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RESUMO

O Zika Virus (ZIKV) € um teratbgeno humano responsavel pela sindrome
congénita do ZIKV (SCZ), promovendo microcefalia em recém-nascidos
expostos ao virus durante a gravidez. Até o momento, ndo existe nenhum
farmaco ou vacina que seja utilizado para prevenir ou minimizar os efeitos
nocivos causados pelo ZIKV no desenvolvimento embrionario humano. Desta
maneira, a avaliagdo de farmacos conhecidos ou o desenvolvimento de novas
moléculas seguras e com efeitos antivirais se reveste de fundamental
importancia. Neste contexto, dois compostos farmacologicos, TH5487 e TH6744
foram recentemente desenvolvidos e se mostraram antivirais em culturas
celulares. Porém, para a continuidade do desenvolvimento destas moléculas,
testes em modelo animal sdo necessérios. Os embrides de galinha sdo um
modelo experimental de facil manipulacdo e acesso, sendo utilizados em
diversos estudos de seguranca e eficacia de farmacos. Além disso, ha modelos
de SCZ em embrides de galinha, o que permite a avaliacdo da seguranca e da
eficacia de fAarmacos antivirais. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo,
a seguranca e o potencial antiviral dos compostos TH5487 e TH6744 utilizando
embrides de galinha como modelo experimental. Para isso, duas etapas de
experimentos foram realizadas conforme descrito a seguir. Na primeira etapa
avaliou-se o potencial teratogénico de ambos 0os compostos, utilizando diferentes
concentracdes (10 uM, 20 uM e 40 uM) de cada farmaco, aplicadas em embrides
de galinha no estagio HH 16-18. Os embrides foram acompanhados por sete
dias e ao final foram comparados aos controles em diferentes desfechos:
mortalidade, crescimento e taxa de anomalias congénitas. Na segunda etapa, foi
verificado o potencial dos compostos na dose mais alta testada (40 pM) em
reduzir ou resgatar as anomalias de desenvolvimento causadas pela exposi¢céo
embrionaria ao ZIKV. Embrides de galinha no estagio HH 10-12 foram expostos
ao ZIKV ou ao meio de cultura (controles) e apos 24 horas pos-infecgao (hpi) ou
72hpi foram expostos ao farmaco ou ao veiculo apenas (controles). Os embrides
foram avaliados apds 96hpi e comparados quanto ao tamanho do mesencéfalo.
Como resultados, foi possivel observar que ambos compostos ndo afetaram a

sobrevivéncia, o desenvolvimento e o crescimento dos embrides de galinha,



mostrando-se nado teratogénicos nesta espécie animal. Além disso, observou-se
gue ambos foram capazes de reduzir os efeitos danosos que o ZIKV causou no
desenvolvimento encefalico dos embrides testados. Verificou-se que embrides
tratados com TH5487 apresentam tamanho encefalico semelhante a controles
qguando o composto foi aplicado em 24hpi ou 72hpi e que embrides expostos a
TH6744 apresentaram tal fendtipo apenas quando o farmaco foi aplicado em
24hpi, demonstrando um efeito tempo-dependente. Concluindo, os dois
compostos investigados ndo se mostraram teratogénicos, apresentaram
potencial antiviral, minimizando os efeitos causados pelo ZIKV e recuperando o

tamanho médio do mesencéfalo.

Palavras-chave: sindrome congénita por ZIKV, microcefalia, embrides de

galinha, ZIKV, modelos animais de SCZ, farmacos antivirais.



ABSTRACT

Zika Virus (ZIKV) is a human teratogen responsible for the Congenital ZIKV
Syndrome (CZS), marked by the occurrence of microcephaly in newborns
exposed to the during pregnancy. To date, there is no medication or vaccine used
to prevent or minimize the harmful effects caused by ZIKV on human embryonic
development. Therefore, it is important to evaluate known drugs or develop new
safe molecules with antiviral effects. In this context, two pharmacological
compounds, TH5487 and TH6744, were recently developed and proved to be
antiviral in cell cultures. However, for the continued development of these
molecules, tests on animal models are necessary. Chicken embryos are an
experimental model that is easy to manipulate and access and have been used
in several studies on drug safety and efficacy. Furthermore, there are SCZ
models in chicken embryos, which allow the evaluation of the safety and efficacy
of antiviral drugs. Thus, the objective of this study was to evaluate in vivo the
safety and antiviral potential of compounds TH5487 and TH6744 using chicken
embryos as experimental model. For this, two steps were carried out, First, the
teratogenic potential of these compounds was evaluated. In this evaluation,
different concentrations (10 puM, 20 pM and 40 pM) of each compound were
applied in chicken embryos at the HH 16-18 stage. The embryos were monitored
for seven days and at the end were compared to controls in different outcomes:
mortality, growth and rate of congenital anomalies. Next, the potential of the
compounds to reduce or rescue developmental anomalies caused by embryonic
exposure to ZIKV was evaluate dat the highest tested dose (40 puM). Chicken
embryos at stage HH 10-12 were exposed to ZIKV or culture medium (controls)
and after 24 hours post-infection (hpi) or 72 hpi were exposed to the drug or
vehicle alone (controls). Embryos were evaluated after 96 hpi and compared for
mesencephalon area. As results, it was possible to observe that both compounds
did not affect the survival, development and growth of chicken embryos, showing

to be non-teratogenic in this animal species.

Furthermore, it was observed that both were able to reduce the harmful effects
that ZIKV causes on the brain development of the embryos tested. It was found

that embryos treated with TH5487 had brain size similar to controls when the



compound was applied at 24 hpi or 72 hpi and that embryos exposed to TH6744
showed this phenotype only when the drug was applied at 24 hpi, demonstrating
a time-dependent effect. In conclusion, both compounds investigated were not
teratogenic, had antiviral potential, minimized the effects caused by ZIKV and

were capable of recovering the average size of the mesencephalon.

Keywords: congenital ZIKV syndrome, microcephaly, chicken embryos, ZIKV,
animal models of CZS, antiviral drugs.
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1. INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) foi descoberto em 1947 na floresta Zika, em Uganda
e seus primeiros registros de infeccdo em humanos foram em 1954, na Nigéria
(MACNAMARA, 1954).0s primeiros casos de surtos da infeccdo deste virus
ocorreram em 2007 no Gab&o, na Africa e nas llhas Yap e Gu&o, na Micronésia
(WEAVER et al., 2016). Um estudo molecular evolutivo aponta para a chegada
do ZIKV no Brasil ainda em 2013, porém sua detec¢do ocorreu apenas no inicio
de 2015 (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; FARIA et al., 2016). Neste
mesmo ano, observou-se no Brasil um aumento expressivo no nimero de recém-
nascidos com microcefalia nas regides Norte e Nordeste, onde ocorria a maior
circulacdo do virus. Em seguida, apés avaliacdo e caracterizacao criteriosa dos
casos foi estabelecida a correlacdo da exposi¢cao do virus durante a gestacdo e
a microcefalia, passando a ser reconhecido o ZIKV como um novo agente
teratogénico (agente ambiental capaz de causar anomalias congénitas) humano,
causador da Sindrome Congénita do ZIKV (FARIA et al., 2016; RASMUSSEN et
al., 2016; SCHULER-FACCINI et al., 2016; WEAVER et al., 2016).

A SCZ é caracterizada por um conjunto de anomalias congénitas,
estruturais e funcionais, levando a alteracbes no desenvolvimento do sistema
nervoso central (SNC) com diferentes apresentacdes fenotipicas, incluindo uma
série de anomalias cerebrais, deficiéncia intelectual, dificuldades de
coordenacao motora e rigidez muscular (DEL CAMPO et al., 2017a; SCHULER-
FACCINI et al., 2022). Entre 2015 e 2022, foram notificados ao Ministério da
Saude do Brasil, mais de 20.000 casos suspeitos de SCZ, dos quais 1.857 casos
foram confirmados (BRASIL, 2023). Embora o periodo de emergéncia em Saude
Publica tenha sido encerrado oficialmente em 2017, ainda ha registros de novos
casos e mortes relacionadas a SCZ no Brasil, continuando a ser considerada um
problema de saude global (BRASIL, 2023).

N&o é possivel descartar a possibilidade de uma nova epidemia de ZIKV
em regides ja afetadas e o risco de propagacéo para outras regidbes onde seus
vetores, principalmente as espécies de mosquitos Aedes aegypti e Aedes
albopictus, estejam presentes. Uma situagao preocupante tendo em conta 0s

efeitos do ZIKV no desenvolvimento neuroldgico.
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Até o momento, ndo existem vacinas ou farmacos disponiveis que tenham
evidéncias comprovadas de que sejam capazes de prevenir ou minimizar os
efeitos danosos que o ZIKV causa no desenvolvimento humano (PIELNAA et al.,
2020a). Portanto, a busca por um farmaco anti-ZIKV seguro e eficaz é
fundamental, principalmente para uso em gestantes. Neste sentido, alguns
medicamentos se destacam em testes como antivirais. O Sofosbuvir, apresentou
capacidade de inibicdo da infeccéo por ZIKV in vitro e in vivo (SACRAMENTO et
al., 2017).

A niclosamida, ndo apresentou efeitos teratogénicos em modelos animais
e em estudos in ovo apresentou propriedades anti-ZIKV (BERNATCHEZ et al.,
2020; CAIRNS et al., 2018; MESCI et al., 2018; SACRAMENTO et al., 2017).
Desta forma, ainda se faz necessario o desenvolvimento de novas moléculas
que possam atuar como um anti-ZIKV. Dois compostos farmacoldgicos
recentemente desenvolvidos, TH5487 e TH6744, apresentaram propriedades
antivirais contra o ZIKV em modelos celulares, demonstrando uma janela
terapéutica em um modelo organoide tridimensional (3D) (PETTKE et al., 2020).
Garantir a seguranca, bem como a capacidade antiviral desses compostos
recentemente desenvolvidos sdo essenciais para a utilizacdo futura em testes
clinicos, e, para isso testes in vivo sdo imprescindiveis. Destaca-se aqui 0
modelo de embrido de galinha, amplamente utilizado e bem estabelecido no
estudo de teratologia experimental e testes de triagem de drogas (WACHHOLZ
et al., 2021b). Além de inidmeras vantagens, os embrides de galinha sdo
naturalmente suscetiveis ao ZIKV e apresentam fenétipos analogos aos da SCZ
humana (GOODFELLOW et al., 2016; THAWANI et al., 2018, 2020; WACHHOLZ
et al., 2021a; WILLARD et al., 2017). No sentido de buscar novas moléculas
capazes de proteger o embrido em desenvolvimento dos efeitos danosos do
ZIKV, se faz necessério a utilizacdo de um modelo animal amplamente utilizado
em testes de toxicologia reprodutiva e capaz de mimetizar o fendtipo da SCZ,
para a avaliacdo do potencial teratogénico e antiviral dos compostos TH5487 e
TH6744.

13



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estratégias para localizar e selecionar informacdes

Uma revisdo sistematizada da literatura foi realizada para buscar artigos
relacionados aos temas abordados nesta dissertacdo. A estratégia de busca
abrangeu as bases de dados do PubMed e Embase com estudos dos ultimos 5
anos. Foram realizadas buscas a partir de combinagdes de diferentes termos
(Quadrol). A partir das buscas realizadas, foram encontrados 304 estudos. Apos
a remocédo de duplicatas (n = 39), foi realizada a leitura de titulos/abstracts,
quando foram excluidos148 artigos por ndo se encaixarem no objeto de
pesquisa. Foram incluidos, desta maneira, 117 artigos. Além disso, outros
estudos foram incluidos por conveniéncia através da busca por termos livres no
PubMed ou através da busca por referéncias contidas em artigos de revisao

relacionados ao tema desta dissertacao.

Quadro 1: Estratégia de busca aplicada para a realiza¢do de revisdo sistematizada da literatura

e busca por artigos relacionados aos temas desta dissertacao.

Artigos Artigos
Tema Termos de Busca Encontrados Encontrados
PubMed EMBASE
T [ AND
Modelosanimais | , 'erato A ,
Animal model”’ AND 2 4
de SCZ o .,
Zika virus
Modelos Animais
e ‘Animal model’ AND
Desenvolvimento ‘Zika virus’ AND 62 13
de ‘Antiviral drugs’
FamacosAntizikv
Malformation OR
Triagem de Teratogenesis AND 36 1
FarmacosAntivirais | ‘Animal model” AND
‘Antiviral drugs’
£ —
mbrlgao de ‘Chicken Embryo’
galinha como AND ‘Zika Virus’ 8 6
modelo para SCZ
Embrides de . .,
alinha e Drug Screening
gatint AND ‘Chicken 75 8
screening de ,
. Embryo
farmacos
Modelosanimais ‘Animal model” AND
‘Zika virus’ AND 71 35
para SCZ . .,
Malformation
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2.2. Virus zika: historico e sindrome congénita

O virus Zika (ZIKV) é um virus de RNA envelopado de fita simples,
transmitido principalmente por meio da picada do mosquito Aedes aegypti, que
pertence a familia Flaviviridae (ABRAMS; SOLIS; NATH, 2017; NYARUABA et
al., 2019; PIELNAA et al., 2020b).Além do Aedes aegypti, outras espécies de
mosquitos podem transmitir o virus, incluindo o vetor da maléaria, Anopheles
gambiae, Mansoniauniformis e por espécie de mosquitos do género
Eretmapodites (HADDOW et al., 2012). O virus possui grande transmissibilidade,
pois, além da picada do mosquito, também pode ser transmitido por meio de
relacfes sexuais e transmisséao vertical, ou seja, da mae para o bebé durante a
gravidez (COELHO, 2012; PIELNAA et al., 2020a; PLOURDE; BLOCH, 2016;
SONG et al., 2017).

O ZIKV foi identificado na Africa, especificamente na floresta Zika,
Uganda, e em 1954, houve os primeiros casos de infeccdo em humanos, na
Nigéria (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; MACNAMARA, 1954; MEDIN;
ROTHMAN, 2017; SMITHBURN; HADDOW, 1951; WEAVER et al., 2016). Os
primeiros casos de surtos da infeccao deste virus ocorreram em 2007 com casos
observados no Gabdo, na Africa e nas Illhas Yap e Gudo, na Micronésia
(WEAVER et al., 2016). O segundo surto do virus foi observado em 2013, na
Polinésia Francesa e outras ilhas da Oceania (MUSSO et al., 2014). No inicio de
2015 alguns casos de infecgdo foram notificados no nordeste do Brasil. Estes
nameros aumentaram e as infec¢cdes foram confirmadas em maio do mesmo ano
(Figura 1) (FARIA et al., 2016; WEAVER et al., 2016; ZANLUCA et al., 2015). A
disperséo do ZIKV no Brasil esta relacionada principalmente com a distribui¢ao
espacial de seus vetores(MARCONDES; XIMENES, 2015). A. aegypti esta
disperso especialmente nas regides norte, nordeste e centro-leste do Brasil, jA 0
A. albopictus é encontrado em regides subtropicais da regido Sul do pais
(CARVALHO; LOURENCO-DE-OLIVEIRA; BRAGA, 2014; COELHO, 2012;
VEGA-RUA et al., 2014).

15



Primelro registro de surto

EZTH Yop, Micronésia
Fim dos anos 1960 BIFIETT
: Primeiros
g de .
humana »|

Descoberta '/ hlclo de 2015 Br.ml
l.'g.mdu
m Ilhas do Pacifico (Nova C«lcdo Polinésia Francesa

nia, [lhas Cook, Ilha de Piscoa)

Figura 1: Mapa histérico da distribuicdo global do ZIKV. Adaptado de Deutsche Welle,

2016.Universidade de Lancaster, Journalof General Virology.

Salvas as excec¢0des, por se tratar de um virus de baixo efeito na saude
humana, sua passagem pela América do Sul ndo teria tamanha repercussao se
ndo houvessem sido relatados efeitos danosos ao desenvolvimento humano,
gue comecaram a ser observados no final de 2015 (DUFFY et al., 2009; IO0S
et al., 2014; PLOURDE; BLOCH, 2016). Em outubro deste ano, a Secretaria
Estadual de Saude de Pernambuco notificou o Ministério da Saude sobre as
investigacdes iniciais de 26 casos de microcefalia, recebidos de diversos
servigos de saude nas semanas anteriores a notificacdo. Tais casos diferiram do
habitual e se concluiu que se tratava de evento de importancia para a saude
publica estadual (BRASIL, 2023). De acordo com o Sistema Brasileiro de
Informacéo sobre Nascidos Vivos (SINASC), entre 2000 e 2014 a prevaléncia de
microcefalia, antes da circulacéo do ZIKV, era de 5,5 por 100 mil nascidos vivos
(MARINHO et al., 2016). Em 2015, observou-se um aumento expressivo nos
casos de microcefalia (Figura 2) com uma prevaléncia de 54,6 por 100 mil
nascidos vivos, ou seja, um aumento de 9,8 vezes (MARINHO et al., 2016;
MARRS et al.,, 2016). A partir de uma caracterizagdo clinica minuciosa e a
avaliacdo dos casos de microcefalia relacionados a infecgdo pelo ZIKV, foi

16



estabelecida entdo, a correlacdo da exposi¢cdo ao virus durante a gestacao e a
microcefalia e o ZIKV passou a ser considerado um teratdbgeno humano, o
causador da Sindrome Congénita do ZIKV (SCZ) (RASMUSSEN et al., 2016;
SCHULER-FACCINI, Lavinia et al., 2016; SCHULER-FACCINI, L. et al., 2016a).

2.000 4000
8588
2000 3500
7000
L 3000
g —_— zsoog
£ &
8 5000 - g
g 2000 2
g 4000 s
1500 Z
3000
L 1000
2000
1000 500

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

E=m 250s suspeitos rotificados
— 2cumulado de confrmad os para SCZ ououtras etiologias
e acumulado de confrmados para SCZ

Figura 2: Distribuicdo anual dos casos suspeitos de SCZ notificados no Brasil entre 2015
e 2022. A partir de 2015, os casos de ZIKV passaram a ser de notificacdo compulséria. Fonte:

Ministério da Saude, Boletim epidemiolégico 5/2023.

A SCZ se caracteriza por um conjunto de anomalias observadas na
crianca exposta intradtero ao ZIKV. Dentre as alteracdes que podem ocorrer em
menor ou maior grau, a microcefalia e os problemas de desenvolvimento do
sistema nervoso central (SNC) se destacam devido a sua gravidade e alta
prevaléncia nos recém-nascidos (CALVET et al., 2016; DE ARAUJO et al., 2016;
DEL CAMPO et al., 2017a; SCHULER-FACCINI et al., 2022). As criangas com
microcefalia podem apresentar deficiéncia intelectual, dificuldades na
coordenacdo motora, no balanco postural e na linguagem e, em casos mais
graves, também podem apresentar convulsdes, epilepsia e rigidez muscular
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(ARAGAO et al.,, 2017; DEL CAMPO et al.,, 2017a; MOORE et al., 2017;
POLONIO et al., 2017; SCHULER-FACCINI et al., 2022).

Estudos realizados com exames de imagem demonstram que criancas
afetadas pela SCZ podem apresentar perda do volume do parénquima cerebral,
anomalias na formacao dos sulcos e giros cerebrais, agenesia do corpo caloso
e ventriculomegalia. Os exames também demonstram lisencefalia, uma
acentuada auséncia de sulcos e giros cerebrais, e calcificacdes cerebrais,
fatores que limitam seu desenvolvimento e crescimento, comprometendo suas
funcdes (FRANCA et al., 2016; POLONIO et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017,
SCHULER-FACCINI et al., 2022; SOARES DE OLIVEIRA-SZEJNFELD et al.,
2016). A exposicdo ao virus durante a gravidez pode levar ao nascimento de
criancas sem qualquer manifestacdo de microcefalia, porém no decorrer do
desenvolvimento poés-natal, estas passam a apresentar crescimento lento da
cabeca, incompativel com o crescimento do restante do corpo (LINDEN, 2016).
Desfechos diversos tém sido reportados evidenciando maior ou menor grau de
alteracbes e comprometimentos, bem como auséncia de qualquer alteracao
(DEL CAMPO et al., 2017a; FRANCA et al., 2016).

Nos ultimos anos os casos suspeitos de infeccdo por ZIKV reduziram
drasticamente no Brasil, estando no menor patamar, com 736 casos notificados
(BRASIL, 2023). Entretanto, a circulagdo do ZIKV no pais, o estabelecimento de
seus vetores em regides tropicais e subtropicais com condi¢des climéticas e
ambientais adequadas, alteracdes climaticas mundiais, como o aquecimento
global, crescimento populacional, urbanizacéo rapida e ndo planejada e falta de
saneamento basico formam uma combinacdo perfeita para a proliferacdo do
vetor. Tais alteragdes poderao implicar no surgimento de novos surtos de ZIKV
em regifes que antes nao foram acometidas pelo virus (BROWN et al., 2014;
LIU et al., 2020; MENDONCA; SOUZA; DUTRA, 2009). Até o presente momento
nao existem vacinas ou farmacos com evidéncia comprovada de que sejam
capazes de prevenir ou tratar os efeitos danosos que o ZIKV causa no
desenvolvimento embrionario em humanos (BERNATCHEZ et al., 2020). Sendo
assim, € necessario compreender os mecanismos relacionados a patogénese do

virus e o desenvolvimento de farmacos seguros e eficazes.
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2.3. Teratologia e teratologia experimental

A teratologia (ou teratogénese) estuda as anomalias congénitas ocorridas
a partir da exposicdo do embrido e/ou feto a um agente externo ao seu
desenvolvimento. Este agente € chamado de teratogénico e pode ser quimico,
fisico, biolégico ou uma condicdo materna (DICKE, 1989; FRAGA; DIAMOND;
VARGESSON, 2016; FRAGA et al.,, 2022; WACHHOLZ et al., 2021b). A
teratologia, estuda as anomalias congénitas causadas por agentes teratogénicos
em diferentes frentes, tendo um olhar amplo, busca realizar a descricéo
morfologica afetadas por estes agentes, a identificacdo das funcdes alteradas,
a identificacdo de possiveis mecanismos envolvidos e como 0s agentes
teratogénicos influenciaram durante as diferentes etapas do desenvolvimento
embrionério, os padrdes, a incidéncia, a associa¢des e correlacdes de diferentes
anomalias (CALADO; DOS ANJOS PIRES, 2018; DESESSO, 2019; FINNELL,
1999).

O termo teratologia foi utilizado pela primeira vez no século XIX, sendo
inicialmente empregado como uma ciéncia descritiva das anomalias congénitas
(CALADO; DOS ANJOS PIRES, 2018; SMITHELLS; NEWMAN, 1992; UJHAZY
et al, 2012).Um evento importante no estudo da teratogénese, mais
precisamente para teratogénese experimental, foi a observacdo de que
condicdes nutricionais maternas influenciam o desenvolvimento embrionario. Um
estudo conduzido por Hale (1935) relatou que a exposi¢ao de porcas gravidas a
uma dieta deficiente de vitamina A resultou no nascimento de filhotes com
anomalias oculares. Ainda na década de 1940, a partir da epidemia de rubéola
e sua relacdo com anomalias oculares em recém-nascidos, ficou evidente que
agentes externos podem atravessar a barreira hemato placentaria e causar
danos aos embrides/fetos (GREGG, 1991; WARKANY; NELSON, 1940). Tais
descobertas contribuiram para que a teratologia seja, hoje, a ciéncia responsavel
por estudar as causas e 0s mecanismos envolvidos nas anomalias congénitas

induzidas por agentes externos.

Ainda, a evolugdo da teratologia de uma ciéncia descritiva para uma
ciéncia moderna, s6 foi possivel a partir do desenvolvimento de ensaios pré-

clinicos, utilizando modelos animais. A tragédia da talidomida, na década de
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1960, foi responsavel pela ampliacdo do conhecimento sobre teratologia,
trazendo uma grande importancia para o campo da teratologia experimental. A
partir da experiéncia com a talidomida, a percepcéo referente a seguranca do
embrido/feto mudou drasticamente, quando se tornou conhecido do grande
publico os efeitos de um aparentemente inofensivo sedativo, usado para evitar
enjoos matinais (ANDERSON, 2001; COOPER, 2004; VARGESSON;
STEPHENS, 2021). Foi observado que a exposi¢cdo da talidomida durante o
periodo pré-natal induziu uma série de malformacdes congénitas, que em
conjunto caracterizam a Embriopatia da Talidomida. As anomalias congénitas
podem atingir a varios tecidos e orgaos, incluindo membros, olhos, orelha,
genitais e sistema cardiovascular (FRAGA; DIAMOND; VARGESSON, 2016;
SMITHELLS; NEWMAN, 1992; TAJIMA et al., 2016; VARGESSON, 2019;
VARGESSON et al., 2023). A partir do evento da talidomida, foram criados ao
redor do mundo sistemas de vigilancia em anomalias congénitas e de informacéo
sobre agentes teratogénicos (OLIVEIRA; BERMUDEZ; SOUZA, 1999).

Um dos principais conhecimentos proporcionados com a tragédia da
talidomida foi de que nem todas as espécies sdo naturalmente e igualmente
suscetiveis aos efeitos teratogénicos de um dado agente. Observou-se que, no
caso da talidomida, os roedores sdo menos sensiveis aos efeitos teratogénicos
deste farmaco (JANER et al., 2008; VARGESSON, 2015). Devido a este
entendimento da variabilidade interespecifica dos teratégenos, a partir da
década de 1960, para todos os estudos pré-clinicos para avaliacdo de toxicologia
reprodutiva e do desenvolvimento é obrigatério o uso de mudultiplas espécies
animais (VARGESSON, 2013).

A teratologia experimental da busca a compreenséo e a definicéo de risco
previamente observado, a avaliacdo de potenciais riscos ainda desconhecidos,
incluindo a avaliacdo do potencial teratogénico de farmacos, e a definicdo dos
mecanismos envolvidos nos efeitos teratogénicos de um determinado agente
(VARGESSON; FRAGA, 2017). A utilizacdo de modelos animais tem um papel
de destaque na teratologia, pois permitem a investigacao dos efeitos de agentes
teratogénicos no desenvolvimento embrionario. Além disto, estes modelos,
fornecem, auxiliam na obtencdo de um maior conhecimento da etiologia das

anomalias congénitas, tornando possivel a reproducao controlada de condi¢des
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experimentais e a observacdo dos resultados. Portanto, esses modelos sdo
primordiais para a avaliacdo de riscos de teratdgenos e consequentemente
translacdo para a promocdo da saude em humanos. (SADLER, 2019, 2022,
VARGESSON; FRAGA, 2017).

Diferentes modelos animais tém sido utilizados para esse fim, cada
modelo com sua especificidade, objetivando diferentes aspectos da teratologia.
Destacam-se como modelos animais mais amplamente os camundongos,
embrides de galinha, zebrafish e primatas ndo humanos. A escolha pelo modelo
animal experimental depende de diversos fatores, que incluem a similaridade de
fendtipos apds exposicdo ao agente teratogénico, facilidade de manuseio,
limitacbes éticas e financeiras, tempo de desenvolvimento embrionario,
acessibilidade aos Orgdos avaliados, principio de espécie-especificidade,
susceptibilidade ao teratdégeno, entre outros. Os modelos de embrido de galinha
e de zebrafish sdo vantajosos comparados a modelos com placenta, pois
eliminam os fatores de confusdo, como o0 metabolismo materno (CASSINA et al.,
2012).

Desta forma, modelos de experimentacdo animal possibilitam estudos
pré-clinicos de toxicidade do desenvolvimento, avaliacdo do seu risco a
exposicdo e consequentemente avaliacdo de mecanismos de teratogénese
(CUGOLA et al.,, 2016; EMA et al.,, 2010; MAHONY et al., 2013). Os dados
obtidos a partir de modelos experimentais podem ser extrapolados e
comparados com as observacdes realizadas em seres humanos, permitindo a
elucidacdo e prevencado aos efeitos dos agentes teratogénicos. O uso destes
modelos experimentais permite realizar testes com diferentes compostos ou
farmacos de forma a controlar fatores como a dose utilizada e o periodo de
exposicao. Ademais, a comprovacao dos efeitos teratogénicos de um agente ou
composto em modelos experimentais € um dos critérios utilizados para

classificagdo do mesmo como teratogénico (SHEPARD, 1994).
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2.4. Modelos experimentais para SCZ

Modelos experimentais in vitro e in vivo vém sendo utilizados para elucidar
0s mecanismos de teratogénese do ZIKV. Estes modelos sdo essenciais para
entender os mecanismos de acdo do virus responsaveis pela inducdo de
alteraces do desenvolvimento no SNC e demais fenétipos relacionados a SCZ
(KAMIYAMA et al., 2017; PENA et al., 2018). Experimentos em culturas celulares
e organoides cerebrais fornecem importantes informacdes sobre a capacidade
do ZIKV de infectar células pluripotentes, a patogénese da infec¢cdo e suas
implicagBes no desenvolvimento embrionario. Estudos demonstram que o ZIKV
€ capaz de infectar células tronco pluripotentes. Essas alteracées podem levar a
alteracdes nas estruturas encefalicas e no desenvolvimento do SNC, causando
a microcefalia e outros problemas no desenvolvimento (GABRIEL et al., 2017;
PETTKE et al., 2020; QIAN et al., 2016; SOUZA et al., 2016; TANG et al., 2016).

Os modelos in vivo atualmente utilizados incluem camundongos, primatas
nao-humanos, embrides de galinha, suinos, porquinho-da-india e hamsters
(CUGOLA et al., 2016; DENG et al., 2017; PENA et al., 2018; SIDDHARTHAN
etal., 2017; WICHGERS SCHREUR et al., 2018). Os primatas nao-humanos séo
fenotipicamente e morfologicamente mais proximos aos humanos, além disso,
sdo naturalmente suscetiveis ao virus, o que os torna os modelos experimentais
de preferéncia para os estudos com ZIKV (MOHR et al.,, 2018; PENA et al.,
2018). O primeiro modelo animal de infecgéao para ZIKV foi 0 macaco Rhesus, 0
qual teve uma grande importancia histérica na descoberta do virus em 1947
(DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; PENA et al., 2018). Contudo, as implicacdes
éticas somadas a necessidade de uma estrutura adequada, com alto custo de
manutencao e o tempo de gestacdo fazem com que estudos com primatas nao-

humanos sejam pouco realizados.

Modelos animais de camundongos sédo os mais utilizados em diferentes
areas da pesquisa pré-clinica. O primeiro estudo experimental que demonstrou
a transmisséo vertical de ZIKV foi conduzido em camundongos. Apos a infeccao
materna com o virus, 0s autores observaram principalmente restricdo de
crescimento e fenétipo compativel com microcefalia na prole (CUGOLA et al.,

2016). A principal desvantagem de usar camundongos como modelo
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experimental para ZIKV é o fato de ndo serem naturalmente suscetiveis a
infeccdo pelo virus, necessitando de modelos geneticamente modificados ou
imunossuprimidos (GRANT et al., 2016; PENA et al., 2018; XU et al., 2019).

Um modelo amplamente utilizado na &rea de teratologia experimental que
mimetiza os efeitos do ZIKV em humanos possibilitando a investigacdo de
mecanismos de teratogénese e a triagem da seguranca e efetividade de
moléculas antivirais € o embrido de galinha. De fato, o primeiro estudo com ZIKV
em modelos animais foi em embrides de galinha e foi publicado em 1952
(RAMOS DA SILVA, 2017; TAYLOR, 1952). O estudo utilizou ZIKV de linhagem
africana, isolado de macaco infectado, e demonstrou que o virus € capaz de
infectar embrides de galinha. Outros estudos, mostraram que que o Vvirus persisti
por até nove dias apoOs a infeccdo, sendo detectavel em diferentes periodos
dependendo do local onde foi injetado o virus (TAYLOR, 1952). Estudos
posteriores confirmaram que os embrides de galinha séo susceptiveis a infeccao
por ZIKV e constataram que a infec¢ao pode ser estabelecida por diferentes vias,
incluindo a inoculacao direta do virus no embrido em desenvolvimento. A partir
de diferentes estudos, foi possivel observar que neste modelo, apos a infec¢ao
pelo virus, ha o desenvolvendo fenétipos similares aos observados em humanos
(CHAN et al., 2016; GOODFELLOW et al., 2016; THAWANI et al., 2018, 2020;
WACHHOLZ et al., 2021a, 2021b; WAY; BOWEN; PLATT, 1976).

A partir do estabelecimento do ZIKV como um agente teratogénico em
humanos, diversos estudos com diferentes modelos animais tém auxiliado na
avaliacdo da patogénese do ZIKV. Estes estudos demonstram que o ZIKV é
capaz de atravessar a barreira hemato placentéria e atingir o sistema nervoso
central do embrido em desenvolvimento. Estudos demonstram ainda que o ZIKV
tem uma afinidade especial pelas células tronco neurais, possuindo a
capacidade de interferir na proliferacéo e diferenciagéo celular (MOORE et al.,
2017; SOUZA et al., 2016).
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2.5. O embriao de galinha

A utilizacdo de embrides de galinha (GallusGallus) como modelo de
observacional e experimental teve seu inicio ainda nos anos 300 A.C., quando
Aristoteles observou a morfologia e o desenvolvimento de embribes em
diferentes estagios de formagéo. Desde entéo, este modelo vem sendo utilizado
para diferentes estudos, contribuindo com a criacdo de conceitos importantes
sobre biologia do desenvolvimento (STERN, 2004). Em 1907, um importante
passo no uso de embrides de galinha como modelo experimental, foi a
introducéo da técnica de cultura ex ovo, permitindo a observacao e manipulacdo
do desenvolvimento embrionario de galinha fora do organismo (VERGARA;
CANTO-SOLER, 2012). Em 1951, Hamburger e Hamilton tornando-se referéncia
na pesquisa com embrides de galinha apds a caracterizagdo morfoldgica precisa
dos estagios de desenvolvimento dos embrides (HAMBURGER; HAMILTON,
1951).

O desenvolvimento do embrido de galinha é caracterizado por estagios
baseados em eventos morfolégicos (HAMBURGER; HAMILTON, 1951). A taxa
de crescimento desses embribes € relativamente constante; embribes
fertilizados ao mesmo tempo podem alcancar marcos no desenvolvimento em
tempos quase idénticos. Os primeiros 20 estagios, embora ndo separados por
intervalos de tempo iguais, duram apenas algumas horas e, portanto, permitem
uma determinacdo precisa da idade do embrido. Os estdgios subsequentes
ocorrem em intervalos de 12 horas, 0 que € muito menos preciso (HAMBURGER;
HAMILTON, 1951). Esta € uma das principais vantagens frente aos modelos de
mamiferos, como 0os camundongos, uma vez que para estes, S840 necessarios a
realizacdo de multiplos exames de imagem ou a eutanasia materna, o que causa
a interrupcdo do desenvolvimento (CASSINA et al., 2012; TISSIERES et al.,
2020).

Varias tém sido as vantagens encontradas para o uso do embrido de
galinha em relacdo a outros modelos, como a facilidade de obteng&o de ovos,
observacéo direta do desenvolvimento embrionario, facil manipulacéo, tempo de
desenvolvimento relativamente curto (21 dias até a eclosao), similaridades

morfolégicas e moleculares ao desenvolvimento inicial de humanos, auséncia da
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necessidade de grandes estruturas laboratoriais para sua manutencéo e baixo
custo operacional (BJORNSTAD et al., 2015; HAMBURGER; HAMILTON, 1951;
VILCHES-MOURE, 2019). O sequenciamento do genoma do embrido de galinha
representou um importante passo para a utilizagdo deste modelo, pois revelou a
presenca de genes homologos entre as galinhas e os seres humanos,
identificando caracteristicas similares compartilhadas do desenvolvimento
embrionario (LECUYER; PARTHASARATHY; KRAUSE, 2008; RUBIN; LEWIS,
2000). Um dos principais desafios do uso deste modelo est4 relacionado a falta
de semelhanca de fertilizag@o e concepcao com os mamiferos, o que pode limitar
a capacidade de extrapolacdo dos resultados para seres humanos (STERN,
2004).

Atualmente, no campo da teratologia experimental, os embrides de
galinha tem sido utilizados como modelos para busca por mecanismos
moleculares de teratdgenos e avaliacdo do potencial teratogénico de farmacos
e outras substancias, tais como talidomida, niclosamida, cadmio e bisfenol
(CAIRNS et al., 2018; CULLINANE; BANNIGAN; THOMPSON, 2009; HSIEH et
al., 2012; MAHONY; VARGESSON, 2013; THOMPSON; BANNIGAN, 2007;
VERGARA; CANTO-SOLER, 2012; VILCHES-MOURE, 2019; WACHHOLZ et
al., 2021a; WIENS et al., 1992; YAMAMOTO et al., 2012). Desta maneira, este
modelo se mostra relevante para estudos com ZIKV e estudos para avaliagéo do

potencial teratogénico e antiviral de farmacos em desenvolvimento.

2.6. Estudos com farmacos e ZIKV

A possibilidade de uma re-emergéncia da epidemia do ZIKV em regides
ja acometidas e o risco de que se espalhe para paises onde ha a presenca de
seus vetores, mas que nao houve registro de infec¢coes pelo virus, é
preocupante. Embora a maioria dos pacientes acometidos pela infeccdo se
recupere rapidamente, conforme mencionado anteriormente, o ZIKV €& um
agente teratogénico estabelecido (DEL CAMPO et al., 2017a; RASMUSSEN et
al., 2016). Portanto, a exposicao de embrides e fetos ao virus durante a gestacao
pode acometer o desenvolvimento neurologico (DEL CAMPO et al., 2017b;
SCHULER-FACCINI, Lavinia et al.,, 2016). Dessa forma, h4 uma grande
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necessidade por farmacos antivirais capazes de prevenir ou tratar as anomalias

que o ZIKV causa.

Além de todas as dificuldades do desenvolvimento de um alvo terapéutico,
h& a necessidade de um farmaco seguro para administracdo em gestantes.
Portanto, é preciso que ele seja seguro e capaz de atravessar barreira hemato
placentaria, possibilitando o adequado acesso ao embrido em desenvolvimento,
prevenindo a transmissao vertical do ZIKV (BERNATCHEZ et al., 2020; IN et al.,
2020). Até o presente momento, ndo ha nenhum farmaco aprovado para o
tratamento da infeccdo por ZIKV, mas alguns alvos terapéuticos ja estdo sendo
definidos (PIELNAA et al., 2020b; PLOTKIN; MAHMOUD; FARRAR, 2015;
POLAND; OVSYANNIKOVA; KENNEDY, 2019). Neste sentido, algumas
estratégias desenvolvidas para a eliminacdo deste risco epidemioldgico,
destacam-se tratamentos como a nanotecnologias e 0s antivirais, que sao
imprescindiveis ndo apenas para minimizar as morbidades associadas a
infeccdo causada pelo virus, mas também com potencial de interferir sua
transmissibilidade (BERNATCHEZ et al., 2020; SURNAR et al., 2019). Inibidores
que interferem em diferentes etapas da replicacéo viral, desde a entrada do virus
na célula hospedeira até sua replicacdo, estdo sendo estudados. Moléculas
capazes de dificultar a ligacdo da proteina do envelope viral aos receptores de
entrada na célula, de interferir na funcdo de RNA polimerases dependentes de
RNA (RdRp; proteinas essenciais para a replicagao viral), de prejudicar a funcao
das proteases (responsaveis pela maturacao viral), de impedir o processo de
montagem da particula viral ou de atrapalhar o processo de fusdo endossomal
(essencial para a entrada do virus na célula hospedeira), sdo as principais
classes de inibidores (BERNATCHEZ et al., 2020; CARNEIRO et al., 2016;
GAUDINSKI et al., 2018; RUSSO et al., 2019). Os inibidores de RdRp sé&o
considerados os melhores candidatos para o desenvolvimento clinico de
inibidores de ZIKV, devido a sua eficacia no combate a infec¢céo pelo Virus da
Hepatite C (HCV), pelo HIV e pelo virus do herpes simples além de serem
seguros (BERNATCHEZ et al., 2020; EYER et al., 2016).

A validacdo dos achados in vitro utilizando estudos in vivo é uma etapa
fundamental para o desenvolvimento de novos farmacos. Apesar do grande

desafio, ja que nem todos os animais sdo naturalmente suscetiveis a infeccao
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por ZIKV, diferentes modelos experimentais vém sendo utilizados para a
realizacdo de estudos in vivo com novos alvos terapéuticos para o virus (OHKI
et al., 2019). Varios desfechos positivos foram observados utilizando diferentes
farmacos no tratamento de camundongos e ratos infectados com ZIKV, como
aumento da sobrevida, reducéo da viremia e da neuro inflamacéao, prevencao da
morte do animal, reducao particulas virais no sangue e no leite materno, atraso
no aparecimento dos sinais clinicos e supressao da infeccdo (GRATTON et al.,
2019; JULANDER et al., 2017; VERMILLION et al., 2017). Sofosbuvir, farmaco
aprovado pela agéncia americana de regulamentacdo de medicamentos, (FDA
do inglés Food and Drug Administration) para o tratamento de Hepatite C, é
classificado como categoria B em relacdo a seguranca durante a gestacéao, e
apresentou resultados positivos na inibicdo da infecgéo por ZIKV in vitro e in vivo
(BERNATCHEZ et al., 2020; MESCI et al., 2018; SACRAMENTO et al., 2017).
Estudos que utilizaram camundongos das linhagens SJL e C57BL/6 tratado
Sofosbuvir relataram a prevencao da transmissao vertical e protecdo contra o
desenvolvimento da doenca e aumento da sobrevida dos animais,
respectivamente (BULLARD-FEIBELMAN et al., 2017; MESCI et al., 2018).

Além de sofosbuvir, BCX4430, um analogo de nucleosideo de adenosina
qgue funciona como um inibidor seletivo da RNA polimerase dependente de RNA
viral também apresentou efeitos anti-ZIKV. Prévio estudo demostrou que o
BCX4430 reduz consistentemente o efeito citopatico viral induzida por isolados
de ZIKV, melhora significativamente a sobrevivéncia e o peso dos camundongos
infectados pelo ZIKV e induz uma reducdo na viremia de maneira dose-
dependente (JULANDER et al., 2017). Em macacos Rhesus (Macaca mulata)
infectados com ZIKV, foi demostrada uma reducao da carga viral em diferentes

fluidos corporais ap6s a administracdo da BCX4430 (LIM et al., 2016).

A maioria dos compostos testados em macacos Rhesus foram anticorpos
neutralizadores monoclonais, apresentando bons resultados, mas néo
prevenindo a transmisséao vertical (KEEFFE et al., 2018; MAGNANI et al., 2017,
2018). Outros desfechos positivos foram observados utilizando diferentes
farmacos antivirais (Galidesivir, Sofosbuvir, Remdesivir) no tratamento de
macacos Rhesus infectados por ZIKV, dentre eles reducao da viremia e da carga

viral na urina, saliva, fluido cerebrospinal e plasma, reducéo da expressao de
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citosinas, bloqueio da replicacao viral, bloqueio da viremia sérica de macacas
gravidas (OHKI et al., 2019).

A niclosamida, um anti-helmintico aprovado pela FDA, de categoria B com
relacdo a seguranca na gestacdo, reverteu parcialmente as alteracdes
morfoldgicas e histologicas causadas pelo ZIKV em embrides de galinha. Nesses
embribes, observou-se que altas doses de niclosamida ndo alteram o
desenvolvimento do embrido, mesmo na auséncia do ZIKV, demonstrando que
este farmaco nado tem efeito teratogénico nesta espécie (CAIRNS et al., 2018).
Os desfechos do tratamento com a farmaco foram a auséncia de microcefalia
nos embrides expostos ao ZIKV, aumento da abertura dos olhos e restauracdo
parcial de alteracdes no prosencéfalo, espaco ventricular, reducédo de neurbnios
GABAenergéticos e diferenciacdo das células tronco neuronais, além de
aumento na taxa de sobrevivéncia (CAIRNS et al., 2018).

Em termos de desenvolvimento de farmacos, recentemente dois
compostos recentemente desenvolvidos, TH5487 e TH6744, foram avaliados
quanto a sua atividade antiviral em organoides cerebrais humanos (3D)
(PETTKE et al., 2020). Organoides infectados com titulos crescentes de ZIKV
apresentaram alteracbes em sua estrutura e consequentemente uma reducao
na sua viabilidade. O tratamento com TH5487 e TH6744 em diferentes
momentos apés a infeccdo pelo ZIKV mostrou que ambos reduzem o
comprometimento causado pelo ZIKV no modelo, levando a um aumento na
viabilidade, diminuicdo na infeccéo primaria pelo ZIKV, reducdo das particulas
virais e um resgate ao fenotipico anterior a infeccéo pelo ZIKV (PETTKE et al.,
2020). A realizacdo de testes in vivo de toxicidade destes compostos e a
avaliacao de seus efeitos antivirais representam um passo importante e crucial
na busca por terapias contra o ZIKV. Tal etapa assegura que 0S compostos
sejam nao apenas eficazes, mas também seguros, esta etapa possibilitara que

posteriormente seja transferido a outros modelos experimentais.
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3. MARCO CONCEITUAL

O ZIKV é um teratdgeno humano responsavel por causar a Sindrome
Congénita do ZIKV (SCZ). A associacdo entre a exposicao ao ZIKV durante a
gravidez estd relacionada ao aumento de casos de microcefalia. Nao existe
nenhum medicamento ou vacina comprovadamente seguro que possa prevenir
ou minimizar os efeitos nocivos causados pelo ZIKV no desenvolvimento
embrionario. Neste sentido, a busca por alternativas farmacoldgicas que auxiliem
neste problema de salde publica se faz necesséaria. Testes de seguranca com
relacdo a toxicologia reprodutiva (efeito teratogénico) e os efeitos antivirais com
farmacos em desenvolvimento sdo fundamentais. Embrides de galinha se
mostram um modelo relevante para auxiliar no desenvolvimento de farmacos

seguros e eficazes.

Farmacos
ZIKV ...
antivirais
-
Efeito
SCZ A
teratogenico
Modelo animal Modelo para teste de
de SCZ Embrides de toxicologia reprodutiva
galinha

Figura 3:Esquema do marco conceitual do estudo.
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4. JUSTIFICATIVA

Em 2015, o Brasil enfrentou uma das suas maiores e mais preocupantes
epidemias, a do ZIKV, que ocasionou um aumento expressivo no numero de
casos de microcefalia, principalmente na regido norte e nordeste do pais. O
namero de casos notificados chegou a 21.196, sendo destes 1.857 classificados
como casos de SCZ (BRASIL, 2023). Passados sete anos, o Brasil se encontra
em seu menor patamar de notificacdes relacionado a notificacdo e a SCZ
(BRASIL, 2023). Entretanto, ainda ha o risco de uma reemergéncia de casos ou
de uma epidemia em estados que nao foram acometidos pelo virus e até mesmo
em locais que o virus ja afetou, visto que seus vetores possuem uma ampla
distribuicdo espacial (KRAUER et al., 2017; MARCONDES; XIMENES, 2015).

Compreender os alvos moleculares e os mecanismos que levam o ZIKV
a desempenhar uma ac¢éao teratogénica no desenvolvimento embrionario, se faz
necessario, associado a busca de um farmaco seguro, capaz de minimizar ou
eliminar os efeitos teratogénicos causados pelo ZIKV. Até o momento ndo existe
um farmaco que previna as acgbes teratogénicas do ZIKV, impedindo o
aparecimento das anomalias. Entretanto muitos estudos tém sido conduzidos
para melhoras o entendimento sobre 0s mecanismos que levam as

malformacgdes congénitas induzidas pelo ZIKV.

Recentemente dois compostos farmacoldgicos, foram desenvolvidos,
TH5487 e TH6744 e apresentam propriedades antivirais, prevenindo os efeitos
danosos do ZIKV em linhagens celulares e organoides cerebrais (PETTKE et al.,
2020). Entretanto, para continuar a validagdo e desenvolvimento desses
farmacos, testes relacionados a sua seguranca (testes teratogénicos) e seu
potencial preventivo aos danos de ZIKV in vivo sdo necessarios. Embrides de
galinha tém sido utilizados em testes teratogénicos e antivirais de ZIKV, sendo
modelos de facil manipulacdo e de baixo custo que permitem o teste de
compostos ou farmacos na prevencao das anomalias causadas pelo virus. Um
modelo de SCZ utilizando embriées de galinha esta bem estabelecido e seu uso
se mostra relevante, tanto para avaliar o potencial embriotoxicos destes
compostos, quanto para investigar seus efeitos antivirais in vivo. Desta maneira,

a avaliacdo in vivo destes compostos, por meio da utilizacdo de um modelo
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animal estabelecido, se faz necessario para o seguimento do desenvolvimento

destes compostos.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos gerais

Avaliar o potencial teratogénico e preventivo aos efeitos malformativos de
ZIKV dos compostos TH5487 e TH6744 utilizando embrides de galinha como

modelos experimental.

5.2. Objetivos Especificos
Avaliar o efeito de diferentes doses dos compostos TH5487 e TH6744
sobre a taxa de mortalidade de embrides de galinha.

Avaliar o efeito de diferentes doses dos compostos TH5487 e TH6744

sobre a taxa de anomalias congénitas e crescimento de embrides de galinha.

Avaliar a acdo do efeito do veiculo (DMSO) sobre os efeitos danosos de
ZIKV em embrides de galinha.

Investigar o potencial farmacolégico dos compostos TH5487 e TH6744 na
reducdo ou prevencdo do aparecimento de anomalias em embrides de galinha

expostos ao ZIKV, utilizando a dose escolhida na curva de doses.
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7. ARTIGO

Em preparacao para submissao na revista Pharmaceutics.

42



8. CONSIDERACOES FINAIS

O virus Zika é um teratégeno humano recentemente estabelecido e até o
momento n&o existem farmacos ou vacinas comprovadamente seguros para
prevenir a transmissdo vertical e o surgimento das anomalias por ele
ocasionadas(PIELNAA et al., 2020).A possibilidade de uma re-emergéncia da
epidemia deste virus ou a sua disseminagéo em regides geograficas ainda nao

acometidas, torna o ZIKV um problema de saude mundial.

Neste sentido, o presente trabalho buscou contribuir para o
desenvolvimento de um farmaco anti-ZIKV. Para isso, utilizamos embrides de
galinha como modelo experimental tanto para conduzir testes de seguranga
(testes teratogénicos) quanto para avaliar seu potencial antiviral. Nesses testes,
utilizamos um modelo de embrido de galinha para a Sindrome Congénita do
ZIKV. Inicialmente determinamos a seguranga dos compostos TH5487 e
TH6744, por meio da aplicagao de diferentes concentragcdes desses, realizando
diferentes tipos de analises para avaliar taxas de mortalidade, o aparecimento
de anomalias, malformacdes e alteragdes de membros. Podemos salientar que
nesta etapa de avaliagdo os compostos se mostram seguros, nao sendo
responsaveis por quaisquer alteracdes no desenvolvimento e pelo aumento da
taxa de mortalidade, mostrando que os compostos ndo séo teratogénicos em
embrides de galinha. Os eventos adversos encontrados podem ser atribuidos a
manipulacéo, visto que em todos os grupos apresentaram pequenas alteragoes,
relacionadas a membros e fechamento da parede abdominal, essas alteragcdes

foram observadas até mesmo nos grupos controles.

Até o momento, poucos estudos avaliaram o potencial anti-ZIKV de
compostos farmacoldgicos, especialmente estudos que avaliam a prevengéo dos
efeitos do ZIKV no desenvolvimento embrionario. Neste sentido avaliamos o
potencial dos compostos TH5487 e TH6744, em reduzir ou eliminar os danos
causados pelo ZIKV em momentos diferentes apds aplicagao do virus (24 ou 72
horas pos-infecgdo — hpi). O tratamento com TH5487 e TH6744 em diferentes
momentos mostrou que ambos reduzem os danos causados pelo ZIKV em
embrides de galinha. Foi observado que ambos compostos apresentarem a
capacidade de resgatar o fenétipo de embrides de galinha, entretanto o TH6744
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mostrou-se influenciado de forma tempo-dependente, sendo mais eficaz quando
ha intervengdo medicamentosa nas primeiras 24hpi, enquanto o TH5487
demonstrou uma janela terapéutica maior, sendo eficaz independentemente do

momento da administracao.

Finalmente, os achados deste trabalho apontam para a caracterizagao in
vivo de novos compostos com atividade antiviral contra o ZIKV, demonstrando
que esses compostos podem afetar a infeccdo e os danos causados pelo virus
nos embrides de galinha, resgatando o fenotipo dos embrides. Ainda, € de
grande importancia que a pesquisa continue a avangar, seguindo todas as
etapas necessarias a fim de que essas descobertas terapéuticas possam ser

futuramente aplicadas.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A medida que buscamos enfrentar desafios relacionados a disseminacgéo
do virus Zika e toda complicagcdo que este agente causa, ha necessidade de
terapias eficazes e seguras, sendo essencial explorar abordagens inovadoras.
O presente estudo apresentou dois novos compostos com potenciais antivirais,
utilizando o modelo de embrides de galinha. Neste sentido, a continuagéo e a
elaboracdo de testes complementares sdo passos fundamentais a serem
realizados em seguida. Primeiramente, € importante avaliar a carga de ZIKV nos
diferentes grupos estudados a fim de comparar se os farmacos estao reduzindo
a carga viral de ZIKV em embrides tratados. Ainda no modelo avaliado, é
importante realizar analises histologicas para avaliacdo das alteragdes nos
tecidos cerebrais afetados pelo virus e tratados pelos compostos. Neste mesmo
sentido, analises de expressao de genes importantes para o desenvolvimento
encefalico sao importantes para avaliar se os farmacos sdo capazes de
influenciar na expressédo desses. A integragcao de dados de expressédo génica
com dados de quantificac&o viral permitira uma compreensao mais completa das
interacdes virus, embrido e resposta ao composto. Finalmente, a avaliagdo com
outros modelos experimentais, incluindo mamiferos, permitira uma maior
compreensao do funcionamento destes farmacos, avaliando sua seguranca em
termos de toxicologia reprodutiva e do desenvolvimento, bem como a resposta

do ZIKV mediante aos compostos em diferentes contextos.
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