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APPOLINARIO, CAMILA MICHELE. Eficacia pos expositiva de RNAs de
Interferéncia (SiRNAs) e Ribavirina em camundongos infectados com o
virus rabico de origem canina. Botucatu, 2010. 78 p. Dissertacao
(Mestrado)— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

O tratamento pos-expositivo da raiva é a principal medida para evitar
o desenvolvimento da doenca, e baseia-se na aplicacao da vacina anti-
rabica associada ou ndo ao soro anti-rdbico, em numero de doses
variaveis de acordo com o tipo de exposicdo. Protocolos terapéuticos
utilizando drogas antivirais vém sendo aplicados em seres humanos, com
resultados positivos e negativos, gerando duvidas quanto a eficacia. A
possibilidade de utilizacdo de RNA de interferéncia (SiRNA) e da
ribavirina, associado ou ndo ao Dimetilsulféxido (DMSO) no tratamento
pdés expositivo da raiva experimental em camundongos, representa uma
nova perspectiva. Camundongos C57BL6 foram inoculados com uma
amostra de rua de virus rabico proveniente de cao, separados em
diferentes grupos e diferentes protocolos terapéuticos, sendo estes
administrados 24 horas apo0s a inoculacdo viral. De cada grupo, oito
animais foram separados para observagcao durante um periodo de 30 dias
sendo os demais sacrificados cinco e dez dias apds a inoculacdo. O
cérebro dos animais sacrificados foi coletado e RT-PCR em Tempo Real
foi realizada para a deteccao e quantificacdo do gene N do virus rabico e
avaliacao da expressao de genes relacionados a resposta imune. Tanto a
ribavirina como o siRNA, isoladamente ou associados ao DMSO néo
demonstraram diferenca estatistica significante relacionada a letalidade,
no entanto, os grupos tratados com ribavirina demonstraram maior
percentagem de letalidade e sintomatologia clinica mais severa. Nos
animais ndo inoculados e tratados com a ribavirina, houve um estimulo
transitorio da resposta imune inata, no entanto, quando associado ao
virus rabico este aumento da resposta imune nao foi observado. No grupo
tratado com siRNA o periodo de evolucdo da doenca foi mais prolongado

guando comparado ao dos demais grupos, sugerindo uma atividade



antiviral parcial desta terapia. Os resultados da ribavirina “in vivo” foram
avaliados “in vitro” em fibroblastos e neuroblastomas demonstrando

eficacia dependente do tipo celular.

Palavras chaves: Raiva, tratamento, siRNA, Ribavirina



APPOLINARIO, CAMILA MICHELE. Post-exposure efficacy of Interfering RNAs
(siRNAs) and Ribavirin in canine rabies virus infected mice. Botucatu, 2010. 78
p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Rabies post-exposition treatment is the main measure to prevent
disease development, and is based on the use of anti-rabies vaccine with or
without anti-rabies serum, in a number of doses varying according to the
exposure type. Therapeutic protocols using antiviral drugs have been applied in
humans, with positive and negative results, raising doubts about effectiveness.
The possibility of using RNA interference (siRNA) and ribavirin, with or without
Dimethyl sulfoxide (DMSO) in post exposure treatment of experimental rabies in
mice represents in rabies treatment. C57BL6 mice were inoculated with street
dog rabies virus, and then separated into different groups and received different
post-exposure treatment, wich were administered 24 hours after the inoculation.
In each group, eight animals were separated for 30 days of observation and the
ramaining sacrificied five and ten days after inoculation. Brains of the sacrificed
animals were collected and RT-Real-Time PCR was performed for detection
and quantification of the N gene of rabies virus, and for evaluation of the
expression of immune response related genes. Both ribavirin and siRNA, alone
or associated with DMSO showed no statistically significant differences related
to mortality, however, the groups treated with ribavirin showed a greater
percentage of mortality and more severe clinical symptoms. In animals not
inoculated and treated with ribavirin, there was a transient stimulation of the
innate immune response, however, when associated to rabies virus such
increase in immune response was not observed. In the group treated with
siRNA the period of the disease was more prolonged when compared to the
other groups, suggesting a partial antiviral activity with this therapy. The results
of ribavirin “in vivo” were evaluated “in vitro in fibroblasts and neuroblastoma

cells demonstrating a cell type-dependent efficacy.

Key words: Rabies, treatment, siRNA, Ribavirin






1 Introducéo

A Raiva € uma das zoonose de maior incidéncia, relatada em
todos os continentes, fazendo-se excecdo a Oceania. Causa
aproximadamente 55 mil mortes ao ano, principalmente nos paises
asiaticos e africanos de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(WUNNER e BRIGGS, 2010). O virus rabico causa encefalite aguda e,
apos o inicio dos sinais clinicos, a letalidade é de 100% na maioria dos
casos. Mesmo sendo considerada uma enfermidade letal, esta pode
ser evitada por meio de terapia pos-expositiva, baseada no uso de
vacina anti-rdbica e soro hiper imune, aplicadas de maneira adequada
e em tempo habil. Até recentemente haviam somente cinco relatos de
pacientes que sobreviveram a um suposto quadro de raiva mas sem
comprovagéo cientifica. No entanto, no ano de 2004, o primeiro caso
comprovado de sobrevivéncia e cura, sem qualquer tipo de
imunoterapia poés-expositiva especifica foi relatado nos Estados
Unidos. A paciente recebeu tratamento baseado na indugcéo do estado
de coma e no uso da ribavirina e amantadina como drogas antivirais.
Este protocolo ficou conhecido como Protocolo de Milwaukee. Tais
medidas terapéuticas foram utilizadas muitas outras vezes, em
diferentes situacdes e localidades, no entanto, somente duas outras
pessoas sobreviveram, sendo que uma delas faleceu posteriormente
devido a complicacdes clinicas (JACKSON, 2009).

Os diferentes resultados obtidos no uso deste protocolo levantam
questdes pertinentes relacionadas a eficacia da ribavirina como droga
antiviral, ressaltando a necessidade de novas alternativas terapéuticas.

Os RNAs de interferéncia vem sendo avaliados no tratamento de
varios processos infecciosos, com resultado promissor na infeccao
rabica “in vitro” ndo havendo, no entanto , trabalhos publicados
relacionados a sua eficacia “in vivo” na infecgéao rabica.

O trabalho que sera apresentado a seguir teve como objetivo
avaliar a ribavirina e o RNA de interferéncia no tratamento pdés

expositivo da raiva experimental em camundongos.



2 Reviséo de Literatura
2.1 Raiva: aspectos gerais e epidemioldgicos.

A raiva € uma enfermidade de ampla distribuicAo mundial, de
carater zoondtico, que atinge seres humanos e outros mamiferos. Os
primeiros relatos da raiva sao oriundos da Mesopotamia (2300 a.C),
onde ja se associava 0 cdo agressivo e com a boca repleta de
espuma a transmissdo desta enfermidade para o homem
(WILKINSON, 2002). A enfermidade é causada por um virus RNA de
carater neurotrépico, fita Unica e sentido negativo classificado como
um Lyssavirus, pertencente a familia Rhabdoviridae.

O virus da raiva possui varios ciclos epidemiolégicos, que
envolvem diversas espécies de mamiferos, sendo o homem o elo final
de todas as cadeias. Esquematicamente, a epidemiologia da raiva é
separada em quatro ciclos: urbano, rural, silvestre e aéreo (KOTAIT et

al., 2009) (Figura 1).

*

Cicloaéreo
Ciclo silvestre \\ Ciclo rural
Ciclo urbano

Fonte: Instituto Pasteur

FIGURA 1. Esquema de representacao dos diferentes ciclos da raiva



O ciclo urbano que envolve os gatos domésticos e os céaes, ste
altimo como reservatorio natural do virus rabico, encontra-se controlado e
até mesmo erradicado nos paises em que as campanhas de vacinacao
contra a raiva vem sendo aplicadas de forma macica e sistematica, mas
ainda é o principal ciclo de transmissdo para o homem na maioria dos
paises asiaticos e africanos (RITA, 2010). No Brasil, as regides Norte e
Nordeste ainda apresentam casos de raiva canina, principalmente devido
a dificuldades em conseguir uma cobertura vacinal minima na populacéo
canina (SECRETARIA DE VIGILANCIA SANITARIA, 2010).

O ciclo rural esta relacionado a transmissao da raiva para 0s
animais de produgcdo como bovinos, ovinos, caprinos e equinos. Nos
paises latino americanos, o principal reservatorio do virus, neste ciclo,
€ o0 morcego hematéfago Desmodus rotundus, embora o cdo também
possa ser um potencial transmissor para os herbivoros. O risco de
transmissdo para os seres humanos € muito menor neste ciclo. No
entanto, tornam-se vulneraveis os individuos que manipulam estes
animais - tratadores e veterinarios - como demonstra o caso de raiva
humana relatada no ano de 2006 no estado de Minas Gerais (KOTAIT
et al. 2009).

No ciclo aéreo, os quirdpteros hematofagos e ndo hematofagos
constituem-se 0s principais reservatorios e transmissores da raiva. Os
seres humanos podem infectar-se quando agredidos pelos morcegos
hemat6fagos, como observado no surto de raiva humana no estado do
Pard, no ano de 2005. O desmatamento de grandes areas florestais,
associado a expansdo da pecuaria e as condicbes precéarias de
habitacdo dos povos que vivem nas margens da floresta, provocam o
deslocamento das colénias de morcegos para locais de maior contato
com os seres humanos, aumentando o risco de transmisséo.

No ciclo silvestre terrestre, diversos mamiferos silvestres séo
considerados como reservatérios. Nos paises europeus, a raposa
vermelha e o0s raccon-dogs constituem-se como importantes
reservatorios. Nos EUA sdo os cangambas, raccons e raposas. Na

America Latina, os mangustos, cangambas, coiotes e linces (SLATE,



2010). No Brasil, destacam-se o0 sagui de tufo branco (Callithrix
jacchus), o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e a raposinha-do-mato
(Pseudoplex vetulus) (FAVORETTO et al., 2001; BERNARDI et al.,
2005; SATO et al., 2006; CARNIELI et al., 2008).

2.2 Raiva: aspectos relacionados a patogenia e neuroimunologia.

Apbs um periodo de laténcia no tecido muscular ou nervoso, o
virus rabico atinge o Sistema Nervoso Central (SNC) causando
encefalite aguda. A  penetracdo viral ocorre pela adesdo da
glicoproteina do virus rabico (RVG) a diferentes receptores celulares
como receptor neural da molécula de adesdo (NCAM), receptor de
neurotropina de baixa afinidade (p75), receptor nicotinico de
acetilcolina, sendo a particula viral transportada de forma livre ou por
meio de vesiculas pelos axdnios de neurbnios sensoriais e motores até
o encéfalo e medula espinhal (CHARLTON, 1994; JACKSON, 2008;
SCHNELL et al., 2010). A partir da invasdo neuronal ndo é mais
possivel a remissdo do comprometimento neuroldgico e da evolucao da
doenca, sendo letal em praticamente 100% dos humanos ou animais
infectados (CAMPBELL e CHARLTON, 1988).

Apesar da elevada letalidade, processos inflamatérios no SNC séo
raramente observados nas necrépsias dos casos de raiva humana
(TOBIUME et al, 2009). Caes infectados com uma linhagem de virus
rabico responsavel por causar raiva paralitica, apresentam um periodo
mais prolongado de evolucdo clinica, bem como alteracbes mais
intensas na substancia cinzenta nos exames de Ressonéancia
Magnética, quando comparados com céaes infectados com linhagens de
virus rabico responsaveis por causar um quadro de raiva furiosa. Nos
animais com raiva paralitica, o padrdo de expressdo de RNAm (RNA
mensageiro) de citocinas e quimiocinas inflamatoérias é mais
expressivo, quando comparado ao dos cdes que apresentam a forma
furiosa da doenca (LAOTHAMATAS et al., 2008).



A inducgédo de processo inflamatério, previamente a infecgéo rabica,
por meio da administracdo de uma proteina mielinica pro-inflamatéria
(MBP) em camundongos resultou em maior taxa de sobrevivéncia
destes animais quando desafiados. Contrariamente, quando aplicado
hormonio esterdide observou-se diminuicdo da inflamacao cerebral e
aumento da taxa de letalidade (ROY e HOOPER, 2007). Faber et al.
(2005) demonstraram que a infeccdo por virus atenuado induz ao
aumento da expressdo de TNF-alfa (citocina pro-inflamatéria) com
maior infiltracdo de células T e ativacdo microglial. Estes ultimos
exemplos demonstram que o aumento do processo inflamatério pode
ser benéfico a sobrevivéncia nos casos de raiva.

Ainda sobre o estudo da resposta imune a infec¢cdo rabica em
camundongos inoculados, varios pesquisadores observaram aumento
da transcricdo de genes associados com a resposta imune inata como
interfern- gamma (IFNy), fator de necrose tumoral-alfa (TNFa),
interleucina-6 (IL6), IL1B, Toll-Like receptors (TLRs), C-X-C motif
chemokine-10 (CXCL-10) e C-C motif chemokine ligand 5 (CCL5)
(MARQUETTE et al., 1996; BALOU e LAFON, 2003; ESPERT et al.,
2003; MCKIMMIE et al., 2005; NAKAMICHI et al., 2005)

A partir do momento em que as células ja estdo infectadas, os
mecanismos imunes envolvidos no controle da disseminacao viral
incluem a destruicdo destas por meio de lise pelo sistema
complemento, acdo direta das células T-citotoxicas e outros
mecanismos mediados por anticorpos citofilicos. A prevencdo da
disseminacdo também inclui a inibicdo da penetracdo do virus nas
células adjacentes ndo infectadas, e isto ocorre por meio da
neutralizacdo viral com anticorpos e fagocitose de imuno-complexos.
Alternativamente, essa prevencdo pode ser feita por meio de
interferons ou outros mediadores solluveis, que alteram o estado
metabolico das células susceptiveis (CAMPBELL e CHARLTON, 1988).



O virus rabico possui sofisticadas estratégias para escapar do
sistema imune do hospedeiro. Ele ndo apenas destréi os linfocitos T
protetores que migram para o SNC por meio da ativacdo neuronal da
expressdo de moléculas imunosubversivas, como a proteina B7-
H1(Human B7 Homolog 1), a proteina transmembranica FasL (Fas
Ligand) ou o antigeno de histocompatibilidade HLA-G (Human
Leukocyte Antigen G) (BALOUL et al 2004; LAFON, 2005; LAFON et al,
2008; LAFON, 2008), como também minimiza a resposta inflamatéria
no tecido nervoso dos animais infectados. Quanto maior a
patogenicidade da amostra viral, menos aguda é a resposta
inflamatéria (BALOUL e LAFON, 2003; WANG et al, 2005;
LAOTHAMATAS et al., 2008; HICKS et al., 2009;).

Os mecanismos de evasao estdo associados a ndo expressao de
glicoproteina por virus altamente patogénico, menor percentual de
replicacdo viral, inibicdo da apoptose de células infectadas e inducao
da apoptose em linfécitos ativados que migram para o SNC por meio
da Barreira Hematoencefalica (BHE) com o objetivo de destruir as
células infectadas. Desta forma o virus mantém o processo de
replicacdo no interior da célula ndo sendo destruido pelos mecanismos
de defesa do organismo, levando, assim, a exaustdo metabdlica e
disfuncé@o neuronal, sendo estas as provaveis causas da letalidade na
raiva (BALOUL e LAFON, 2003; JACKSON, 2008; NADIN-DAVES e
GARDINER, 2008; SCHNELL et al., 2010).

2.3 Abordagem Terapéutica na Raiva

Em 1889, tentativas terapéuticas nos casos de raiva, utilizando um
soro hiper imune foram iniciadas, sendo que muitas outras surgiram,
baseadas no uso de soros associados as vacinas, interferons,
indutores de interferons e substancias imunomoduladoras (HARMON e
JANIS, 1975; BAER et al.,, 1977; MORENO et al.,1979; SODJA e
HOLY,1980; PEPIN e BLANCOU, 1985; BUSSEREAU,19864;
BUSSEREAU, 1986b ; SODJA, 1986; CHAVALI e CAMPBELL, 1987).



Até recentemente, encontrava-se na literatura somente relatos de
pessoas que sobreviveram a raiva quando um protocolo pés-expositivo
baseado no uso de vacina havia sido aplicado antes do aparecimento
dos sinais clinicos. Em 2004, uma paciente americana sobreviveu sem
receber qualquer tratamento pds-expositivo especifico (JACKSON,
2009). Este caso ocorreu em Wisconsin (EUA), onde uma jovem de 15
anos foi diagnosticada como portadora do virus rabico e sobreviveu
mesmo apos o inicio dos sintomas. A paciente, saudavel, foi mordida
por um morcego, e ap0s um més comegou a apresentar cansaco,
dorméncia da mao esquerda (alvo da mordida), desestabilizacéo fisica,
diplopia, nduseas e vOmitos. Sua taxa de células brancas sanguineas,
linfocitos, células vermelhas sanguineas, glicose e concentracao
protéica estavam fora dos padrées de normalidade. Rapidamente
ocorreu descontrole da fala, tremores da méo agredida, aumento da
letargia e hipertermia. Analises de fluidos corporais da paciente
revelaram anticorpos especificos contra o virus rabico, mas o RNA viral
nao foi detectado, ndo sendo possivel a identificacdo da variante viral.
O tratamento clinico da paciente incluiu cuidados intensivos e
neuroprotecdo acentuada com a utilizagdo do coma induzido por
ketamina, uso da ribavirina intravenosa e amantadina em protocolo
experimental. A paciente foi mantida em coma por sete dias, periodo
durante o qual houve aumento de imunoglobulina G anti-rabica. Apos
a suspensao da medicagao para manutencdo do coma, a paciente se
mostrou cada vez mais alerta. Observou-se melhora gradativa, com
retorno da capacidade de resolver desafios matematicos, usar
linguagem de sinais e posteriormente a fala. O conjunto de medidas
terapéuticas utilizadas neste caso ficou conhecido como Protocolo de
Milwaukee (WILLOUGHBY et al.,2005).



Este mesmo protocolo foi utilizado, no minimo em outros 20 casos
de raiva humana, porém nenhum outro paciente sobreviveu
(HEMACHUDHA et al., 2006; JACKSON, 2010). Recentemente, no
entanto, o protocolo de Milwaukee foi utilizado no Brasil em um
adolescente de 15 anos que havia sido mordido por morcego
hematéfago, e embora submetido a 4 doses de vacina anti-rabica apos
a agressao, apresentou sintomatologia clinica compativel com raiva e
resultado positivo para presenca do virus rabico pela técnica de RT-
PCR (Transcriptase Reversa - Reacdo da Polimerase em Cadeia)
realizada em material extraido do foliculo piloso da regido da nuca. A
amostra viral seqienciada apresentou compatibilidade para variante 3
de morcego Desmodus rotundus. De acordo com estes resultados, a
Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, elaborou o |
Protocolo para o Tratamento da Raiva Humana no Brasil, também
conhecido como Protocolo de Recife (DEPARTAMENTO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 20009).

A caracteristica de alguns dos farmacos adotados no Protocolo de

Milwaukee, sdo apresentadas abaixo.

2.3.1 Ketamina

A ketamina caracteriza-se como um antagonista ndo-competitivo.
Além de suas propriedades conhecidas como anestésico dissociativo,
também demonstrou efeito antiviral, conforme mostram trabalhos do
inicio da década de 1990, realizados por Lockhart et al. (1991; 1992)
no Institut Pasteur de Paris. Os efeitos relacionados a atividade antiviral
e neuroprotetora descritos na literatura, sdo baseados em doses muito
maiores do que a utilizada nos pacientes que receberam o protocolo de
Milwaukee, o que ndo garante os efeitos pretendidos. Acredita-se que a
ketamina atue por meio de mecanismos anti excitotdxicos, no entanto,
estudos realizados ’in vivo“ e “in vitro”, ndo demonstram a ocorréncia

de excitotoxicidade na raiva, nao justificando a atividade neuroprotetora



deste farmaco (WELI et al., 2006 ; JACKSON et al., 2007; JACKSON et
al., 2008; JACKSON, 2009).

2.3.2 Ribavirina

Ribavirina (1-d-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida) é um
nucleosideo analago e nédo-toxico com um amplo espectro de acéo
antiviral, aprovado para o tratamento de hepatite C associado a
interferon (FERENCI et al,, 2001; MARTIN e JENSSEN, 2008),
influenza virus (GILBERT e KNIGH, 1986) e infeccbes severas por
virus Sincicial Respiratério (WEISMAN, 2009; EMPEY et al, 2010). Esta
droga também vem sendo experimentalmente utilizada no tratamento
de pacientes acometidos de Febre de Lassa, Hantavirose, SARS,
infecgbes por Herpesvirus (GRACIE e CAMERON, 2008) Febre
Hemorragica de Crimea-Congo (ERGONUL, 2008) e raiva, conforme
descrito por varios pesquisadores (WARRELL et al. 1989; JACKSON,
2003; WILLOUGHBY et al, 2005; MAIER et al, 2010).

Em cultura de células, a ribavirina inibe o0s processos de
transcricdo e “capping” viral de muitos agentes como o virus da
Estomatite Vesicular (TOLTZIS e HUANG, 1986; TOLTZIS et al., 1988;
SHAH et al., 2010) e o virus da Doenca de Borna (JORDAN et
al.,1999); é também responsavel por causar uma mutacdo letal no
genoma viral, conforme descrito por Cameron e Castro (2001).

A atividade antiviral da ribavirina n&o se restringe apenas ao
processo de interferéncia na multiplicacdo viral, mas também a sua
capacidade de interferir diretamente no controle da resposta imune do
hospedeiro (TAM et al., 1999; VOLLMER et al., 2004), no entanto,
efeitos positivos e negativos referentes a ribavirina foram relatados.
Sookoian et al. (2004) demonstraram que a ribavirina aumentou a
producédo de IL-2, IFN- gamma e TNF- alfa pelos linfocitos-T e também
potencializou a sinalizacdo de ISRE (Interferon Stimulated Regulatory
Element), levando ao aumento da expressdo de ISGs (Interferons

Induced Genes) antivirais no epitélio de células infectadas com Virus
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Sincicial Respiratorio (ZHANG et al., 2003). Em contrate, esta droga
também levou a inibicdo de quimiocinas como CCL3, CCL4 e a
producdo de IFN, além de causar uma diminuicAo no numero de
células da microglia no cérebro dos gerbils inoculados por via
intracerebral, com virus da Doencga de Borna (LEE et al., 2008).

2.3.3 Amantadina

Amantadina é um agente lipossomotrépico, sendo o primeiro
composto descrito capaz de inibir a replicacdo do virus da Influenza.
Este agente bloqueia a migracéo dos ions H* para o endossomo das
células do hospedeiro, inibindo o processo de acidificacdo. A
acidificacao é fundamental para que haja uma desestabilizacdo do
capsideo, permitindo o desnudamento da particula viral, necessario
para o inicio da replicacdo. O mecanismo de a¢do da amantadina é
baseado na inibicdo da acidificacdo do endossomo, impossibilitando,
desta maneira, a replicacao viral (LEYSSEN et al., 2008). Estudos
experimentais na raiva, utilizando modelo animal e cultura, né&o
demonstraram uma eficicia que justificasse seu emprego nos casos
clinicos (SUPERTI et al., 1985; BUSSEREAU et al., 1988).

2.4 Nova abordagem terapéutica

Uma alternativa terapéutica na raiva foi descrita por Brandao et al.
(2007), que realizaram um estudo com o objetivo de testar a eficacia de
um novo tratamento contra o virus rabico, em cultura de células,
baseado na interferéncia do RNA (RNAI). Utilizou-se para isto,
pequenas sequéncias de RNA fita-dupla especificas, também
conhecidos como short-interfering RNA (siRNA), que impedem a
traducdo do gene N do virus rabico. Células BHK-21 foram infectadas
com diversas diluicdes de virus rabico cepa PV e e foram tratadas com
trés sequéncias distintas de siRNAs. A analise com IFD mostrou uma

queda de cinco vezes na taxa viral nas culturas tratadas quando
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comparado com as culturas nao tratadas. Os controles negativos
provaram a auséncia de citopatogenicidade, demonstrando uma nova
e promissora possibilidade de tratamento antiviral contra o virus rabico.

O mecanismo de inibicdo ou silenciamento foi descoberto por
Napoli et al. (1990) em trabalhos com flores e elucidado por Fire et al.
(1998). O mecanismo se baseia no principio de que uma fita dupla de
RNA, composta por cerca de 20 pares de bases (siRNA), e com a
sequéncia anti-senso complementar ao RNAm alvo, seja capaz de
desencadear a clivagem do RNAm, impossibilitando assim a sua
decodificacédo. Internalizado pela célula, ja no citoplasma, o siRNA é
capturado por um complexo ubiquitario de proteinas denominado RISC
(complexo silenciador induzido por RNA), o qual possui um dominio de
ligacdo RNA dupla-fita e um dominio com atividade de ribonuclease. A
ligacdo siRNA-RISC ativa o0 complexo e leva a separacao da fita-dupla
de RNA e a degradacdo do RNAm alvo que esté ligado com a fita anti-
senso do siRNA, impossibilitando sua transcricdo e consequentemente
a sintese protéica (AKHTAR e BENTER, 2007)(Figura 2).

Fonte: Durymanova-Ono, 2010
FIGURA 2- Esquema grafico do mecanismo de acao do RNAI.
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As aplicacOes terapéuticas dos siRNAs sdo diversas, sendo que
alguns estudos ja foram realizados com o objetivo de testar os siRNAs
no tratamento de doencas néo infecciosas, como problemas cardiacos,
doenca de Huntington, varios tipos de céancer e tumores, problemas
capilares, doencas oculares, artrite autoimune (ARAUJO et al., 2010;
CHEN e ZHAORI, 2010; ZHENG et al., 2010), assim como em doencas
infecciosas como dengue (SANCHEZ-VARGAS et al, 2004,
MUKHERJEE e HANLEY, 2010), problemas respiratérios causado por
Virus Sincicial Respiratorio, (CHANG et al., 2007), Influenza (SCULL e
RICE, 2010), tuberculose (JAYASWAL et al., 2010), SARS (WANG et
al., 2010), AIDS (CHEN e ZHAORI, 2010) e Herpes Simplex tipo 2
(KATAKOWSKY e PALLISER, 2010) dentre outras.

Um dos principais desafios quanto ao uso do siRNA, consiste no
desenvolvimento de um sistema de transporte desta molécula para o
interior da célula alvo, uma vez que a polaridade e tamanho nao
permitem que ela passe pela membrana celular com facilidade. Dois
tipos de transporte sdo descritos, 0os vetores virais ou plasmideos de
DNA que podem carrear o ShRNA (short-harpin RNA) que no interior da
célula hospedeira se transformard em siRNAs e 0s vetores nao virais
como polimeros, lipossomos catidnicos e complexos peptidicos (CHEN
e ZHAORI, 2010)

Uma outra maneira de aumentar a penetracdo de componentes
para o interior da célula da-se pelo aumento da permeabilidade de
membrana, sendo o Dimetilsulféxido (DMSO) uma substancia que
pode ser utilizada para a obtencdo deste efeito. O DMSO € uma
molécula com uma extremidade altamente polar e dois grupos
apolares, fazendo-a sollvel em meios aquosos e organicos. Devido a
essas propriedades fisico-quimicas, € um solvente muito eficiente de
componentes insoliveis em agua. O DMSO atravessa a barreira
hematoencefélica, e tem sido efetivo em tratamento de edema cerebral
traumatico. Também vem sendo utilizado no tratamento de desordens

musculo-esqueléticas, adenocarcinoma pulmonar, doencgas
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reumatoides,  prostatites crbnicas, doencas dermatoldgicas,
esquizofrenia, assim como um analgésico topico, dentre outras
aplicacoes. Foi provado que o DMSO ativa mielinases e acelera a
mobilizag&o intracelular de colesterol de baixa densidade, aumentando
também o transporte de colesterol entre membranas (SANTOS et al.,
2003).

Embora a raiva seja uma enfermidade muito antiga, muito pouco foi
observado de evolucdo na sua terapia e os trabalhos recentes abrem

novas perspectivas e esperancga na cura de pacientes enfermos.

3 Objetivos

3.1 Geral

O objetivo geral deste projeto foi avaliar a eficacia da terapia
pos expositiva utilizando Short-Interfering RNAs (siRNAs) e
ribavirina isoladamente ou associados ao DMSO em
camundongos infectados com uma amostra de virus rabico de

rua, de origem canina (variante 2).

3.2 Especificos

e Avaliacéo do efeito antiviral induzido por estes dois agentes
por meio da quantificacdo do RNA viral

e Avaliagdo da resposta imune induzida nos animais
infectados e submetidos aos protocolos pés-expositivos, por
meio da quantificacdo da expressdo génica de citocinas

associadas com a resposta imune.

e Avaliacdo do efeito da associacdo do DMSO associado ao

siRNA a ribavirina, tomando como base o percentual de



sobrevivéncia nos diferentes grupos e o0s resultados da

expressao génica.

e Avaliacdo dos possiveis efeitos colaterais induzidos por
estes protocolos, por meio da observacao de sinais clinicos
e/ou mortalidade nos grupos néo infectados e tratados com

0 siRNA e ribavirina, isoladamente ou associados ao DMSO.

e Avaliagéo do efeito antiviral da ribavirina ‘in vitro” em dois
tipos celulares distintos, fibroblastos e células de origem

neuronal humana (neuroblastoma).
4 Materiais e Métodos
4.1 Materiais
4.1.1 Animais

Cento e vinte (240) camundongos C57BL6, entre 4 e 6 semanas de
idade, SPF (Specific Pathogens Free), fémeas, oriundos do Cemib
(Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area
da Ciéncia em Animais de Laboratério - Unicamp) foram

utilizados para o estudo dos protocolos pés expositivos da raiva

Cinquenta camundongos Suicos, 21 dias de vida, SPF, fémeas,
oriundos do Cemib (Unicamp) foram utilizados para a titulagéo

viral.
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4.1.2 Virus Rébico

Foi utilizada amostra de virus de rua, oriunda de cao (CCZ-398),
classificada como variante 2, segundo o painel de anticorpos
monoclonais do CDC, gentilmente cedida por Dra Marilene de
Almeida, do Cento de Controle de Zoonoses de S&o Paulo.
Realizou-se o0 sequenciamento parcial do gene N desta amostra
que demonstrou homologia de 98% com a amostra AB263342.1,
depositada no GeneBank, caracterizada como amostra de canideo
de origem brasileira. O cérebro dos camundongos infectados com
esta amostra foi macerado na proporcédo 1:5 com diluente viral,
centrifugado durante cinco minutos a 14.000 x g. O sobrenadante
foi coletado e armazenado em freezer em temperatura de — 80 °C
(graus Celsius) até o momento de sua utilizagéo.

e Para a infeccdo em cultura celular, utilizou-se virus rabico CVS

(Challenge Virus Strain, ATCC 959) pertencente ao Instituto

Pasteur de Paris .

4.1.3 Diluente do Virus Réabico

Constituido de solucao fisiologica (NaCl a 0,9%) estéril, acrescida
de 2% de soro fetal bovino (SFB) e 40 mg (miligramas) de
gentamicina por 100 mL de solug¢do, armazenados em freezer a —
20 °C.

4.1.4 Ribavirina

Para o tratamento pos expositivo dos camundongos, foi utilizada
ribavirina, principio ativo, de uso humano, em capsulas, na
concentracdo de 250 mg/cépsula. Diluiu-se 500 mg do produto em
60 mL de agua estéril. Os animais receberam diariamente uma

dose de 1,67mg/ 0,2 mL. O medicamento foi administrado 24h,48 h

15
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e 72 h apos a inoculagdo viral ou inoculagédo do diluente viral nos

grupos nao infectados.

Para a avaliacdo do efeito da ribavirina em cultura celular, foi
utilizada ribavirina da MP Biomedicals®(nimero do catalogo
196066), que apresenta-se na forma de po sendo reconstituida em

agua esteéril, na concentragdo de 1mM.
4.1.5 Short- Interfering RNAs

Cada siRNA foi sintetizado pela IDT® no formato dupla-fita com
duas desoxitimidinas nas terminagbes 3’ de cada fita senso e anti-
senso. As sequéncias dos nucleotideos foram descritas por Branddo et
al. (2007) e podem ser consultadas abaixo (Quadro 1)

QUADRO 1- siRNAs (Short-interfering RNASs) utilizados para o
silenciamento génico do RNAmM da nucleoproteina N do virus da

raiva, apresentando a sequéncia de ribonucleotideos em fita dupla.

siRNA Sequéncia da dupla fita

RNA124 senso 5GCCUGAGAUUAUCGUGGAG 3
antisenso 5’ AUCCACGAUAAUCUCAGGC 3’

RNA750 senso 5’GCACAGUUGUCACUGCUUC3
antisenso 5UAAGCAGUGACAACUGUGC &

RNA B senso 5GACAGCUGUUCCUCACUCG 3
antisenso 5’ AGAGUGAGGAACAGCUGUC 3

4.1.6 Lipofectamina 2000 (Invitrogen®)

A Lipofectamina 2000 (Invitrogen®), foi preparada de acordo com
as recomendacdes do fabricante, numa propor¢cao de 1:50. No preparo
de 10 mL (mililitros) de Lipofectamina 2000® 1:50, utilizou-se 9,8 mL de
MEM (meio essencial minimo) livre de soro fetal bovino e 0,2 mL de

Lipofectamina 2000® pura. As duas solucdes foram homogeneizadas
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delicadamente e esta mistura foi incubada a temperatura ambiente

durante 5 minutos, para posteriormente ser combinada ao siRNA.

4.1.7 Dimetilsulféxido (DMSO)

Foi utilizado DMSO Merck® P.A numa proporcédo de 20 % (por
cento) do volume total da solucdo de siRNA/ Lipofectamina 2000® e da
solucdo de ribavirina, descontando-se este volume da solugdo de

diluic&o.

4.1.8 Linhagens Celulares

Duas linhagens celulares distintas foram utilizadas, a BSR-
T7, que sdo células fibroblasticas derivadas de BHK-21 (Baby
Hamster Kidney) (BUCHHOLZ et al., 1999), consideradas
sensiveis a acao da ribavirina, segundo Shah et al. (2010), e
células SK-N-SH, que sado células nervosas derivadas de
neuroblastoma humano (ATCC, HTB-11).

4.1.9 Primers

Os primers, utilizados nas reagbes de RT-PCR em Tempo
Real para a avaliacio da expressdo das citocinas de
camundongos foi baseado nos artigos de Baloul e Lafon (2003),
Baloul et al. (2004), Prehaud et al. (2005), Fragkoudis et al. (2007)
e Mahdi et al. (2008). Os primers para avaliagcdo do gene N viral
foi baseado em Soares et al. (2002). Os primers foram
sintetizados pela Qiagen® ou pela Eurogentec®, sendo diluidos ,
para a solucdo de trabalho, na concentragdo de 0,1 micrograma/
microlitro (ug/pL).

As sequéncias dos primers ou respectivos cédigos podem

ser visualizados abaixo (Quadro 2)
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QUADRO 2. Descricao dos primers utlizados, as empresas

responsaveis pela sintese e a sequencia ou cédigo de cada um.

Primer Empresa Sequencia (5’ = 3') Cédigo
18S.F urogentecs CTT AGA GGG ACA AGT |
4 GGC G
18SR urogentecs ACG CTG AGC CAG TCA |
GTG TA
2Glico N ATA GAG GAG ATT TTC
510 Eurogentec® GAG ACAGC | T
NBlico N- CCT CAA AGT TCT TGT
P 784 Eurogentec® GGAAGA | T
t 16 Qagen® | QT00098875
0
d 'FNB Qagen® | QT00249662
O TNFa Qiagen® QT00104006
sOASL Qiagen® QT01056048
ccLa Qiagen® QT00167832
4.2 Métodos

4.2.1 Inoculacdo Experimental em Camundongos

Realizada com base na metodologia descrita por Kaplan e

Koprowski

(1976),

intramuscular, como segue:

modificando-se a via de

inoculacdo que foi

Utilizacdo de 0,04 mL de virus rabico, inoculado via intra muscular

(i.m.) em pata posterior direita dos camundongos C57BL6, sendo parte

destes animais separados dos demais, a fim de realizar-se a

observacédo por um periodo minimo de 30 dias, para verificacdo de

sintomatologia rabica e percentual de mortalidade.
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4.2.2 Titulag&o Viral em Camundongos

Foi realizada em camundongos Suicos de 21 dias, ho mesmo
momento da inoculagdo intramuscular dos camundongos C57BL6.
Utilizou-se o virus rabico CCZ-398 num volume de 0,03 mL nas
diluicdes 10°, 10, 102, 102 e 10 inoculado por via intra cerebral (i.c.)
sendo 10 animais inoculados para cada diluicdo. Realizou-se o célculo
da DL50 (Dose Letal 50%) através do método de Reed & Muench
(KAPLAN E KOPROWISKI ,1976).

4.2.3 Extragdo do RNA

Os cérebros coletados foram imediatamente imersos em RNA
Latter® (Qiagen) na proporcao de 1:3 (v/v) e conservados em freezer
- 80°C até o momento da utilizacdo. As amostras foram descongeladas
em pequenas quantidades e pesadas para obtencéo de 15 a 20 mg de
tecido a ser utilizado na extracao, retornando imediatamente ao freezer
- 80°C até o momento da extracdo. A extracdo foi realizada com as
aliguotas mantidas em cooler durante a fase de maceragdo, sendo
processadas no maximo 8 amostras a cada vez para evitar degradacéo
de RNA. Foi utilizado para assegurar a auséncia de contaminacéo
cruzada solucdo salina estéril como controle negativo e cérebro de
camundongo inoculado com CVS (Challange Virus Strain) como
controle positivo.

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando-se kit de extracao
comercial especifico para RNA total da Invitek® (RNA Spin Tissue Mini
Kit), segundo o manual fornecido pelo fabricante. O RNA extraido foi
ressuspendido em 30 pL do Elution Buffer (fornecido com o Kkit) e
mantido em freezer - 80°C.

Imediatamente apdés o término da extracdo, 2,5 uL foram
separados para a quantificacgo do RNA em espectrofotbmetro
(NanoDrop ND-2000, NanoDrop®, EUA) de espectro completo - 190 a
840 nanometros (nm) - com absorbancia na faixa de 260 nm e

avaliacdo da qualidade do material extraido pela relacéo 260/280.
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4.2.4 Producao de cDNA

A reacdo de sintese do cDNA (DNA complementar) consistiu no
uso de 1ug do RNA extraido em um volume maximo de 6 uL contendo
1uL de Oligo-DT (Invitrogen®) e 1uL de dNTP (10mM). Estes trés
componentes foram homogeneizados, incubados a 65°C durante 5
minutos e imediatamente colocados no gelo. Na segunda etapa
acrescentou-se 4 uL de RT-Buffer (5x), 2 uL de DTT a 0,1 mM, 4 uL de
MgCl, (50 mM), 1 uL de RNAse Out (Invitrogen®) e 1 uL de enzima
conversora SuperScript Il (Invitrogen®), totalizando 20uL. Os
microtubos foram levados para o termociclador no seguinte ciclo:

- 25°C por 10 minutos
- 42°C por 1h35m
- 70°C por 15 minutos

- 4°C ap6s o fim do ciclo

4.2.5 RT-PCR em tempo real

A reacdo de PCR em tempo real, foi realizada em placas de 96
pocos seladas com pelicula transparente préprias para Real-Time
(Applied Biossystems®).

A reacédo foi composta de 2 uL do cDNA, diluido na proporcéo de
1/50, 1 uL de cada primer, na concentracéo de 0,1 ug e 21 uL de Sybr
Green (Promega®), num volume final de 25 uL. A placa foi selada,
recoberta com papel aluminio e centrifugada durante 1 minuto para
evitar a presenca de bolhas de ar, sendo posteriormente submetida a
reacdo de PCR em Tempo Real em maquina de Real-Time Applied
Biossystems® (modelo ABI 7500 Fast), sendo selecionado o programa
contendo reagente Syber Green e o ciclo Standard (40 ciclos de
50°C/20segundos, 95°C/10minutos, 95°C/15segundos, 60°C/1minuto) .
A andlise dos resultados foi realizada com base em delta CT(ACT)
comparativo sem analise da curva de melting. Os resultados da

expressdo génica foram calculados por meio da féormula utilizando
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como valor basal o ACT dos animais ndo inoculados submetidos a
tratamento idéntico. Para a avaliacdo do efeito do tratamento sob a
resposta imune dos animais infectados considerou-se como valor de
referencia o obtido nos animais infectados e ndo submetidos ao

tratamento pos expositivo.

4.2.6 Processamento das células para a técnica de Citometria de

Fluxo

Foram avaliadas as culturas celulares BSR-T7 e SK-N-SH com
infeccao viral correspondente a 24 e 48h.
- As culturas celulares foram realizadas em placas de 6 pocos.
- O meio de cultura presente nos pocos dos cultivos celulares, foi
aspirado e cada um foi lavado primeiramente com 2 mL de D - PBS
Gibco® (catadlogo numero 14200166), seguida de uma lavagem com 2
mL de Ultra Pure® EDTA 0,5M pH 8,0 (Gibco®- catalogo numero
15575020).
- Para o descolamento das células que estavam aderidas a parede da
placa utilizou-se 50 uL de Tripsina 0,5M (10x) (Gibco®- catalogo
numero 15400054) e incubacdo em estufa a 37 °C durante 2 - 4
minutos.
- Apés o descolamento da monocamada, todo o conteudo do poco foi
coletado e colocado em pequenos tubos plasticos acrescidos de 500
uL de D - PBS Gibco®.
- Os tubos foram centrifugados a 4 °C durante 5 minutos a 1200 x g.
- Foram realizadas duas lavagens com D - PBS Gibco®, seguida de
centrifugacdo, pelo mesmo tempo, rotacdo e temperatura sendo o
pellet final ressuspendido em 450 uyl de D-PBS Gibco®. e
homogenizado em vortex.
- Adicionou-se 50ul de Cell-Fix® (BD®), procedeu-se a
homogeneizacdo em vortex e mantidas em temperatura ambiente
durante 20 minutos para fixagdo das células, sendo posteriormente
centrifugadas a 4 °C durante 5 minutos a 1200 x g.
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- Apos esta etapa, 500 uL de Tampédo de Permeabilizacdo (PBS, 1%
SFB, 0.1% Azida Sddica, 0.1% Saponina) foram acrescentados em
cada tubo e estes foram levados ao vortex e depois centrifugados a
4 °C durante 5 minutos a 1200 x g.
- ApoOs a centrifugacdo o sobrenadante foi aspirado e foram
adicionados 100 puL de anticorpo anti-rabico fluorescente
antinucleocapsideo viral (diluido em PBS a 1/50) a cada tubo sendo os
mesmos incubados a 37 °C durante duas horas. Durante este periodo,
foram realizadas varias homogeneizacdes por meio de vortex de forma
a garantir a ligacdo do conjugado de forma adequada a todas as
células.
- ApOs este periodo adicionou-se 500 uL de Tampao de Saturacéo
(PBS, 1% SFB, 0,1% de Azida Sddica) e os tubos foram novamente
centrifugados a 4 °C durante 5 minutos a 1200 x g.
- Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi aspirado, acrescentou-se o
mesmo volume de Tampdo de Saturacdo e o0s tubos foram
homogeneizados utilizando o vortex.

As amostras assim preparadas foram submetidas a leitura no
aparellho FACScalibur® (BD® catalogo numero 340181)

4.2.7 Processamento das Células para a Técnica de Microscopia

Confocal

Especificamente para esta técnica, uma lamina circular foi
colocada no fundo de cada poco da placa, sendo que em cada poco foi
colocada uma concentracgao inicial de células de 0,5 x 10° / mL. Apés a
formac&o da monocamada celular e execucao de todo o delineamento
experimental, nas culturas, as células foram processadas para a
realizacdo da técnica de Microscopia Confocal, como demonstrado a

sequir.
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- Todo o meio de cultura foi aspirado e as células foram lavadas com 2
mL de PBS (Solucdo Tampdo Salina Fosfatada). Cada poco foi
preenchido com 50 pL de solucéo de paraformaldeido a 4% e a placa
incubada durante 20 minutos a temperatura ambiente

- Apés a incubacdo, 500 uL de 0.3% Triton X-100-PBS (Gibco®-
catadlogo numero HFH10) foram acrescentados e a placa foi incubada
durante 20 minutos a temperatura ambiente

- Posteriormente, todo o contetdo do poco foi aspirado e acrescentou-
se 500 uL de Buffer ST (PBS contendo 2% de albumina bovina e 5%
de SFB) e a placa foi novamente incubada durante 30 minutos a
temperatura ambiente

- Todo o conteudo foi aspirado e acrescentou-se 100 uL de conjugado
anti-rabica de coelho anti-nucleocapsideo associado ao isotiocianato
de fluoresceina (Bio-Rad®), diluido a 1/50 em Buffer ST, o material foi
homogeneizado e incubado durante 30 minutos a 4 °C

- ApoOs a incubacdo, as laminas foram retiradas dos pocos e o0s
nacleos celulares foram corados com Hoechst 33342® (Invitrogen® -
catdlogo numero H3570), e submetidas a trés lavagens sendo duas
com PBS e a ultima com agua destilada.

- As laminas  foram montadas  com Fluoromount-G®
(SouthernBiotech®- catalogo numero 0100-01) e recobertas por
laminulas.

- A leitura das laminas foi realizada sob iluminacdo ultra-violeta com
microscopio Leica DM 5000B® associado a camera MIC CTR 5000® e
software de analise FW4000I®.

4.2.8 Soroneutralizagcdo em Cultura Celular para Determinagcdo de
Anticorpos Neutralizantes para o Virus da Raiva pelo Método
Réapido de Inibicdo de Foco de Fluorescéncia

O teste rapido de inibicdo de focos fluorescentes (RFFIT) para
determinacdo de anticorpos neutralizantes antivirus da raiva foi realizado
utilizando CVS (Challenge Virus Standard) inoculados em células BHK-

21, de acordo com Smith et al., (1973). Considerou-se como titulo do
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soro a diluicdo na qual, 50% dos virus, encontravam-se neutralizados

sendo este expresso em Unidades Internacionais / mililitro (Ul/mL) apos

comparacdo com o titulo de um soro padrdo diluido nas mesmas

condigcbes do soro teste (WHO, 1992). A sorologia foi realizada

conforme a técnica descrita por Zalan et al. (1979) e Perrin et al. (1985)

com algumas modificagoes:

A técnica foi realizada em placa de 96 orificios

Os soros foram inativados a 56°C, em banho-maria, durante 30
minutos. Na cabine de seguranca biolégica foram realizadas 8
diluicdes seriadas dos soros diretamente na placa de microtitulacéo,
narazao 5 (1:5 até 1:640).

Em todos os lotes de soros adicionou-se soro padréo, um soro
controle positivo e um controle negativo.

Nos pocos das colunas H1 a H12 foram colocados 80 uL de meio
Eagle enriquecido com 2,5 % de SFB e nos restantes 50 puL do
mesmo meio.

A primeira diluicéo foi realizada adicionando-se 20 uL de cada soro

teste nos pocos H1 a H12

A homogeneizagdo do meio com o soro foi realizada utilizando-se
pipeta multicanal e em seguida transferiu-se 50uL para a segunda
coluna , repetindo este procedimento sucessivamente até a Ultima
coluna e descartando-se os 50 uL da dltima coluna, para que todos
0S pocos ficassem com o volume de 50uL

Apés a diluicdo de todos os soros, 50 uL de virus desafio (cepa
CVS-11, previamente titulado), foi adicionado em todos 0s pocos.

A placa foi incubada em estufa a 37°C e 5% de CO,, durante uma
hora.

Adicionou-se 50uL da suspensdo de células BHK-21 a 3,7x10°
células/mL em todos os pocos da placa, sendo esta incubada
novamente em estufa a 37°C e 5% de CO,, durante 24h

Ao término do periodo de incubacao, as placas foram retiradas da

estufa e 0 meio aspirado utilizando uma pipeta multicanal.
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- A fixacdo das células nas placas foi realizada pela adicdo de 70 uL
de acetona gelada a 80% (diluida em agua MiliQ®), seguindo-se
uma incubacéo em freezer a - 20°C, durante 10 minutos

- A acetona foi desprezada por inversao das placas, sendo estas
colocadas para secar em estufa a 37°C por 10 minutos.

- ApOs a secagem, acrescentou-se 40 uL de globulina monoclonal
antirabica para RIFFT (Fujirebio® - catalogo numero 800-092)
diluida segundo as instrucbes do fabricante, sendo as placas
incubadas a 37°C em camara Umida, durante uma hora

- O conjugado foi desprezado por inversdo das placas, sendo estas
lavadas por imersdo, duas vezes em PBS e uma ultima vez com
agua destilada. O excesso de agua foi retirado colocando-se as
placas invertidas sobre papel absorvente, seguido de secagem em
estufa a 37°C.

- Apl6s a secagem completa, adicionou-se em toda placa uma
solucéo de glicerina tamponada pH 8,5 (1 gota/poco)

- A leitura foi realizada em microscépio de fluorescéncia, e os titulos
calculados de acordo com o método de Spearman-Kéarber
(TRIMARCHI et al., 1996)

4.2.9 Preparo da solucéo de siRNA/Lipofectamina 2000®

A solucdo de cada um dos siRNAs foi preparada acrescentando-
se 500 pL de agua livre de DNAse e RNAse (Gibco®) no microtubo,
previamente passado no vortex, contendo 10 nanomoles (nmoles) de
SiRNA liofilizado, obtendo-se uma solucédo a 20 picomoles/ microlitro
(pmoles/ pL). Esta mistura foi incubada durante 5 minutos em
temperatura ambiente e apds a incubacdo, os diferentes siRNAs foram
colocados em um mesmo tubo onde foram acrescentados 1500 pL da
Lipofectamina 2000® que havia sido previamente diluida, conforme
descrito no item 4.1.6, obtendo-se uma solu¢do contendo 10 pmoles/
ML da solugcéo de siRNA. A solucdo permaneceu em repouso durante

20 minutos, em temperatura ambiente antes de sua aplicacdo nos
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camundongos, na dose de 3,3 uM de cada siRNA num total de 0,06 mL

da mistura de siRNAs, por via intraperitoneal.

4.2.10 Titulagdo Viral em Cultura de Células

A titulacéo viral do sobrenadante coletado das culturas de BSR-T7
e SK-N-SH, coletadas 24h e 48h ap0s a infeccao viral, foi realizada em

células BSR de acordo com Faul et al. (2010) como segue:

- Num frasco T75 de cultura de células BSR confluentes, 2 mL de
Tripsina 0,5% (10x), foi acrescentado para que houvesse o
desprendimento celular das paredes do recipiente, sendo que
imediatamente apds o desprendimento, 8 mL de MEM contendo
10 % de SFB foram acrescentados. A solucdo foi homogeneizada
com cuidado, utilizando-se uma pipeta, para que os aglomerados
celulares fossem desfeitos e as células foram entdo transferidas
para um recipiente estéril.

- Os sobrenadantes dos cultivos celulares de 24 e 48h foram diluidos
inicialmente a 10" com MEM contendo 10% de SFB e submetidos
a diluicdes sucessivas nesta mesma razao até uma diluicdo final a

108

- Posteriormente, 15 pL do meio contendo as células BSR foram
acrescentados em todos os pocos e a placa foi incubada a 37°C
durante 48 h.

- Apos o periodo de incubacao, as células foram fixadas com solucdo
de acetona a 80 %, acrescentada sobre o meio de cultura que ja
estava presente em cada poc¢o, aguardou-se 5 minutos e todo o
contetdo dos pocos foi desprezado com cuidado preenchendo-se
0S mesmos com solucdo de acetona a 80% incubando-se a 4 °C
durante 30 minutos.

- A seguir, a solugéo de acetona foi descartada e a placa foi secada

por meio de inversao.
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- Seguido a secagem da placa, 50 pL de conjugado anti-rabico
fluorescente antinucleocapsideo viral foi adicionado em cada poco
incubando-se a 37 °C durante 30 minutos. A placa foi lavada
cuidadosamente com agua destilada uma Unica vez e secada
completamente.

- A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia em objetiva
de aumento 10 x.

- O titulo considerado foi aquele em que havia presenca de menos de

10 focos de fluorescéncia por poco.

5 Delineamento Experimental

5.1 Delineamento Experimental em Cultura de Células BSR-T7 e
SK-N-SH

O experimento em células foi realizado em duas linhagens
celulares distintas, BSR-T7 e SK-N-SH segundo o protocolo descrito a

sequir.

- As células foram descongeladas e cultivadas em garrafas T75, a
37°C em estufa de CO; a 5%, até a formacdo de uma monocamada
celular, homogénea em toda a superficie do frasco.

- Adicionou-se a todos 0s po¢os 2 mL da mistura MEM (2% de SFB)
contendo aproximadamente 0,5 x 10° células/ mL. A placa foi
incubada a 37 °C por aproximadamente 48 h até que houvesse
formacdo de uma monocamada com aproximadamente 1,0 x 10°
células/ mL

- Os pocos foram tratados com 1mM de ribavirina por um periodo de
24 h. Apos este periodo o conteudo foi aspirado e as células
submetidas a uma lavagem com 2 mL de MEM contendo 2%SFB

- Adicionou-se novamente 1mL de MEM (2%SFB) e procedeu-se a
infeccdo celular com virus rabico CVS, previamente titulado,

utilizando-se multiplicidade de infec¢do (m.o.i) 3 ou m.o.i 0,1.
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A placa contendo células infectadas foi incubada em estufa a 37 °C
e 5 % CO;,durante duas horas

Apos a incubacdo, todo o conteudo dos pocos foi aspirado, as
células foram lavadas com MEM (1 % SFB) e os pocos foram
preenchidos com 1mL de MEM (2 % SFB) acrescido ou néo de
ribavirina a 1mM, sendo as células processadas para a técnica de
Citometria de Fluxo e Microscopia Confocal como ja descrito.

As diferentes linhagens celulares foram infectadas com
multiplicity of infection (m.o.i) 3 ou m.o.i 0,1 para a técnica de
Citometria de Fluxo e somente infectadas com m.o.i 0,1 para a
técnica de Microscopia Confocal, sendo as culturas tratadas ou nao
com ribavirina a 1mM. Os sobrenadantes das culturas preparadas
para a Citometria de Fluxo, foram coletados 24h ou 48 h apés a
infeccéo viral e armazenados em freezer a - 80 °C para a realizacao

de titulagcéo viral deste material.

5.2 Delineamento Experimental em Camundongos:

O experimento foi composto por 10 grupos, sendo 5 grupos

constituidos de animais infectados e 5 grupos constituidos de animais

nao infectados, também chamados de grupos controle. Os grupos de

animais infectados e os grupos controle foram submetidos a protocolos

pos-expositivos idénticos. Cada grupo foi composto de 24 animais,

sendo 8 animais de cada grupo separados para observagao por um

periodo de 30 dias, como segue:
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Grupos Infectados com virus rabico

-Grupo 1: grupo infectado com virus rabico por via intramuscular
-Grupo 2: grupo infectado com virus rabico e tratado com
siRNA/Lipofectamina® em dose Unica, por via intraperitoneal, 24 h
apos a inoculacéo viral.

-Grupo 3: grupo infectado com virus rabico e tratado, 24h apds
inoculagdo viral com siRNA/Lipofectamina® e DMSO por via
intraperitoneal.

-Grupo 4: grupo infectado com o virus rabico e tratado 24 h, 48 he 72 h
apos a inoculacao viral com ribavirina e DMSO por via oral.

-Grupo 5: grupo infectado com o virus rabico e tratado 24 h, 48 he 72 h

apos a inoculacéo viral com ribavirina por via oral.

Grupos Controle

-Grupo 1: grupo inoculado com diluente viral por via intramuscular
-Grupo 2: grupo inoculado com diluente viral e tratado com
siRNA/Lipofectamina® por via intraperitoneal, em dose Unica, 24 h
apos a inoculagéo do diluente

-Grupo 3: grupo inoculado com diluente viral e tratado com
siRNA/Lipofectamina® e DMSO por via intraperitoneal, em dose Unica
24 h ap6s a inoculagdo do diluente

- Grupo 4: grupo inoculado com diluente viral, tratados com ribavirina e
DMSO por via oral, 24h, 48h e 72h ap6és a inoculacao do diluente.
-Grupo 5: grupo inoculado com diluente viral, tratados com ribavirina

por via oral, 24h, 48h e 72h apoés a inoculacéo do diluente.
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Os animais foram mantidos em estantes ventiladas,
climatizadas, com filtros HEPA na entrada/saida de ar; as caixas foram
forradas com maravalha estéril; agua autoclavada e racéo irradiada
foram fornecidas “ad libitum” .

Os oito animais, de cada grupo, separados para avaliagao
clinica e percentual de letalidade foram observados e avaliados
diariamente, durante 30 dias. Oito camundongos de cada grupo foram
eutanasiados com isofluorano, no 5° e 10° dia ap6s a inoculagéo viral
ou apos a inoculacdo do diluente viral. Coletou-se sangue, que foi
imediatamente dessorado e armazenado em freezer — 80 ° C, e
cérebro, que no momento da coleta foi tratado com RNA Latter® e

congelado em freezer — 80 °C.

5.3 Avaliacéo Clinica dos Animais

Os animais separados para observacao durante o periodo de 30
dias, foram avaliados quanto ao peso e sinais clinicos da seguinte
maneira:

- Pesagem diaria, realizada individualmente, em balanca digital de
uso doméstico, com marca¢ao minima de 0,1g.
- As manifestagBes clinicas observadas foram denominadas com

diferentes simbolos e estes, posteriormente, receberam um valor

numérico aleatoriamente escolhido, como descrito: ( . = 0) animais

saudaveis, pélos brilhantes, peso adequado, (? 2) pélos
arrepiados, perda de peso, sinais de depressao ou excitabilidade,
mas sem sinal de paresia ou paralisia), (D = 3) sinais de paresia e

paralisia, (M = 5) morte.

5.4 Andlise Estatistica

A expressao génica foi avaliada pela diferenca de expressao
do gene de referéncia (18S) e dos genes de resposta imune,
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comparativamente entre os grupos infectados com virus rébico e os
nao infectados, submetidos aos mesmos protocolos terapéuticos, por
meio do calculo do A-Ct e, posteriormente, o fold increase por meio da
formula 27-ddCT. A analise estatistica dos resultados do fold increase
comparativamente entre os diferentes grupos foi realizada pelo método
de Kruskal-Wallis.

A andlise estatistica da dosagem de anticorpos antirdbicos
entre os diferentes grupos foi realizada utilizando-se o método de
Kruskal-Wallis.

A analise do score clinico foi realizada pelo método de Student
T-test.

A andlise da média mensal do peso entre os diferentes grupos,
foi realizada pelo método de Kruskal-Wallis

A analise do percentual de sobrevivéncia foi realizada pelo
meétodo de Kaplan-Meier

Todas as andlises estatisticas foram executadas pelo software
GRAPH PRISM 5.0 ®.

6 Resultados

6.1 Efeitos da Infeccdo viral em camundongos sadios ou
experimentalmente infectados, submetidos aos diferentes

protocolos terapéuticos pés expositivos

O percentual de sobrevivéncia, letalidade, periodo de incubacéo,
inicio das mortes e periodo de estada dos animais infectados estdo
apresentados na Tabela 1.
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TABELA 1: Resultado dos percentuais de sobrevivéncia e letalidade,

periodo de incubacao, inicio das mortes e periodo de estada, ao final

de 30 dias nos diferentes grupos terapéuticos em animais infectados

com virus rabico.

Animais infectados e tratados com diferentes protocolos

Grupo Sobrevida
(%)

somente virus 75%

virus+siRNA 50%

virus+siRNA+DMSO 50%

virus +Ribavirina 12,5%

virus+Ribavirina+DMSO 37,5%

Letal.*
(%)

25%
50%
50%
87,5%
62,5%

P.Ix*
(dias)

11

8
12

Inicio
Morte
(dias.p6s
infecgéo)
15

18

15

16

17

Periodo de
estada
(dias)

12

* Letal.= Letalidade; ** P.I= Periodo de Incubacgéo

Nos animais infectados e tratados com ribavirina foi observada uma

menor porcentagem de sobrevivéncia comparativamente aos demais

grupos (Figura 3), no entanto, ndo foi encontrada diferenca estatistica

entre os tratamentos.
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FIGURA 3. Curva de sobrevida comparativa entre todos os grupos.
Dados apresentados como curva de sobrevida proporcional pelo
método de Kaplan-Meier (p = 0,0916), ndo demonstrando diferenca

estatistica significante.

Os animais dos grupos controle, que somente receberam
diluente viral por via intra muscular e foram tratados com protocolo
terapéutico idéntico aos animais inoculados com virus rabico, nao
morreram e nao apresentaram apatia, perda de peso ou qualquer outra
alteragéo clinica.

A meédia de peso dos animais nos diferentes grupos, infectados
ou nao infectados esta demonstrada na Figura 4. Embora
aparentemente possa ser observada média de peso menor nos animais
infectados comparativamente aos nao infectados ndo se observou

diferenca estatistica entre eles.
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FIGURA 4. Média mensal de peso dos animas infectados ou néo
infectados submetidos aos mesmos protocolos terapéuticos. Analise
pelo método de Kruskal-Wallis ndo demonstrou diferenga estatistica
significativa entre os grupos (p=0,4393).

6.2 Titulacdo Viral em Camundongos

A titulag&o viral foi realizada de acordo com método de Reed &

Muench (KAPLAN e KOPROWISKI, 1976), resultou em DL s5q9 10 '3'39/

0,03 mL.

6.3 Avaliagao do Escore Clinico nos Diferentes Grupos

Cada animal recebeu uma pontuacdo de acordo com 0s sinais
clinicos apresentados em cada dia de observacéo. Estes valores foram
somados para cada dia em cada grupo, resultando em score clinico
diario do grupo. A Figura 5 apresenta os valores obtidos demonstrando
a severidade dos sinais clinicos de forma comparativa entre o0s

diferentes grupos.
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FIGURA. 5 Grafico de soma do score clinico diario, dos grupos
infectados submetidos aos diferentes protocolos. Comparagcédo entre
grupo de animais somente infectados com virus rabico (preto),
infectados e tratados com siRNA (vermelho), infectados e tratados com
SiRNA+DMSO (verde), infectados e tratados com ribavirina + DMSO
(amarelo) e infectados e tratados com ribavirina (azul). Classificacéo
entre 0 (sem sinais clinicos), 2 (pelos ericados,
excitabilidade/depressdo, sem sinais de paresia/paralisia), 3
(paresia/paralisia) e 5 (morte). Analise estatistica Student T test p >
0,001.
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6.4 Expresséao do gene N viral em Material Cerebral

As oitenta amostras de cérebro, coletadas durante o sacrificio dos
animais inoculados, foram analisadas pela RT-PCR em Tempo Real

para a quantificacdo do gene N do virus rabico (Figura 6).

FIGURA 6. Expresséao do gene N do virus rabico no cérebro de animais
inoculados e tratados com diferentes protocolos. Resultados agrupados
segundo o tratamento utilizado com a mediana e os valores maximos
alcancados. A analise estatistica pelo método de Kruskal-Wallis nédo
demonstrou diferenca estatistica significante entre 0s grupos
(p=0,3135).

Resultados positivos foram observados somente nos animais
sacrificados no 10° dia ap6s a inoculacdo. Resultaram positivas
amostras de dois animais do grupo somente infectados, quatro no
grupo de animais infectados e tratados com siRNA, quatro no grupo

infectado e tratado com siRNA/DMSO, dois no grupo infectado e
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tratado com ribavirina/DMSO e trés no grupo de animais infectados e

tratados com ribavirina.

6.5 Resultado da Titulacdo de Anticorpos Soroneutralizantes
Associado a Expressao do Gene N do Virus Rabico.

A titulacdo de anticorpos anti-rabicos soroneutralizantes pela
técnica de RIFFT ndo mostrou diferenca estatistica pelo teste de
Kruskal-Wallis na comparacdo entre os diferentes grupos terapéuticos
e entre os resultados da sorologia.

Os dados obtidos na quantificagcdo do gene N do virus foram
associados aos resultados obtidos na sorologia, por grupo terapéutico,

como demonstrado na Figura 7.
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FIGURA 7. Resultados da RT-PCR em Tempo Real para o Gene N do
virus rabico, comparados aos resultados da titulacdo dos anticorpos
anti-rabicos soroneutralizantes, de acordo com cada grupo terapéutico.

Analise estatistica pelo método de Kruskal-Wallis ndo demonstrou
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diferenca estatistica significativa entre os resultados da expressao do
gene N e o titulo de anticorpos soroneutralizantes entre os diferentes

grupos (p>0,01).

6.6 Expressdo Génica de OAS-1, CCL-2, TNF-alfa, IFN-beta e IL-6
no Tecido Cerebral

A expressao dos genes da resposta imune CCL-2, OAS-1 (2',5'-
oligoadenilate sintetase 1), IL-6, TNF-alfa e IFN-beta no tecido cerebral
foi avaliada nos materiais que resultaram positivos para o gene N viral
e nos materiais de camundongos nao infectados submetidos ou néo ao
tratamento com ribavirina. Maior énfase foi dada aos cérebros de
animais tratados com ribavirina em funcédo dos resultados de letalidade
obtidos. Na Figura 8 podemos observar a expressao de cada citocina
em animais positivos para o virus rdbico em cada protocolo terapéutico.
Na Figura 9 podemos observar a expressédo de cada citocina no 5° e

10° dia em animais n&o infectados e tratados com ribavirina.
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FIGURA 8. Expressdo génica de OAS-1 (A), IL-6 (B), IFN-beta (C),
TNF-alfa (D) e CCL-2 (E) no cérebro de camundongos positivos para o
gene N do virus rabico, nos diferentes protocolos terapéuticos. Analise
estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis n&o revelou diferenca
significativa na expressdo de citocinas entre os diferentes grupos

terapéuticos (p>0,01).
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FIGURA 9. Expressdo génica de OAS-1, IL-6, IFN-beta, TNF-alfa e
CCL-2 no 5° dia e 10° dia nos cérebros de camundongos n&o
infectados e tratados com ribavirina . Analise estatistica pelo teste de
Kruskal-Wallis (p=0,0020) revelou diferenca significativa entre a

expressdo de citocinas comparativamente entre o 5° dia e 10° dia.
6.7 Titulacdo Viral do Sobrenadante das Culturas Celulares

Nenhuma positividade foi encontrada no sobrenadante das células
tratados com ribavirina, seja BSR-T7 ou SK-N-SH, no entanto, nas
células néo tratadas os titulos virais foram maiores na linhagem SK-N-
SH, independentemente do m.o.i, indicando maior adaptacdo do virus

rabico ao neuroblastoma, como pode-se observar na Tabela 2.
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TABELA 2. Titulagdo do virus rabico, em sobrenadante de cultura
celular de BSR-T7 e SK-N-SH, 24h ou 48h apds apos a infeccdo com
m.o.i 3 ou 0.1 em células tratadas ou ndo tratados com ribavirina
(ImM)

Titulo Viral (UFF/mL)

Linhagem Horas m.o.i Células Nédo Tratadas Células
pos com Ribavirina Tratadas
infeccéo com

Ribavirina

BSR-T7 24h 3 2.3 E+ 05 +/- 3.0E+04 0

BSR-T7 48h 3 2.0E+06 +/-0 0

SK-N-SH 24h 3 6.6 E+02+/-6.0 E +01 0

SK-N-SH 48h 3 70E+02+/-1.0E+02 0

BSR-T7 24h 0.1 20E+05+/-0 0

BSR-T7 48h 0.1 46 E+07+/-6E+06 0

SK-N-SH 24h 0.1 73E+04 +/-3.0E+03 0

SK-N-SH 48h 0.1 23E+05+/-3.0E+04 0

6.8 Analise das Culturas de Células BSR-T7 e SK-N-SHC pela

Técnica de Citometria de Fluxo

A porcentagem de células infectadas e a intensidade de
fluorescéncia, que representam o acumulo de nucleocapsideo do virus
rabico nas células analisadas, foi determinada por meio da Citometria
de Fluxo. A intensidade e porcentagem de células fluorescentes
tratadas com Ribavirina foi avaliada em comparacdo a intensidade e

porcentagem de células fluorescentes nao tratadas com ribavirina.
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Como demonstrado (Figura 10), tanto a porcentagem de células
infectadas como a intensidade de fluorescéncia detectadas foram

menores nas ceélulas tratadas com ribavirina de ambas as linhagens
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FIGURA 10. Porcentagem de infeccao celular pelo virus rabico (a, c) e
acumulo de nucleocapsideo (b,d) em células BSR7-T7 (a,b) e SK-N-
SH (c,d) infectadas com m.o.i 0.1, tratadas (1mM RV) ou néo tratadas

(Sem RV) com ribavirina por meio da técnica de Citometria de Fluxo.
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6.9 Anadlise das Culturas de Células BSR-T7 e SK-N-SH pela

Técnica de Microscopia Confocal

ApoOs a infecgdo celular com virus rabico m.o.i 3 ou 0,1, nas
células BSR-T7 tratadas com ribavirina ndo se observou a presenca de
Corpusculos de Negri (CN), contrariamente, nas células SK-N-SH,
guando infectadas com m.o.i 3 e tratadas com ribavirina, foram
observados CN de menor tamanho comparativamente as células néo
tratadas. Quando esta mesma linhagem foi infectada com virus rabico
m.o.i 0,1 e tratada com ribavirina, algumas células ainda apresentavam

os Corpusculos de Negri (Figura 11).

SEM RV SEM RV

BSR-T7 (A) SK-N-SH (B)

FIGURA 11. Formacédo dos Corpusculos de Negri em células BSR7-T7
(A) e em células SK-N-SH (B), sendo as culturas infectadas (RABV) ou
nao infectadas (N.lI) com m.o.i 0,1, tratadas (RV) ou nao tratadas (SEM
RV) com 1mM de ribavirina. Os Corpusculos de Negri apresentam-se

fluorescentes (verde) e os nucleos celulares estao corados de azul.
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6.10 Anédlise das Culturas de Células SK-N-SHC pela Técnica de
RT-PCR em Tempo Real

A fim de investigar o efeito da ribavirina nos processos de
transcricdo e replicacdo do virus rabico em células SK-N-SH, as
culturas de células infectadas com m.o.i 3 tratadas ou ndo com
ribavirina foram submetidas ao RT-PCR em Tempo Real, conforme
descrito anteriormente para a pesquisa do gene N do virus rabico. O
nivel de transcricdo do gene N foi reduzido (> 2000 vezes) nas células

tratadas com ribavirina (Figura 12).
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FIGURA 12. Resultado do fold increase da expressao do gene N do
virus rabico pela técnica de RT-PCR em Tempo Real, em células
infectadas com m.o.i 3, tratadas com ribavirina (ImMRV) ou né&o
tratadas com ribavirina (Sem RV).
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7 Discusséao

Nao foi observado, nos animais dos grupos controle, qualquer
efeito de toxicidade quando os animais foram submetidos a ribavirina
ou ao siRNA/Lipofectamina® associados ou ndo ao DMSO na
frequéncia, via de administracdo e doses utilizadas neste estudo. A
ribavirina administrada sistemicamente, em altas doses, pode causar
efeitos indesejaveis, como anemia, supressdao da medula 0ssea,
aumento de bilirrubina, ferro e acido Urico no soro, perda de peso,
prurido, erupcao cutdnea aguda, nduseas, depressao, tosse e sintomas
respiratorios (HAYDEN e DOUGLAS,1990; BEAN, 1992; TAKAHASHI
et al.,, 1998; HOSOYA et al., 2001; PAPICH et al., 2003). No entanto,
os efeitos colaterais ocorrem quando a droga atinge niveis sistémicos,
apos duas a trés semanas de tratamento (INOUE et al., 2004), o que
justifica a auséncia de efeitos adversos neste experimento, uma vez
que a ribavirina foi administrada por um curto periodo de tempo.
Segundo Chen e Zhaori (2010), nenhum efeito colateral notério foi
relatado em todos os testes clinicos ja efetuados com siRNAs o que
esta de acordo com o presente estudo.

Os grupos de animais infectados e os infectado e submetidos ao
tratamento com ribavirina associada ao DMSO, apresentaram o0 menor
namero de amostras positivas ao gene N viral no material
correspondente ao 10° dia poOs infeccdo. Este menor numero de
amostras positivas esta associado ao maior periodo de incubacéo, 11
dias e 12 dias, respectivamente, demonstrando, portanto, a auséncia
de virus rabico no cérebro e a provavel persisténcia viral por um maior
periodo de tempo no local de inoculagéo. Estes resultados concordam
com a literatura que refere que durante o periodo de incubacao, antes
do comprometimento do SNC, a presenca do virus ndo pode ser
evidenciada no SNC (CREPIN et al., 1998). A replicacdo local e
persisténcia viral por periodos indeterminados, justificam periodos de
incubacdo mais prolongados e demonstram, mais uma vez, que a

sintomatologia rabica decorre da presenca do virus no SNC, como
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observado em trabalhos utilizando uma amostra de campo de virus
rabico isolada em gambés, que foi utilizada para infectar gambas
sadios, que receberam diferentes concentracbes virais por via
intramuscular e constatou-se que nos animais que sobreviveram ao
periodo de observacao de dois meses, o0 virus ndo podia ser detectado
no SNC, mas podia ser encontrado no tecido muscular na periferia do
local de inoculacéo, enquanto nos animais que adoeceram e morreram
antes deste periodo, o virus pode ser encontrado abundantemente no
SNC, estando estes resultados em concordancia com o observado nos
grupos que apresentaram menor periodo de incubacédo associado com
a deteccdo de maior numero de amostras positivas ao gene N em SNC
(CHARLTON, 1988; CHARLTON et al., 1997).

O maior percentual de letalidade, apresentado no grupo dos
animais infectados e tratados com ribavirina, embora sem diferenca
estatistica significante em relacdo aos demais protocolos utilizados,
esta diretamente relacionado ao maior score clinico, sugerindo maior
patogenicidade viral nos animais submetidos a este tratamento. Esta
severidade ndo se encontrou relacionada a expressao do gene N viral,
uma vez, que os resultados observados neste grupo foram similares
aos do grupo dos animais apenas infectados. Nao se pode afirmar, no
entanto, que a expressao de genes associados a patogenicidade como
G, M e P (WUNNER, 2007) nao apresentem diferenca que justifiquem
0s resultados observados. Adicionalmente, sabe-se que um dos
possiveis mecanismos de escape viral associados com a
patogenicidade é a reducdo da expressdo dos genes virais de niveis
maximos para niveis 6timos, o que possibilita a replicacdo viral abaixo
dos niveis criticos, preservando a célula do hospedeiro (; MORIMOTO
et al.,, 1999; FABER et al., 2002). Esta possibilidade é reforcada pela
auséncia de associacdo entre os resultados obtidos na expressao do
gene N frente ao titulo de anticorpos soroneutralizantes A inducéo de
anticorpos soroneutralizantes € dependente da expressao da
glicoproteina G, proteina associada com patogenicidade e viruléncia
viral (DIETZSCHOLD et al., 1983; ETESSAMI et al., 2000)
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Na presente pesquisa, o titulo de anticorpos soroneutralizantes
mais elevado esta associado a maior taxa de letalidade, observado no
grupo submetido a ribavirina, sugerindo uma maior expressdo da
glicoproteina G. Estes resultados, no entanto, sdo contrarios ao
conceito de que a maior viruléncia estaria associada com menor
expressao da glicoproteina G, com maior intensidade de replicacao e
persisténcia viral no SNC (JACKSON, 2008, NADIN-DAVIES e
GARDINER, 2008 ; SCHENELL et al., 2010). Por outro lado,
percentual de letalidade elevado e baixos titulos de anticorpos
soroneutralizantes foram observados no grupo infectado e submetido
ao tratamento com ribavirina associada ao DMSO, contrariamente ao
observado no grupo somente tratado com ribavirina, sugerindo
auséncia de associacao entre o titulo de anticorpos soroneutralizantes
e a letalidade nestes animais, sendo também contrario aos estudos que
afirmam que o0s anticorpos soroneutralizantes desempenham uma
importante funcao relacionada ao clearance viral e consequentemente
uma reducédo na letalidade (MOORE e HANLON, 2010).

Os animais infectados e tratados com siRNA ndo apresentaram
diferenca significativa quanto a letalidade letalidade, porém,
apresentaram um maior periodo de estada da doenca quando
comparado aos demais grupos. Este fato poderia ser explicado por
uma acdo direta do siRNA, que quando aplicado em baixas
concentragcfes pode ter sido responsavel por uma inibicdo parcial da
replicacdo viral, em concordancia com os resultados de Zhang et
al.,(2010) utilizando siRNA em infec¢cao experimental em camundongos
com virus da Hepatite B. O aumento do periodo de estada observado é
um aspecto importante que deve ser ressaltado, uma vez que, sugere
gue a utilizacdo do siRNA de forma pds expositiva pode apresentar
resultados mais satisfatorios com outras doses e eventualmente outra
via de administragdo. Esta possibilidade concorda com os resultados
obtidos por Durymanova-Ono (2010) que demonstrou uma diminuicédo
na letalidade, embora ndo estatisticamente significativa, de

camundongos inoculados com 100 DL50 de virus rabico fixo e tratados
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com um pool dos mesmos siRNAs, na dose de 10 uM de cada siRNA
por via intracerebral, diferindo, portanto, da concentracdo e via
utilizadas neste experimento.

N&do se observou diferenca na taxa de letalidade dos animais
submetidos ao SiRNA isoladamente ou associado ao DMSO,
demonstrando ineficacia do DMSO em aumentar a penetracdo do
SiRNA contrariamente ao esperado, uma vez que, um dos mecanismos
do DMSO ¢ facilitar a penetracédo de diferentes drogas nas células pelo
aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica celular
(BRAYTON, 1986; LEEKUNJORN e SUM, 2006).

O maior percentual de letalidade foi observado no grupo
submetido a ribavirina seguido pelo grupo submetido a ribavirina com
DMSO, indicando um provavel efeito deletério da ribavirina no
tratamento pos expositivo da raiva nestes animais. Em estudo recente,
a ribavirina vem sendo associada a um efeito de interferéncia com
genes da resposta imune (WILLOUGHBY, 2010) fato que poderia
justificar a maior letalidade observada nos grupos submetidos a este
tratamento (HAYDEN e DOUGLAS,1990; CAMERON e CASTRO,
2001; ZHANG et al., 2003; LEE et al., 2008;).

O grupo tratado com ribavirina associada ao DMSO apresentou
um percentual de letalidade levemente inferior ao da ribavirina utilizada
isoladamente. Esta diminuicdo na letalidade poderia ser justificada pela
acao do DMSO e penetragédo da droga no local de replicacao viral, em
concordancia com Paes (1999), que utilizou o DMSO associado a
Isoniazida, no tratamento de hamsters infectados com Mycobacterium
tuberculosis, obtendo melhor penetracdo desta droga, bem como com
Venkatesh et al. (2007), que obtiveram uma melhor absor¢cdo de

atenolol e propanolol associados ao DMSO, em ratos.
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O uso da ribavirina no tratamento poOs-expositivo dos
camundongos infectados, embora sem estatistica significativa,
demonstrou diferenca bioldgica quanto a letalidade e maior gravidade
no score clinico dos animais que foram submetidos a este protocolo.

Nos animais nao infectados e tratados com ribavirina, um
incremento significante da resposta imune inata foi observado no
cérebro destes animais no 5° dia devido ao aumento da expressao de
OAS-1, CCL-2, IFN-beta, IL-6 e TNF-alfa (NING et al.1998; VOLLMER
et al., 2004). No entanto, este efeito de estimulacdo ocasionado pela
ribavirina desapareceu no 10° dia apdés o inicio do tratamento,
indicando que a ribavirina foi capaz de estimular a resposta imune inata
dois dias apos o término do tratamento, mas esta resposta € transitoria
e insustentavel, uma vez que retorna ao nivel basal das células néo
tratadas sete dias apés o término do tratamento, em concordancia com
Jordan et al.(1999).

Nas amostras de cérebro positivas para o gene N do virus rabico,
a expressao de OAS-1, CCL-2, IFN-beta, IL-6 e TNF-alfa dos animais
tratados com ribavirina ndo houve diferenca estatistica quando
comparada aos animais ndo inoculados e tratados. No entanto,
podemos perceber que nos animais infectados e tratados com
ribavirina, a expressdo de OAS-1, CCL-2 e IFN-beta, componentes da
resposta celular envolvidos no combate as infec¢bes virais, esta
diminuida quando comparada ao grupo dos animais inoculados e dos
inoculados e submetidos aos outros protocolos, o0 que de certa forma
poderia explicar a maior letalidade no grupo tratado com ribavirina, com
87,5% de letalidade, comparado ao grupo nao tratado, que apresentou
25%, ou aos grupos tratados com siRNA, com letalidade de 50%.

Levando em consideracdo estes resultados, foi estudada a
resposta imune de animais infectados ou n&o infectados, tratados com
ribavirina, assim como o efeito ’“in vitro” deste farmaco em duas
linhagens celulares distintas, uma das quais derivada de célula nervosa

humana.
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O efeito “in vitro” da ribavirina foi avaliado em células BSR-T7,
fibroblasto derivado de células BHK-21, sendo considerada uma
linhagem sensivel a acdo deste farmaco segundo estudo realizado Shah
et al. (2010). Também foi utilizada a linhagem SK-N-SH, proveniente de
neuroblastoma humano, sendo muito importante averiguar o efeito nesta
altima, uma vez que, nos casos de raiva, a droga deve apresentar uma
boa acdo em células do sistema nervoso.

O sobrenadante das culturas das células infectadas e tratadas
com ribavirina, foi coletado e titulado e, ao contrario das culturas ndo
tratadas, a titulacdo do sobrenadante ndo evidenciou nenhum foco de
fluorescéncia demonstrando o efeito antiviral ‘“in vitro”. O efeito antiviral
pode ser resultado de dois mecanismos, 0 primeiro é a propria
resisténcia das células a infeccdo, neste caso a ribavirina seria inutil, e
0 segundo € a capacidade da ribavirina de bloquear a producédo de
novas particulas virais infectantes (SHAH et al, 2010)

Para avaliar a acdo da ribavirina no controle da infeccdo celular,
proteinas do RABV e os sitios de replicacdo viral no interior das
células, os Corpusculos de Negri (CN), foram pesquisados utilizando-
se anticorpo antinucleocapsideo (MENAGER et al., 2009; LAHAYE et
al., 2009) por meio de Microscopia Confocal. Os resultados
demonstraram que a ribavirina inibiu a formacdo dos CN nos
fibroblastos, no entanto, nos neuroblastomas, a presenca de pequenos
CN nas culturas tratadas com ribavirina foram detectadas
proporcionalmente ao m.o.i utilizado. Estes resultados indicaram que
nos fibroblastos, a ribavirina foi capaz de tornar as células refratarias a
infeccdo pelo virus rébico, porém, o mesmo ndo aconteceu nos
neuroblastomas, que continuaram permissivos a entrada do virus.
Considerando-se que o virus rabico é essencialmente neurotrépico e
que as alteracOes fisiopatolégicas estdo relacionadas a complexos
mecanismos de alteracdo funcional das células afetadas mediadas pelo
virus rabico, principalmente durante o processo de replicacdo viral
(BALOUL e LAFON, 2003; CHELBY- ALIX et al., 2006; WUNNER,
2007) os resultados obtidos nas culturas celulares, bem como a
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inefichcia da ribavirina nos camundongos experimentalmente
infectados com virus rabico neste estudo, estdo em concordancia com
os resultados negativos desta droga no tratamento da raiva nos seres
humanos (JACKSON, 2010).

A fim de investigar se a agdo da ribavirina em células SK-N-SH
poderia estar relacionada a interferéncia nos processos de transcricao
elou replicacdo viral, foi realizada a quantificacdo do gene N do virus
rabico em células tratadas e ndo tratadas com ribavirina, pela técnica
de RT-PCR em Tempo Real, segundo Prehaud et al. (2005). Os
resultados demonstraram que nas células tratadas com ribavirina a
transcricdo do gene N foi menor quando comparada a transcricdo das
células nado tratadas. Este resultado associado ao da Microscopia
Confocal, que demonstrou a presenca de CN de menor tamanho
quando comparado ao de células néo tratadas, reiteram a hipétese de
gue a ribavirina, de alguma maneira, prejudicou o0 mecanismo de
transcricdo e/ou replicacdo do virus rabico. No entanto, considerando
gue a diferenca entre a expressao do gene N nas células tratadas e no
controle ndo foi estatisticamente significante, pode-se afirmar que o
efeito da ribavirina € dependente do tipo celular, apresentando menor
eficacia nos neuroblastomas quando comparado em fibroblastos em
concordancia com o estudo de Shah et al.,(2010).

A técnica de Citometria de Fluxo foi utilizada a fim de comparar
precisamente a porcentagem de células infectadas e a quantidade de
nucleocapsideo acumulada no interior das células tratadas ou né&o
tratadas com ribavirina. Como demonstrado nos resultados, reducao
na porcentagem de células infectadas e na quantidade de
nucleocapsideo no interior das células tratadas com ribavirina foram
observadas tanto nas células BSR-T7 como em SK-N-SH. No entanto,
por meio da Microscopia Confocal, uma pequena porcentagem de
células infectadas, assim como, um pequeno acumulo de
nucleocapsideo puderam ser observados nas células SK-N-SH,
enquanto nada foi detectado nas células BSR-T7. Estes resultados

estdo em concordancia com os obtidos na Microscopia Confocal e na
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quantiificacdo do gene N, e novamente, sugerem que as células da
linhagem SK-N-SH sdo menos susceptiveis ao efeito antiviral da
ribavirina quando comparadas as células da linhagem BSR-T7.

Os protocolos terapéuticos utilizados neste experimento foram
exclusivamente pds expositivos. Neste sentido, a utilizacdo do siRNA
tem como desvantagem especifica o custo elevado. A ribavina, neste
protocolo, ndo se mostrou uma alternativa adequada para o tratamento
pos expositivo da raiva. Novos experimentos e drogas devem ser
pesquisados, visando uma melhor eficacia, com baixo custo, alem de
minimizar a necessidade de doses repetidas de vacina antirabica e os

riscos associados a aplicacao do soro hiperimune.

8 Concluséo

A utilizacdo do pool de siRNAs na dose e via escolhidas, foi

responsavel pelo maior periodo de estado da doenca.

N&o foi observado beneficio na associagdo do DMSO nos

protocolos pos expositivos utilizados.

A ribavirina ndo demonstrou eficacia “in vivo” no tratamento pos-
expositivo da raiva em camundongos inoculados com virus rabico de

origem canina.

A ribavirina induz um aumento da expressdo de OAS-1, CCL-2,
IFN-beta, IL-6 e TNF-alfa no cérebro de camundongos néo infectados,
levando a um incremento da resposta imune inata, no entanto, esta
resposta é passageira e desaparece nas amostras analisadas no 10°
dia.

A ribavirina ndo demonstrou completa atividade antiviral em

neuroblastomas, o que ja ocorreu em fibroblastos.
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Abstract

The nucleosid analog (1-d-ribofuranosyl-1,2,4-triaole-3-carboxamide) ribavirin,
is one of the antiviral drug recommended in the management of rabies in human.
Nevertheless its efficacy has not been formally proven yet.

In the present work, ribavirin effect on rabies virus multiplication was evaluated
in vitro in a fibroblast cell line (BSR-T7) and in human neuroblastoma SK-N-SH
infected with a Challenge Virus Standard (CVS) rabies virus strain and also in
vivo in an experimental rabies post-exposure treatment in C57BL6 mice
inoculated with a rabies virus strain originated from a rabid dog in Brazil.

In vitro, ribavirin (1mM) showed a significant antiviral effect which was
observed in both fibroblast and neuroblastoma cell lines. The Ribavirin effect
affected different steps of the RABV viral cycle in human neuroblastoma and in
hamster fibroblasts. In vivo, when orally given, ribavirin triggers a transient
innate immune response in the brain. Nevertheless, when RABV infected mice
where orally treated with ribavirin in a post exposure protocol (7mM atday 1, 2
and 3 post virus injection) mice did not show any benefit in survival. These
results suggest that despite significant effects of ribavirin on rabies virus
multiplication in vitro and on boosting brain local immune response there is no
evidence that post exposure orally given ribavirin treatment provides any

benefit against rabies.



INTRODUCTION

Ribavirin (1-d-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide) is a non toxic
nucleosid analog with a broad-spectrum antiviral activity which is formally
approved to treat Hepatitis C virus in association with pegylated interferon
(Martin and Jenssen, 2008, Ferenci et al, 2001), influenza virus (Gilbert and
Knight, 1986) and severe Respiratory Syncytial Virus infections (Weisman,
2009, Empey et al, 2010) This drug has also been used in empirical treatment of
patients infected with Lassa fever, hantavirus, SARS-associated coronavirus,
herpes virus infection (Gracie and Cameron, 2008) Crimean-Congo Hemorrhagic
Fever (Ergonul, 2008) and rabies virus (RABV) (Warrell et al, 1989, Willoughby
etal, 2005, Jackson et al, 2003, Maier et al, 2010).

In cell culture, Ribavirin has been demonstrated to inhibit transcription and
capping of several viruses such as vesicular stomatitis virus (Toltzis et al, 1988,
1986, Shah et al, 2010) or Borna disease virus (Jordan 1999) and to cause lethal
mutagenesis of viral genome (Cameron and Castro, 2001).

The antiviral activity of ribavirin seems to rely not only on its capacity to alter
virus multiplication but also to its property to control the host immune response
itself (Tam et al. 1999; Vollmer et al, 2004). Nevertheless, both positive and
negative effects have been reported. Ribavirin was found to increase the
production of IL2, IFN-gamma and TNF-alpha by T cells (Sookoian et al, 2004)
and to potentiate virus-induced ISRE signaling to enhance the expression of
antiviral ISGs in epithelial cells infected with respiratory syncitial virus (Zhang et
al. 2003). In contrast, this drug was also found to inhibit CC chemokines
(CCL3/CCL4) and IFN production and to decrease the number of microglial cells
in the brain of gerbils after intracerebral inoculation of Borna disease virus (Lee

etal. 2008).

RABV is a neurotropic virus causing fatal encephalitis. This virus has selected
exquisitely sophisticated strategies to escape the host immune response. RABV
not only Kills the protective T cells migrating into the infected nervous system
by triggering the neural expression of immunosubversive molecules such as B7-

H1, FasL or HLA-G (Lafon et al, B7-H1 2008, Baloul et al, 2003, Lafon et al, 2005
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and Lafon 2008), this virus also seems to minimize the inflammation in the
nervous tissues it infects. The more pathogenic the virus strain is, the less acute
is the inflammatory response (Baloul & Lafon, Biochimie 2003; Wang et al, 2005)
(Hicks et al, 2009, Laothamatas et al, 2008). Neuroinflammation is rarely
observed in rabies autopsia cases (Tobium et al, 2009). Dogs infected with
paralytic strain of RABV showed longer period of illness and more intense
nuclear magnetic resonance (NMR) signals than dogs infected with strains
causing furious rabies and in the meantime, the pattern of cytokines and
chemokines mRNAs expression was larger in paralytic than in furious rabies
(Laothamatas, et al, 2008). Mice immunization with a proinflammatory myelin
protein (MBP) prior to RABV infection improved the survival to a challenge with
a silver haired bat RABV strain (SHBRV) and conversely a treatment with a
steroid hormone decreasing brain inflammation, increased the virus death rate
(Roy et al, 2007). In the same line, the overexpression of TNF-alpha (a pro-
inflammatory cytokine) by a recombinant virus attenuates replication by
inducing strong T cell infiltration and microglial activation (Faber et al, 2005).
These two last examples illustrate that increasing the inflammatory response
may be beneficial for rabies survival.

The fact that ribavirin has been described as an antiviral drug for the vesicular
stomatitis virus, a rhabdovirus closely related to RABV, and that ribavirin could
have pro-inflammatory properties, a function which might be protective against
rabies, urges us to analyse the effect of ribavirin in RABV infection. In this
purpose, we studied 1) whether Ribavirin functions as antiviral in RABV-infected
fibroblast and neuroblastoma cells, 2) whether ribavirin stimulates the brain
innate immune response by measuring OAS-1, CCL-2, TNF-alpha, IL-6 and IFN-
beta mRNAs expression by Real Time PCR, and finally 3) whether ribavirin given

orally is beneficial in an experimental mouse rabies model.

Antiviral effect of ribavirin treatment in RABV-infected cell cultures

At first, the effect of ribavirin on RABV infection was analyzed in vitro using BSR-
T7, a fibroblast cells derived from BHK-21 (Buchholz al, 1999) which is a

ribavirin sensitive cell (Shah et al. 2010), and SK-N-SH, a human neuroblastoma
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cell line, (ATCC, HTB-11). Cells were cultivated in 6 well-culture plates and
treated with 1mM of ribavirin diluted in sterile water 24h before viral infection.
CVS (Challenge Virus Strain, ATCC vr959) was used to infect cells with a
multiplicity of infection (moi) of 3 or 0.1. Infection was carried out in ribavirin
free medium. Two hours after infection, cells were washed to remove unbound
virus particles and cells were re-fed with medium supplemented with Rrbavirin.
There was no sign of cell toxicity in the ribavirin-treated cells. Cell culture
supernatants were collected 24h and 48h post-infection and assayed for RABV
titration as described (Faul et al, 2010). As shown in Table 1, on the contrary to
non-treated cultures, supernatants of ribavirin-treated cells, even those collected
48h after infection, did not trigger cell infection in the titration assays,

suggesting that ribavirin has an antiviral effect.

The antiviral effect of ribavirin is cell type dependent

The antiviral effect may result from two mechanisms: 1) Ribavirin treated cells
are resistant to infection or 2) Ribavirin-treated cells block the production of
infectious virions To analyze how ribavirin controls RABV infection in cells,
detection of RABV proteins and presence of sites of replication (Negri Bodies,
NBs) (Menager et al, 2009, Lahaye et al, 2009) were analyzed by
immunocytochemistry using antibodies directed against the RABV nucleocapsid
(NC) a component of NB. Cells were either RABV-infected (moi 3 or 0.1) or mock-
infected and treated or no treated with ribavirin. Initially, a moi of 3 was chosen
in order to achieve more than 90% of infection in the control cells (i.e. not
treated with ribavirin). A moi of 0.1 was tested in order to visualize the infection
after a virus cycle was completed (RABV viral cycle duration is 20h-24h in these
cell lines). Forty-eight hours or 24h later, RABV-infected and mock-infected cells
were washed once with PBS Ca2*Mg?*, fixed with 4% PFA for 20 min at room
temperature (RT) and washed again. The samples were then incubated for 20
min at RT in 0.3% Triton X-100-PBS; surface IgG receptors were blocked with a
saturating buffer (ST) (2% bovine serum albumin and 5% FBS in PBS) for 30 min
at RT. Slides were incubated 30 min at 4°C with FITC conjugated anti RABV NC
rabbit Ab (Biorad, ref 357-2114, Garches, France) diluted in ST. Nuclei were
stained with Hoechst 33342. Slides were washed with PBS Ca2*Mg?+, using water
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for the last wash. Coverslips were mounted in Fluoromount-G™ and analyzed
under UV illumination with Leica Microscope DM 5000B coupled with MIC CTR
5000 Camera and Software FW4000I.

As shown in Fig 1A, after an infection with a moi of 3 or 0.1 a ribavirin treatment
drastically decreases the formation of NBs (green dots seen in the cytoplasm of
infected non treated cells) in the fibroblast cell line. An identical result is
obtained with an moi of 3 (data not shown). On the contrary, at a moi of 3, the
human neuroblastoma cells exhibited infection even though most of the infected
cells showed smaller NBs in the ribavirin treated cells as compared to the non-
treated. At a moi of 0.1, only 10 % of the SK-N-SH exhibited NBs, and the
neighbouring cells were not infected (NBs were not detected).

Altogether, these results indicated that in fibroblast cells, a ribavirin treatment
renders the cells refractory to RABV infection. This does not occur in human
neuroblastoma cells, which remain permissive to RABV infection but which do

not produce infectious virions.

In order to investigate whether the ribavirin effect in SK-N-SH could be linked to
a disabled viral transcription/replication, RABV N transcripts were measured in
moi 3 infected cells treated or not with Ribavirin by real time RT-Q-PCR
following the procedures described by Prehaud et al (2005). As shown on Fig 1B,
the level of RABV N transcripts dropped dramatically (>X2000) in the ribavirin-
treated cells. This result and the fact that the NBs are smaller in the ribavirin-
treated human neuroblastoma cells, are in agreement with the idea that RABV

transcription/replication is impaired by ribavirin.

To precisely compare the percentages of infected cells and the amount of NC
that accumulates in the cytoplasm of infected cells (moi 0.1) after a ribavirin
treatment or without treatment, cell cultures stained with a NC specific Ab were
analysed by flow cytometry (Fig 1 C).

Samples were prepared as follows : 24h-RABV-infected cells were washed once
with phosphate-buffered saline (PBS) containing Ca2*Mg2+ (PBS Ca2+Mg?+),
scraped and pelleted in staining buffer (SB) (PBS, 1% inactivated foetal bovine
serum (FBS), 0.1% sodium azide, pH 7.5). Cells were fixed in 4%
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paraformaldehyde (PFA)/PBS for 20 min at 4°C, and resuspended in
permeabilisation buffer (PB) (PBS, 1% FCS, 0.1% sodium azide, 0.1% saponin).
Cells were then incubated with FITC-conjugated anti NC Ab (Biorad) for 2h at
37°C. Cells were then washed with PB and resuspended in CellFIX™ (BD
Biosciences, USA) for flow cytometry analysis to determine the percentages of
infected cells and the accumulation of RABV NC. The accumulation of NC was
measured by the mean fluorescence of FITC-conjugated anti-NC in the culture.
Mean fluorescence of the ribavirin-treated cultures was expressed as a
percentage of the mean fluorescence obtained in non-treated cells (results are
given in arbitrary units). As shown in Fig 1C, both the percentage of the infected
cells and the accumulation of viral NC were severely decreased in ribavirin-
treated BSRT7 and SK-N-SH infected cells. As previously observed by UV
microscopy, a low percentage (15%) of infected cells was still seen detected in
ribavirin-treated SK-N-SH and low NC accumulation can still be observed (less
than 10 arbitrary units), whereas none were detected in BSR-T7 cells, suggesting
that RABV-infected SK-N-SH were less susceptible to the anti viral effect of
ribavirin than RABV- infected BSR7-T7 cells.

In summary, human neuroblastoma which are representative of the RABV host
cell type are still sensitive to infection under ribavirin treatment, they still allow
a slight but highly disabled viral transcription/replication to occur but they do

not release infectious virus particles.

Orally given ribavirin triggers a transient innate immune response in the
brain

Twenty-four C57BL6 S.P.F females mice, f4 week-old were either treated with
ribavirin (7mM of Ribavirin in 0.2ml of water given orally at day 1, 2 and 3) or
inoculated with sterile water in order to evaluate putative ribavirin side effects
and Ribavirin action on the host innate immune response in the brain. Mice
were sacrificed day 5 and 10 post inoculation of water or Ribavirin. Brains were
collected and stored at -80°C for real-time RT-PCR experiments. RNA from brain
tissues was extracted using Invitek® kit and stored at -80°C. Reaction for cDNA
synthesis consists in 1ug of extracted RNA, 1ul of Oligo-DT primer (Invitrogen®)

and 1ul of SuperScript II (Invitrogen®), according to manufacturer’s
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instructions. Real-time PCR reaction was performed with 2uL of 1/50 diluted
cDNA, 1uL of 0.1 pg of each primers and Syber Green (Promega®) in a final
volume of 25pL according manufacturer’s instruction. Primers for mouse genes
(OAS-1, CCL-2, IL-6, IFN-beta and TNF-alpha) were supplied by Qiagen®.

In ribavirin-treated mice, no obvious toxic effects such as weight lost or
alterations in the animal behavior were observed.

Five days after the start of the ribavirin treatment (three doses at day 1, 2 and 3)
a significant innate immune response in the brain with an increase of the mRNAS
of the antiviral OAS1 gene, chemokine CCLZ, inflammatory cytokines IL6 and
TNF-alpha and an increase of mRNAs of IFN-beta was observed. The ribavirin-
mediated stimulation of innate immune gene response in brain has vanished by
day 10 after the start of the drug treatment. These results indicate that ribavirin
can stimulate the brain innate immune response three days after the end of the
treatment. Nevertheless, the drug effect on the brain innate immune is not a long
lasting effect since the brain innate immune response has returned to the non-

treated basal level seven days after the end of treatment.

RABV-infected mice treated with ribavirin did not show any increase in the
survival rate
Twenty-four C57BL6 S.P.F females mice, 4-week-old were inoculated with street
RABV variant 2 originated from dog in Brazil (,sequence with 98% of homology
to AB263342.1 gene bank access number) kindly provided by the Zoonosis
Center Control of Sao Paulo, in a dose of 0,04mL (DL50 10 '3’39) in the right limb.
After inoculation, one group was left untreated and the second group was
treated orally with Ribavirin 24h, 48h and 72 h after the inoculation, with 0.2 mL
of ribavirin (7mM) diluted in sterile water. Eight mice from each group were
sacrificed 5 and 10 days post-virus injection and eight mice were maintained for
30 days for evaluation of clinical signs and mortality. Brains were collected and
stored at -80°C, for further real-time RT-PCR experiments, which were
performed as above. Primers for RABV N-gene were manufactured according to
Soares et al (2002)
In RABV infected and treated animals, higher percentage of lethality was
observed compared to the non-treated group (Fig3A), although statistical
8



significance was not reached indicating that Ribavirin treatment was not
protective (Mantel-Cox test; Chi square=2,847 and p value= 0,0916) Infected and
ribavirin-treated mice showed more severe clinical signs, but not statistically
significant (p>0.05) than infected mice non-treated with ribavirin (Fig3B). RABV
N-gene expression was measured by Real-Time PCR in day 10 infected mice of
the two groups. No difference was seen between the two groups (data not
shown).

The samples positive for RABV N protein identified by real time RT PCR and
samples from non-inoculated and ribavirin-treated mice were assayed for
mRNAs of 0AS-1, CCL-2, IL-6, IFN-beta and TNF-alpha. Virus-inoculated and
ribavirin-treated mice at day 10 showed no difference in the gene expression of

innate immune response compared to the only inoculated animals (Fig3C).

Conclusion

In conclusion, our study demonstrated that despite activation of an innate
immune response in the brain and an antiviral effect in vitro in neuronal
cultures, an orally given ribavirin treatment in rabies inoculated mice did not
improve survival rate.

We observed that stimulation of  inflammatory reaction (TNF, IL6)
chemoattractive stimulation (CCL2) and antiviral genes (IFN-beta and OAS1 )
were transient and vanished at day 10. This may suggest that ribavirin treatment
could have been given a second time at day 5 in order to provide a sustained
inflammatory antiviral and chemoattractive reaction in the infected brain. In
addition, our experiements indicated that neuroblastoma cells were more
resistant to ribavirin treatment than fibroblast. This may suggest that ribavirin
doses recommended to treat disease in the periphery (liver or lungs) might be
increased in the case of a viral infection targeting neuronal cells. This may
indicate also that, in case of rabid patients, giving ribavirin orally or by perfusion
may not be optimal. It has to be remembered that ribavirin has not been shown
to pass the blood brain barrier very efficiently and in a Borna virus model
ribavirin is an efficient antiviral when administered intracranially (Solbrig, et al,

2002; Willoughby. et al, 2005).



All together, these data argue for the need of further studies in order to validate

and/or improve the ribavirin protocol in rabies.
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Legends

Table 1. RABV titration, 24 hours and 48 hours post infection in cell culture

supernatant of BSR-T7 and SK-N-SH cell culture, with moi 0.1 or 3, treated with

ribavirin (1mM RV) or non-treated cells.

VIRAL TITER (FFU/ML)

Cell

line

BSR-T7
BSR-T7
SK-N-SH
SK-N-SH
BSR-T7
BSR-T7
SK-N-SH
SK-N-SH

Hours MOI Without

post cell Ribavirin

infection

24 3 2.3 E+ 05 +/- 3.0E+04
48 3 20E+06+/-0

24 3 6.6E+02+/-6.0E+01
48 3 70E+02+/-1.0E+02
24 0.1 20E+05+/-0

48 0.1 46E+07+/-6E+06
24 0.1 73E+04 +/-3.0E+03
48 0.1 23E+05+/-3.0E+ 04

With

Ribavirin

o O O o o o o o
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Figure 1. Antiviral effect of ribavirin in RABV - infected cell cultures.

A. Formation of Negri Bodies (NBs) in BSR7-T7 (upper panels) or SK-N-SH
(bottom panels infected with RABV(RABV) at a moi of 0.1 or non infected (NI)
and treated with ribavirin (RV) or non treated cells (NO RV). Cells were
permeabilised, fixed and stained with a FITC conjugated anti RABV NC Ab

(green). Nuclei were stained in blue (Hoescht 33342).
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B. Measure of RABV transcription/replication by RT-Q- PCR (N gene target) in

RABV-infected, Ribavirin treated or non treated cells

C. Measure of RABV infection (a, c) and RABV NC accumulation (b,d) in BSR7-T7
(a/b) and SK-N-SH (c/d) infected cells with an moi 0.1 Ribavirin treated (1mM
RV) and non treated (without RV) cells BSR-T7 by flow cytometry.
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Figure 2. Orally given ribavirin stimulates innate immune response in

brain

Expression of innate immune response related genes OAS-1, CCL-2, TNF-alpha,

IL-6 and IFN-beta mRNas measured by Real-Time Q-PCR in brains of of non
treated (saline) and ribavirin treated mice, 5 days (5d) and 10 days (10d) post
Ribavirin or saline treatment. Results are expressed by taking sterile water
inoculation as standard value of 1. Results at day 5 and day 10 are statically

significant different at p< 0.001 (Student’s T test).
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Figure3. Effect of orally given ribavirin on experimental rabies in mice.

A. Survival curves were compared between only inoculated group (red line) and
inoculated and ribavirin-treated group (orange line). Data are presented as
Kaplan-Meier survival curves. Differences between the two groups are not

statistically significant.

B. Cumulative clinical scores. Comparison between infected group (blue) and
infected and Ribavirin treated group (red). Classification between 0 (no clinical
signs), 2(hair bristling, hyperexcitability or depression with no signs of
paralysis), 3(paralysis of one or both limbs) and 5 (death). Statistical analysis
Student T test, p = 0,01784
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C. Expression of immune gene, OAS-1, CCL-2, TNF-alpha, IL-6 and IFN-beta by
Real-Time Q-PCR in brain samples harvested 10 day post virus inoculation in the
infected mice either treated with ribavirin treated (T) and non-ribavirin treated

mice (NT). Not statistically different (Student ‘s T test).
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