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Resumo

O virus chikungunya (CHIKYV) e o virus Zika (ZIKV) sdo arboviroses transmitidas pela
picada de mosquitos fémeas do género Aedes. Nos ultimos anos houve um aumento no
nimero de pessoas infectadas por estes virus e no nimero de paises que notificaram
casos de Febre Chikungunya e Febre Zika. Ainda ndo ha disponivel no mercado vacinas
ou antivirais para tratamento dos pacientes infectados com tais virus, existindo a
necessidade do estudo de moléculas com potencial atividade contra essas arboviroses.
Este trabalho avaliou a atividade antiviral 9 alcaldides sintéticos na replicacdo do
CHIKYV, em linhagem celular com replicon subgendmico, que expressava proteinas nao
estruturais do CHIKV e reporters Renilla e EGFP. Além disso, também analisou a
atividade antiviral destes compostos sintéticos contra a infec¢do do ZIKV, a partir de
particulas virais com reporters Renilla.Os resultados demonstraram que o alcaléide Fac
2 inibiu 75,55 % da replicacdo do CHIKYV, e ndo apresentou qualquer citotoxicidade as
células tratadas. Os alcaldides sintéticos Fac 7, 16 e 20 inibiram 48, 46 ¢ 35 % da
Infectividade do ZIKV in vitro. Os resultados sdao promissores € demonstram que
alcaldides sintéticos se apresentam como potenciais candidatos no tratamento antiviral

das Febre Chikungunya e ZIKA.

Palavras chave: Arbovirose; Chikungunya; Zika; Antiviral; Alcaldide; Sintético.



Abstract

Chikungunya (CHIKYV) virus and Zika (ZIKV) are arboviruses transmitted by the bite of
female mosquitoes of Aedes genus. In the last years has been an increase in the number
of infected people by these viruses and the number of contries that notifed cases of
Chikungunya and Zika fever. There is not yet available vaccine or antiviral to treat
patients infected with these viruses, there is the need of the study of molecules with
potential antiviral activity against Arboviruses. This study evaluated the antiviral activity
of 9 synthetic alkaloids in replication of CHIKV in cell line expressing subgenomic
replicon, wich expressed non-structural proteins of CHIKV and reporters Renilla and
EGFP. In addition, also evaluated the antiviral octivity of these synthetic compounds
against ZIKV infection with viral particles with repeorter Renilla. The results showed
that the alkaloid Fac 2 inhibited 75.55 % of CHIKYV replication, and did not showed
citotoxicity to the treated cells. The synthetic alkaloids Fac 7, 16 e 20 inhibited 48, 46 e
35% of ZIKV infectivity in vitro. The results show that synthetic alkaloids are potential

candidates to treat Chikungunya and Zika fever.

Key-words : Arboviruses; Chikungunya; Zika; Antiviral; Alkaloid; Synthetic.
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1. Introducio

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, arboviroses sao doengas causadas por
virus que sdo mantidos na natureza e transmitidos entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e

por meio de artropodes hematofagos (CUMAKOV et al., 1967).

Um dos principais vetores artropodes sdo os mosquitos do género Aedes que
transmitem os virus Chikungunya (CHIKYV), Zika (ZIKV) e Dengue (DENYV), dentre outros
(PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016). Os mosquitos Aedes aegypti ¢ Aedes albopictus
desenvolvem todo seu ciclo de vida em areas proximas aos humanos e dessa maneira
passaram a se alimentar de sangue humano, mesmo existindo a presenca de outros mamiferos
nas proximidades. Portanto, se tornaram um vetor de patdégenos que utilizam o mosquito
como uma ponte para o hospedeiro final (DELATTE et al., 2010; KAMGANG et al., 2012;
PONLAWAT et al., 2005). Kraemer e colaboradores demonstraram que o mosquito também
se adapta a diferentes regides climdticas, o que aumenta sua ocupagdo geografica e
consequentemente a possibilidade de transmissdo de arboviroses para humanos (KRAEMER

et al., 2015; MORENS; FAUCIL,2014)

Nos ultimos anos, diversos surtos relacionados a arboviroses vém ocorrendo em todo
o mundo (GYAWALI; BRADBURY; TAYLOR-ROBINSON, 2016; KYLE; HARRIS, 2008;
WEAVER; LECUIT, 2015). O crescimento destes surtos tem sido motivo de preocupagao
para 6rgdos governamentais e pesquisadores. Tal preocupacdo vem fomentando diversas
pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de antivirais especificos e agentes imunizantes
contra arboviroses (PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016), principalmente contra o
CHIKYV e ZIKV, responsaveis por grandes surtos que atingiram diversos paises, com grande
importancia politica e econdomica (AMRAOQOUI; FAILLOUX, 2016; FELDSTEIN et al., 2016;
FELLNER, 2016; LINDSEY et al., 2015; MARINI et al., 2017; NASCI,2014).

1.1. Chikungunya virus

O virus Chikungunya (CHIKV) pertence a familia Togaviridae e o género
Alphavirus, com tamanho aproximado de 60-70 nm. E um virus com envelope, derivado das
membranas das células do hospedeiro, onde estdo inseridas as proteinas estruturais E1 e E2;
possui capsideo icosaédrico e genoma de fita de RNA simples e polaridade positiva com

aproximadamente 12 kb (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009; KHAN et al, 2002;
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SCHUFFENECKER et al., 2006)

Proteina de Capsideot

Figura 1. Ilustragdo da organizagdo esturutral de Alphavirus. Adaptado de Instituto de
Bioinformatica da Suiga (Swiss Institute of Bioinformatics) Fonte:

(http://viralzone.expasy.org/625?0outline=all_by_species)

CHIKV ¢ transmitido principalmente pelo mosquito Aedes aegypti. Entretanto, um
estudo de Tsetsarkin e colaboradores (2011) demonstrou que uma mutagdo pontual na
proteina do envelope E1 promoveu a adaptagdo do virus em mosquitos Aedes albopictus, que
passou a transmitir o virus para hospedeiros humanos (TSETSARKIN; WEAVER, 2011). A
infec¢do pelo CHIKYV se caracteriza por um periodo de incubagdo que varia de 1 a 12 dias
(SINGH; UNNI, 2011). Apos esse periodo, os pacientes infectados podem apresentar
sintomas clinicos como febres severas e dores incapacitantes, principalmente nas articulagdes.
As manifestagdes clinicas da presenca do virus sdo denominadas Febre Chikungunya, e
podem ser divididas em dois estagios de infec¢do. A infecgdo aguda, € caracterizada por uma
alta viremia, e a cronica, pelas dores persistentes nas articulagdes nomeadas artralgia

(THIBERVILLE et al.,2013).

Entre 72 a 97% das pessoas infectadas com CHIKV desenvolvem a infecgdo
sintomatica, com inicio repentino de febre e dores severas nas articulagdes (KENDRICK;

STANEK; BLACKMORE, 2014). Outros sintomas sdo dores de cabega, artrite, vOomitos,

2


http://viralzone.expasy.org/625?outline=all_by_species)

artralgia, mialgia e outros (THIBERVILLE et al., 2013). O agravamento da doenca ¢ devido a
inexisténcia de tratamento antiviral especifico aprovado ou vacinas licenciadas. O tratamento
atual é paliativo e inclui repouso, administragdo de analgésicos, antitérmicos oude anti-
inflamatoérios e corticoides para controlar artralgia e mialgia (QUEYRIAUX et al., 2008).

O ciclo replicativo do CHIKV comeca com a adsor¢do da proteina de envelope E2
com os receptores de membrana da célula hospedeira prohibitin (PHB) (WINTACHAI et al.,
2012), fosfatidilserina (PtdSer) (MOLLER-TANK et al., 2013), glicosaminoglicanos (GAGs)
(SILVA et al., 2014) ou ATPsintase f (FONGSARAN et al., 2014), formando um poro
celular. Entdo, o capsideo viral ¢ endocidato e entdo ocorre o desnudamento do virus, onde
ocorre a liberacdo do material genético liberado e o processo de replicacdo se inicia. O genoma
viral (figura 2) € traduzido diretamente nas proteinas ndo estruturais nSP1, nSP2, nSP3 e
nSP4, que formam o complexo replicativo responsavel por catalisar a sintese de uma fita de
mRNA de polaridade negativa, que serve de molde para sintetizar outra fita com polaridade
positiva e RNA subgendomico. O RNA subgenomico € traduzido em uma poliproteina que ¢
processada para produzir as proteinas estruturais C, E3, E2, 6K e E1, seguido da montagem
dos componentes virais, e a liberagdo das novas particulas (ABDELNABI; NEYTS;
DELANG, 2015; GOULD et al., 2010). (Figura3)

9 nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 J C E3 E2 6k Ef 6'

S'Cap—%ly(/\)

7498  26S RNA 11825

Figura 2 esquematica da organiza¢do do genoma do CHIKV. Adaptado de (SOLIGNAT et al.,
2009
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Figura 3. Esquema representativo da replicagdo do virus Chikungunya. Adaptado de

(ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015)

Primariamente, as infec¢des provocadas por CHIKV eram restritas as regides da
Africa e Asia, caracterizadas por epidemias esporadicas e separadas por anos de quiescéncia
(HIGGS; ZIEGLER, 2010). Em 2005, iniciou-se um surto de CHIKV em varias ilhas do
oceano [ndico (SCHUFFENECKER et al., 2006). Devido a circulagdo consideravel de pessoas
em regioes de transmissdo (tropicais e subtropicais), o virus atingiu paises como Itdlia e a
Franca em 2007 (GRANDADAM et al., 2011; REZZA et al., 2007). Em 2013, o surto tomou
uma propor¢do global atingindo a América Central nas Ilhas do Caribe (MOWATT;
JACKSON, 2014; YACTAYO et al., 2016). A partir de entdo, o virus se espalhou para a
América, incluindo o Brasil (VEGA-RUA et al., 2014).

Segundo o CDC (Center for disease Control And Prevention - USA), até abril de 2016
mais de 100 paises ja registraram casos de febre Chikungunya (CENTERS, 2016) (Figura 4).

Dados do ministério da saude, em 2016 foram registrados 38.332 casos provaveis de Febre

Chikungunya e foram confirmados 6 6bitos por conta da doenga(BRASIL, 2016). Entre 1/1/2017 e
4



19/08/2017 foram registrados 167.813 casos suspeitos de Febre Chikungunya, sendo que a regido
nordeste apresenta o maior numero de casos provaveis, e foram confirmados 86 dbitos por conta deste

virus (BRASIL, 2017).

I Locais que ja registraram casos de Febre Chikungunya

Figura 4. Esquema representando os paises que ja registraram casos de Febre Chikungunya

de acordo com o CDC. Adaptado de (CENTERS, 2016).

1.2. Zikavirus

O ZIKV pertence a familia Flaviviridade e o género Flavivirus, mesma classificacdo
do DENV. E um virus envelopado, medindo 25-30 nm, de fita de RNA simples e polaridade
positiva com aproximadamente 22 kb (Figura 5) (SHI; GAO, 2017). O virus foi isolado pela
primeira vez em 1947 na Uganda, do soro de um macaco Rhesus durante uma pesquisa de

febre amarela na floresta de Zika (DICK et al., 1952).
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Figura 5. Ilustracdo da estrutura viral do ZIKV e sequéncia genomica. Adaptado de

(KAUSHIK et al., 2017)

O ciclo replicativo do ZIKV se inicia pela interagdo da proteina E do envelope com
receptores especificos do hospedeiro, seguido da endocitose mediada pela proteina clatrina, e a
fusdo em ambiente com pH &cido. Apds a entrada da particula viral ocorre a fusdo da
membrana viral com a membrana endossomica do hospedeiro para o desnudamento do
genoma viral. Liberado o material genético, inicia a tradu¢do do genoma viral para formacao
da poliproteina no reticulo endoplasmatico, onde essa € processada pelas proteases virais em
10 proteinas estruturais e ndo-estruturais. As proteinas ndo estruturais estdo associadas ao
processo replicativo das novas moléculas de RNA de polaridade positiva, a partir de um monte
de RNA polaridade negativa. Acontece entdo a montagem e a maturacao das novas particulas
virais que sao transportadas por vesiculas estruturais do complexo de Golgi e secretadas para

fora da célula (Figura 6) (CHAMBERS et al., 1990; NAYAK; ROTH; MCGAVERN,2014).
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Figura 6. Ciclo replicativo do ZIKV.

O ZIKYV ¢ transmitido principalmente durante a hematofagia da fémea dos mosquitos
Aedes aegypti e Aedes albopictus. Entretanto, alguns autores ja relataram outros mosquitos do
género Aedes que transmitem o ZIKV (CALVEZ et al., 2016). Anticorpos contra o ZIKV ja
foram detectados em primatas selvagens, alguns roedores e animais domésticos (DARWISH
et al., 1983). Outras vias de transmissdo, como transfusdo de sangue, sexual, e transplacental

ja foram identificadas (BARJAS-CASTRO et al., 2016; ROWLAND et al., 2016).

Assim como o CHIKV, o ZIKV afeta atualmente um grande numero de paises. De
acordo com dados do CDC (CDC, 2017) e o Centro Europeu de Prevengdo e Controle de
Doengas ja foram notificados casos de febre Zika em diversos paises do globo (Figura 7),
incluindo os dois hemisférios. Os casos mais graves foram aqueles relacionados com o
desenvolvimento de um quadro de microcefalia em recém nascidos (SCHULER-FACCINI et
al., 2016).Em 2016 foram registrados 21.1770 casos suspeitos de febre causada pelo ZIKV e 8
obitos. Em 2017 ja foram confirmados 6.587 casos de febre causada pelo ZIKV e sdo poucos
os dados fornecidos pelos 6rgdos governamentais brasileiros sobre o impacto desse virus nos

casos de microcefalia (BRASIL, 2017).




Mapa de paises que registraram casos de ZIKV
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Figura 7. Paises com transmissdo do ZIKV. Fonte: Adaptado do Centro Europeu de
Prevengao e Controle de Doengas, Transmissao atual do ZIKV.
(HTTPS://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/images/ZikaMap OutbreakClassificationWolrd%2
Owide.png)

Quando infectado com o ZIKV, o paciente que manifesta sintomas clinicos
desenvolve a denominada Febre do Zika, caracterizada por dores de cabeca, febre, mal-estar e
dores nas juntas (MUSSO; GUBLER, 2016). O ZIKV esta associado ao aumento nos casos de
microcefalia em neonatos em diversas regides do Brasil. Além disso, foi relatado um aumento
de casos da sindrome de Guillain-barré e quadros de menigoencefalite concomitante com os

surtos de ZIKV (OLIVEIRA; VASCONCELQOS, 2016).

1.3. Compostos naturais comoantivirais

Muitos compostos naturais ja demonstraram atividade antiviral contra diversos
virus como o DENV (TEIXEIRA et al., 2014), virus da febre amarela (JULANDER, 2013),
virus da hepatite C (HCV) (JARDIM et al., 2015) e virus da Influenza (SERKEDJIEVA;
GEGOVA; MLADENOYV, 2008). Tendo em vista este cenario, o estudo de compostos
naturais como alternativa na terapia para o tratamento do CHIKV vem sendo
realizado(BOURJOT et al.,2012,VAZQUEZ-CALVO et al., 2017)).

Alcaldide ¢ uma classe de compostos naturais derivados principalmente de plantas,
8



caracterizados pela presenca de um anel heterociclico com um 4tomo de nitrogénio em
suaestrutura (WANSI et al., 2013). Os alcaldides t€ém atraido ateng¢do nas ultimas décadas
devido suas propriedades bioldgicas que inclui a inibi¢do de virus humanos patogénicos
como o virus da herpes (GOODELL; MADHOK; FERGUSON, 2006; LOWDEN;
BASTOW,2003),adenovirus(ZARUBAEVetal.,2003)eHCV(STANKIEWICZ-

DROGON et al., 2008). Apesar das atividades antivirais ja documentadas de alcaldides, sdo
poucos os estudos dessa classe de compostos no ciclo replicativo do CHIKV e ZIKV
(KAUR et al., 2013; LILLSUNDE et al., 2014; VARGHESE et al., 2016).

As acridonas sdouma subclasse dos alcaldides e seus efeitos antivirais, ou de seus
derivados, ja foram citados para o virus Junin (JUNV) (SEPULVEDA et al., 2012), DENV
(MAZZUCCO et al., 2015), HCV (CAMPOS et al., 2017) virus da Herpes, Vaccinia e
Estomatite Vesicular (DAGHIGH et al., 2015; STANKIEWICZ-DROGON et al., 2008)

Apesar de apresentarem atividade antiviral documentada, compostos naturais
também apresentam algumas limitagdes como tempo de crescimento da planta para
isolamento e purificagdo dos compostos, dificuldade de isolamento, quantidade produzida e
citotoxicidade. Deste modo, a sintese de compostos com base em moléculas naturais
descritas apresenta-se como uma alternativa para superar estas desvantagens. A classe de
compostos sintéticos baseados em alcaldides que foi utilizada neste trabalho inibiu em 80% a
infeccdo do HCV in vitro (CAMPOS et al., 2017), demonstrando o potencial desta classe de
composto quando sintetizados. Além disso, o processo de sintese pode ser racionalizado, de
forma a manipular e produzir moléculas com aumento de atividade biologica e menos
toxicidade, em processo sustentavel. Adicionalmente, compostos sintéticos podem ser
patenteados e produzidos em larga escala, permitindo aplicabilidade como futuro tratamento

antiviral.



2. ObjetivoGeral

Este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antiviral de alcaldides sintéticos

na replicagao do CHIKYV e infecg¢ao do ZIK'V.

2.1. Objetivosespecificos

e Estabelecer uma linhagem celular a partir de células Huh 7.0 (Human hepato
carcinom) que expressem continuamente o RNA do replicon subgenémico CHIKV
RLUCFL-5A-PG.Avaliar a citotoxicidade em tratamento com alcaldides sintéticos na
linhagem continua de Huh7-CHIKV RLUC FL-5A-PG e células Vero por meio de
ensaio de citotoxicidade(MTT);

¢ Produzir particulas virais ZIKV expressando Nanoluciferase e estabelecer um sistema

infeccioso em células Vero;

e Investigar o potencial dos alcaldides sintéticos na replicagdo do CHIKV RLUC FL-
5A-PG e na infec¢ao do ZIKV invitro.
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3. Material e Métodos

3.1. Compostos

Os alcaldides sintéticos que foram avaliados neste trabalho foram desenvolvidos e
cedidos gentilmente pelo grupo de pesquisas do Laboratério de Quimica Verde e
Medicinal da UNESP de Sao José do Rio Preto. Os compostos foram dissolvidos em

Dimetil-sulfoxido (DMSO) e mantidos em solucao estoque a -80°C.

3.2. Replicon subgendomico deCHIKV

O replicon subgendmico utilizado para o estabelecimento da linhagem estavel foi o
CHIKV RLUC FL-5A-PG (Figura 4). Esta constru¢do foi gentilmente cedida pelo Prof.
Andres Merits do Instituto de Tecnologia da Universidade de Tartu, Estonia, para o
Laboratério de Virologia da UFU. O replicon CHIKV RLUC FL-5A-PG contém regides que
codificam proteinas virais ndo estruturais (ns) nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, os “reporters” RLUC
(Renilla luciferase) e EGFP (Proteina de fluorescéncia verde — Green fluorescence protein), a
enzima PAC (Puromicina N-acetiltransferase — Puromycin N-acetyltransferase) que confere
resisténcia ao antibidtico Puromicina, e a GEEGS (Glicina, acido glutamico, acido glutamico,
glicina e serina), uma mutacdo que confere a insercao de cinco aminoacidos entre os residuos

647 e 648 da nsP2 para diminuir a viruléncia do replicon.

CHIKV 490 491
—

I I m nsP4 —1 PAC I 2A I EGFP
\l/ RLuc

Pe647GEEGS T 648

Figura 4. Replicon subgenéomico CHIKV RLUC FL-5A-PG (POHJALA et al., 2011; UTT et
al., 2015)

3.3. Preparacio do replicon CHIKYV para transfeccio das células

Bactérias E. coli DH5a foram transformadas com plasmideo pCHIKV RLUC FL-5A-

PG. O produto da transformacdo foi plaqueado em meio LB sélido com 50 pg/ml de
11



ampicilina a 37°C por 16 horas. Uma unica coldnia foi cultivada em meio LB liquido seguido
a purificacdo e extracdo plasmidial por meio do QUIAGEN Plasmmid Maxi Kit (Qiagen,

Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Os plasmideos recuperados foram linearizados por meio da enzima de restricdo NOT I
(Sigma, USA), e purificados por meio do kit de purificagdo DNA Clean &Concentrator ™
(ZymoResearch, USA), de acordo com as instrucdes do fabricante. DNA plasmidial e DNA
linear foram aplicados em gel de agarose 1% com brometo de etideo para confirmar a
linearizagdo e qualidade dos mesmos. O produto da linearizacdo foi submetido a sintese do
RNA do replicon por meio do kit SP6 Ribo MAX™ Express RNA Production System
(Promega, USA), a reacdo foi composta por 10 ug de DNA linear, 20% tampao de transcri¢ao
e 25 mM rNTPs. Apoés a sintese, o acido nucléico foi tratado com a enzima RQ DNasel

(Promega, USA) para a eliminar fitas de DNA remanescentes.

3.4. Cultura deCélulas

Células Huh-7.0 e Vero foram cultivadas em meio essencial minimo modificado por
Dulbeco (DMEM; GIBCO-BRL, Grand Island, NY, USA) e suplementado com 100 U de
penicilina por ml, 100 U de streptomicina por ml, 1% (v/v) de aminoacidos ndo essenciais e

10% (v/v) de soro fetal bovino inativado (GIBCO-BRL) incubadas a 37°C e 5% de COx.

3.5. Linhagem celularestavel

Para avaliar o efeito dos alcaldides na replicacdo do CHIKV foi estabelecida uma
linhagem estavel de Huh 7.0 que expressa continuamente o replicon CHIKV RLUC FL-5A-
PG. Para isso, 5 X 105células Huh 7.0 foram transferidas para placas de 6 pogos em meio de
cultura onde foi adicionado o reagente DMRIE-C de transfeccdo (Invitrogen, USA). Para
cadatransfec¢do 10 pg do RNA do replicon foram diluidos em 500 pl Opti-MEM [ ™
(Invitrogen), e adicionados as células por 4 h. As células transfectadas foram entdo
adicionadas de meio DMEM suplementado e do antibidtico puromicina (5 pg/mL), e foram
mantidas sob selecdo por aproximadamente 20 dias. A linhagem foi entdo submetida a teste
quanto a expressao do replicon por meio de quantificagio de luminescéncia e

imunofluorescéncia.
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3.6. Producio de particulas deZika

Para produzir novas particulasvirais de ZIKV in vitro, o plasmideo contendo o genoma
completo do ZIKV com gene reporter Nanoluc (Nluc) (figura 8) foi submetido a reagcdo em cadeia
da polimerase (PCR —Polymerase Chain Reaction), utilizando a enzima Phusion High-Fidelity
(Thermo Fisher, USA). A reacdo foi composta de 10 ng do plasmideo de DNA;5% GCbuffer; 10
mMdNTPs; 100u M-Zik-Forward (CG ATT AAG TTG GGT AAC GCC AGG GT), 100u M-
Zik-Reverse (T AGA CCC ATG GAT TTC CCC ACA CC) edimetilsulfoxido (DMSO). As
condigdes de temperatura foram: 98 °C por 1 minuto, 35 ciclos de 98 °C por 10 segundos, 67 °C
por 15 segundos, 72 °C por 21 minutos. O produto da PCR foi purificado com o kit DNA Clean &
Concentrator ™ (ZymoResearch, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Em seguida o
produto da purificacdo foi submetido a transcricdo com o kit SP6 Ribo MAX™ Largescale RNA
Production Systems (Promega, USA).

s=1C| nuc | prM]  E [ NS1|NS2A|NS2B] NS3 [NSAAINSAB] NS5 |3’

Figura 8. Esquema da construcdo do virus ZIKV com Nanoluc.

O RNA do ZIKYV foi eletroporado em células Vero para a produgdo e propagacao do
ZIKV-Nanoluc. Para isso, uma suspensdo de células Vero em PBS (Tampao Fosfato —
Phosphate Buffer Solution) foi adicionada de 10 pL de RNA viral em uma cuveta de 4mm e
submetidas a eletroporagdao a 450 V e 600 pF. Seguido a eletroporacdo, as células foram
ressuspendidas em DMEM suplementado com 2% de soro fetal bovino e divididas em duas
garrafas de culturas de células de 25 cm?. As células eletroporadas foram monitoradas por

cinco dias e o sobrenadante foi coletado e armazenado no -80 °C.

3.7. Ensaio deplaca

Para determinar o titulo do sobrenadante de ZIKV-Nanoluc coletado, 1.5 X
105células Vero por pogo foram plaqueadas em placas de 6 pogos e incubadas a 37°C e 5% de
COzpor 24 horas. Em seguida, uma dilui¢do seriada do sobrenadante de ZIKV-Nanoluc
(figura 8) foi adicionada as células por uma hora. Apos esse periodo, o inoculo foi removido,
as células foram lavadas com PBS para remogdodos virus ndo adsorvidos, e adicionadas de
meio DMEM suplementado com 1% penicilina, 1% de aminoacidos ndo essenciais, 2% de

soro fetal bovino e 1% de carboximetilcelulose (CMC). As células foram incubadas de5 a 7
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dias a 37°C e 5% de CO2. Depois da incubacdo o meio foi removido e as células foram
fixadas e coradas com formaldeido 4% e 0.4% de cristal violeta para visualizar a formacao de

focos consequentes do efeito citopatico provocado na liberagao da particulaviral.

1
- 60 pL 60 pL 60 uL 60 pL
g '

- 2 Y4 N\
- T

540 uL

Figura 8. Esquema representativo da diluicdo seriada realizada para conceder o experimento
de ensaio de placa. Inicialmente 540 pL de meio de infeccdo (2) foi adicionado a cinco
microtubos, em seguida 60 pL da aliquota original de virus ZIKV-Nanoluc (1) foram
adicionados no primeiro microtubo, homogeneizado, e 60 uL foram transferidos para o tubo 2

€ assim sucessivamente.

3.8. Ensaio MTT decitotoxicidade

Para determinar a porcentagem da citotoxicidade, 1 X 10*de células Huh7-CHIKV
RLUC FL-5A-PG ou Vero foi transferida para microplacas de 96 pogos e incubadas a 37°C
por 24 horas. Em seguida foram adicionadas de meio de cultura contendo os compostos
sintéticos e incubadas por 72 horas. O sobrenadante foi removido e as célulasforam
adicionadas de solugdo contendo 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazoliumbromide (MTT) (Sigma-Aldrich, USA) a Img/ml em meio de cultura, e incubadas
a 37°C por 30 minutos. A solucdo MTT foi entdo removida, substituida pelo mesmo volume
de DMSO (Dimetil sulféxido — Dimethylsulfoxide) e submetida a leitura de comprimento de
onda de 490 nm. A porcentagem de citotoxicidade foi determinada pela média dos pogos
tratados x 100/ média dos pogos do controle ndo tratado.

Todo o experimento foi realizado em triplicata e em pelo menos dois eventos
independentes. DMSO foi utilizado como controle ndo tratado, Ribavirina como controle

positivo para CHIKV (POHJALA et al., 2011) e Obatoclax para ZIKV (KUIVANEN et al.,
14



2017).

3.9. Ensaio antiviral em replicon subgenomico(CHIKY)

Para avaliar o efeito dos alcaldides sintéticos na replicagio do CHIKV, 1 X 10*de
células Huh7 - CHIKV RLUC FL-5A-PG foi transferida para microplacas de 96 pogos
branca. Apds aderéncia celular, os compostos foram adicionados em concentragdes
especificas e incubados por 72 horas. Em seguida, o meio de cultura contendo os compostos
foi removido, as células foram lavadas com PBS e adicionadas de tampao de lise Renila
(Renilla luciferas lysis buffer; Promega, USA) por 30 min. Os lisados celulares foram
adicionados de reagente para ensaio de Renila Luciferase (Renilla Luciferase Assay Reagent;
Promega, USA) e a leitura de luminescéncia foi realizada em leitor de placa Glomax®
(Promega, USA). Todos os dados foram obtidos a partir da média dos pocos tratados x 100/
média dos pocos do controle ndo tratado. Os valores obtidos da leitura de atividade de

luminescéncia foram analisados em planilha Excel e pelo software GraphPadPrism®©.

3.10. Ensaio antiviral em virus completo(ZIKYV)

Para avaliar o potencial dos alcaldides sintéticos na infec¢do do ZIKV-Nanoluc, 1
X 10%células Vero foram plaqueadas em placas de 96 pogos branca e incubadas por 24 horas.
Concentragdes nao citotoxicas dos compostos e ZIKV-Nanoluc (MOI=0.1) foram diluidos
em DMEM soro fetal bovino 2% e adicionados as células e incubados por 72 horas. Em
seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS e tratadas com tampao de lise Renilla
Passive
LysisBuffer(Promega,USA)por30minutos.Oslisadosforamadicionadosdereagenteparaensaio
de luciferase (Renilla Luciferase Assay Reagent; Promega, USA) e a leitura dos niveis de
luminescéncia foi realizada em leitor de placa Glomax® (Promega, USA). Todos os dados
foram obtidos a partir da média dos pogos tratados x 100/ média dos pogos do controle

negativo e analisados em planilha Excel e pelo software GraphPad Prism©
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4. Resultados

4.1. Estabelecimento da linhagem estavel Huh7-CHIKV RLUCFL-5A-PG

Para a obtencdo do RNA contendo a sequéncia do replicon CHIKV RLUC FL-5A-
PG, foram utilizadas bactérias E. coli cepa DH5-0 competentes, as quais foram transformadas
com o plasmideo pCHIKV RLUC FL-5A-PG. Apds extrag¢do e purificacdo, o plasmideo foi
quantificado em espectofotdometro (Nanodrop®, ThermoScientific) (Tabela 1), submetido a
linearizagdo ¢ o DNA linear foi purificado e quantificado (Tabela 1). Os produtos foram

visualizados em gel de agarose 1% e brometo de etideo (figura 6).

Tabela 1. Tabela com as quantidades de DNA plasmidial CHIKV RLUC-FL-5A-PG e linear

obtidas em espectofotométro (Nanodrop®, ThermoScientifc).

Plasmideo 1003,7ng/uLL
DNALinear 64,8 ng/uL.

20000
10000 . »
7000

5000

4000
— 3000

Figura 6: DNA plasmidial purificado CHIKV RLUC-FL-5A-PG.DNA (pCHIKV) e DNA
linear CHIKV RLUC-FL-5A-PG.DNA (linear) obtido a partir da digestdo com enzima NOTI,
e purificado a partir do kit DNA Clean &Concentrator ™ (ZymoResearch). Produtos
visualizados em gel de agarose 1% e brometo de etideo submetidos a luz ultravioleta.

Marcador molecular de 1 kb (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder Plus, Fermentas, Life Sciences).
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O DNA linear foi submetido a transcricdo ¢ o mRNA RLUC FL-5A-PG foi
transfectado em células Huh 7.0 como descrito nos métodos. A selecao completa foi obtida
apos 20 dias do inicio do tratamento. As células Huh 7.0 que expressavam o replicon CHIKV
RLUC FL-5A-PG foram mantidas em puromicina 5 pg/mL e observadas constantemente em

microscopio de fluorescéncia para confirmacao da expressdo do RNA nas células através do

EGFP. A linhagem estavel foi denominada Huh- CHIKV RLUC FL-5A-PG (Figura 7).

Figura 7. Células Huh 7.0 expressando mRNA CHIKV RLUC FL-5A-PG observadas em

microscopio de imunofluorescéncia (EVOS) com objetiva de 10x e com filtro GFP (509 nm).

4.2. Ensaio de viabilidade

Para uma avaliacdo inicial da concentracdo a ser utilizada nos ensaios antivirais e
para investigar o potencial citotoxico dos compostos, as células foram tratadas com os
alcaloides sintéticos nas concentragdes finais de 50 uM, 10 uM, 2 uM e 0.4 uM. De acordo
com os resultados obtidos, uma concentracdo para cada composto foi selecionada para
realizagdo dos ensaios antivirais (Tabela 2). A porcentagem de citotoxicidade
obtidaapostratamento com cada composto em células Huh7 — CHIKV RLUC FL-5A-PG e
Vero podem ser observados nas figuras 9 e 10. Os ensaios de viabilidade feitos utilizando a
linhagem subgenomica Huh7 — CHIKV RLUC FL-5A-PG foram conduzidos para tratar dos
dados da replicacao do CHIKYV, ja os conduzidos em células Vero foram para analisar o efeito

dos compostos sob as células da mesma linhagem que seria testada quanto a infectividade do
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ZIKV-Nanoluc. Foram consideradas concentracdes viaveis ou nao toxicas aquelas com

viabilidade igual ou maior de 80 %.

Tabela 2. Tabela com os compostos e suas respectivas concentragdes selecionadas para

ensaios de atividade antiviral. O veiculo utilizado para diluir os compostos foi DMSO Hybri-

Max ", estéril-friltrado (Sigma,USA). Huh CHIKV*= Huh7 — CHIKV RLUC FL-5A-

Composto

Fac 2
Fac 7
Fac 8
Fac 16
Fac 17
Fac 19
Fac 20
Fac 21
Fac 22

Concentragdo (uM)
Huh CHIKV* Vero

10

50 50
10 10
0.4 12.5
10

0.4

10 10
10
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1004

Viabilidade (%) Huh7-CHIKY RLUC-FL-5A-PG

Fac2 10uM
Fac7 50uM
Fac8 10uM
Fac16 0.4uM
Fac17 10pM
Fac19 0.4uM
Fac20 10pM
Fac21 10pM
Fac22 2um
Rib 80uM
DMSO 0.1 %

Figura 9. Grafico da citotoxicidade do tratamento da linhagem Huh7-CHIKV-RLUC- FL-
5A-PG com os alcaldides sintéticos. Os dados sdo expressos em porcentagem e foram

normalizados a partir do resultado do controle nao tratado DMSO.

1504

Viabilidade (%) Vero

OoLX

Fac2 2 yMm
Fac? 50 uM

=
3
o
-
-]
&
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Fac 16 12.5 pM
Fac17 2 uM
Fac 19 2uM
Fac20 10uM
Fac 21 2 uM
Fac 22 8 uM

DMSO 0.1 %

Figura 10. Gréfico da citotoxicidade de células Vero com os alcaldides sintéticos. Os dados sdo

expressos em porcentagem e foram normalizados a partir do resultado do controle ndo tratado

DMSO.
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4.3. Ensaio deplaca

A partir do ensaio de placa foi possivel obter o titulo do ZIKV-Nanoluc. Na diluigao
de 107 o virus formou 60 focos (figura 11) e a partir desse valor temos que ha na aliquota

1 X 106pfu/mL.

Figura 11. Titulagdo viral por ensaio de placa. Células VERO foram infectadas com ZIKV-

NanoLuc por 1 hora e incubadas com meio CMC 1% por 5 dias.NI = ndo infectado

4.4. Replicacio doCHIKYV

Baseado nas concentragdes ndo toxicas, ou seja, concentragdes com viabilidade
acima de 80%, a atividade antiviral dos alcaldides sintéticos foram mensuradas na replicacao
CHIKVin vitro a partir do tratamento da linhagem celular Huh CHIKV RLUC-FL-5A-PG..
Os resultados demonstraram que o composto Fac 2 na concentracdo de 10 uM inibiu 75,55 %
da replicacdo do CHIKYV, e ndo apresentou qualquer citotoxicidade as células tratadas (Figura
9 e 11; Tabela 3),0s demais compostos apresentaram pouco ou nenhuma atividade inibitoria

na replicacdo do CHIKV (Figura 12; Tabela3).
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1004

50

Re plicagéo in vitro do CHIKV {%)

Fac2 10uM
Fac7 50uM
Fac8 10uM
Fac16 0.4uM
Fac17 10uM
Fac19 0.4pM
Fac20 10uM
Fac21 10uM
Fac22 2um
Rib 80uM

DMSO 0.1 %

Figura 12. Atividade de alcaldides sintéticos na replicagdo do CHIKV. Ensaio de Renilla
Luciferase para replicacdo in vitro do CHIKV na presenga dos compostos testados, controle positivo e
ndo tratado. Valores estatisticamente significantes estdo representados pelo simbolo ***

(p<0.01).

Tabela 3. Atividade de compostos alcaldides sintéticos representada pelas porcentagens de

citotoxicidade e inibigdo da replicacdo do CHIKV em células tratadas.Huh CHIKV = Huh7-CHIKV RLUC-
FL-5A-PG

Composto Viabilidade (%) Inibi¢ao
Huh CHIKV CHIKY (%)
Fac 2 112.24 75.55
Fac 7 170.49 33.55
Fac 8 87.57 29.37
Fac 16 62.43 41.91
Fac 17 113.21 47.31
Fac 19 134.87 20.82
Fac 20 138.02 14.14
Fac 21 133.71 14.63
Fac 22 104.62 31.20

Ribavirina 132.23 38.83 21




4.5. InfeccaoZIKV-Nanoluc

Baseado nas concentragdes ndo toxicas estabelecidas pelos ensaios de citotoxicidade,
a atividade antiviral dos alcaldides sintéticos na infectividade do ZIKV in vitro foi avaliada.
Os resultados dos ensaios de infec¢do na presenca ou auséncia dos compostos demonstraram
que os alcaloides sintéticos Fac 7, 16 e 20 inibiram 48,4, 45, 5 ¢ 34,7 % da Infectividade do
ZIKV in vitro, respectivamente (Figura 12; Tabela 4).

150+

Infectividade do ZKV in vitro (% of control)

Fac 8 10uM
Fac 19 2uM
oLXx

= =
= 3
o~ [=]
o~ I
o ~
&£ g

L

Fac 16 12.5 pM
Fac 17 2 yM
Fac 20 10 pMm
Fac 212 uM
Fac 22 8 yM
DMS0 0.1 %

Figura 12. Atividade de alcaloides sintéticos na infectividade do ZIKV. Ensaio de Renilla
Luciferase para infectividade in vitro do ZIKV-Nanoluc na presenga dos compostos testados, controle
positivo e controle ndo tratado. Os dados sdo expressos em porcentagem e os valores

estaticamente significantes estao representados pelo simbolo *** (p<0.01).
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Tabela 4. Atividade de compostos alcaldides sintéticos representada pelas porcentagens de

citotoxicidade e inibigdo da infectividade do ZIKV em células tratadas.

Composto Viabilidade Vero (%) Inibicao ZIKV (%)
Fac 2 100 0
Fac 7 93.73 48.42
Fac 8 23.47
Fac 16 94.10 45.53
Fac 17 55.92 18.21
Fac 19 97.59 0
Fac 20 105.51 34.68
Fac 21 89.12 19.59
Fac 22 98.65 4.49

Obatoclax 103.1 49.15
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5. Discussao

Os alcaldides sao uma classe que ja apresentou atividade antiviral para outros virus
como DENV (DA SILVEIRA OLIVEIRA et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2014), virus da
Febre Amarela (JULANDER, 2013) ¢ HCV (JARDIM et al., 2015).As arboviroses afetam
grande nimero de humanos como ja citado neste trabalho, as causadas pelo CHIKV e ZIKV
ndo possuem tratamento antivial especifico, por esse motive ¢ importante o estudo de
moléculas que apresentem atividade antiviral contra esses virus. .

Com base nos resultados obtidos neste estudo ¢ possivel concluir que os alcaloides
sintéticos Fac2, 7, 8, 17, 19, 20,21 e 22 ndo sdo téxicos para a linhagem de células Huh 7-
CHIKV RLUC FL-5A-PG-IL ou Vero nas concentragdes testadas. Zidar e colaboradores
(2014) testaram concentracdes maiores que as testadas neste trabalho, entre 100 e 50 uM, de
alcaldides e derivados sintéticos para linhagem de células Huh 7.0 e ndo diminuiram a
citotoxicidade (ZIDAR et al., 2014). Campos e colaboradores (2017)mostraram que uma
acridona sintética na concentragdo de 10 puM apresenta viabilidade de mais de 95% em
linhagem celular semelhante a utilizada neste trabalho, a Huh 7.5 (CAMPOS et al., 2017).
Outros trabalhos demonstraram que essa classe de composto ndo diminuem a viabilidade de
células Vero em determinadas concentragdoes (NAWAWI et al., 1999; VIJAYAN et al.,
2014).

O alcaldide Fac 2na concentragdo 10 pMinibiu 75.55% da replicagdo do
CHIKYV.Outros trabalhos demonstraram que alcaldides sdo potenciais inibidores da replicagao
do CHIKV(KAUR et al., 2013; LILLSUNDE et al., 2017; VARGHESE et al., 2016).
Notrabalho de KAUR e colaboradores, os autores demonstraram que o alcaldideHarringtonine
interfere na sintesede RNA e proteinas virais, interferindo principalmente com a proteina
estrutural de envelope E2 e ndo estrutural nsP3, demonstrando que este alcaldide possui
atividade antiviral na replicagdo do virus (KAUR et al., 2013).

Outra pesquisa que utilizou um sistema de replicon semelhante ao deste trabalho
demonstrou que andlogos de alcaldides marinhos inibiram 50% ou mais da replicagdo do
virus CHIKV (LILLSUNDE et al., 2014). Varghese e colaboradores (2016) trataram células
BHK 21 expressando replicon subgendmico semelhante ao deste trabalho com diversos
compostos € demonstraram que o alcaldide Berberine inibiu a replicagio do CHIKV
(VARGHESE et al., 2016). Um estudo in silico demonstrou que varios alcaldides interagem

com a proteina nsP2, uma protease, podendo estas moléculas apresentarem atividade antiviral
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em algum nivel da replicacao dos Alphavirus (KENDALL et al.,2016).

Campos e colaboradores (2017) mostraram que uma acridona sintética inibiu mais de
90 % da replicagdo do HCV utilizando um sistema de replicon subgenomico SGR-Feo-JFH-1.
J& quando utilizando virus completo, o composto inibiu a replicacdo em quase 70% e a
liberagdo de novas particulas virais em quase 80% (CAMPOS et al., 2017). Todos estes
resultados corroboram com o desempenho do alcaldide sintético Fac 2 indicando que este
composto ¢ um potente inibidor da replicacdo do CHIKV, sendo um potencial candidato no
tratamento antiviral da Febre Chikungunya.

Os resultados obtidos dos ensaios de atividade antiviral contra ZIKV demonstraram
menores taxas de inibicdo comparadas com os dados obtidos para CHIKV. Entretanto, 3
moléculas inibiram significativamente a infectividade do ZIKV. O melhor desempenho foi do
composto Fac 7 que inibiu 48,42 % da infec¢do do ZIKV-Nanoluc quando comparado ao
controle.Outros trabalhos demonstraram que alcaldides sintéticos possuem atividade antiviral
contra flavivirus, da mesma classe que o ZIKV. Um estudo demonstrou que que o alcaldide
Hisurtine inibiu as etapas finais do ciclo de replicativo de DENV (HISHIKI et al., 2017),
assim como Campos e colaboradores (2017) demonstraram atividade antiviral de uma
acridona sintética contra o HCV (CAMPOS et al, 2017). Os resultados sdo
promissores,vistoque essas moléculas sdo permissivas de manipulacdo quimica e poderdo ser
modificadas e avaliadas a fim de se obter uma melhora na atividade antiviral j4 apresentada.

Os dados obtidos demonstram que o alcaldide sintético Fac 2 possui atividade
antiviral na replicagdo do virus Chikungunya, e os Facs 7, 16 e 20 inibiram a infectividade do
por ZIKV invitro. Experimentos futuros sdo necessarios para fornecer umamelhor

compreensdo de como estes compostos atuam no ciclo de replicacao do ZIKV eCHIKV.
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