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RESUMO

A hepatite C é uma doenca causada pelo virus da Hepatite C (HCV) que acomete
aproximadamente 115 milhdes de pessoas. O tratamento atual para os pacientes infectados
consiste na combinacéo de antivirais de acdo direta (DAAS), que apesar de apresentar resposta
virologica sustentada satisfatoria ja apresentam variantes resistentes descritas. Estes
medicamentos também representam significativos gastos para o sistema publico de salde,
além de causarem efeitos colaterais. Desta forma, o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos se faz necessario. Compostos naturais e seus derivados sintéticos tém sido
descritos pela atividade antiviral contra diversos virus, como o0s virus da Dengue (DENV),
Febre amarela (YFV), Herpes (HSV), Imunodeficiéncia Humana (HIV) e HCV. Nesse estudo,
a atividade antiviral de 10 compostos isolados de venenos de serpentes do género Bothrops
(TOXs) e de 16 acridonas sintéticas (Facs) foi avaliada, utilizando linhagem celular Huh-7.5 e
particulas virais JFH-1 HCVcc gendtipo 2a. Oito TOXs e dois Facs inibiram
significativamente a infeccdo pelo HCV. Os compostos com maior inibicdo, TOX1 (SI =
1736), TOX3 (SI = 13,5), Facl5 (SI = 1,72) e Facl7 (SI = 1,65), demonstraram reduzir a
infeccdo em 96%, 84,7%, 58% e 48%, respectivamente, agindo diretamente nas particulas
virais. TOX1 e Facl5 também reduziram a infectividade viral em 87% e 39% nas células
hospedeiras por acdo protetora, apds o pré-tratamento das células. Com este trabalho,
concluimos que tanto os compostos isolados de venenos de serpentes do género Bothrops

quanto as acridonas sintéticas podem ser eficientes na inibi¢do do HCV.

Palavras-chave: Hepatite C. HCV. Antiviral. Veneno de serpente. Acridonas sintéticas.



ABSTRACT

Hepatitis C is a disease caused by Hepatitis C virus (HCV) that affects approximately 115
million people. The current treatment for infected patients consists of the combination of
direct acting antivirals (DAAs), which despite presenting satisfactory sustained virological
response already presents resistant variants described. These drugs also represent significant
costs to the public health system and cause side effects. Therefore, the development of new
therapeutic agents is needed. Natural compounds and their synthetic derivatives have been
described as antivirals against several viruses as Dengue (DENV), Yellow fever (YFV),
Herpes (HSV), Human immunodeficiency virus (HIV) and HCV. In this study, the antiviral
activity of 10 compounds isolated from Bothrops snake venoms (TOXs) and 16 synthetic
acridones (Facs) was evaluated, using Huh-7.5 cell line and JFH-1 HCVcc genotype 2a virus
particles. Eight TOXs and two Facs significantly inhibited the HCV infection. The compounds
with the highest inhibition, TOX1 (SI = 1736), TOX3 (SI = 13.5), Facl5 (SI = 1.72) and
Facl7 (SI = 1.65), demonstrated to reduce the infection in 96%, 84.7%, 58% and 48%,
respectively, by acting directly on the viral particles. TOX1 and Fac15 also reduced 87% and
39% of viral infectivity in host cells by protective action after pre-treatment of cells. With this
work, we conclude that either compounds isolated from Bothrops snake venoms and synthetic

acridones may be efficient in inhibiting HCV.

Keywords: Hepatitis C. HCV. Antiviral. Snake venom. Synthetic acridones.
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1. Introducéo

1.1. A Hepatite C

Com o desenvolvimento de diagnosticos especificos para os virus da hepatite A (VHA)
e da hepatite B (VHB) na década de 1970, ficou claro que a maioria dos casos de hepatite
decorrentes de transfusédo de sangue n&do era causada por estes ou outros agentes virais
conhecidos (CHOO et al., 1989). Passaram entdo a denominar esse tipo de doengca como
hepatite ndo-A e ndo-B, que ainda na década de 1970 recebeu a denominacgédo de hepatite C,
quando Choo e colaboradores identificaram o virus da hepatite C (HCV) como causador da
doenga (CHOO et al., 1989). A prevaléncia global da infec¢cdo pelo HCV tem sido estimada
em aproximadamente 115 milhdes de pessoas em todo o planeta (LANINI et al., 2016)
(Figura 1). Entre 71 e 79 milhdes desses pacientes apresentam infeccdo cronica, sendo maior
a prevaléncia no Mediterraneo Oriental (2,3%), seguido pela Regido Europeia (1,5%)
(GOWER et al., 2014; LANINI et al., 2016; WHO, 2017).

De 1999 a 2016, mais de 182.389 pacientes confirmados com HCV foram identificados
pelo sistema de vigilancia brasileiro (BRASIL, 2017). Além disso, estudos demonstraram
uma prevaléncia do virus de 0,62% na regido Norte, 0,55% no Nordeste, 0,28% no Centro-
Oeste, 0,43% no Sudeste e 0,46% no Sul (PALTANIN; REICHE, 2002; BRASIL, 2017).

Figura 1. Prevaléncia global da hepatite C.

Prevaléncia da Hepatite C
[ » 2%
<2%

sem dados

Fonte: sdaptado de D APOLITO, 2017
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A Hepatite C se caracteriza em duas fases, aguda e crénica (MAASOUMY;
WEDEMEYER, 2012). A fase aguda sintomatica ocorre em cerca de 15% dos pacientes que
estdo infectados com o HCV, apresentando sintomas como febre, falta de apetite, vomito, dor
abdominal e ictericia, sendo por esta razdo muitas vezes ndo diagnosticada corretamente
(MAHESHWARI et al., 2008; WHO, 2016). A taxa de diagnoéstico estimado na Inglaterra,
por exemplo, é de 35%, 0 que sugere que 65% da populacao total HCV-positiva permanece
sem diagnostico (MILLER; DILLON, 2015). Cerca de 50-80% dos pacientes com hepatite C
aguda progridem para hepatite C cronica e de 20 a 50% dos pacientes apresentam cura
espontanea sem tratamento (CHO et al., 2014).

A hepatite C cronica é uma das principais causas de doenca hepética e transplante de
figado em todo 0 mundo, pois pode causar danos continuos nesse 6rgao e resultar em cirrose e
carcinoma hepatocelular (CASTRO et al., 2015; WANDELER et al., 2015). Pacientes com
esse tipo de hepatite podem reportar sintomas como desconforto abdominal direito, nausea,
fadiga, dor muscular, dor articular e perda de peso, no entanto, esses sinais clinicos ndo sdo
comuns e na maioria dos casos sao restritos a cirrose hepatica avancada (MAASOUMY;
WEDEMEYER, 2012). Tratamentos antivirais reduzem a progressdo da fibrose hepética e
podem reverter a cirrose, porém, mesmo em paises desenvolvidos, a mortalidade por hepatite
C esta aumentando devido ao diagndstico incorreto e ao tratamento inadequado (PRECIADO
etal., 2014).

A transmissdo do HCV ocorre principalmente pelo contato com sangue contaminado,
pela transfusdo de sangue e compartilhamento de agulhas e seringas ndo esterilizadas (LAI et
al., 2003; SHEN et al., 2014). O uso de drogas injetaveis e inje¢des ndo seguras resultou em
um grande numero de infec¢bes por HCV durante o século 20 (ARMSTRONG, 2003).

O HCV também pode ser transmitido verticalmente em aproximadamente 5% dos casos
e sexualmente em 0,07% ao ano entre casais heterossexuais monogamicos, porém esses
modos de transmissdo sdo muito menos comuns (TERRAULT et al., 2013; WHO, 2016;
EINBERG et al., 2017).

1.2. O virus da hepatite C
O HCV é um virus envelopado pertencente a familia Flaviviridae e ao género
Hepacivirus, que possui molécula de RNA fita simples de polaridade positiva com cerca de
10.000 nucleotideos (CHOO et al., 1991; HOUGHTON, 2002). O envelope, constituido de
bicamada lipidica com as glicoproteinas E1 e E2 ancoradas, envolve o nucleocapsideo,
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composto por multiplas copias da proteina core (capsideo) e pelo genoma de RNA
(DRUMMER et al., 2003; BARTENSCHLAGER et al., 2013) (Figura 2).

Figura 2. Esquema tridimensional (A) e genoma (B) do HCV.

A Glicoproteinas do envelope

A (E1eE2)
) *
RNA viral $:.

/

Capsideo
(core)

Envelope

54 ¢ I-ul & l'lml ns3
[

Fonte: Adaptado de PRECIADO, 2014

O genoma viral é traduzido em uma poliproteina precursora, que processada resulta nas
proteinas estruturais core, E1 e E2, na pequena proteina de canal ibnico p7 e nas seis proteinas
ndo estruturais NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (DUGUM; O’SHEA, 2014). Varias
das proteinas ndo estruturais sdo enzimas e sdo, portanto, um atraente alvo de drogas
antivirais. Estas incluem as duas proteases virais NS2/3 e NS3/4A, a RNA helicase
NS3/NTPase, a RNA polimerase dependente de RNA NS5B, e a proteina multifuncional
NS5A, envolvida em diferentes estagios do ciclo de vida do HCV, incluindo a replicacdo do
RNA e montagem e liberacdo do virion (MANNS; HAHN, VON, 2013; GAETANO, 2014,
SUN et al., 2015).

Até o momento, foram identificados sete gendtipos do HCV (MURPHY et al., 2014).
Os gendtipos 1, 2 e 3 tem distribuigdo geogréfica ampla, enquanto os genotipos 4, 5, 6 e 7 séo
geralmente limitados a regifes geogréficas especificas (HAJARIZADEH et al., 2013;
MURPHY et al., 2014) (Figura 3).

O gendtipo 1 do HCV é o gen6tipo mais prevalente no mundo, com 83,4 milhdes

de casos (46,2% de todos os casos de HCV), seguido pelo gendtipo 3, com 54,3 milhdes de
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casos (30,1%). Os genotipos 2, 4 e 6 representam 22,8% dos casos de HCV e o gendtipo 5
contribui com menos de 1%. Para o genotipo 7, identificado pela primeira vez em 2014 na
Africa Central, ainda ndo existem dados consistentes sobre a sua prevaléncia e distribuicdo
global (MURPHY et al., 2014). A frequéncia do gen6tipo 4 é mais alta da Africa Central ao
Oriente Médio, o gendtipo 5 prevalece apenas no sul da Africa e 0 gendtipo 6 ocorre com
maior frequéncia no Leste e Sudeste Asiatico (MESSINA et al., 2015). Os ultimos dados do
Brasil revelam que o genotipo 1 é o mais prevalente, com 78,4% da populacédo infectada,
seguido pelo gendtipo 3 (17,9%) (PERONE et al., 2008).

Figura 3. Distribui¢do genotipica global do HCV.

@ gendtipo )
@ genotipo 2

O genotipo 3

O gendtipo 4 Q “
@ gendtipo s
@ genodtipo 6

Foote adaptado de MANNS, HAMN, YON, 201}

Os genomas completos dos diferentes gendtipos diferem em sitios nucleotidicos em
pelo menos 30%. Os gendtipos 1, 2, 3, 4 e 6 sdo ainda subdivididos em subtipos, que diferem
de 20 a 25% dentro de cada gendtipo (SIMMONDS et al., 2005). Existem também variantes
genéticas do virus denominadas quasispécies, que estdo altamente relacionadas entre si,
diferindo em menos de 10% do genoma viral (ZHOU et al., 2007).

1.3. Ciclo replicativo do HCV
O HCV entra na célula através de endocitose mediada por receptor, que ocorre por uma
série de interacOes entre as glicoproteinas do envelope viral (E1 e E2) com moléculas de
superficie celular como glicosaminoglicanos (GAG), grupo de diferenciacdo 81 (CD81),

ocludina (OCLN), claudina-1 (CLDN1), receptores de lipoproteinas de baixa densidade
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(LDLR) e receptor de eliminagéo de classe B tipo | (SR-Bl) (BARTENSCHLAGER et al.,
2011; BHLER; BARTENSCHLAGER, 2012). Apds a entrada ocorre o desnudamento,
qguando o genoma de RNA de sentido positivo é liberado no citoplasma; neste local ocorre a
traducdo do RNA do HCV, produzindo uma poliproteina grande (CHOI J., CORDER N. L B.,
2015). A poliproteina é entdo cortada pela protease sinal do hospedeiro e as proteases virais
NS2 e NS3/4A geram produtos proteicos individuais, incluindo NS5B, a replicase viral
(CHOI J., CORDER N. L B., 2015). Juntos, NS3/4A, NS4B, NS5A e NS5B constituem as
proteinas virais da maquina de replicagdo, que replica o genoma de RNA de sentido positivo
através de um intermediério de cadeia negativa, complementar ao genoma (LOHMANN,
2013). Os RNAs de polaridade positiva produzidos podem ser usados para traducdo,
replicacdo, ou entdo ser empacotados para constituir novos virus (BARTENSCHLAGER et
al., 2013; DUBUISSON; COSSET, 2014). As proteinas estruturais se associam (core) ou se
integram (E1, E2 e p7) com a membrana do reticulo endoplasméatico (RE) e formam
oligbmeros funcionais que promovem a montagem da nova particula viral. O envelope viral é
adquirido por brotamento na membrana do RE e as novas particulas virais sao liberadas por
meio de via secretora (COUNIHAN et al., 2011; COLLER et al., 2012). A figura 4 representa

o ciclo replicativo do HCV.

Figura 4. Ciclo replicativo do HCV.
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Fonte: adaptado de CHOL J., CORDER N. L. B., 2015
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1.4. Tratamento

O interferon-a foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos para o tratamento de infec¢cbes com HCV em 1991, a partir de entdo, todas as terapias
licenciadas no periodo passaram a incluir alguma forma de interferon-o. As respostas
melhoraram em 1998 com a combinacdo do interferon-o com ribavirina oral, e em 2001 pela
associacdo da molécula de interferon-a com polietileno glicol, produzindo o peginterferon-a
(THOMAS, 2013). Para a infeccdo com o HCV genotipo 1, de maior incidéncia, um avango
adicional veio em 2011, com a aprovacgdo dos antivirais de acdo direta (DAAS) que atuam
como inibidores de protease viral, como o telaprevir e o boceprevir, que impedem a protease
viral NS3 de clivar as enzimas responsaveis pela replicacdo viral (KISER et al., 2013;
SERRANTI et al., 2014).

A eficiéncia do tratamento contra 0 HCV € medido principalmente pela taxa de
Resposta Viroldgica Sustentada (Sustained Virological Response, SVR), definida como
auséncia de RNA do virus no sangue dos pacientes ao final do tratamento, e seis meses ap0s 0
seu término (THOMAS, 2013). No tratamento com peginterferon-a em combinagdo com
ribavirina cerca de 50% dos pacientes com o genétipo 1 do virus desenvolveram SVR, e com
a adicdo de telaprevir/boceprevir na terapia convencional peglFN/ribavirina houve um
aumento de 20 - 30% (PAN et al., 2012). Apesar de ser clara a eficacia da terapia tripla com
telaprevir ou boceprevir, a baixa barreira a resisténcia continuava a ser uma limitacdo
importante, além dos efeitos colaterais (SERRANTI at al., 2014).

Nos tratamentos baseados em interferon-a e ribavirina sdo observados efeitos colaterais
semelhantes aos sintomas de gripe, anemia e reducdo do numero de plaquetas e leucdcitos.
Além disso, 19% dos pacientes apresentam efeitos adversos graves como impoténcia,
distarbios da tireoide, sangramento intestinal, hemdlise e anemia. (WOHLFARTH;
EFFERTH, 2009). Os efeitos mais graves do telaprevir sdo erup¢do cutanea e anemia, e do
boceprevir sdo anemia, perda de paladar, diminui¢do do nimero de neutréfilos e desconforto
anal (PAN et al., 2012).

Em 2013 foram aprovados dois novos DAAS, o sofosbuvir, um inibidor da polimerase
NS5B, e o simeprevir, um inibidor de protease de segunda geracdo. Esses DAAs sdo
administrados oralmente, em combinacdo ou ndo com interferon-a e/ou ribavirina,
dependendo do genétipo do virus (DUGUM; O’SHEA, 2014). Mais recentemente, foram
aprovados novos tratamentos com combinagdes de diferentes DAAS, livres de interferon
(HOLMES; THOMPSON, 2015). A combinacdo de sofosbuvir e daclastavir, inibidor da
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NS5A, por exemplo, foi aprovada em 2015 na Europa para os gendtipos 1, 2 e 3, e nos EUA
para o genétipo 3 (HOLMES; THOMPSON, 2015). Esses tratamentos apresentaram SVR
acima de 90% para a maioria dos genotipos e dos pacientes (HOLMES; THOMPSON, 2015).

A bradicardia foi relatada como um efeito colateral apds a injestdo de sofosbuvir e
daclatasvir por pacientes que receberam amiodarona, um medicamento cardiaco, indicando
que pacientes tratados com esse medicamento devem ser monitorados (RENET et al., 2015), e
um caso de convuls@es foi apresentado como possivel efeito colateral da terapia antiviral com
sofosbuvir e simeprevir (SYAL et al., 2014).

No Brasil, a Comissdo Nacional de Incorporacao das Tecnologias no SUS (CONITEC)
optou por descontinuar o uso dos DAAs de primeira geracdo (boceprevir e telaprevir) em
julho de 2015, e o sofosbuvir, o simeprevir e o daclatasvir foram adicionados ao protocolo
terapéutico do SUS (CONITEC, 2015). Em marco de 2017, foi adicionado o tratamento com
a associacdo dos farmacos ombitasvir (inibidor de NS5A), dasabuvir (inibidor da polimerase
NS5B), veruprevir (inibidor de protease NS3/4A) e ritonavir (potencializador
farmacocinético) (CONITEC, 2017).

Terapias baseadas em DAAs custam aproximadamente 84.000 dolares por 12 semanas
de tratamento, sendo esses regimes inacessiveis em muitos paises (PEARLMAN, 2012;
ZHANG et al., 2015). Além disso, estudos tem demonstrado que mutacGes especificas podem
conferir resisténcia antiviral a esses tratamentos de maneira muito rapida (THOMPSON et al.,
2011; TAO etal., 2017).

Os efeitos colaterais, somado ao custo elevado e ao surgimento de variantes virais
resistentes aos novos tratamentos, demonstram a necessidade da busca constante por novas

terapias anti-HCV.

1.5. Compostos naturais e sintéticos com potencial antiviral

Compostos naturais tém demonstrado consideravel potencial no desenvolvimento de
produtos terapéuticos, e muitos trabalhos reportaram o uso de compostos extraidos de fontes
animais e vegetais como possiveis farmacos, inclusive com atividade antiviral contra o HCV
(JIN et al., 2008; YAN et al., 2011; DABBOUSEH; JENSEN, 2013; MATSUMOTO et al.,
2013; SHIMIZU, J. F. et al., 2017). Além disso, compostos naturais apresentam
caracteristicas como elevada diversidade quimica, baixo custo de producéo e efeitos colaterais
mais leves ou inexistentes (KITAZATO et al., 2007).
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1. Conclusao

A realizacdo do presente trabalho foi importante para demonstrar novos componentes
com atividade antiviral contra 0 HCV. Compostos isolados de veneno de serpentes do género
Bothrops, bem como acridonas sintéticas, se mostraram com potencial anti-HCV, uma vez

que reduziram a infectividade viral.

Os quatro compostos que apresentaram maior inibicdo TOX1, TOX3, Facl5 e Facl?
apresentaram atividade diretamente nas particulas virais. Adicionalmente, o composto isolado
de serpente TOX1 e a acridona Facl5 também apresentaram efeito protetor para as células

contra a infecgdo viral.

Dessa maneira, 0s compostos com atividade antiviral mais efetiva (TOX1 e TOX3)
apresentam potencial para se tornar um medicamento contra a infec¢do pelo HCV, além da
possibilidade de modificacdo das estruturas quimicas das acridonas sintéticas para um

possivel aumento de seu potencial antiviral.





