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RESUMO

As arboviroses s&o doengas virais transmitidas por artropodes hematéfagos
como mosquitos e carrapatos. O virus Chikungunya (CHIKV) é um arbovirus
transmitido por mosquitos do género Aedes spp., responsavel por surtos recentes no
Brasil, gerando elevado numero de casos. A infec¢ao pelo CHIKV apresenta sintomas
caracteristicos de arboviroses como febre, dores de cabeca e musculares, além de
artralgia que pode se tornar crénica em alguns casos. Compostos naturais
apresentam atividades bioldgicas importantes como, por exemplo, os isoflavondides
vestitol, neovestitol e medicarpina isolados da prépolis vermelha, que ja
demonstraram, dentre outras, acdo antibacteriana, anti-inflamatéria, antitumoral. No
entanto, até o momento e de nosso conhecimento, ndo existem estudos envolvendo
a atividade antiviral destes compostos. Desta forma, esse estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antiviral do vestitol, neovestitol e medicarpina na replicagao do
CHIKV, por meio do estabelecimento de uma linhagem celular estavel (BHK-CHIKV-
NCT) de células de rim de hamster bebé (BHK-21), que expressassem continuamente
o replicon subgendmico CHIKV-NCT, uma constru¢do que possui regides que
codificam proteinas nao estruturais (nsP) do virus, e genes “reporters”, que conferem
emissao de luminescéncia, fluorescéncia e resisténcia ao antibidtico puromicina.
Ensaios de viabilidade celular (MTT) foram realizados na presencga ou auséncia dos
compostos para determinar a maxima concentragdo nao toxica de cada composto,
que foi utilizado nos ensaios antivirais. Os resultados demonstraram redugao
estatisticamente significante na replicagdo do CHIKV em 71% para o composto vestitol
e de 51% para o composto medicarpina, demonstrando o potencial antiviral dos

compostos isolados da propolis vermelha no combate a febre chikungunya.



ABSTRACT

Arboviruses are viral diseases transmitted by hematophagous arthropods such
as mosquitoes and ticks. The Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus transmitted
by mosquitoes of the genus Aedes spp., responsible for recent outbreaks in Brazil,
producing a high number of cases. The CHIKV infection presents characteristic
symptoms of arboviruses, such as fever, headaches and muscles aches, in addition to
arthralgia which, in some cases, lead to a chronic character Natural compounds
possess important biological activities as, for example, the isoflavonoids vestitol,
neovestitol and medicarpine, isolated from red propolis, which have already
demonstrated antibacterial, anti-inflammatory, anticancer action, among others.
However, up to date and to our knowledge, there are no studies encompassing the
antiviral activity for these compounds. Thus, this study aimed to evaluate the antiviral
activity of vestitol, neovestitol and medicarpine on the CHIKV replication employing a
stable cell line (BHK-CHIKV-NCT) from baby hamster kidney cells (BHK-21), which
continuously expressed the subgenomic replicon CHIKV-NCT, a construct that
possesses regions that encode non-structural proteins (nsP) of the virus as well as
gene "reporters", which confer luminescence, fluorescence and resistance to the
antibiotic puromycin. Cell viability assays (MTT) were performed in the presence or
absence of the compounds to determine the maximum non-cytotoxic concentrations of
each compound, used in the antiviral assays. The results showed a statistically
significant reduction in the replication of CHIKV in 71% for the vestitol and 51% for the
medicarpine, showing the potential antiviral activity of these compounds isolated from

red propolis to combat the chikungunya fever.
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1. INTRODUGAO

1.1. Arboviroses

Arboviroses sdo doencas causadas por virus e transmitidos por artrépodes
hematdfagos, representando atualmente um grande problema de saude mundial que
afeta, principalmente, regides tropicais (NERIS et al., 2018; WU et al., 2019). Estas
doengas sao consideradas enzoodticas quando circulam entre alguns animais
silvestres vertebrados e invertebrados. Porém, devido ao aumento de acodes
antropogénicas e capacidade de adaptagao desses virus, as arboviroses vem sendo
notificadas em varios paises, sendo veiculadas por diferentes vetores como
mosquitos, moscas hematofagas e carrapatos (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017;
WEAVER; REISEN, 2010).

No Brasil, os principais arbovirus circulantes incluem o virus da Dengue
(DENV), Chikungunya (CHIKV), Zika (ZIKV) e o virus da Febre amarela (YFV),
responsaveis por diversos surtos nas ultimas décadas. Estes virus circulam de
maneira concomitante, tendo como principal vetor os mosquitos do género Aedes spp.
(DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017; NERIS et al., 2018). Dados da Secretaria de
Vigilancia em Saude do Ministério da Saude demonstraram que entre a primeira
semana de 2019 até o momento atual (semana epidemiolégica 32 de 2020) foram
registrados 2.692.164 casos provaveis de infecgao pelos arbovirus citados acima, com
1.375 obitos confirmados (BRASIL.; SAUDE; SAUDE, 2020; MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).

1.2. O CHIKV e a Febre Chikungunya

O CHIKYV foi detectado pela primeira vez em 1952 na Tanzania, Africa (ROSS,
1956). A palavra chikungunya vem do dialeto africano Makonde que significa “aqueles
que se dobram”, em referéncia ao andar curvado dos individuos infectados devido a
intensa artralgia (dores nas articulagbes), o principal sintoma clinico da febre
Chikungunya (MEJIA; LOPEZ-VELEZ, 2018).

CHIKV ¢é um virus envelopado, esférico, com tamanho entre 60 e 70 nm,
possuindo um capsideo icosaédrico, pertencente ao género Alphavirus e a familia
Togaviridae (Figura 1A). Como é caracteristico desse género de virus, o CHIKV possui
um genoma de RNA cadeia simples, polaridade positiva e com aproximadamente 12
kb, com duas regides de leitura aberta (Open Reading frames, ORFs). A primeira ORF



codifica as quatro proteinas nao estruturais (nsPs) do virus (nsPs 1 - 4), e a segunda
codifica as proteinas estruturais do capsideo, glicoproteinas do envelope (E1, E2 e
E3) e a proteina 6k (Figura 1B) (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017; FROLOV;
FROLOVA, 2018; LIMA-CAMARA, 2016; MADARIAGA; TICONA; RESURRECION,
2016). O genoma do CHIKV também possui trés regides nao traduzidas (non-
translated regions, NTRs). A 5 NTR possui 76 nucleotideos e a 3 NTR, 526
nucleotideos. A terceira NTR consiste em 68 nucleotideos entre as 2 ORFs, com uma
sequéncia promotora que possibilita a sintese do RNA subgendmico 26S, que codifica
todas as proteinas estruturais (Figura 1B) (WONG; CHU, 2018).

Figura 1- Estrutura do virion e genoma viral
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A. Representacdo da estrutura do virion do CHIKV Adaptado de (YAP et al., 2017); B.
Representacdo esquematica do genoma do CHIKV demonstrando as ORFs e as NTRs.
Adaptado de (WEAVER; LECUIT, 2015)

O ciclo replicativo do CHIKV se inicia pela adsor¢cao da glicoproteina E2 a
receptores de superficie celular de clatrina, proibitina, TIM-1 ou glicosaminoglicanos
na célula hospedeira humana, fazendo com que o virus seja endocitado

(HOORNWEG et al., 2016). Apds a internalizagdo, o endossomo, mediado pela



glicoproteina E1 se funde com o envelope do virus devido a mudangas no pH
endossomal, liberando o RNA viral para o citoplasma da célula hospedeira (Figura 2)
(WEAVER; LECUIT, 2015; WONG; CHU, 2018). O RNA viral é traduzido em uma
poliproteina nsP1-4, posteriormente clivada em nsP1-3 e nsP4, formando um
complexo de replicagdo ativo, permitindo a sintese da fita de RNA de polaridade
negativa. A clivagem desse ultimo complexo de proteinas em nsP1, nsP2, nsP3 e
nsP4 induz a sintese do RNA viral completo, traduzindo também as proteinas
estruturais para completa montagem das novas particulas virais. Em seguida, o virus
€ liberado por brotamento, levando uma parte da membrana da célula hospedeira
(Figura 2) (FROLOV; FROLOVA, 2018; MULLER et al., 2019; WONG; CHU, 2018).

Figura 2- Ciclo replicativo do CHIKV
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Estudos filogenéticos demostraram que existem quatro linhagens de CHIKV
com duas cepas distintas foram originadas a partir de uma linhagem comum, sendo
uma a do Oeste Africano (WA) e outra do Leste/Centro/Sul da Africa (ECSA) (VOLK

et al., 2010). A ocorréncia de um surto na Asia cerca de 150 anos atras, causado pela



cepa ECSA, possivelmente propiciou a sua diferenciagdo na Linhagem Urbana
Asiatica (AUL) (Figura 3) (BURT et al., 2017; VOLK et al., 2010). Adicionalmente, a
insercéo de ECSA nas regides do Oceano indico deu origem a linhagem do Oceano
indico (IOL). Entretanto, estima-se que essa linhagem tenha se extinguido (BURT et
al., 2017; VOLK et al., 2010).

Devido a uma mutacdo que altera um residuo de valina na E1, o CHIKV se
tornou capaz de infectar mosquitos da espécie Aedes albopictus (SUDEEP et al.,
2019). Consequentemente, casos de infeccdo por CHIKV passaram a ser reportados
em regides de clima subtropical e temperado (WONG; CHU, 2018). Em 2013, houve
a primeira detecg¢ao da transmissao autdctone do CHIKV nas américas, na llha de San
Martin no Caribe. Em 2014, foram relatados os primeiros casos de Febre Chikungunya
no Brasil, causados pelas cepas AUL e ECSA, notificados nos estados do Amapa e
Bahia (AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2015), com posterior disseminagao
para os demais estados do territério brasileiro (Figura 3) (SILVA et al., 2018a). Desde
entdo, essas cepas foram responsaveis por mais de 650 mil casos de febre
Chikungunya entre os anos de 2014 e 2019 (SILVA et al., 2018a). No ano de 2020,
foram registrados até a semana epidemiolégica 36, 69.702 casos provaveis de febre
Chikungunya, com uma incidéncia de 33,2 casos por 100 mil habitantes, e 14 ébitos
confirmados (SAUDE, BRASIL. MINISTERIO DA. SAUDE, 2020).



Figura 3- Distribuicdo das cepas do CHIKV e mosquitos do género Aedes spp.
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Retirado e adaptado de: https://www.sciencenewsforstudents.org/article/chikungunya-wings-

its-way-north-mosquitoes Acesso em 01/10/2020.

A Febre Chikungunya é o nome da doenga provocada pelo CHIKV. Apds
infecgdo, o periodo de incubacdo varia entre 2 e 12 dias, e os infectados podem
manifestar sintomas clinicos caracteristicos das arboviroses, como febre alta, dores
de cabeca, conjuntivite, nauseas, vomitos, mialgia, artralgia, erupgdes cutaneas e, em
alguns casos, manifestagdes neuroldgicas (BRIZZI, 2017; WONG; CHU, 2018) (Figura
4). O sintoma mais marcante da infeccao pelo CHIKV é o disturbio articular (Figura 4),

que auxilia o diagnéstico clinico da Febre Chikungunya (SILVA et al., 2018b).


https://www.sciencenewsforstudents.org/article/chikungunya-wings-its-way-north-mosquitoes
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Figura 4- Sintomas causados pela infeccéo pelo CHIKV
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'Disponivel em: http://www.saude.gov.br/saude-de-a-z/chikungunya Acesso em 01/09/2020

Estudos reportaram que o CHIKV pode invadir as células endoteliais e
fibroblastos subcutaneos, atingindo também os macréfagos, que sdo responsaveis por
transportar o virus para os 6rgaos alvo como musculos e articulagdes, onde ha grande
quantidade de células nervosas, além de cérebro e figado (Figura 5) (MADARIAGA;
TICONA; RESURRECION, 2016; MULLER et al., 2019; WONG; CHU, 2018). Apds
alguns meses, a artralgia pode se tornar crénica em aproximadamente 25% dos
individuos infectados, comprometendo as atividades diarias e levando a impacto
social e econdmico (MADARIAGA; TICONA; RESURRECION, 2016; NERIS et al.,
2018; PAIXAO et al., 2018). Apesar das mortes causadas pelo CHIKV serem raras, a
maioria das vitimas fatais sdo idosos com idade acima de 60 anos e criangas menores
de 1 ano (LIMA NETO et al., 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2020).
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Figura 5- Disseminacéo do CHIKV pds infecgao.
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1.3. Tratamento atual da Febre Chikungunya

Nao existe terapia antiviral contra a febre Chikungunya, sendo o tratamento
atual baseado em medidas paliativas, visando reduzir os sintomas. Este tratamento
paliativo envolve o uso de analgésicos, antitérmicos, repouso e hidratagdo (SAUDE,
BRASIL. MINISTERIO DA. SAUDE, 2017).
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1.4. Propriedades bioldgicas e potencial antiviral da prépolis vermelha

As plantas sdo popularmente usadas de forma medicinal para prevenir ou
auxiliar no tratamento de doengas (BARBALHO et al., 2016). Alguns extratos vegetais
e compostos puros isolados de fontes naturais tem sido testados e podem ser
importantes ferramentas no tratamento de infecgdes por virus (SILVEIRA et al., 2009).
A propolis € um substrato produzido por abelhas, de aspecto resinoso e balsamico,
com composigao variavel, possuindo alto potencial biotecnologico devido a suas
propriedades antioxidantes, antimicrobianas (LOPEZ et al., 2014), antiparasitarias,
antitumoral, anti-inflamatdrias, imunomoduladoras, hepatoprotetoras (SANTOS et al.,
2020), e antivirais, como aquelas descritas para os virus da gripe, adenovirus, herpes
simples e herpes genital (POPOVA; TRUSHEVA; BANKOVA, 2019; SCHNITZLER et
al., 2010).

A prépolis pode ser encontrada em varias regides do Brasil e do mundo, e sua
composicdo depende das variagdes botanicas locais (LOPEZ et al., 2014). A prépolis
vermelha é normalmente encontrada no nordeste brasileiro, diferenciando-se dos
outros tipos de propolis pela elevada presenca de compostos fendlicos como, por
exemplo, isoflavondides, chalconas, pterocarpanos, benzofenonas, terpenos e
taninos (DO NASCIMENTO et al., 2019).

Os isoflavondides, presentes em alguns alimentos, inclusive na prépolis
vermelha, sdo capazes de exercer atividades benéficas ao ser humano (OLDONI et
al., 2011). Dentre eles est&o o vestitol, o neovestitol e a medicarpina (FERNANDEZ et
al., 2008; OLDONI et al., 2011). O vestitol demonstrou atividade antitumoral, anti-
inflamatoria, anticaries, antioxidante e capacidade de modulagdo de neutrdéfilos
(BUENO-SILVA et al., 2013b; FRANCHIN et al., 2016b; FREIRES; DE ALENCAR;
ROSALEN, 2016; INUI et al., 2014; NANI et al., 2018). O neovestitol, por sua vez, é
um dos principais componentes bioativos presente na propolis vermelha, tendo
demonstrado atividade anti-inflamatdria, reduzindo a migragcdo de neutréfilos em
modelos animais (BUENO-SILVA et al., 2017) e diminuindo o dano articular em
animais com artrite induzida (FRANCHIN et al., 2016a). Mais além, ele apresentou
atividades antibacteriana e anticarie (BUENO-SILVA et al., 2013a). Por fim, a
medicarpina apresentou atividade antibacteriana, antifungica e antitumoral in vitro
(FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016; GATOUILLAT et al., 2015), e atividade
lipolitica e anti-osteoclastogénica, capazes de prevenir atrite pds menopausa em
camundongos (IMRAN et al., 2018; MANSOORI et al., 2020).
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Desta maneira, visto a inexisténcia de tratamento antiviral especifico contra a
febre Chikungunya e, dados as informac¢des da literatura referente a potencial
atividade antiviral destes compostos, este trabalho tem por hipétese de que os
compostos isolados do extrato de propolis sejam moléculas com potencial antiviral
frente ao CHIKV. De modo a avaliar esta hipdtese, este trabalho tem como obijetivo
analisar a atividade antiviral do vestitol, neovestitol e medicarpina na replicagdo do
CHIRYV in vitro.

2. JUSTIFICATIVA

De acordo com a situagao epidemioldgica atual, as arboviroses representam
impacto socioecondmico significativo, no que se ressalta o impacto no sistema de
saude, provocando superlotacdo com internagdes, afastamentos e incapacitagao por
doenca crénica, mas formagdes congénitas em criangas e altos numeros de obitos,
resultando em gastos de cerca de 3 bilhdes de reais anualmente.

O CHIKV tem carater endémico em regides tropicais, sendo notificado no Brasil
durante todo o ano. Dados da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude reportaram que entre os anos de 2015 e 2019 foram confirmados 593 débitos
por Chikungunya no pais. Os sintomas da doenga comprometem as atividades dos
individuos infectados e a infecgao pelo CHIKV pode se tornar crénica, o que interfere
na qualidade de vida dos pacientes (PAIXAO et al., 2018). Adicionalmente, n&o
existem farmacos antivirais ou vacinas para combater esse virus (WANG; ZHANG,
2019), sendo de suma importdncia a pesquisa de uma terapéutica adequada e
acessivel para a populagao atingida, utilizando, por exemplo, compostos naturais, que
figuram entre os compostos promissores a serem utilizados no tratamento e
prevencéo de doencas (OZASLAN; OGUZKAN, 2018).

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antiviral dos isoflavonodides vestitol, neovestitol e
medicarpina, na replicacdo do CHIKV in vitro.

3.1. Objetivos especificos:

- Estabelecer uma linhagem celular de células BHK-21 que expressem
continuamente o replicon subgénomico CHIKV — NCT (BHK-CHIKV- NCT);
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- Avaliar a citotoxicidade dos compostos na linhagem continua de BHK-CHIKV
- NCT por meio de ensaio MTT de viabilidade celular e determinar a maxima
concentracdo nao-citotoxica de cada composto;

- Investigar o potencial antiviral do vestitol, neovestitol e medicarpina na

replicagdo do CHIKV in vitro utilizando a linhagem continua de BHK-CHIKV — NCT.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Compostos

Os isoflavondides vestitol, neovestitol e medicarpina (Figura 6) foram cedidos
gentilmente pelo Professor Dr. Carlos Henrique Gomes Martins do Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os compostos foram
dissolvidos em Dimetilsulféxido (DMSO), mantidos em solugao estoque a -80°C e
dissolvidos em meio de cultura celular imediatamente antes da realizagcdo dos ensaios

em cultura de células.

Figura 6- Estrutura quimica dos compostos avaliados nesse estudo.

Vestitol Neovestitol Medicarpina

Figura cedida por: Prof. Dr. Fernando R. G. Bergamini, Instituto de quimica, Universidade

Federal de Uberlandia.

4.2. Cultura de Células

Células BHK-21 (ATCC® CCL-10™) foram cultivadas em meio essencial
minimo modificado por Dulbeco’s (DMEM; GIBCO-BRL) suplementado com 100 U de
penicilina por ml, 100 U de estreptomicina por ml, 1% (v/v) de aminoacidos nao
essenciais e 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado (GIBCO-BRL), e foram incubadas
a 37°C e 5% de CO..
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4.3. Replicon subgenémico de CHIKV

O replicon subgenémico CHIKV-NCT (Figura 5) foi utilizado para o
estabelecimento da linhagem estavel BHK-CHIKV-NCT. Esta construgcéo foi
gentilmente cedida pelo Prof. Andres Merits do Institute of Technology, University of
Tartu, Estonia (Instituto de Tecnologia da Universidade de Tartu, Esténia), para o
Laboratério de Virologia da Universidade Federal de Uberléandia. O replicon CHIKV-
NCT contém regides que codificam as proteinas 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 glutadmico, glicina e serina), uma mutagao que confere
a insergao de cinco aminoacidos entre os residuos 647 e 648 da nsP2, para diminuir
a viruléncia do replicon (POHJALA et al., 2011).

Figura 7- Representagao esquematica do replicon subgenémico CHIKV-NCT.

CHIKV-NCT
490 491
NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 PAC [2A] EGFP
////;fpﬁae Rluc
GEEG
Ps47 Te4s

Adaptado de (POHJALA et al., 2011)

4.4. Preparacao do RNA do replicon CHIKV para transfecc¢ao das células

Bactérias E. coli DH5a foram transformadas com plasmideo pCHIKV — NCT. O
produto da transformacao foi plaqueado em meio LB sodlido com 50 ug/mL de
ampicilina a 37°C por 16 h. Uma unica col6nia foi cultivada em meio LB liquido
adicionado de ampicilina, em seguida foi realizada a purificacdo e extragao plasmidial
por meio do QUIAGEN Plasmmid Maxi Kit (Qiagen, Alemanha), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os plasmideos recuperados foram linearizados por meio da
enzima de restricdto NOT | (Promega, USA), e purificados por meio do kit de
purificacdo DNA Clean & Concentrator ™ (Zymo Research, USA), de acordo com as
instrugdes do fabricante. O DNA plasmidial e o DNA linear foram aplicados em gel de
agarose 1% com brometo de etideo para confirmar a linearizacdo e qualidade dos
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mesmos. O produto da linearizag¢ao foi entdo submetido a sintese do RNA do replicon
por meio do kit SP6 Ribo MAX™ Express RNA Production System (Invitrogen, USA).
Apds a sintese, o acido nucléico foi tratado com a enzima Turbo DNAse (Promega,

USA) para a eliminar fitas de DNA remanescentes.

4.5. Estabelecimento dalinhagem celular estavel BHK-CHIKV-NCT

Células BHK-21 foram submetidas a transfeccdo por eletroporagdo, método
que consiste em submeter as células a um campo elétrico capaz de aumentar a
permeabilidade das membranas, permitindo a entrada do RNA do replicon. Para isso,
4 x 108 células BHK-21 em solugéo tampéo fosfato salino (Phosphate buffered saline
— PBS) gelado foram transferidas para cubeta de eletroporacéo juntamente com 10
Mg do RNA do replicon, seguido de dois pulsos a 450 Volts e 650 uF de capacitancia.
As células eletroporadas foram transferidas para garrafa de cultivos e mantidas com
meio DMEM suplementado a 37°C e 5% de CO? por 24 horas, com posterior analise
da presenca de fluorescéncia para confirmar a expressao do replicon. As células BHK-
CHIKV-NCT foram mantidas sob selecdo e expansao por aproximadamente 15 dias,
sob o tratamento com meio DMEM suplementado e adicionado de puromicina 5
Mg/mL. A visualizagdo das mesmas foi realizada em microscoépio de fluorescéncia.
Ap0ds o periodo de selegao, foi realizado ensaio de luminescéncia a fim de comprovar

a expressao do gene reporter RLUC.

4.6. Ensaio de viabilidade em células BHK-CHIKV-NCT

Para determinar a citotoxicidade dos compostos 1 x 10* células BHK-CHIKV-
NCT foram transferidas para microplacas de 96 pocgos e incubadas a 37°C por 24 h.
Em seguida, foi adicionado meio de cultura contendo os compostos nas
concentragdes de 50, 10, 2 e 0,4 uM e as células foram incubadas por 72 horas. Apos
esse intervalo, o sobrenadante foi removido e as células foram adicionadas de solugao
contendo brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) (Sigma-
Aldrich, USA) a 1mg/mL em meio de cultura e incubadas a 37°C por 30 minutos. O
sobrenadante foi removido e substituido pelo mesmo volume de Dimetil sulféxido
(Dimetilsulféxido - DMSQO) e submetida a leitura de comprimento de onda a 490 nm.
A porcentagem de viabilidade celular foi determinada pela média dos pogos tratados

x 100/ média dos pogos do controle ndo tratado. Os ensaios foram realizados em
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triplicata e em pelo menos dois eventos independentes. DMSO foi utilizado como
controle ndo tratado. Para analise antiviral, uma concentragdo com viabilidade celular

igual ou superior a 80% foi selecionada.

4.7. Ensaio antiviral em replicon subgenomico

Para avaliar o efeito dos compostos na replicacdo do CHIKV, 1 x 10* células
BHK-CHIKV- NCT foram transferidas para microplacas de 96 pocgos branca, 24 h antes
do teste de atividade antiviral. Apds aderéncia celular, os compostos foram
adicionados em concentracdes selecionadas de acordo com o ensaio de MTT e
incubado por 24 horas. Em seguida, o meio de cultura contendo os compostos foi
removido, as células foram lavadas com PBS e adicionadas de tampé&o de lise passiva
(Renilla luciferase lysis buffer; Promega, USA) por 30 min. Aos lisados celulares foi
adicionado reagente de Renilla Luciferase (Renilla Luciferase Assay Reagent,
Promega, USA) para mensurar os niveis de luminescéncia, que foi detectada em leitor
de placa Glomax® (Promega, USA). Todos os dados foram obtidos a partir da média
dos pocos tratados x 100/ média dos pogos do controle n&o tratado. Os valores obtidos
da leitura de atividade de luminescéncia foram analisados em planilha Excel e pelo

software Graph Pad Prism®© versao 8.0.1.

4.8. Estatistica

Os ensaios foram analisados utilizando analise de variancia (ANOVA) ou teste
T-student utilizando o software Graph Pad Prism © versdo 8.0.1 com valores de p
<0.05.

5. RESULTADOS

5.1. Estabelecimento da linhagem estavel de BHK-CHIKV- NCT

Para a obtencdo da massa necessaria do DNA plasmidial contendo a
sequéncia do replicon CHIKV-NCT, bactérias E. coli DH5-a competentes foram
transformadas com o plasmideo pCHIKV-NCT. As bactérias transformadas foram
multiplicadas e submetidas a extracao e purificagao do plasmideo, que foi quantificado
em espectofotdmetro (Nanodrop®, ThermoScientific) (Tabela 1). O DNA plasmidial foi
entdo submetido a linearizagao, purificacdo e quantificacdo. Os produtos foram
visualizados em gel de agarose 1% e brometo de etideo (Figura 8).
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Tabela 1- Quantificacdo em espectofotdmetro do Plasmideo CHIKV-NCT e
DNA linear.

Plasmideo 1000 ng/pl

DNA Linear 112,6 ng/pl

Figura 8- Visualizagdo em gel de agarose 1% e brometo de etideo

A

Ladder PpCHIKV  Linear

—r 4+—Pp 44— >

1,000

1.0% agarose

(A) Marcador molecular de 1kb (Ladder). Fonte: Promega Corporation*, 2020. (B) Ladder
de 1kb, Plasmideo CHIKV-NCT e DNA linear visualizados em gel de agarose 1% e
brometo de etideo sob luz ultravioleta. “Disponivel em:
https://www.promega.com.br/products/cloning-and-dna-markers/molecular-weight-
markers/1kb-dna-step-ladder/?catNum=G6941 Acesso em 30/06/2020.

O DNA linear foi submetido a sintese de RNA do CHIKV-NCT, que foi
transfectado em células BHK-21 através de eletroporagao em dois pulsos. As células
eletroporadas foram submetidas a selecdo com antibidtico puromicina, a fim do
estabelecimento de linhagem celular contendo apenas células que expressassem 0O

replicon, obtida apds 15 dias do inicio da selecédo (Figura 9). Para isso, as células
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BHK-21 que expressavam o replicon CHIKV-NCT foram mantidas em puromicina 5
Mg/mL e observadas constantemente em microscépio de fluorescéncia para
confirmacgéo da expressao do RNA CHIKV-NCT nas células através do EGFP (Figura
9). A linhagem estavel foi denominada BHK-CHIKV-NCT.

Figura 9- Fluorescéncia emitida por células BHK-CHIKV-NCT.

Células BHK-21 expressando RNA CHIKV- NCT observadas em microscopio de

imunofluorescéncia (EVOS) com objetiva de 4x e com filtro GFP (509 nm).

5.2. Ensaio de viabilidade em células BHK-CHIKV-NCT

Para estabelecer a concentragdao nao citotéxica dos compostos a ser utilizada
no ensaio antiviral, células BHK-CHIKC-NCT foram tratadas com vestitol, neovestitol
e medicarpina nas concentragdes de 50, 10, 2 e 0.4 uM. De acordo com os resultados
obtidos, concentragdes nao citotdxicas, definidas como aquelas com viabilidade
celular igual ou superior a 80%, para cada composto foram selecionadas para
realizagc&o dos ensaios antivirais, que representaram o tratamento a 10 uM para todos

os compostos avaliados. (Tabela 2; Figura 10).
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Tabela 2- Viabilidade celular, expressa em porcentagem, na presencga de cada

composto em diferentes concentragoes.

Composto 50 uM 10 uM 2 uM 0.4 yM
Vestitol 72.01 90.17 86.01 84.39
Neovestitol 77.09 99.41 100.83 98.51

Medicarpina 54.38 81.93 98.62 102.69

Figura 10- Viabilidade em células BHK-CHIKV-NCT tratadas com os
compostos vestitol, neovestitol e medicarpina.

1507

100+

VIABILIDADE BHK-CHIVK-NCT (%)

N N » N oo
60\} ,\Q\} R Qb& (o@} ,\Q\} N Qb& ODQQ \Q\} aR Q?‘Q Q'\
Vestitol Neovestitol Medicarpina DMSO

Viabilidade celular de BHK-CHIKV-NCT tratadas com os compostos nas concentragdes de 50,

10, 2 e 0,4 uyM ou controle DMSO a 0,1%, mensurada através do ensaio de MTT.

5.3. Ensaio de luminescéncia em células BHK-CHIKV-NCT

A atividade antiviral dos compostos foi avaliada na replicacdo CHIKV in vitro a
partir do tratamento da linhagem celular BHK-CHIKV-NCT com vestitol, neovestitol e
medicarpina na concentragdo de 10 pM. Os resultados demonstraram reducgao
estatisticamente significante da replicagdo do CHIKV in vitro em 71% e 51% no
tratamento com vestitol e medicarpina, respectivamente. As células tratadas com o
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neovestitol ndo apresentaram inibicdo significante na replicagdo do CHIKV in vitro
(Tabela 3; Figura 11).

Tabela 3- Luminescéncia em células BHK-CHIKV-NCT tratadas com os
compostos a 10 yM/mL.

Composto 10 uM

Vestitol 2942
Neovestitol 83.76
Medicarpina 49.05

REPLICACAQO BHK-CHIKV-NCT (%)

Figura 11- Atividade anti-CHIKV dos isoflavonoides vestitol, neovestitol e
medicarpina.

1501

100+

*k*k*

Niveis de replicacdo do CHIKV em células BHK-CHIKV-NCT tratadas com os compostos a
10uM, determinados pelos niveis de luminescéncia em relagdo ao controle nao tratado
(DMSO). (**- p < 0,0001; **** - p = 0,0025).
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6. DISCUSSAO:

O CHIKV é problema de saude publica em todo o mundo, causando
comorbidades que podem se tornar graves, incapacitando individuos ou até mesmo
os levando a obito. Até o presente momento, ndo existem vacinas regulamentadas
que possa impedir a infecgdo pelo virus ou farmacos antivirais especificos para
tratamento dos infectados. O tratamento é paliativo, realizado para minimizar os
sintomas. Desta forma, a busca por moléculas que possam apresentar atividade
antiviral contra o virus € fundamental (MATUSALI et al., 2019; ZHANG et al., 2019).
Nesse contexto, os compostos naturais sdo uma fonte alternativa para descoberta de
novas terapéuticas (OZASLAN; OGUZKAN, 2018), que possam ser utilizadas no
tratamento da febre Chikungunya.

A propolis vermelha apresenta uma variedade de compostos naturais com
atividades bioldgicas e farmacoldgicas ja descritas (FASOLO et al., 2016). Dentre
eles, estdo os isoflavondides, uma classe de compostos que ja demonstrou atividade
antiviral contra o Enterovirus (SILVA-BELTRAN et al., 2019) e o CHIKV (LANI et al.,
2015, 2016). Zakaryan e colaboradores apresentaram em trabalho de revisédo
bibliografica varios flavondides com capacidade de inibir o CHIKV, caracterizando
essa classe de compostos como promissores antivirais (ZAKARYAN et al., 2017).
Porém, as atividades antivirais do vestitol, neovestitol e medicarpina contra o CHIKV
nao foram descritas até o momento.

Os ensaios antivirais realizados com a linhagem celular estavel BHK-CHIKV-
NCT mostraram que os compostos vestitol e medicarpina redurizam 71% e 51% a
replicacdo do CHIKV, respectivamente, em relagéo ao controle nao tratado. Pohjala e
colaboradores utilizaram a mesma metodologia apresentada neste trabalho e
avaliaram a atividade anti-CHIKV de flavondides e cumarinas, sugerindo esses
compostos como potenciais inibidores da replicagao viral (POHJALA et al., 2011). Os
autores também demonstraram que outros flavonoides como apigenina, crisina,
narigenina e silibina apresentaram inibigdo da replicagao viral, utilizando linhagem
celular estavel BHK-CHIKV-NCT (POHJALA et al.,, 2011). Adicionalmente, Lani e
colaboradores mostraram que a silimarina, que contém o flavonoide silibinina como
principal componente, inibiu em 93,4% a replicagdao do CHIKV na linhagem celular
BHK-CHIKV-NCT (LANI et al., 2015). Em estudo posterior, os autores apresentaram
os flavondides fisteina, bicaleina e quercetagenina como potenciais inibidores da
replicagao do CHIKV (LANI et al., 2016).
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Existem poucos dados na literatura descrevendo estudos antivirais utilizando
compostos isolados da propolis, em especial, envolvendo a prépolis vermelha e o
CHIKV. Nossos estudos mostraram que os compostos estudados merecem ensaios
adicionais para comprovar sua eficacia sobre a replicacdo das células in vitro e,
adicionalmente, em modelos in vivo, a fim de verificar a agdo dos mesmos em um
sistema completo com perspectiva de criacdo de novos farmacos antivirais contra o
CHIKV.

7. CONCLUSAO:

Este estudo demostrou que os compostos vestitol e medicarpina, isolados da
propolis vermelha, foram capazes que inibir a replicacdo do CHIKV in vitro. Para o
nosso conhecimento, esta € a primeira descricdo da atividade anti-CHIKV de
compostos isolados de prépolis vermelha até o momento. Este dado pode ser util para
o desenvolvimento de futuros antivirais contra o CHIKV, que poderao proporcionar um

avanco relevante para a saude publica no tratamento da febre Chikungunya.
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