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RESUMO 

O vírus Chikungunya (CHIKV) é um arbovírus, transmitido por mosquitos do gênero Aedes sp, 

que causa uma doença caracterizada na fase aguda por sintomas como: dores nas articulações, 

febre, dores de cabeça, mialgia, manifestações cutâneas e distúrbios do sistema digestivo. Esta 

arbovirose pode progredir para a fase crônica caracterizada como uma síndrome reumática 

crônica (SRC) persistente por meses ou anos e até o presente momento, não há antiviral 

específico para o tratamento desta doença. Entre compostos naturais com atividade antiviral, 

destaca-se a Própolis Vermelha de Alagoas (PVA), matéria natural resinosa produzida por 

abelhas Apis mellifera que apresenta diversas atividades biológicas. Neste contexto, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar a atividade antiviral do extrato hidroalcoólico (EH) da PVA contra o 

CHIKV em sinoviócitos humanos semelhantes a fibroblastos (HFLS) in vitro. Inicialmente, foi 

realizado o ensaio de citotoxicidade pela metodologia de MTT para determinação da 

concentração de uso, e observou-se a concentração de 100 µg/ml como a máxima não tóxica. 

Com isso, foram realizados ensaios de avaliação da atividade antiviral do em HFLS infectados 

com CHIKV (MOI = 0,5) tratados com diferentes concentrações da PVA (100 a 6,25 µg/mL) 

por 48h e posterior análise de viabilidade celular por MTT. Como resultado, uma atividade 

antiviral promissora foi detectada para as concentrações de 100 e 50 µg/mL sendo obtido uma 

CI50 de 51,04 µg/mL e um índice de seletividade de 4,28. Além disso, foi realizada a marcação 

intracelular do vírus 48h após o tratamento seguido da análise da percentagem de células 

infectadas por citometria de fluxo intracelular. O tratamento com a PVA reduziu 

significativamente a percentagem de células positivas para o CHIKV de 48,95% no controle 

viral não tratado para 5,70% após tratamento com PVA. Posteriormente, foi avaliada a atividade 

antiviral da Biochanina A, um componente da PVA. O tratamento com a biochanina A (200 

µM) mostrou uma atividade antiviral promissora contra o CHIKV in vitro, reduzindo a 

percentagem de células infectadas de 27,06% no controle viral não tratado para 8,47% após 

tratamento. Assim, conclui-se que a PVA e o composto Biochanina A apresentaram uma 

promissora atividade antiviral contra o CHIKV em HFLS in vitro. Estes resultados podem 

contribuir para o futuro desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para esta arbovirose 

baseadas em compostos de origem natural. 

Palavras-chave: Antiviral; Chikungunya; Própolis Vermelha; Sinoviócitos tipo B;  
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ABSTRACT 

The Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus, transmitted by mosquitoes of the Aedes sp 

genus, which causes a disease characterized in the acute phase by symptoms such as: joint pain, 

fever, headaches, myalgia, skin manifestations and digestive system disorders.This arbovirus 

can progress to the chronic phase characterized as a chronic rheumatic syndrome (CRS) which 

persists for months or years, and so far, there is no specific antiviral for the treatment of this 

disease. Among natural compounds with antiviral activity, the Red Propolis of Alagoas (PVA) 

stands out, a natural resinous material produced by Apis mellifera bees that has several 

biological activities. In this way, the aim of this work was to evaluate the antiviral activity of 

the hydroalcoholic extract (EH) of PVA against CHIKV in human fibroblast-like synoviocytes 

(HFLS) in vitro. Firstly, the cytotoxicity assay was performed using the MTT methodology to 

determine the use concentration, and the concentration of 100 µg/ml was observed as the 

maximum non-toxic. Thus, assays were performed to evaluate the antiviral activity of HFLS 

infected with CHIKV (MOI = 0.5) treated with different concentrations of PVA (100 to 6.25 

µg/mL) for 48h followed by analysis of cell viability by MTT .As result, a promising antiviral 

activity was detected at concentrations of 100 and 50 µg/mL, with an IC50 of 51.04 µg/mL and 

a selectivity index of 4.28. In addition, intracellular virus labeling was performed 48h after 

treatment, followed by analysis of the percentage of infected cells by intracellular flow 

cytometry. PVA treatment significantly reduced the percentage of CHIKV positive cells from 

48.95% in the untreated viral control to 5.70% after PVA treatment. Subsequently, the antiviral 

activity of Biochanin A, a component of PVA, was evaluated. Treatment with biochanin A (200 

µM) showed promising antiviral activity against CHIKV in vitro, reducing the percentage of 

infected cells from 27.06% in the untreated viral control to 8.47% after treatment. Thus, it is 

concluded that PVA and the compound Biochanin A showed a promising antiviral activity 

against CHIKV in HFLS in vitro. These results can contribute to the future development of new 

therapeutic strategies for this arbovirus based on compounds of natural origin. 

Keywords: Antiviral; Chikungunya; Red Propolis; Type B synoviocytes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O vírus Chikungunya (CHIKV) é um Alphavirus pertencente à família Togaviridae 

causador de uma doença de perfil artritogênico transmitida por fêmeas hematófagas de 

mosquitos do gênero Aedes spp. Os pacientes acometidos apresentam na fase aguda da doença 

sintomas como febre, dores de cabeça, mialgia, rash cutâneo e artralgia, sendo este o sintoma 

reportado em pouco mais de 90% dos casos (TANABE et al., 2018). 

Estudos de interação vírus-hospedeiro são de suma importância para compreensão do 

mecanismo de infecção e atualmente a literatura já descreve diversos tipos celulares que são 

susceptíveis à infecção pelo CHIKV: fibroblastos, células epiteliais, endoteliais e células 

dendríticas (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). Os sinoviócitos humanos semelhantes a 

fibroblastos (HFLS) são constituintes da sinóvia, possuem um papel chave em inflamações 

sinoviais como a artrite reumatoide (AR), através da secreção de fatores inflamatórios que 

podem recrutar e diferenciar diferentes tipos celulares como monócitos e macrófagos 

(BARTOK; FIRESTEIN, 2010; BECHER; TUGUES; GRETER, 2016). 

A própolis, material resinoso produzido por abelhas Apis mellifera, vem sendo avaliada 

como promissor antiviral demonstrando atividade contra vírus de herpes bovina e da cinomose 

canina (GONZÁLEZ-BÚRQUEZ et al., 2018; SIMONI et al., 2018). No território brasileiro há 

registros de diferentes própolis com atividades biológicas como antioxidante, antimicrobiana, 

antiparasitária e citotóxica (SILVA et al., 2017). A Própolis Vermelha apresenta diversas 

atividades biológicas como as previamente descritas (BUENO-SILVA et al., 2017; 

REGUEIRA et al., 2017; RUFATTO et al., 2018; SINOTT et al., 2019) com destaque em 

atividade antiviral (SILVA-BELTRÁN et al., 2019). Diante do exposto, a hipótese 

fundamentada é que o extrato hidroalcoólico da PVA possui atividade antiviral contra CHIKV 

em HFLS in vitro e o objetivo do presente estudo foi avaliar a ação antiviral deste material in 

vitro contra o vírus em HFLS. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 O vírus Chikungunya 

 

O vírus Chikungunya (CHIKV) é um Alphavirus pertencente à família Togaviridae 

(ICTV, 2019). Os primeiros relatos científicos da doença datam da década de 1950 quando foi 

detectada uma nova doença endêmica de uma região da atual Tanzânia, país do continente 

Africano. Pequenas tribos locais da região onde ocorria o surto da doença a nomearam 

“Chikungunya” que no dialeto Makonde significa “aquele que se curva”, remetendo às 

contorções causadas pelas fortes dores articulares decorrentes da infecção pelo vírus 

(LUMSDEN, 1955).  

O vírus foi isolado pela primeira vez em 1956 após coleta de soro de pacientes na fase 

aguda da doença (ROSS, 1956). O autor também confirmou que a patologia era causada por 

uma forma viral ao verificar que mesmo filtradas e tratadas com antibióticos as amostras eram 

capazes de causar letalidade em animais após inoculação. 

O CHIKV é um vírus envelopado de simetria icosaédrica, de RNA fita simples e 

polaridade positiva, que possui aproximadamente 70 nm (SIMIZU et al., 1984). O genoma viral 

apresenta cerca de 11,8 kb e, como os demais Alphavirus, duas fases de leitura aberta (ORF – 

Open Reading Frame) que codificam as suas proteínas estruturais: E1, E2, E3, 6K e C e não 

estruturais nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 (OKEOMA, 2016). As proteínas estruturais E1 e E2 são 

glicoproteínas do envelope, estando envolvidas na adesão e fusão do vírus à célula do 

hospedeiro; E3 e 6K correspondem a peptídeos; e C a proteína do capsídeo. As proteínas não 

estruturais estão envolvidas no processo de replicação viral (OKEOMA, 2016) (Figura 1). 
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Figura 1 – Estrutura viral e genoma do CHIKV. 

 A) 

Estrutura do vírus envelopado de simetria icosaédrica. B) Estrutura viral mostrando a localização dos 

componentes da partícula viral. C) Predição da estrutura proteica constituinte das espículas virais. D) 

Representação do genoma viral codificante para as proteínas estruturais e não estruturais (Adaptado de 

AN et al., 2017; WEAVER; LECUIT, 2015). 

 

A disseminação do vírus para diversas regiões do mundo a partir do continente Africano 

deu origem a diferentes genótipos, primordialmente detectados e nomeados a partir da sua 

região de incidência: Asiático (Asian), Leste/Centro/Sul Africano (ECSA – East/Central/South-

African), Oeste Africano (West African) e o subclado Oceano Índico (IOL – Indian Ocean 

Lineage) (BRAULT et al., 2000; SCHUFFENECKER et al., 2006; VOLK et al., 2010).  

A distribuição do vetor Aedes spp., nas regiões tropicais e subtropicais, bem como a 

globalização, migração e turismo são fatores determinantes no surgimento de surtos em diversas 

localidades. A figura 2 mostra os vetores e genótipos virais circulantes no mundo desde 1952 

possibilitando compreender a dispersão desse arbovírus no decorrer dos anos (Figura 2). 
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Figura 2 – Distribuição dos vetores transmissores e genótipos circulantes do CHIKV. 

 

A figura evidencia a predominância da circulação do vírus em regiões tropicais e subtropicais de clima 

apropriado para a presença do vetor Aedes sp. (Adaptado de THIBERVILLE et al., 2013). 

 

2.1.2 Ciclo de replicação viral do CHIKV 

 

O mecanismo de replicação viral do CHIKV ainda não foi completamente elucidado, 

principalmente em relação ao processo de entrada do vírus nas células do hospedeiro. Nos 

últimos anos, verificou-se a interação entre a glicoproteína do envelope E2 com o receptor 

celular MXRA8 envolvido no mecanismo de interação vírus/célula hospedeira (WEBER et al., 

2017; ZHANG et al., 2018). 

A internalização da partícula viral é mediada por clatrinas através de endocitose ou uma 

via de endocitose clatrina-independente (HOORNWEG et al., 2016). Neste processo, o 

endossomo então se torna acidificado devido ao pH citoplasmático e logo há uma indução de 

dissociação do heterodímero E1-E2 bem como alteração de conformação da proteína E1 que 

confere a fusão da membrana celular do hospedeiro com o vírus e então o nucleocapsídeo viral 

é liberado no citoplasma celular (BERNARD et al., 2010).  

De modo geral, entre os alfavírus, ocorre a liberação do material genético viral 

proveniente do nucleocapsídeo, seguido do acoplamento ao ribossomo celular (SINGH; 

HELENIUS, 1992) para a tradução das proteínas não estruturais. Estas proteínas não estruturais 

quando liberadas no citoplasma desencadeiam o processo de replicação, através da formação 
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do complexo de replicação para a síntese do RNA senso positivo (STRAUSS; STRAUSS, 

1994). 

 Uma vez sintetizado o RNA senso positivo, as proteínas estruturais (capsídeo, E2, 6K 

e E1) podem ser geradas e de forma autoproteolítica são clivadas separando, assim, a proteína 

do capsídeo da poliproteína pE2-6K-E1, essa poliproteína é então inserida no retículo 

endoplasmático celular para seu processamento.  

Para a síntese do heterodímero E1-E2, a poliproteína precursora pE1-E2 é transportada 

pela membrana plasmática, passando pelo complexo de Golgi e a clivagem de pE2 é realizada 

por furina ou protease semelhante à furina. De forma simultânea, a proteína do capsídeo atua 

com o RNA genômico viral formando assim o nucleocapsídeo, por fim, levado à membrana 

plasmática, e deixando a célula hospedeira por brotamento, gerando o vírus maduro (AN et al., 

2017). 

 

Figura 3 – Ciclo de replicação do vírus Chikungunya. 

 

O ciclo de replicação do CHIKV consiste das seguintes etapas: 1) Adesão viral e interação com 

receptores celulares mediada pela glicoproteína E2; 2) Internalização por endocitose e fusão entre 

membranas; 3) Liberação do nucleocapsídeo seguido da desmontagem e liberação do RNA genômico; 

4) Tradução das proteínas não-estruturais; 5) Formação de replicase por nsP4 e síntese do RNA senso 

negativo e seu complementar positivo e RNA subgenômico. 6) Síntese das proteínas estruturais (C-E3-
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E2-6K-E1); 7) Clivagem autoproteolítica da proteína do capsídeo e inserção da poliproteína no retículo 

endoplasmático 8) Passagem da poliproteína por Golgi e membrana plasmática e formação do 

heterodímero E1-E2 maduro; 9) Interação das proteínas do capsídeo com o RNA genômico e formação 

do nucleocapsídeo. 10) Os nucleocapsídeos são transportados para a membrana da célula seguido do 

brotamento e liberação de partículas virais maduras. Fonte: Adaptado de AN et al., 2017. 

 

2.1.3 Chikungunya no Brasil 

 

A presença do vírus no Brasil foi detectada em 2012, a partir de análises sorológicas, no 

Rio de Janeiro (ALBUQUERQUE et al., 2012), no entanto, o primeiro grande surto da doença 

veio a ocorrer apenas alguns anos depois, sendo reportados casos de infecção autóctone. Até o 

fim de 2014 haviam 140 casos confirmados em laboratório e 2.025 por critério clínico-

epidemiológico sendo Oiapoque e Feira de Santana os municípios onde foram reportados os 

primeiros casos autóctones (BRASIL. SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE – 

MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL, 2015). 

O pico do número de casos de CHIKV no Brasil ocorreu no ano de 2016, com o registro 

de 271.824 casos prováveis (Tabela 1) onde, destes, mais de 235.000 casos foram reportados 

apenas na região nordeste (BRASIL. SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE – 

MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL, 2017). Desde então, pesquisas vêm sendo realizadas 

para sequenciamento de amostras visando determinar quais os genótipos virais circulantes no 

país, sendo detectados os genótipos ECSA e o asiático (NUNES et al., 2015). 
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Tabela 1 - Número de casos prováveis de febre Chikungunya, até a Semana Epidemiológica 52, 

por região e Unidade da Federação, Brasil, 2016. Fonte: Sinan NET (banco de 2015 atualizado em 

18/10/2016; e de 2016, em 17/01/2017). 

 

No ano de 2020 foi observado um aumento nos casos prováveis de CHIKV, sugerindo 

a reemergência do vírus onde até a 24ª semana epidemiológica foram notificados mais de 

47.000 casos no país, principalmente na região sudeste seguido da região nordeste (BRASIL. 

SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE – MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL, 

2020). O número crescente de casos ressalta a importância da busca por novas intervenções 

terapêuticas, mas também é um alerta para os órgãos sanitários de saúde e autoridades 

governamentais para que os cuidados e medidas de prevenção sejam realizados, visando reduzir 

estes números.  
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2.2 Interação vírus-hospedeiro  

 

A infecção viral tem início através da picada de fêmeas hematófagas de mosquitos do 

gênero Aedes sp. infectadas e o primeiro contato vírus-hospedeiro ocorre pela infecção de 

células presentes no local da inoculação, como células epiteliais, endoteliais, fibroblastos e 

células dendríticas, podendo resultar na replicação viral local (KUCHARZ; CEBULA-

BYRSKA, 2012; SOURISSEAU et al., 2007).  

Através da microcirculação o vírus migra no corpo do hospedeiro disseminando-se para 

os linfonodos, baço, tecido muscular e articulações (Figura 4).  

 

Figura 4 – Sítios de replicação viral nas fases aguda e crônica da FCHIKV. 

 

Representação dos tipos celulares e resposta imune envolvidos na fase aguda e crônica da FCHIKV. 

Fonte: Adaptado de SILVA; DERMODY, 2017. 
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Os sintomas observados na fase aguda da infecção consistem em febre alta, rash 

cutâneo, dores de cabeça, mialgia, inchaço nas articulações e, em pouco mais de 90% dos casos 

a artralgia (Figura 5). Em uma parte dos pacientes a doença pode evoluir para uma fase crônica 

onde a artralgia pode persistir por meses até anos (TANABE et al., 2018), muitas vezes 

incapacitando a realização atividades diárias. 

Figura 5 – Frequência dos sintomas em pacientes acometidos pelo CHIKV na fase aguda. 

 

A sintomatologia da doença se torna bem característica quando avaliado que as dores articulares são 

observadas na maioria dos casos. Outros aspectos também podem ser observados mas com menor 

frequência como inchaço nas articulações e alterações digestivas. Fonte: Adaptado de TANABE et al., 

2018b.  

 

2.3 HFLS – Human Fibroblast-like Synoviocytes 

 

A origem dos sinoviócitos semelhantes a fibroblastos ainda não é totalmente esclarecida, 

mas avaliações de expressão de receptores proteicos permitem inferir que estas células sejam 

originadas de células tronco mesenquimais (MARINOVA-MUTAFCHIEVA et al., 2002). Tais 

células apresentam fenótipo celular fusiforme e alongado e com processos citoplasmáticos, 

semelhante às células tronco mesenquimais (ROSENGREN; BOYLE; FIRESTEIN, 2007).  

Essas células são um dos dois tipos constituintes da membrana sinovial estando 

envolvidas no processo de lubrificação, manutenção e proteção da cartilagem articular. Os 

HFLS junto aos sinoviócitos semelhantes a macrófagos, constituem essa delgada camada de 

células que medeiam o suporte da região, nutrição da cartilagem e também processos 

inflamatórios em casos patológicos como a artrite reumatoide (BARTOK; FIRESTEIN, 2010). 
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A produção de quimiocinas também é um fator importante para o recrutamento de células 

para o sítio de inflamação e angiogênese local. Como exemplo, destaca-se o papel da IL-8/CXL-

8 e MCP-1/CCL2 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), considerados biomarcadores que 

estão elevados em pacientes com artrite reumatoide e na fase crônica da infecção pelo CHIKV 

(CHAAITHANYA et al., 2011; HOARAU et al., 2010).  

O papel desempenhado através da produção e secreção de citocinas e quimiocinas resulta 

numa hiperplasia sinovial, como consequência da alta proliferação celular e infiltrado de células 

do sistema imune causando assim o denominado pannus, levando a degeneração da matriz 

cartilaginosa e óssea (Figura 6). 

Figura 6 – Esquema representativo de sinóvia saudável e na artrite reumatoide. 

 

A hiperplasia sinovial é evidenciada pelo infiltrado celular composto por células da imunidade inata e 

adaptativa e osteoclastos atuando na destruição da matriz cartilaginosa e óssea. A angiogênese também 

pode ser observada, junto aos mediadores químicos secretados por células presentes pode agravar a 

inflamação local. Fonte: Adaptado por 5W Infographics de SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016. 

      

Citocinas e quimiocinas podem ser avaliadas como marcadores patológicos para 

compreensão da fisiopatologia da doença, e podendo contribuir para o desenvolvimento de 

tratamentos específicos. Em um estudo de coorte a presença de biomarcadores em pacientes 

que apresentaram artralgia persistente meses após infecção pelo CHIKV foi avaliada. Como 

resultado, foram detectados elevados níveis de IL-6 e GM-CSF no soro de pacientes que 

apresentaram a sintomatologia crônica da doença, quando comparado a pacientes que sofreram 

sintomas apenas na fase aguda (CHOW et al., 2011). 
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2.4 Antivirais  

 

Os antivirais vem sendo estudados há mais de 50 anos e diversos são seus mecanismos 

de ação envolvidos no tratamento de infecções virais (DE CLERCQ; LI, 2016) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Grupos de antivirais licenciados (Adaptado de DE CLERCQ; LI, 2016). 

 

Nos últimos anos, diversos estudos foram realizados na busca por novos agentes contra 

o CHIKV, dentre estes destacam-se a utilização de anticorpos monoclonais (JIN; SIMMONS, 

2019), drogas já existentes como a cloroquina (FRANCO et al., 2018), compostos naturais 

como baicalina e silimarina (LANI et al., 2015; OO et al., 2018), flavonoides (LANI et al., 

2016), bem como moléculas de origem natural (BHAT et al., 2019). Ainda, medicamentos 

também são utilizados como paliativos, tratando a sintomatologia da fase crônica da doença, 

como o metotrexato (JAVELLE et al., 2015). 

2.5 Própolis 

 

A própolis é uma resina produzida por abelhas Apis mellifera, produto do metabolismo 

de flores, plantas e pólen, constituindo uma mistura de diferentes substâncias (WOISKY; 

SALATINO, 1998). A composição desse material varia de acordo com a sua origem botânica, 

sazonalidade e ecologia da região onde foi coletado (ALENCAR et al., 2005) e é caracterizada 

por apresentar diferentes atividades biológicas (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Diferentes grupos de própolis brasileira e suas propriedades biológicas. Adaptado de 

FRANCHIN et al., 2018. 
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2.5.1 Própolis Vermelha de Alagoas 

 

A Própolis Vermelha de Alagoas (PVA) é uma variação de própolis produzida a partir 

de metabólitos provenientes da planta Dalbergia ecastophyllum, popularmente conhecida como 

“rabo-de-bugio”. Sua composição compreende compostos fenólicos como os flavonoides, 

ésteres e alguns terpenos (SALATINO et al., 2005; SOARES, 2002). Diversas atividades 

biológicas já foram reportadas para a PVA, destacando-se a atividade antioxidante (BUENO-

SILVA et al., 2017), antibacteriana (ORSI et al., 2017), antitumoral (FROZZA et al., 2017), 

antiviral (SIMONI et al., 2018), dentre outras (Tabela 4).  

      Tabela 4 - Atividades biológicas da Própolis Vermelha de Alagoas 

 

 Os compostos químicos presentes na PVA compreendem principalmente flavonoides, o 

que a diferencia dos demais tipos de própolis brasileiras. Diversos compostos (Figura 7) já 

foram utilizados em estudos para avaliar diversas atividades biológicas (FREIRES; DE 

ALENCAR; ROSALEN, 2016).  

Figura 7 -  Compostos bioativos presentes na Própolis Vermelha de Alagoas 
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Componentes da PVA, estas moléculas desempenham diversas atividades biológicas como antiviral, 

antitumoral dentre outras interações. (Fonte: PubChem. FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016). 

 

 Um estudo avaliou a atividade antiviral da formononetina em células de 

rabdomiossarcoma (RD) contra o enterovírus-71 (EV-71) obtendo uma satisfatória inibição da 

replicação viral (LI et al., 2017), sendo o mesmo observado em células Vero E6 e de epitélio 

de neuroblastoma (SK-N-SH) (WANG et al., 2015). Neovestitol e vestitol apresentaram 

atividade antimicrobiana contra Streptococcus sp, e Actinomyces naeslundii, além disso em 

ensaios de migração de neutrófilos foi observada ação anti-inflamatória desses compostos 

(BUENO-SILVA et al., 2013a) e ação anti-biofilme demonstrando uma possível aplicabilidade 

odontológica para tratamento de cáries (BUENO-SILVA et al., 2013b).  

 A isoliquiritigenina presente na PVA apresentou promissora ação antiviral contra 

Enterovirus (SILVA-BELTRÁN et al., 2019), além de atividade anti-inflamatória (CORRÊA 

et al., 2017; FRANCHIN et al., 2018) e antioxidante (ANDRADE et al., 2017).  

 A pinocembrina apresenta propriedades neuroprotetivas, evitando isquemias e danos 

cerebrais severos (TAO et al., 2018), além disso também possui atividade anticancerígena em 

células de ovário (GAO et al., 2019) e uma atividade inibitória da infecção pelo vírus Zika 

(ZIKV) (LEE et al., 2019). A daidzeína apresenta atividade anti-inflamatória (YU et al., 2020) 

e junto à quercetina (ZANDI et al., 2011) também possui atividade antiviral. Essa atividade 

também foi observada contra Herpesvirus, Influenza A e ZIKV (KIM; KIM; SONG, 2020; 

WONG et al., 2017; WU et al., 2015), além de propriedades antialérgicas (MLCEK et al., 

2016). 

 A biochanina A é uma isoflavona presente na PVA (FROZZA et al., 2017; RUFATTO 

et al., 2018) que também possui promissoras atividades biológicas descritas como: atividade 

anticancerígena, através de mecanismos de alterações no ciclo celular (RICE et al., 2002; SEO 

et al., 2011), indução à apoptose (HSU et al., 2018; LI et al., 2018); anti-inflamatória, mediando 

a via das MAPK, NF-κB e a liberação de fatores inflamatórios como TNF-α, iNOS, dentre 

outros (BASU et al., 2020; ZHANG et al., 2020; ZHANG; CHEN, 2015); e outras atividades 

como hepatoprotetora, neuroprotetora e antioxidante (SARFRAZ et al., 2020). 

 É importante compreender a composição química de materiais naturais utilizados em 

ensaios in vitro, assim, podemos determinar seus componentes e avaliar quais possíveis 

moléculas bioativas apresentam os efeitos observados em ensaios experimentais e assim avaliar 

se estes compostos atuam de maneira independente ou exigem um sinergismo com outros 

componentes do extrato em estudo.  
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 Diante do cenário das arboviroses no Brasil e no mundo, é de suma importância que a 

comunidade científica siga na busca e análises de novas intervenções terapêuticas para a 

FCHIKV e que os mecanismos de interação deste vírus com células hospedeiras seja elucidado. 

Assim, o presente trabalho visa contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias na 

prospecção de intervenções terapêuticas frente ao CHIKV. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a atividade antiviral in vitro do extrato hidroalcoólico da Própolis Vermelha de 

Alagoas contra o vírus Chikungunya em sinoviócitos humanos semelhantes a fibroblastos 

(HFLS).  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcoólico (EH) da PVA nos HFLS in 

vitro; 

 Determinar a concentração máxima não tóxica (CMNT) e da CC50 do EH da 

PVA em HFLS; 

 Avaliar a atividade antiviral do EH da PVA contra o CHIKV em HFLS in vitro; 

 Determinar a CI50 e o índice de seletividade (IS) do EH da PVA na infecção de 

HFLS pelo CHIKV in vitro; 

 Detectar a percentagem de células infectadas com o CHIKV após com a PVA 

por citometria de fluxo intracelular. 

 Avaliar a atividade antiviral da biochanina A, um dos componentes da PVA, 

contra o CHIKV in vitro. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Obtenção do extrato hidroalcoólico da Própolis Vermelha de Alagoas e preparação 

da solução de uso 

 

O extrato hidroalcoólico da PVA foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ticiano Gomes 

do Nascimento (ICF/UFAL) e então solubilizado em DMSO (dimetilsulfóxido) a uma 

concentração de 500 mg/mL. A partir dessa solução estoque foi preparada uma solução 

intermediária do composto em meio DMEM Low glucose (10% SFB, 1% PSA e 1% L-

Glutamina) na concentração de 10.000 µg/mL para que então as concentrações testadas no 

ensaio de citotoxicidade e antiviral fossem preparadas. 

 

4.2 Ensaio de citotoxicidade 

 

O cultivo dos HFLS foi previamente padronizado em meio DMEM Low glucose (10% 

SFB, 1% PSA) (FAN et al., 2017). As células foram então submetidas ao ensaio de 

citotoxicidade para determinação da CMNT (concentração máxima não tóxica) e CC50 

(concentração do composto na qual obtém-se 50% de viabilidade celular). Para isso, HFLS 

foram semeados em placas de 96 poços (2 x 104 células/poço) em triplicatas e após cerca de 

24h foram observadas em microscópio óptico invertido para avaliar a confluência da 

monocamada celular (≈80%). Os poços foram lavados com PBS 1X a 37 ºC e então as seguintes 

variáveis foram adicionadas em triplicatas às monocamadas: controle celular (apenas meio de 

cultivo); concentrações do extrato hidroalcoólico da PVA: 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 

3,12 µg/ml; Controle veículo DMSO (contendo a concentração de DMSO presente no extrato). 

As soluções de uso foram preparadas em meio DMEM Low glucose (10% SFB; 1% 

PSA). Após a adição do composto em suas diferentes concentrações os HFLS foram incubados 

durante 48h a 37 ºC e 5% CO2, ao fim desse período a viabilidade celular foi avaliada pelo 

ensaio de MTT ([Brometo de (3-(4,5- dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazólio]). Foi adicionado 

20 µL de MTT (Sigma-Aldrich) por poço, incubado no período de 3h a 37 ºC e 5% CO2 e ao 

fim o sobrenadante foi removido e adicionado 150 µL DMSO/poço durante 15 minutos para 

solubilizar os cristais de formazan resultantes da adição de MTT às células. Ao fim do período 

de incubação a placa foi levada ao espectrofotômetro para leitura das absorbâncias a 490 nm e 

então ser realizado o cálculo de viabilidade celular através da seguinte fórmula: 
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% 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 =
(Absorbância  cél.  tratadas − Controle branco)

(Absorbância média do controle celular − Controle branco)
 𝑥100 

 

O controle branco correspondeu a poços onde estava presente apenas meio de cultivo 

celular. Após obtenção dos dados de viabilidade celular foi realizada uma análise de regressão 

não linear para determinação da CC50 utilizando o software GraphPad Prism 6. Assim, a 

obtenção destes resultados possibilitou a determinação da CMNT a ser utilizada no ensaio de 

atividade antiviral. 

 

4.3 Ensaio antiviral de pós-tratamento   

 

Para avaliação da atividade antiviral do extrato hidroalcoólico da PVA os HFLS foram 

semeados em placas de 96 poços (2 x 104 células/poço) e infectados com o CHIKV (MOI 0,5) 

no período de adsorção de 2h com homogeneizações a cada 15 min. Após esse período o 

sobrenadante foi removido e a monocamada lavada com PBS 1X para remoção das partículas 

virais não ligantes. Em seguida, as células receberam meio DMEM Low glucose (10% SFB, 

1% PSA) com o extrato hidroalcoólico da PVA na CMNT desse composto estabelecida no 

ensaio de citotoxicidade e incubadas a 5% de CO2 por 48h para que então a viabilidade celular 

fosse avaliada pela técnica de MTT previamente descrita. A atividade antiviral foi avaliada pela 

determinação da percentagem de inibição viral calculada a partir da seguinte fórmula: 

 

% 𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =
(Absorbância  cél.  tratadas − Controle viral)

(Absorbância média do controle celular − Controle viral)
 𝑥100 

Todas as absorbâncias foram subtraídas da absorbância do controle branco para então 

serem aplicadas à fórmula acima. 

O índice de seletividade foi determinado a partir da seguinte fórmula: 

𝐼𝑆 =
𝐶𝐶50

𝐶𝐼50
 

4.4 Detecção da percentagem de células infectadas por citometria de fluxo intracelular 

 

Para confirmação de atividade antiviral, a análise da percentagem de células infectadas 

pelo CHIKV in vitro foi determinada por citometria de fluxo intracelular sendo a detecção do 

vírus realizada utilizando-se um anticorpo monoclonal específico para o CHIKV (clone A54Q, 
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Thermo Scientific). As células, previamente semeadas 3,5 x 104 células/poço em placas de 24 

poços foram infectadas conforme protocolo preestabelecido, foram fixadas e permeabilizadas 

utilizando-se os tampões BD Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences, EUA) conforme 

recomendações do fabricante.  

As células foram então incubadas com o anticorpo primário anti-CHIKV (1:50) por 1h 

a 4 ºC seguido de lavagem com tampão Perm/Wash (BD Biosciences) seguido da incubação 

com o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado ao Alexa Fluor 488 (1:200) 

(Molecular Probes) por 1h a 4 ºC. Após lavagem, as amostras foram adquiridas no citômetro 

de fluxo BD FACSCanto II. A análise dos resultados foi realizada no software FlowJo para 

determinação da percentagem de células positivas para infecção viral. 

 

4.5 Avaliação da atividade antiviral da Biochanina A 

 

 A biochanina A, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Ticiano Gomes do Nascimento 

(ICF/UFAL) foi um dos constituintes do extrato hidroalcoólico da PVA escolhidos para 

avaliação da atividade antiviral. Os ensaios antivirais foram realizados conforme metodologia 

descrita em 4.3 e 4.4, sendo as concentrações avaliadas: 200, 100, 50, 25 e 12,5 µM nos ensaios 

de inibição pela técnica de MTT e 200 µM para o ensaio antiviral avaliado por citometria de 

fluxo intracelular conforme protocolo preestabelecido pelo grupo de pesquisa. 

 

4.6 Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6 sendo aplicado 

o teste t Student ou ANOVA (pós-teste Holm-Sidak) sendo o p < 0,05 considerado significativo. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Avaliação da citotoxicidade do EH da PVA em HFLS in vitro 

 

As análises de morfologia celular através de microscopia óptica permitiram visualizar as 

alterações decorrentes da adição do extrato hidroalcoólico da PVA no meio de cultivo das 

células. Foi observado que as concentrações de 400 µg/mL e 200 µg/mL foram citotóxicas para 

os HFLS. Estas maiores concentrações alteraram de forma evidente a morfologia celular para 

um fenótipo arredondado (Figura 8). Além disso, o desprendimento das células da placa de 

cultivo foi observado. Na análise de viabilidade celular pelo ensaio de MTT, verificou-se que 

a concentração máxima não-tóxica (CMNT) foi de 100 µg/mL (Figura 9). A morfologia 

alongada e fibroblastóide das células nesta concentração é condizente ao fenótipo esperado 

disponibilizado pelo fornecedor da célula (Cell Applications, inc.) e demais autores (BARTOK; 

FIRESTEIN, 2010; ROSENGREN; BOYLE; FIRESTEIN, 2007).  

 

Os HFLS foram semeados em placas de 96 poços e tratados com diferentes concentrações do extrato 

hidroalcoólico da PVA em diluições seriadas no período de 48h. A análise das absorbâncias foi 

realizada a 490 nm pela técnica de MTT. Alterações morfológicas e morte celular podem ser 

visualizados nas maiores concentrações, seguido de uma diminuição nas menores concentrações 

(Magnitudes: 40x, 200x e 400x).  

 

Em posse dos resultados de viabilidade celular do ensaio de citotoxicidade foi analisada 

a CC50 através de uma análise de regressão não linear obtendo-se uma CC50 = 218,5 µg/mL 

corroborando com o observado no gráfico da análise de viabilidade celular, onde a concentração 

Figura 8 - Microscopia óptica de ensaio de citotoxicidade do extrato hidroalcoólico da PVA 

em HFLS após 48h. 
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citotóxica a 50% das células se encontra entre 200 e 400 µg/mL (Figura 9). Em estudo prévio 

que analisou a citotoxicidade da PVA em células Vero E6 (rim de macaco verde africano) 

verificou-se que a concentração máxima não tóxica obtida foi de 21,75 µg/mL (RUFATTO et 

al., 2018). Em outro estudo utilizando estas mesmas células uma CMNT de 125 µg/mL foi 

detectada (SIMONI et al., 2018). Assim, pode-se inferir, que os HFLS apresentam uma boa 

tolerância ao extrato hidroalcoólico da PVA in vitro. 

Figura 9 - Análise estatística da citotoxicidade do extrato hidroalcoólico da Própolis Vermelha de 

Alagoas em HFLS in vitro. 
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As diferenças de viabilidade celular obtidas no ensaio de citotoxicidade foram avaliadas em teste 

estatístico ANOVA. Dados representativos de dois experimentos independentes (p≤0,0001 = ****; 

p≤0,01 = **. Pós-teste Holm-Sidak). 

 

5.2 Avaliação da atividade antiviral da PVA contra o CHIKV in vitro em HFLS no ensaio 

de pós-tratamento 

 

As evidências científicas mostraram que os HFLS são infectados pelo CHIKV 

(PHUKLIA et al., 2013; SUKKAEW et al., 2018). Para avaliar a atividade antiviral da PVA, 

foi utilizado o modelo de infecção de HFLS pelo CHIKV em ensaio de pós-tratamento. Para 

estes ensaios, o CHIKV foi utilizado em MOI 0,5 levando a uma taxa de 47% de morte celular 

após 48h no controle celular, visto pelo ensaio de viabilidade celular por MTT. Conforme 

mostrado na figura 10, a infecção pelo CHIKV nos HFLS levou a um efeito citopático viral 

evidente, sendo possível observar a presença de prolongamentos citoplasmáticos desordenados, 

desprendimento da monocamada celular da placa de cultivo e refringência celular.  
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Ao avaliar a inibição viral, observa-se uma redução de morte celular na concentração de 

100 e 50 µg/mL da PVA (Figura 11). Ainda, um decréscimo gradativo foi detectado ao reduzir 

a concentração da PVA utilizada mostrando uma atividade in vitro dose-dependente. 

 

Figura 10 - Microscopia óptica da atividade antiviral da Própolis Vermelha de Alagoas em 

fibroblastos sinoviais (HFLS) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os HFLS, semeados em placas de 96 poços, foram inoculados com CHIKV MOI 0,5 no período de 

adsorção de 2h e ao término receberam diferentes concentrações do extrato hidroalcoólico da PVA. 

Microscopia óptica com contraste de fase demonstra o efeito citopático viral indicado por setas no 

controle viral (CHIKV), pode ser observada redução do efeito citopático nas primeiras concentrações 

avaliadas. (Magnitude: 40x. 200x e 400x). 
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Figura 11 - Análise estatística de inibição viral do extrato hidroalcoólico da Própolis Vermelha de 

Alagoas contra o CHIKV em HFLS in vitro. 
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Gráfico representativo da análise estatística utilizando o teste ANOVA múltiplas comparações das 

triplicatas de dois experimentos independentes (**** p ≤ 0,0001 em comparação ao controle CHIKV. 

Pós-teste Holm-Sidak). É possível observar uma inibição viral significativa nas concentrações de 100 e 

50 µg/ml., corroborando com a avaliação da alteração morfológica em microscopia óptica. 

 

Embora ainda não tenha estudos publicados mostrando a atividade antiviral da PVA 

contra o CHIKV na literatura, recentemente, a sua ação antiviral contra o vírus herpes suíno e 

bovino foi avaliada onde a concentração de 125 µg/mL foi capaz de inibir 87,7% da infecção 

por estes vírus em células Vero E6 (SIMONI et al., 2018).  

A partir dos dados obtidos, foi possível determinar a concentração inibitória viral a 50% 

das células (CI50) de 51,04 µg/mL e índice de seletividade de 4,28 (Tabela 5). Assim, foi 

verificado que a PVA exibe uma promissora atividade antiviral contra o CHIKV em HFLS in 

vitro.  

Tabela 5 - Valores de CC50, CI50 e índice de seletividade (IS) da PVA. 

Extrato Hidroalcoólico da Própolis Vermelha de Alagoas 

CC50 CI50 IS 

218,55 µg/mL 51,04 µg/mL 4,28 

 

A análise da percentagem de células infectadas pelo CHIKV por citometria de fluxo 

intracelular mostrou uma redução da infecção viral por CHIKV nos HFLS após o tratamento 
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com 100 µg/mL do EH da PVA (Figura 12). A microscopia óptica evidenciou novamente os 

efeitos causados após 48h de infecção viral e o quanto este efeito é reduzido após o tratamento 

com o EH, onde as células retomam a sua morfologia padrão de cultivo, semelhantes ao controle 

celular após o tratamento com a PVA (Figura 12A). 

 

Figura 12 - Detecção da percentagem de células infectadas pelo CHIKV por citometria de fluxo 

intracelular. 

 

A) Os HFLS foram infectados com o CHIKV MOI 0,5 e tratados com o extrato hidroalcoólico da PVA 

(100 e 50 μg/ml). Microscopia óptica com contraste de fase demonstra a redução do efeito citopático 

viral após tratamento com a própolis vermelha de Alagoas (Magnitude: 40, 200 e 400x). B) Contour-

plot representativo da análise da citometria de fluxo com marcação intracelular para o CHIKV 

demonstrando redução na percentagem de células infectadas. (CN: controle negativo, meio de cultivo 

com veículo). 

 

 Foi detectada uma significativa redução na percentagem de células positivas para o 

CHIKV (Figura 13), onde, no controle viral não tratado obteve-se uma média de 48,95% de 

células infectadas e nas amostras tratadas com a PVA essa porcentagem foi reduzida 

significativamente para uma média de 5,70%.  
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Figura 13 - Análise estatística da atividade antiviral da Própolis Vermelha de Alagoas em 

sinoviócitos humanos semelhantes a fibroblastos (HFLS) 
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Gráfico representativo da análise realizada em teste ANOVA do experimento realizado em duplicata. O 

controle tratado com 100 μg/ml apresenta evidente redução da percentagem de células infectadas 

mostrando a atividade antiviral do produto natural. (* p<0,05, variáveis comparadas ao CHIKV). 

 

Neste estudo, após a confirmação da promissora atividade antiviral do PVA contra o 

CHIKV em células humanas (HFLS) in vitro, avaliou-se a atividade da biochanina A, um dos 

componentes detectados no extrato por nosso grupo previamente. A biochanina A é um 

composto presente na PVA que apresenta diversas atividades biológicas (FROZZA et al., 2017; 

RUFATTO et al., 2018), dentre elas, atividade antiviral contra o vírus Influenza em células 

A549 (adenocarcinoma pulmonar) (SITHISARN et al., 2013). Um estudo recente avaliou in 

silico a potencial atividade antiviral de flavonoides contra o vírus SARS-CoV-2 e dentre os 

compostos avaliados a biochanina A apresentou resultados promissores (GORLA et al., 2020). 

Considerando a diversidade de compostos com propriedades biológicas ativas no EH da PVA, 

estudos devem ser realizados buscando elucidar se estas moléculas atuam de forma 

independente ou em sinergismo, assim será possível a elucidação dos mecanismos de atividade 

antiviral destes componentes. 

Assim, resultados preliminares mostraram que o tratamento com biochanina A na 

concentração de 200 µM reduziu significativamente a percentagem de células infectadas pelo 

CHIKV in vitro em HFLS (Figura 14). 
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Figura 14 – Citometria de fluxo para análise da infecção viral de HFLS e ação antiviral da 

biochanina A. 

 

Os HFLS foram infectados com CHIKV (MOI 0,5) e tratados com biochanina A na concentração de 

200 µM. A) Contour-plot de análise de citometria de fluxo demonstrando a redução da porcentagem de 

células infectadas após o tratamento com a biochanina A. B) Análise estatística em teste ANOVA de 

experimento realizado em triplicata demonstrando significativa redução da percentagem de células 

positivas para o CHIKV após o tratamento. (p ≤0,01 = **. Pós-teste Holm-Sidak. CN: controle negativo, 

meio de cultivo com veículo). 

  

 O presente trabalho segue na busca pela compreensão dos mecanismos de infecção viral 

do CHIKV em HFLS, bem como avaliando os diferentes compostos presentes na PVA e sua 

atividade antiviral. As próximas etapas consistem na elucidação do possível mecanismo de ação 

antiviral envolvido e se moléculas isoladas dessa matéria de origem natural podem atuar em 

sinergismo, contribuindo para a descoberta de novas moléculas bioativas com atividade 

biológica contra o CHIKV. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, foi detectada uma promissora atividade antiviral do EH da PVA contra 

o CHIKV em HFLS in vitro. 

O tratamento com a PVA reduziu a percentagem de HFLS infectados com o CHIKV. 

 A biochanina A, um dos compostos presentes na PVA, apresentou uma promissora 

atividade antiviral contra o CHIKV. 

 Assim, experimentos posteriores serão realizados para avaliar isoladamente a atividade 

biológica de outros compostos presentes na PVA auxiliando na descoberta de compostos de 

origem natural com atividade antiviral contra o CHIKV. Além disso, buscaremos elucidar o 

mecanismo de ação da biochanina A por análises in silico e experimentais contribuindo para a 

descoberta de compostos de origem natural que tenham atividade antiviral contra o CHIKV. 
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