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RESUMO

Inibidores da enzima transcriptase reversa e da protease foram avaliados quanto ao seu efeito
inibitério na replicacdo do Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) cepa CAEV Cork e do virus
Maedi-Visna (MVV) cepa K1514 cultivados em células fibroblasticas de caprinos. Os farmacos
utilizados foram: lamivudina, didanosina, estavudina, zidovudina, efavirenz, atazanavir e
lopinavir/ritonavir. A maior concentragao utilizada para lamivudina, estavudina, zidovudina e
efavirenz foi 500 pM, para atazanavir foi 50 uM e 5,0 uM para lopinavir/r e didanosina. A atividade
antiviral in vitro foi pesquisada por meio da avaliagdo da viabilidade celular através da redugao
do MTT e pela pesquisa de inibi¢do dos efeitos citopaticos (CPE) dos virus. A replicacdo dos virus
s6 ndo foi completamente bloqueada pelos inibidores de protease (IP) atazanavir e lopinavir/r
enquanto os demais apresentaram eficdcia antiviral significativa em diferentes concentragdes. Os
IP juntamente com o efavirenz, ndo mostraram atividade antiviral quando foram avaliados pela
técnica de redugdo do MTT. Esses dados indicam que os farmacos inibidores da transcriptase
reversa lamivudina, didanosina, estavudina e zidovudina sdo eficazes na inibi¢do in vitro dos
lentivirus de pequenos ruminantes.

PALAVRAS-CHAVE: Maedi-Visna, Artrite Encefalite Caprina, inibidores da transcriptase reversa,
inibidores da protease.

ABSTRACT

INHIBITION OF SMALL RUMINANT LENTIVIRUS BY ANTIVIRAL DRUGS. Inhibitors of the
reverse transcriptase and protease enzymes were evaluated for their inhibitory effect on the
replication of caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) strain CAEV Cork and of the Maedi-
Visna virus (MVYV) strain K1514 cultured in fibroblastic cells. The drugs lamivudine, didanosine,
stavudine, zidovudine, efavirenz, atazanavir and lopinavir/ritonavir were used. The highest
concentration used for lamivudine, stavudine, zidovudine and efavirenz was 500 puM, for
atazanavir it was 50 pM and 5.0 pM for lopinavir/r and didanosine. The in vitro antiviral activity
was investigated by evaluating the cell viability by the MTT method and testing for inhibition
of cytopathic effects (CPE) of the virus. The replication of the virus was not completely inhibited
by the protease inhibitors atazanavir and lopinavir/r in the test for CPE, while the others drugs
showed significant antiviral efficacy in different concentrations. The protease inhibitors together
with the efavirenz did not show antiviral activity when they were assessed by the reduced MTT
technique. These datashowed that the reverse transcriptase inhibitor drugslamivudine, didanosine,
stavudine and zidovudine were effective in the in vitro inhibition of small ruminant lentivirus.

KEY WORDS: Maedi-Visna, caprine arthritis encephalitis, inhibitors of the reverse transcriptase,
inhibitors of the protease.

INTRODUCAO Caprina (CAEV)eMaedi-Visna (MVV) (Haasg, 1986).
Esses virus causam enfermidades que apresentam

Os Lentivirus de Pequenos Ruminantes (LVPR) carater cronico e sao responsaveis por significativas
sdo constituidos pelos Virus da Artrite Encefalite perdas econdmicas, uma vez que sua principal forma
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de controle baseia-se na eliminagdo dos animais
soropositivos. Esses retrovirus possuem a enzima
transcriptase reversa (RT), permitindo ao RNA viral
dar origem a dupla fita de DNA proviral capaz de
incorporar ao genoma celular,além daenzima protease,
responséavel pela producdo de virions infecciosos
maduros durante a replicagio. Essas enzimas funcio-
nam como alvos potenciais dos agentes antivirais
(Pecannaetal.,2002; Souza; AtmEDA,2003). Noentanto,
até o presente momento, as vacinas e os tratamentos
para essas enfermidades tém se mostrado ineficazes.

Tem-se visto que a maioria das pesquisas com
drogas antivirais visa agdo contra as lentiviroses de
primatas, que incluem os virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e simia (SIV) e em menor grau o virus
daimunodeficiéncia felina (FIV). Poucos estudos tém
sido realizados com compostos ativos contra as
lentiviroses em ungulados que abrange o CAEV, o
MVV e o virus da imunodeficiéncia bovina (BIV).
Contudo, é possivel se verificar uminteresse cada vez
maior em comparar a susceptibilidade destes virus a
drogas anti-HIV visto que eles apresentam similari-
dade molecular e biolégica.

Por outrolado, drogas utilizadas com éxitono trata-
mentodeinfec¢des por virus DNA e RNA poderiamser
investigadas com relagdo a suas atividades contra os
LVPR. Dentre essas encontram-se os nucleosideos
inibidoresdaenzimaRT comoazidovudina, lamiduvina;
osinibidoresndonucleosidicosdaRT comooefavirenz;
os inibidores da enzima protease como o lopinavir/
ritonavir e o atazanavir. No tratamento de lentiviroses
animais, a zidovudina tem demonstrado resultados
positivos contra o virus da imunodeficiéncia felina
(HarT™MANN, 1998).

E possivel encontrar na literatura alguns traba-
lhos que demonstram agdo de drogas anti-HIV contra
a replicacdo do MVV através da andlise do efeito
citopético em cultivo de células do plexo coroide
(THORMAR et al., 1993; THORMAR et al., 1995), verificando
que os analogos nucleosideos aciclicosbem como02’,
3’-dideoxinucleosideos apresentaramagaoanti-MVV
significativa. Andlogos da citidina e outros formacos
com potencial acdo antiviral e/ou antileucémico fo-
ram testados sobreareplicagio doMVV (SALvATORI et
al., 2001) observando que estas classes de drogas
desempenharam uma efetiva inibi¢do doMV'V.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito
antiviralin vitro de farmacos antivirais contraos LVPR.

MATERIALEMETODOS
Drogas

Asdrogasantivirais utilizadas foram: osinibidores
datranscriptasereversazidovudinaou AZT (3’-azido-

3’- desoxitimidina), a didanosina (2’,3’-
didesoxiinosina ou ddI), a lamivudina (3TC), a
estavudina (2/,3'-didehidro-3'-deoxitimidina ou D4T),
o efavirens, os inibidores da protease atazanavir e o
lopinavir/ritonavir gentilmente cedidas pelo Labo-
ratério Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) e pelo
Hospital Sao José (Fortaleza, CE).

Virus

Foram utilizadas amostras dos lentivirus CAEV
Cork (Corketal., 1974) e Maedi-Visna K1514 (SIGURDSSON
etal., 1960),apresentandotitulosde 10>°e 10**TCID, /
mlL, respectivamente.

Titulacao do virus

A infectividade viral foi titulada pela inoculagao
da suspenséo viral, ao décimo, em monocamada ce-
lular de fibroblastos em placas de 96 pocos. Adicio-
nou-se 100 pL da dilui¢do do virus em cada pogo. A
placa foi incubada em estufa a 37°C com 5% de CO,
e os efeitos citopaticos (CPE) foram avaliados com 14
dias apds a infecgdo. Os titulos virais foram calcula-
dos pelo método de Reep; MUeNcH (1938).

Cultivo celular

Células primarias da membrana sinovial caprina
foram obtidas por explante da articula¢do carpal de
um animal sorologicamente negativo pela
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) para LVPR.
As células foram cultivadas em meio essencial mini-
mo (MEM) contendo penicilina, estreptomicina e
anfotericina B, suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB). Apds formagdo da monocamada celu-
lar, as células foram tripsinizadas e mantidas para
uso apds 3 passagem. A concentracdo do SFB foi
reduzida para 2% quando a cultura foi submetida a
inoculagdo viral.

Teste de citotoxicidade

O efeito dos farmacos antivirais na proliferagao
dos fibroblastos foi determinado anteriormente por
ARraujo et al. (2008) através do método de reducgéo do
MTT (brometo de 3-(4,5)-dimetiltialzolil -2,5
difeniltetrazdlio) (Sigma, EUA).

Atividade antiviral

Em todos os testes de avaliacdo antiviral os
farmacos foram utilizados nas concentracées nao
citotéxicas determinadas a priori. A maior concentra-
¢do utilizada para lamivudina, estavudina,
zidovudina e efavirenz foi 500 uM, para atazanavir
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foi50uMe 5,0 pM paralopinavir/redidanosina. Para
pesquisar a atividade antiviral dos fAirmacos foram
realizados os seguintes testes:

a) Avaliacdo da viabilidade celular pela redugao
doMTT;

b) Pesquisa de inibigdo dos efeitos citopaticos.

Avaliacao da viabilidade celular pela reducdo do
MIT

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos, sendo
que em cada pogo depositou-se 100 mL de uma sus-
pensdo celular auma concentragdode2x10°céls/mL
contendo MEM com 10% de SFB. Ap6s adesdo das
célulase formagdodamonocamada, o meiode cultivo
foi retirado, sendo entdo adicionada em cada pogo
aliquotas do virus na concentracao de 10 TCID,,
(Dose Infectante para Cultura de Tecido 50%). Essas
células ficaramincubadasa37°C, por 1 hora, paraque
ocorresse aadsorcao viral. Apds esse periodo, o meio
de cultivo foi substituido por MEM suplementado
com 2% de SFB e com as diferentes concentragdes dos
farmacos a serem testados, exceto o grupo controle
negativo que recebeu apenas MEM e o controle posi-
tivono qual se adicionou o virus e o meio sem adigdo
dos farmacos. As placas foram incubadas a 37°C em
estufade CO, por7dias. No tocantea metodologiade
redugao do MTT, essa foi realizada de acordo como
descrito por ANDRIGHETTI-FROHNER et al. (2003). A
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro (Bio-Rad,
Modelo 680, EUA) com o comprimento de onda de
490nm. O percentual de protecdo teve seu calculo
baseado na seguinte férmula:
[(A-B)/(C-B)x100],onde A, BeCindicamaabsorbancia
do extrato, virus e controle celular, respectivamente.

Pesquisa de inibi¢do dos efeitos citopaticos
A preparagdo das placas de 96 pogos e a adigao

dos virus foi semelhante a descrita para a realizagdo
da prova de reducdo do MTT. Apés o periodo de
incubagao de 7 dias, o sobrenadante foi descartado e
asmonocamadas das placas foram coradas com Cris-
tal Violeta, para avaliacdo dos CPE em microscépio
invertido.

Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em
quadruplicata e osresultados representam a media =
desviopadrao. Inicialmente os dados foram submeti-
dosaos testes de Sharpiro-wilk e Bartlett para avaliar
adistribuicdonormal e homogeneidade da variancia
entre os tratamentos. Quando atendidas as condigdes
necessdrias para andlise de variancia esta foi execu-
tadaatravésdo procedimento GLM doprograma SAS
(1999) e as médias comparadas pelo teste Student
NewmanKeuls (SNK).Noscasosdeheterocedasticidade,

mesmo ap0s transformagdo logaritmica, angular ou
radicial dos dados, as anélises foram realizadas por
meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.

RESULTADOSEDISCUSSAO

Para simular o tratamento de uma infecgido
estabelecida, as drogas antiretrovirais foram adicio-
nadas ap6s infecgdo das células fibroblasticas com as
cepas CAEVCoeMVVKI1514eoresultado dainibi¢do
dos CPE avaliado apds 7 dias de incubacdo. Na
determinagdo da citotoxicidade verificou-se que a
lamivudina, a estavudina,a zidovudina e o efavirens
apresentaram concentragao citotoxica média (CC,)
de 500 uM. A CC, paralopinavir/r e didanosina foi
5puMeparaoatazanavir de 50 M (Araujoetal., 2008).
Portanto, essas representam as maiores concentra-
¢Oes utilizadas para avaliagdo da inibi¢gdo dos LVPR
invitroem fibroblastos. Como concentra¢doinibitéria
média (CI, ) considerou a menor concentragao capaz
de inibir a replicagdo dos LVPR.

Os andlogos nucleosidicos inibidores da
transcriptasereversa (NRTIs)lamivudina, estavudina
ezidovudinainibiram significativamente olentivirus
caprino. A zidovudina com concentragdo inibitéria
média (CI,)) de 0,5 uM, enquanto a estavudina e a
lamivudina apresentaram CI, de 0,005 uM. Quantoa
agdo deinibicdo do lentivirus ovino, além dos NRTIs
lamivudina, estavudina, didanosina e zidovudina o
nadonucleosidico efavirens foram significativamente
eficazes, demonstrando CI,; de 0,05 pM para
zidovudina e efavirens. A lamivudinaeadidanosina
expressaram CI, de 0,005 uM e a estavudina de 0,5
pM. Por outro lado, os inibidores de protease,
atazanavir e lopinavir /r ndo foram capazes de inibir
significativamente os CPE dos LVPR. Esses dados
corroboram com os resultados encontrados por
THORMAR et al. (1993) nos quais verificam que a
zidovudina e a estavudina inibiram a replicagdo do
MVYV cepa K796 e diferem daqueles encontrados por
DAHLBERG et al. (1987) que constataram que farmacos
altamente eficazes contra o HIV, como a zidovudina
eaestavudina, ndodemonstraram atividade contraa
replicaciodoCAEV, enquantoalgunsdideoxinuclesideos
foram altamente eficazes. Estes autores sugerem que
essesachados podem decorrer da diferenca existente
entre o CAEV e o HIV quanto a susceptibilidade aos
farmacos ou pela diferenga entre os tipos celulares
utilizados em cada experimento. No que diz respeito
ao tipo celular, neste trabalho foram utilizados
fibroblastos provenientes de membrana sinovial
caprina, visto que eles sdo susceptiveis a infecgdo e
multiplicagdo das cepas padrdes utilizadas que fo-
ram CAEVCo da artrite encefalite caprina e MVV/
K1514 do virus Maedi-Visna. THORMAR et al. (1993),
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utilizaram células de plexo coroide, pois buscavam
a similaridade das rea¢des neurolégicas com os
pacientes de HIV comparados aos de visna dos
ovinos, além disso as cepas virais foram Visna K796
e isolados de ovinos islandeses com pneumonia
denominadas de M88 e M34. SaLvaTori et al. (2001)
utilizaram também células do plexo coroide de ovi-

ELamivudina OEstavudina
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nos; o clone neurovirulento KV1772 e amostra
MV1514.

No tocante aos farmacos antivirais, SALVATORI et al.
(2001) utilizaram onze drogas dentre elas a
zidovudina, enquanto THORMAR et al. (1993) utiliza-
ram 23 fosfatos nucleosidicos aciclicos entre os quais
a didanosina.
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Fig. 1 - Efeito dos farmacos inibidores da transcriptase reversa sobre o CAEV.
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Fig. 2 - Efeito dos farmacos inibidores da transcriptase reversa sobre o MVV.

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.77, n.2, p.225-232, abr./jun., 2010



Inibicdo dos lentivirus de pequenos ruminantes por drogas antivirais.

UDidanosina x MVV B Lopinavirt x MVV
ODidanosina x CAEV B Lopinavirt x CAEV

20 - *
70 S
el

=

S

5

'E-iﬂ—

;ESD-
20 4
10 4
0 T

0,005 0,05

0,5 3

Fig. 3 - Efeito inibitério dos farmacos antivirais didanosina e lopinavir/r sobre o CAEV e o MVV.
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Fig. 4 - Efeito antiviral do inibidor de protease atazanavir sobre o MVV e o CAEV.

As divergéncias na atividade antiviral dos NRTIs
em tipos celulares diversos dependem da afinidade
desses farmacos com as quinases que estdoenvolvidas
naconversaometabdlicadocompostoparaaformade
trifosfato (Wrrvrouw et al., 2000; BaLint, 2001).

Os NRTIs inibem a replicacdo do acido nucleico
através da inibicdo de enzimas das vias metabdlicas

das purinas ou pirimidinas pela inibigdo das
polimerases utilizadas na replicacdo do &cido
nucleico. Além disso, alguns andlogos podem ser
incorporadosaodcidonucleicoebloquear suasintese
ou alterar sua funcédo (Brooks et al., 2000). Esses ana-
logos nucleosideos, para ficarem ativos, necessitam
sofrer fosforilagdo intracelular para se converterem a
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forma 5’-trifosfato atuando como inibidor competiti-
voousubstratoalternativo paraatranscriptasereversa
(De CLErCQ, 2005). A auséncia ou reducao da
fosforilagao intracelular justifica o fato da porcenta-
gem de inibicdo da replicagdo viral para algumas
drogas ser maior na concentracdo mais baixa. Essa
auséncia e/ou reducdo da fosforilagao intracelular
podeserresultado daacdo citopética das cepas virais.
Seoinibidor forincorporadoacadeiade DNA, torna-
se impossivel a continuidade do seu crescimento.
Assim, os NRTIs funcionam como terminadores de
cadeia (WrTvrouw et al., 2000; BALINT, 2001). Anédlogos
de nucleosideos incapazes de serem convertidos em
nucleotideos sdo fatalmente inativos.

Quandoaformadeavaliacdodaatividadeantiviral
foiaredug¢dodoMTT, alamivudina, aestavudinaea
zidovudina inibiram significativamente o CAEV na
concentracdo de 0,005 pM com um percentual de
inibicdoacima de70%. Porsuavez, o efavirenznao foi
capaz de inibir esse virus nas concentracdes avalia-
das (Fig.1).Noquedizrespeitoaagaodesses farmacos
contra o MVV, observa-se que a lamivudina e a
zidovudina apresentaram agdes significativas nas
concentracdes de 0,005 e 50 pM, respectivamente.
Apesar da estavudina apresentar uma inibigdo de
63% na concentragdo de 5,0 1M, essa nao foi signifi-
cativa. O efavirenz, asemelhanga dosresultados para
o CAEV, ndo mostrou acdo significativa sobre o
lentivirus ovino (Fig. 2).

A didanosina ndo inibiu significativamente o
CAEV apesar da inibi¢do de 52% na concentracgdo de
0,005 ptM, porém nessa mesma concentracdo verifi-
cou-se uma inibi¢do significativa contrao MVV (Fig.
3). De forma andloga ao teste de inibi¢cdo dos CPE o
lopinavir/r (Fig. 3) e atazanavir ndo indicaram ativi-
dade antiviral expressiva contra os LVPR, apesar
desse farmaco apresentar 59% de inibi¢do do CAEV
na concentragdo de 5 pM (Fig. 4). Como os inibidores
de protease atuam na fase final do ciclo de replica¢do
viral, a falta de atividade antiviral dos inibidores de
proteaselopinavir/reatazanavirsugere queos LVPR
encontravam-se nas células infectadas na forma pro-
viral. Visto que a protease, enzima alvo desses
farmacos, é responsavel pela clivagem das polipro-
teinas virais produzindo as proteinas estruturais
finais dos LVPR (LE et al., 2001; Mak et al., 2003;
Ontaka; FRERE, 2005; SAFRIN, 2008).

Entre os testes utilizadosnaavaliagdo da atividade
antiviral observa-se umasimilaridade entre osresulta-
dos, com excegdo do farmaco efavirenz que, ao contra-
rio dos resultados apresentados na prova de pesquisa
de inibi¢do dos CPE, ndo mostrou eficicia contra os
LVPR quando avaliado pela técnica de reducao do
MTT. Ademais,comparando osresultados obtidosem
ambas as técnicas, verifica-se que as concentragdes
eficazes foram diferentes para alguns farmacos. Essas

diferencasnaatividade antiviral podemserexplicadas
pela utilizacdo de uma técnica de avaliacdo subjetiva
como na pesquisa de inibi¢do dos CPE.

SMEE et al. (2002) afirmaram que, algumas vezes, a
técnica do MTT pode mascarar a agdo de certas subs-
tancias, uma vez que, a exigéncia de conversdo
enzimatica pelas células viaveis, é possivel que certos
compostos inibam esse processo fazendo com que
alguns compostos sejam mais oumenos ativos do que
elesrealmentesdo. Alémdisso, as discrepancias entre
os efeitos inibitérios desses farmacos provavelmente
refletem as diferencas na conversdo metabdlica em
células fibroblasticas.

Com excegao da multiplicidade de pesquisas exis-
tentescomoHIV, osestudos quevisamavaliaraagdode
farmacos contra as lentiviroses em animais ainda sao
escassos. No entanto, THORMAR et al. (1993) analisaram
o efeito inibitério in vitro de andlogos fosfonato
nucleosideo aciclico na replicacio do Maedi-Visna ve-
rificando que a maioria dos fosfonatos nucleosideo
aciclico inibiu a replicagdo do MVV e que existe forma-
¢dodeCPEnasconcentracdesentre(,2a 1,8 1M. THORMAR
etal.(1995)avaliaram outrosagentescomacaoanti-HIV
comprovada contra a replicagdo do Maedi-Visna virus
(MVV)atravésdaanalise doefeitocitopaticoemcultivo
de células do plexo coroide, sendo possivel constatar
que os analogos nucleosideos aciclicos, bem como 02,
3’-dideoxinucleosideos, mostraramagdoanti-MVV sig-
nificativa. SALVATORI ef al. (2001) testaram analogos da
citidina e outros farmacos com potencial acdo antiviral
e/ou antileucémico sobre a replicagdo doMVV, obser-
vando que essas classes de drogas desempenharam
uma efetiva inibi¢do do MVV. Outros farmacos como
anélogos deoxinucleosideos e alguns nucleosideos ti-
veram sua atividade antiviral testada contraoMVV eo
herpesvirus bovino 1 (BHV-1) e foi possivel averiguar
que todos os compostos apresentaram boa atividade
antireplicativa (SALVATORI ef al., 2002).

CONCLUSOES

Os inibidores da enzima transcriptase reversa
inibiram in vitro a replicagdo dos LVPR, enquanto os
inibidores da enzima protease nao foram capazes de
impedir a multiplicagdo dos LVPR. Desta forma, os
resultados alcangados representam o alicerce para
descoberta de uma terapéutica eficaz para a infecgdo
ocasionada pelos LVPR, sendoimprescindivel aava-
liacdo in vivo da eficacia desses farmacos.
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