FOSFOPROTEINA DO RABV

Como observado na Tabela 6, nas células infectadas com a amostra PV em
10DLsge, € tratada com siRNA360, obteve-se a quantidade relativa de mRNA de P
em 2,41 vezes maior que na placa controle.

Ja na placa infectada com a amostra 4005 em 10DLsge, € tratada com siRNA
360, houve a diminuicdo da quantidade relativa de mRNA do P em 0,21 vez se

comparada com a placa controle.

Tabela 6: Quantificacdo relativa de mRNA de fosfoproteina do RABV apoés

tratamento com siBRNA360 in vitro

Grupo Quantidade relativa de mRNA de
fosfoproteina de RABV
comparando tratado/controle

PV 10DLsge, 2,41

4005 10DLsge, 0,21

O Cq de gPCR para B-actina dos pocos com a monocamada de BHK-21 e os

pocos onde foi acrescentado o agente de transfec¢cdo sao iguais, apontando que o
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Lipofectamine 2000 na concentracao utilizada nao interferiu na expressao dos genes

da prépria célula, e, portanto, ndo apresentou toxicidade.
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6. DISCUSSAO

Na presente investigacdo, siRNAs dirigidos ao mRNA da fosfoproteina P de
uma amostra fixa (PV) e de uma amostra de campo (4005, Desmodus rotundus) de
virus da raiva foram eficientes em inibir a replicacao viral em cultivo de células BHK-
21 e em diminuir a letalidade em camundongos inoculados com a amostra PV e a
amostra 4005 e tratados com um destes siRNAs.

As duas amostras virais aqui utilizadas (PV e 4005) haviam sido previamente
isoladas e mantidas em sistema nervoso central de camundongos e foram entao
adaptadas a células da linhagem neuro 2A (N2A), sendo, para este estudo, ao
contrario, utilizadas as células BHK-21 para os experimentos in vitro com estas
amostras adaptadas a NoA. Apesar da auséncia de adaptagédo prévia a BHK-21,
estas amostras virais atingiram titulos suficientes para os experimentos de RNA..

A decisao pela utilizagdo de BHK-21 em substituicdo a N2A deveu-se ao fato
de que monocamadas de células BHK-21 sdo mais resistentes a toxidade e
descolamento pelos processos de transfeccao, lavagens e imunofluorescéncia direta
quando se comparam com as células N2A, o que é fundamental que se teste em
procedimentos de RNAI in vitro. Outros grupos de pesquisadores estudando RNAI
contra RABV estdo utilizando as mesmas células BHK-21 para os seus
experimento,s 0 que mostra a validacao desta linhagem para estes fins (SONWANE
et al, 2010; GUPTA et al., 2011; YANG et al., 2012; MESHRAM et al., 2013; ONO;
BRANDAO, 2014).

No teste para eleicdo do agente de transfeccao para o experimento in vitro, a
o agente lipidico catiénico foi, para as células BHK-21, mais eficiente do que outro
baseado em aminas, utilizando um siRNAi para mRNA de GAPDH como indicador.

De um modo geral, reagentes de transfeccao baseados em lipidios catidénicos
sdo os mais utilizados para transfeccao de siRNAs em estudos de RNAI, permitindo
a transfeccdo por meio de ligagcdes por diferencas de cargas elétricas entre os
lipossomos transfectantes, de carga positiva, € a membrana celular, de carga
negativa (KIM; KIM, 2009). Os lipossomos catiénicos podem aumentar o tempo de
circulacao de siRNA e simultaneamente reduzir a dose requerida para silenciamento
génico eficiente através do aumento de estabilidade siRNA em soro e melhoramento
de entrega na célula (CARDOSO et al., 2008).
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Yang (2012) e Meshram (2013) utilizaram para a transfecgao de linhagem de
BHK-21 o agente de classe lipideo catiénico Lipofectamina 2000 para efetuar na
entrega do plasmideo que expressava o siRNA, observando queda de titulo viral de
85,9 a 87,9% utilizando Lipofectamina como agente de transfeccao (Meshram C.D.,
et.al., 2013) o que demonstra a eficiéncia deste agente de entrega, 0 mesmo agente
de transfeccédo utilizado no presente estudo.

Assim, é sempre necessario que agentes de transfeccao sejam testados para
cada tipo celular para que a transfeccao nao seja um impediente a eficiéncia por
RNA..

No caso dos camundongos do experimento in vivo deste estudo, optou-se
diretamente pelo uso de agente catibnico para a transfeccao tanto pelo fato de se
reduzir o nimero de animais de experimentacao por questdes bioéticas quanto pelo
fato deste agente de transfeccao ja ter sido validado para esta espécie animal em
estudos prévios (ONO, 2014).

Outros pesquisadores também utilizaram o lipideo catidénico para entrega de
siRNAs no sistema nervoso central. Yang et al. (2012) utilizaram plasmideos que
expressam o0s siRNAs contra a nucleoproteina de RABV conjugados com
lipossomos e, em paralelo, siRNAs “nus”. Os resultados obtidos demonstraram que
no grupo dos animais onde os siRNAs foram conjugados com lipideo catidnico a
taxa de sobrevivéncia era maior do que no grupo que foi tratado s6 com os siRNAs
“nus” em funcao de mais eficiente transfecgao.

Na avaliacao in vitro dos trés siRNA dirigidos a sequéncia lider do genoma de
RABYV utilizando-se a amostra PV, nota-se que nao houve queda nos titulos quando
comparados a placa controle.

A tentativa de utilizar siRNAs para a sequéncia lider tinha como base o intuito
de degradar diretamente o RNA gendmico por meio da acdo da RISC apés
hibridacao dos siRNAs, o que é algo diverso do classico silenciamento génico pos-
traducional utilizado como antiviral em termos de RNA..

Entretanto, é fato que o RNA gendmico de RABV encontra-se intimamente
associado as proteinas N, P e L (WUNNER, 2007), o que pode ter evitado a
hibridacao dos siRNAs para a sequéncia lider e impedindo a agcao RNAi esperada.

Ja para o caso dos siRNAs dirigidos ao mRNA da fosfoproteina nas placas
com a incubagédo de 24h, utilizando-se as amostras PV e 4005, houve marcada

variagao na capacidade inibitéria, uma vez que, no caso de PV, os siRNAs 360 e
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649 levaram a queda de titulo, enquanto que o 652 resultou em titulo mais elevado
e, por sua vez, para a amostra 4005, todos os trés siRNAs resultaram em queda de
titulos, com mais intensidade para o siRNA 360.

Inicialmente, pode-se atribuir estas diferengas em eficiéncia de silenciamento
as diferencas entre as sequéncias das amostras 4005 e PV (Figura 1), uma vez que
se sabe que a identidade entre um siRNA e sua sequéncia-alvo é um dos principais
fatores ao sucesso do silenciamento (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; ELBASHIR,
2001; ISRASENA et al., 2009).

Para o desenho dos siRNAs contra mRNA da fosfoproteina neste trabalho foi
utilizada a sequéncia do Desmodus Rotundus (AgV3) como base. Foi feita uma
tentativa de encontrar uma regiao de mRNA de fosfoproteina das amostras PV e
4005 para desenhar os siRNAs que teriam a complementaridade total das
sequéncias alvos. Entretanto, isto ndo foi possivel por causa da falta da quantidade
razoavel das sequéncias completas de mRNA de fosfoproteina da variante de
Desmodus Rotundus e as regides conservadas entre as amostras.

Em um outro estudo, Israsena e colaboradores (2009) fizeram uma busca
entre 237 sequéncias disponiveis no banco de dados, para achar uma regidao do
gene N de 21 nt que seja conservada entre as amostras CVS e AgV2 com o intutio
de desenhar um unico miRNA contra o mRNA de nucleoproteina de RABV para
ambas amostras estudadas ,tendo, entretanto, encontrado apenas 95% das
sequéncias com identidade de 100% entre si, concluindo que nao € possivel
desenhar um siRNA que sirva para todas as variantes virais de RABV.

O gene N é a parte do genoma viral mais conservada entre as espécies do
Lyssavirus e entre as variantes de RABV em termos de sequéncia de aa, mas ha
variacao entre as variantes do virus (WUNNER, 2007) o que torna mais dificil a
tarefa de desenhar um siRNA que tinha a mesma eficiéncia de silenciamento para
as ambas amostras estudadas (PV e 4005).

Para tentar resolver esta questao de diferenga entre as sequéncias-alvos das
variantes virais de RABV, Israsena e colegas (2009) sugerem utilizar um plasmideo
expressando dois si/miRNAs desenhados para 0 mesmo mRNA, mas com 0s Unicos
nucleotideos que diferenciam as sequéncias-alvo.

Outro fator importante a ser considerado para o sucesso de silenciamento é a
complementaridade dos siRNA/miIRNA com o mRNA numa regido chamada

“semente” que se refere a um intervalo do segundo ao oitavo nucleotideo de 5 de
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fita antisenso, sendo uma regiao pela qual o siRNA/miRNA se liga ao mRNA. Este
fator se torna principalmente critico para os virus com genoma composto por RNA
que tenham taxa de mutagdo mais alta durante a replicagdo viral quando
comparados aos virus cujo genoma é composto por DNA. Este fato ja foi relatado
para os HIV-1 e HCV, cuja populacdo ndao é homogénea devido a existéncia de
varias pseudoespécies (UMBACH & CULLEN, 2009).

Assim, optou-se como alvo alternativo pelo mRNA da fosfoproteina do RABV.

Como se pode notar na Figura 1, nas sequéncias dos siRNAs utilizadas ha
uma pequena diferenca entre 0s mesmos e a sequéncia de mRNA da amostra PV
nas posicoes (sentido 5’-3’): sétimo nucleotideo A no PV e C no siRNA 360, terceiro
nucleotideo T no PV e C no siRNA 649, o sexto nucleotideo C no PV e A no siRNA
652, 0 que se refere a regido-semente de si/miRNA. Isto pode ter contribuido para a
diferenca em funcionamento dos siRNAs usados nas placas de BHK-21 infectadas
com PV e 4005.

Entretanto Israsena e colaboradores (2009) perceberam durante os
experimentos que umas pequenas diferengas entre si/miRNA e a sequéncia alvo
que ndo estdo posicionadas nas regides-sementes podem ser toleradas para o
silenciamento génico eficaz.

No entanto, existe outro detalhe a considerar em desenho dos siRNAs que
pode interferir na clivagem de mRNA alvo pelo RISC. O RISC ativo cliva o mRNA
preferencialmente entre o décimo e décimo primeiro nucleotideo de 5 da fita
antisenso do siRNA. A diferenga entre a sequéncia alvo e a fita antisenso de siRNA
nestas posicées pode aumentar ou diminuir o efeito de silenciamento (REYNOLDS
et al., 2004). Os siRNAs 649 e 652 tém complementaridade com duas sequéncias
(PV e 4005) nestas posicoes e o siRNA 360 tem o nucleotideo G na décima posicao
quando a sequéncia PV correspondente a esta regido é o nucleotideo A.

Outro ponto que poderia interferir na eficacia de inibigdo de replicacédo é o
tempo de acdo dos siRNAs. A reacao de IFD foi feita 24h apds a administragcao dos
siRNAs e pode nao ter havido tempo suficiente para a manifestacdo completa do
silenciamento. O fornecedor dos siRNAs aqui utilizados, Invitrogen, informar que a
vida util de um stealth siRNA € de 7 dias e recomendaram fazer a leitura dos
resultados depois de 24-48h apoés a transfeccao.

Alkhalil et al (2009) em seu estudo utilizaram os siRNAs conjugados com o

agente de transfeccao (os autores ndo mencionam qual) para inibicdo de replicacao
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MPV (Monkeypox virus). Um dos siRNAs administrados com concentragao 10nM foi
capaz de manter a inibicdo de replicacao viral durante 7 dias. Este dado embasa a
sugestao de que, as vezes 24h podem nao ser um tempo suficiente para o efeito de
siRNA ser pronunciado por completo.

Parashar et al. (2013) relatam que o efeito de siRNA na inibicdo de
Chikungunya virus foi maior depois de 48h de incubagéo. Foi medida a quantidade
das cépias de RNA viral em sobrenadante das placas com cultivo através da técnica
de gPCR. Depois de 24h a quantidade das cépias foi 5log1o, descendo para 2,5log
apdés 48 horas de incubacdo, o que indica que o efeito de silenciamento na
replicacao viral pode, de fato, ser mais intenso ap6s um tempo de acao de 48h.

Na placa infectada com PV e tratada com siRNA 649 houve um aumento de
queda do titulo viral se comparado com a placa com o mesmo siRNA incubado por
24h. Ja no caso de siRNA 652 foi observado o efeito contrario que se observou na
placa de 24h. Depois de 48h de incubacao o siRNA 652 resultou em queda do titulo
viral em 1,25 log.

Mesmo que os dois siRNAs, 649 e 652, tenham pequenas diferencas entre a
regido-semente com a sequéncia de mRNA, estas diferengas poderiam ser toleradas
para o silenciamento eficaz. Estas siRNAs tem uma complementaridade com o
mRNA na regido entre o décimo e décimo primeiro nucleotideo de 5’, que se refere
ao site de clivagem pelo RISC.

Portanto, o aumento do tempo de incubagao nao resultou em maior queda do
titulo viral na placa infectada com PV e tratada com siRNA 360, em fungdo néo sé
da diferenca desta com a sequéncia de mRNA na regidao-semente, mas também na
regidao de clivagem pelo RISC.

Os mesmos siRNAs administrados nas células infectadas com a amostra
4005 resultaram em um pequeno aumento na queda do titulo viral a incubacédo de
48hs e comparadas com as placas incubadas durante 24h.

Para poder fazer uma medicao mais acurada do efeito do silenciamento, foi
empregada a técnica PCR em Tempo Real para a quantificagdo relativa de mRNA
de fosfoproteina. No entanto, o resultado obtido foi discordante dos dados
observados na IFD.

Inicialmente, isso pode ser devido aos primers e a sonda utilizados para
gPCR. No presente trabalho, foi utilizado o sistema TagMan, que tem uma alta

sensibilidade devido ao uso da sonda e o sistema de reporter e quencher, mas pode
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também haver inacuracias na deteccao do DNA-alvo por, por exemplo, diferencas
entre as sequéncias-alvo das amostras PV e 4005, o que poderia interferir na
sensibilidade de deteccdo de todas as copias de mRNA de fosfoproteina nas
monocamadas infectadas. Assim, para futuros estudos, pode ser sugerido sintetizar
primers e sondas para cada tipo de amostra estudada.

Outra possivel causa dos resultados obtidos no qPCR foi a utlizagcao do lisado
de células das placas com o periodo de incubacao de 24h, tempo geste que, com ja
exposto, pode ndo ser suficiente para que os siRNAs demonstrem efeito completo
de silenciamento.

O experimento com siRNAs para andlise pelo método qPCR foi elaborado
com 3 pocgos para cada dose viral nos grupos tratados com siRNAs e 2 pocos no
grupo controle, com intuito de economia dos siRNAs. Em futuros experimentos é
aconselhavel a utilizacdo de maior quantidade dos pogcos para cada diluicao e a
amostra para diminuir o erro.

Com os resultados recebidos in vitro, elegeu-se o siRNA 360, dirigido ao
mRNA P, para os testes in vivo em camundongos, nos quais resultados também
aparentemente contraditérios foram encontrados, pois apenas nos camundongos
inoculados com 10DL50 da amostra PV e tratados com siRNA 360 houve
sobrevivéncia significativamente superior (p=0,025) quando comparados ao grupo
controle. Apesar destas diferencas, o primeiro fato a ser notado é que, mesmo
havendo pequenas diferengas entre as sequéncias de amostra PV e siRNA 360,
este siRNA foi capaz de induzir algum grau de silenciamento.

No grupo de animais inoculados com 10DL50% da amostra 4005, a
sobrevivéncia foi de 30% quando comparados com o grupo controle onde
sobreviveram 10% dos camundongos. Mesmo este resultado ndo tendo significancia
estatistica, fica perto do resultado do grupo inoculado com a amostra PV da mesma
dose onde a sobrevivéncia foi de 40%. Esta diferenca poderia acontecer devido a
maior homogeneidade da populacéo viral da amostra PV ou a ndo homogeneidade
genética dos camundongos utilizados no estudo.

No entanto, varios pesquisadores ja relataram que os miRNAs celulares
podem diretamente ou indiretamente afetar a replicacdo e a patogenicidade virais
(GOTTEWIN; CULLEN, 2008; ZHAO et al, 2012). Zhao e colaboradores (2012) no
seu estudo relataram que o RABV, durante a infeccdo de SNC de camundongos, foi

capaz de modular a expressao dos miRNAs celulares “a seu favor”, alterando a



74

expressdo dos miRNAs da célula associados a resposta imune. Outro achado
significativo destes mesmos autores foi que o PV e AgV2 do RABYV infectando o
SNC levam a um padrao de expressdao dos miRNAs celulares intensamente
divergente. Assim, pode-se especular que o mesmo fendmeno tenha ocorrido no
presente trabalho quando SNCs foram infectados com a amostra 4005 (AgV3) e PV,
associando-se diferencas de expressao de miRNAs celulares a diferengcas de
inibi¢cdo viral por siRNAs.

Além disso, deve-se considerar a possibilidade de artefatos de inoculacao
viral ou de siRNAs na injecdo destes via intracraniana com o uso de seringas, em
funcdo da habilidade do manipulador em relacao a injecdo e a manipulacao dos
animais, que poderiam ter levado a baixa exatiddo quanto as doses de fato
inoculadas.

Além de menor mortalidade, um maior periodo de incubagdo pode também
ser utilizado como indicador de eficiéncia de terapia antiviral, uma vez que um maior
tempo para a instalacdo dos sintomas poderia permitir mais tempo para agdes
terapéuticas. Entretanto, como observado na tabela 5, o siRNA 360 n&o foi capaz de
estender significativamente o periodo de incubagao, sendo que, no grupo infectado
com 10DL50% da amostra 4005 (AgV3), houve de fato um menor periodo para o
inicio de mortalidade no grupo tratado quando comparado ao grupo controle. Quanto
aos grupos inoculados com 10DL50% de PV o periodo de incubagao entre o grupo
tratado e ndo tratado foi o mesmo.

Uma das razbdes para a menor eficiéncia in vivo pode ter sido o tempo de
meia-vida dos siRNAs in vivo, os quais poderiam ter sido mais rapidamente
degradados por RNAses presentes nas diversas células do SNC.

Deve-se considerar, ainda, que o tempo de incubacao pos-transfeccdo em
células foi menor (22 horas), quando comparado aquele dos camundongos, o qual
foi de, no minimo, cinco dias pds-transfeccdo, dependendo do inicio da
manifestacao dos sinais de raiva.

Uma das solucdes para se prolongar o tempo de acao dos siRNAs € o uso de
plasmideos ou vetores virais de expressao como sistema de entrega, levando a
producdo intracitoplasmatica de siRNAs de modo enddégeno, o que poderia
prolongar o tempo de agédo dos siRNAs e elevar o nivel de silenciamento génico
(AIGNER, 2006).
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A vida util dos siRNAs aqui utilizados é de 7 dias, como ja exposto. Isso € um
outro fator que poderia influenciar no periodo de incubagdo. O periodo minimo de
incubacado entre os grupos dos animais infectados foi de 7 dias, exatamente o
periodo de vida de uma siRNA. O efeito de extensdo do periodo de incubacao e
aumento da sobrevivéncia dos animais poderiam ser conseguidos pela
administracdo de uma segunda dose de siRNA apds este periodo.

Como exemplo deste fato, animais infectados com 10DL50% de Chandipura
virus (pertence a familia de Rhabdoviridae) e tratados com duas doses (0 e 24h
apds a infeccao) de plasmideos expressando siRNAs contra gene P do virus,
obteve-se queda do titulo viral de 4log comparando com os animais do grupo
controle (KUMAR; ARANKALLE, 2010).

Além disso, deve-se considerar a influéncia da concentracdo de siRNAs
utilizados na presente investigacao, que foi de 0,2 e 0,3 nmoles em células BHK-21
e camundongos, respectivamente

Comparativamente, um estudo no qual se inocularam 4LD50% de Virus de
Encefalite Japonesa por via intracraniana seguida de transfeccdo com siRNAs
(0,5nmol) com o lipideo catidnico iFect como agente de transfeccao 6 horas apos a
infeccao viral levou a uma queda no titulo viral de 2log no grupo experimental em
comparacao com controle (KUMAR et al., 2006).

No mesmo trabalho (KUMAR et al.,, 2006) foi testada a concentracdao de
siRNA a 3,2nmol com agente de transfec¢ao catidnico Jetsi contra o Virus da
Encefalite do Nilo Ocidental, sendo o siRNA transfectado 6 horas apos a infecgao,
levando a 100% de sobrevivéncia dos animais tratados em comparacdo com o
controle.

Do mesmo modo, a administracao por via endovenosa de 100pmol de siRNA
contra RNAm do JEV conjugado ao peptideo RVG-9R de glicoproteina de RABV
resultou na sobrevivéncia de 80% dos camundongos tratados apos inoculagdo de
5DL50% do virus (KUMAR et al., 2007).

Ainda, siRNA na quantidade de 200nmol, 1000 vezes superior aquela
utilizada em células BHK-21 no presente trabalho, foi empregada para inibicdo de
replicagdo de Monkeypox virus e foi atingida uma eficiéncia de inibicado proxima de
100% (ALKHALIL et al., 2009).

A realizagdo da IFD nos SNCs de todos os animais experimentais

demonstrou 100% de concordancia entre a presenca de sintomas de raiva e a
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presenca de focos fluorescentes, demonstrando que os sintomas eram de fato
devidos a infec¢do pelo RABV, enquanto que nenhum dos animais sem sintomas,
incluindo os sobreviventes apds inoculacdo de 10DL50% do virus PV e AgV3
tratados com siRNAs, apresentou positividade por esta prova.

A raiva é ainda uma zoonose que se derivou dos esfor¢cos seculares para seu
controle ou para sua erradicacdo e segue causando mortes humanas em um
crescente problema de saude publica mundial.

Os resultados aqui apresentados sobre o uso de RNAi como terapia antiviral
somam-se aos ainda poucos estudos sobre os antivirais para a raiva e, apesar dos
poucos casos de raiva humana no mundo que evoluiram para a cura, ainda é
evidente a necessidade de pesquisa e desenvolvimento em niveis basicos e

aplicados neste tema.
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CONCLUSOES

v" Os trés siRNAs contra RNA lider do RABV testados na concentragao
de 5uM nao sao eficientes para a inibicdo da replicacao do virus in

vitro.

v' Os trés siRNAs contra o mRNA do fosfoproteina do virus da raiva
foram eficazes para o silenciamento génico pés-transcrisional in vitro
em células infectadas com a amostra do virus fixo e do Desmodus

Rotundus.

v A utilizacao de interferéncia por RNA baseada em siRNA contra mRNA
do fosfoproteina do virus da raiva é capaz diminuir a mortalidade em
camundongos inoculados com 10DL50% da amostra PV e variante de
Desmodus Rotundus do virus da raiva.
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