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RESUMO

O virus Chikungunya (CHIKV) ocasiona a febre Chikungunya que pode progredir para
a fase crbnica caracterizada por uma artralgia persistente. Atualmente, ndo existem
antivirais ou vacinas licenciadas contra esse virus. A propolis vermelha de Alagoas
(PVA) é uma resina natural que as abelhas produzem pela mistura de saliva e
exsudato de plantas que apresentam atividades antimicrobianas. Portanto, nosso
objetivo foi caracterizar quimicamente e avaliar a atividade antiviral da PVA e suas
fracOes hexanica (FH) e acetato de etila (FAE) contra o CHIKYV in vitro. Inicialmente, o
CHIKYV foi isolado do soro de pacientes infectados na fase aguda da doenca, replicado
em células Vero E6, sendo sua deteccao confirmada por RT-PCR usando iniciadores
para a regido gendmica da proteina E1 (882 pb). Por meio do sequenciamento de
DNA e analise filogenética (software MEGA7), detectou-se o CHIKV como pertencente
ao genotipo ECSA (do inglés “East/Central/South African”). A caracterizagao quimica
da PVA foi realizada por Cromatografia Liquida de Ultra Performance (UPLC-DAD),
detectando-se a presenca dos marcadores liquiritigenina, pinobanksina, daidzeina,
formononetina, biochanina A e isoliquiritigenina. A citotoxicidade da PVA em células
Vero E6 pelo ensaio colorimétrico MTT mostrou uma CCso para o extrato hidroalcoodlico
PVA (EH), FH e FAE de 200,1, 22,6 e > 40,0 ug/mL, respectivamente. Para os ensaios
de atividade antiviral, a adsorc¢ao viral foi realizada por 2h em células Vero E6, seguida
pelo tratamento com diferentes concentracdes de solucdes de PVA por 72h e posterior
analise de viabilidade celular por MTT. Como resultado, uma atividade antiviral
promissora foi detectada e as Clso do EH, FH e FAE foram 22,80 ug/mL, 4,24 ug/mL e
5,34 ug/mL, respectivamente. Além disso, foram obtidos altos indices de seletividade
(IS) para os compostos (HE = 8,7, HF = 5,3 e FAE > 7,5). Para confirmar a atividade
antiviral, foi realizada a marcacao intracelular do virus 48h apés o tratamento seguido
da andlise da percentagem de células positivas por citometria de fluxo. Todas as
solugbes de PVA testadas apresentaram efeito de reducdo maior que 50% na
percentagem de células positivas infectadas. No ensaio de inativacdo viral,
inicialmente suspensdes do CHIKV foram incubadas diretamente com a PVA por 2h,
seguido da diluicdo e infeccéo de células Vero E6 para posterior avaliacao pelo ensaio
de unidades formadoras de placa (PFU) onde uma reducéo significativa no nimero de
PFUs foi detectada [4.867 PFU/mL (EH), 12.767 PFU/mL (FH) e 8.867 PFU/mL (FAE)
vs. controle viral sem tratamento = 31.000 PFU/mL]. Para avaliar em quais estagios
da infeccao viral os compostos estariam agindo, as células foram tratadas com PVA ou
suas fragdes por 2h antes da infec¢ao pelo CHIKV, simultaneamente a infec¢éo (0h),
ou por diferentes tempos pos-infeccdo (2h, 4h e 6h). Como resultado, a atividade
inibitoria foi detectada 2h, 4h e 6h pos-infeccao para EH e FH e 2h e 4h pés-infecgéo
para FAE. Para analisar a atividade dos compostos detectados por UPLC-DAD frente
as proteinas do envelope maduro do CHIKYV, foi realizado um estudo in silico de
Docking molecular; como resultado todos os compostos detectados apresentaram
como alvo de suas atividades o complexo de glicoproteinas E3-E2-E1 do CHIKV.
Assim, os dados obtidos no presente estudo demonstram a promissora atividade
antiviral da PVA contra o CHIKV in vitro, contribuindo para o desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos para esta arbovirose.

Palavras-chave: Virus Chikungunya, Propolis vermelha, atividade antiviral



ABSTRACT

Chikungunya virus (CHIKV) causes Chikungunya fever disease that can progress to
the chronic phase characterized by persistent arthralgia. There are currently no
antivirals or licensed vaccines against this virus. Alagoas Red Propolis (ARP) is a
natural resin that bees produce by mixing saliva and exudate from plants that have
antimicrobial activities. Therefore, our objective was the chemical characterization and
evaluate the antiviral activity of ARP and its hexanic (HF) and ethyl acetate fractions
(EAF) against CHIKV in vitro. First, CHIKV was isolated from serum of infected-
patients in the acute viremia phase of the disease, replicated in Vero E6 cells and
confirmed by RT-PCR using primers for the E1 protein genomic region (882 bp). DNA
sequencing and phylogenetic analysis (MEGA7 software) confirmed East/ Central/
South African (ECSA) as the CHIKV genotype. The chemical characterization of ARP
was performed by ultra performance liquid chromatography (UPLC-DAD) and the
presence of the liquiritigenin, pinobanksin, daidzein, formononetin, biochanin A and
isoliquiritigenin markers were detected. The ARP cytotoxicity in Vero E6 cells was
evaluated by MTT colorimetric assay and CCso values of 200.1 uyg / mL, 22.6 pyg / mL
and > 40.0 ug / mL was obtained for the hydroalcoholic extract (HE), HF and EAF,
respectively. For the antiviral activity assays, CHIKV adsorption was performed for 2h
on Vero EB6 cells, followed by treatment with different concentrations of ARP solutions
for 72h and cell viability analysed by MTT assay. As result, a promising antiviral activity
was detected and the ICso values were 22.80 ug/mL, 4.24 pg/mL and 5.34 pg/mL forthe
HE, HF and EAF, respectively. In addition, high selectivity indices (SI) were obtained
for the compounds (HE = 8.7, HF = 5.3 and EAF > 7.5). In order to confirm the
antiviral activity, virus intracellular labeling was performed and the percentage of
positive cells was detected by flow cytometry 48h after infection. As result, all tested
ARP solutions showed a reduction effect higher than 50% on the percentage of
infected cells. In the inactivation assay, CHIKV suspensions were first incubated with
ARP for 2h, diluted and incubated for 48h, followed by the detection of the plaque-
forming units (PFU), and a reduction in the number of PFUs was detected [4,867 PFU
/ mL (HE), 12,767 PFU / mL (HF) and 8,867 PFU / mL (EAF) vs. 31,000 PFU / mL
untreated viral control]. In addition, to assess which stages of viral infection the
compounds are acting on, cells were treated with ARP and their fractions for 2 h before
CHIKV infection, simultaneously with infection (Oh), or for different times post-infection
(2 h, 4 h and 6 h). The inhibitory activity was detected 2h, 4h and 6h after infection at HE and
HF assays, and 2h and 4h after infection at EAF assay. To analyze the activity of the
compounds detected by UPLC-DAD against CHIKV mature envelope proteins, an in
silico study of molecular docking was carried out. All detected compounds showed to
target the glycoproteins of E3-E2-E1 CHIKV complex. Thus, the data obtained in the
present study demonstrate the promising antiviral activity of ARP against CHIKV in
vitro, contributing to the development of new therapeutic agents for this arbovirus.

Keywords: Chikungunya virus, red propolis, antiviral activity
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1. INTRODUCAO

As arboviroses sdo doencas virais transmitidas por artropodes (do inglés,
“arthropod-borne viruses”) e consistem um grande problema de salde publica mundial
devido a sua rapida transmisséo e disseminacéao entre individuos.

Dentre os inumeros arbovirus de importancia clinica no Brasil e no mundo,
destaca-se o virus Chikungunya (CHIKV), agente etiologico da Febre Chikungunya
(CHIKVF). Este virus é transmitido pela picada de fémeas de mosquitos do género
Aedes infectados. A CHIKVF é caracterizada por ocasionar uma poliartralgia severa,
responsavel pelo afastamento de diversos individuos de suas atividades laborais,
além de estar relacionada com o comprometimento de diversos 6rgaos (olhos, pele e
rins) e sistemas (nervoso e cardiovascular) (TAUBITZ et al., 2007). No Brasil, esta
doencga também tem ocasionado Obitos nos ultimos anos (BRASIL, 2017b, 2018).

O desenvolvimento de farmacos antivirais € um processo complexo, pois 0s
virus sdo microrganismos intracelulares que dependem da célula viva para realizarem
a biossintese de novas particulas virais. Até o presente momento ndo ha
medicamentos antivirais especificos licenciados para o tratamento desta infeccéo,
enfatizando a necessidade de descoberta de novos compostos com atividade antiviral
(DE CLERCQ, 2005; RICE; BADER, 1995).

Neste contexto, compostos derivados de plantas tém um papel relevante entre
os produtos de origem natural, apresentando diversas propriedades bioldgicas,
incluindo-se a atividade antiviral (JASSIM; NAJI, 2003). Dentre esses produtos
naturais, destaca-se a propolis que é uma resina natural que se caracteriza por ser uma
mistura de componentes quimicos originados a partir da coleta do exsudato de plantas
e do metabolismo da abelha (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004).

A propolis brasileira é classificada em 13 grupos de acordo com a sua origem
botanica e localizacdo geogréfica. Dentre os diversos tipos de propolis presentes no
Brasil destaca-se a prépolis vermelha que tem sua origem botanica na leguminosa
Dalbergia ecastophyllum, conhecida como “rabo de bugio”, possuindo diversas
propriedades bioldgicas incluindo-se a atividade antiviral (SIMONI et al., 2018). A PVA
é rica em metabdlitos secundarios denominados flavonoides (FREIRES; DE
ALENCAR; ROSALEN, 2016) que possuem diversas atividades bioldgicas,
destacando-se a atividade antiviral (AHMADI et al., 2016; GOMEZ-CALDERON et al.,
2017).
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No entanto, a atividade da PVA contra o CHIKV ainda néo foi descrita até o
presente momento.

Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a atividade antiviral da PVA contra
0 CHIKYV in vitro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Virus Chikungunya

O CHIKV pertence ao género Alphavirus (familia Togaviridae), sua particula
viral é esférica e seu capsideo possui uma simetria icosaédrica (~70 nm). Seu genoma
€ composto por um RNA de fita simples de polaridade positiva (+ssRNA) com tamanho
aproximado de 11,8 kb com duas sequéncias de leitura aberta (Open reading frame -
ORF) que codificam quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e
cinco proteinas estruturais: proteina do capsideo (C), duas glicoproteinas do envelope
(E1 e E2) e dois pequenos peptideos (E3 e 6k) (SANTOS, 2015) (Figura 1).

Capsideo

RNA viral (+)

Envelope

E1/E2 Glicoproteinas
do envelope

Figura 1. Estrutura da particula viral do virus Chikungunya- (A) Estrutura do virion. Fonte:
(DA SILVA-JUNIOR et al., 2017). (B) Representacdo esquematica da particula viral contendo a
proteina do capsideo (C) e proteinas do envelope E1 e E2. Fonte: Adaptado de (CASTILLO-MACIAS;
SALINAS-CARMONA; TORRES-LOPEZ, 2018).

2.1.1 Proteinas estruturais e nao estruturais

A ORF 3 é traduzida a partir do promotor 26S em um RNA subgendmico que
codifica uma poliproteina precursora que, apds sucessivas clivagens, da origem as
proteinas de capsideo (C), as glicoproteinas E1, E2 e E3 e ao pequeno peptideo 6K
(Figura 2) (SANTOS, 2015).
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Figura 2. Proteinas estruturais e ndo estruturais do virus Chikungunya- O genoma é
capeado e poliadenilado nas terminag@es 5 e 3, respectivamente; 0 genoma viral contém 2 ORFs e 1
regido de juncdo. A ORF 5 codifica 4 proteinas estruturais (nsP1 — nsP4) que sao traduzidas a partir
do genoma. A ORF 3 é traduzida a partir do promotor 26S em 1 RNA subgenbémico que codifica
as proteinas de capsideo (C), as glicoproteinas de superficie (E1 e E2) e 2 peptideos menores E3 e
6k. As proteinas estruturais e ndo estruturais sdo geradas a partir da clivagem proteolitica de
poliproteinas precursoras. Fonte: (SANTOS, 2015)

As glicoproteinas E1 e E2 interagem entre si formando heterodimeros
compondo as espiculas virais, que participam da entrada do virus na célula hospedeira
(LEUNG; NG; CHU, 2011). A glicoproteina E2 participa do processo de adsorc¢ao, tendo
em vista que estabelece uma ligagcéo entre a particula viral e os receptores da célula
hospedeira (SMITH et al., 1995). A glicoproteina E1 esta envolvida no processo de
fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo a fim de liberar o
nucleocapsideo no citosol da célula (SOLIGNAT et al., 2009).

A proteina E3 é responsavel pelo dobramento adequado de pE2 (precursor da
E2), mas é liberada do CHIKV maduro apds o brotamento (MULVEY; BROWN, 1996;
SUN et al., 2013). O peptideo 6K atua como uma sequéncia sinal na translocacao da
E1, sendo essencial para montagem da particula viral. Além disso essa proteina foi

classificada como uma viporina, pois possui a capacidade de formar canais de ions e
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alterar a permeabilidade da membrana (LEUNG; NG; CHU, 2011; SOLIGNAT et al., 2009).
A ORF 5’ é diretamente traduzida do RNA gendmico para uma poliproteina
precurssora de quatro proteinas ndo estruturais (NsPs) (STRAUSS; STRAUSS, 1994). A
nsP1 esta envolvida no encapsulamento do RNA viral de cadeia positiva funcionando
como uma ancora da membrana do complexo de replicacdo com atividades de
metiltranferase e guaniltransferase (FROS; PIJLMAN, 2016; RUPP et al., 2015).

A nsP2 estd envolvida no processamento autocatalitico da poliproteina ndo
estrural P1234, apresentando trés funcdes importantes, pois age como uma helicase,
trifosfatase e protease, além de apresentar intimamente uma funcéo na inativacdo de
sintese macromolecular da célula hospedeira (KIIVER et al., 2008; LULLA et al., 2006;
MERITS et al., 2001).

A funcdo da nsP3 ainda nao esta bem elucidada. Sua organizacao se da em
trés dominios: amino-terminal, uma regido especifica central e uma sequéncia
hipervariavel carboxi-terminal (SHIN et al., 2012). A nsP4, por sua vez, é uma RNA
polimerase RNA-dependente, sendo parte importante no complexo de replicacao viral
(TOMAR et al., 2006).

2.1.2 Ciclo de Replicacéao Viral

Em células de vertebrados, o CHIKV é capaz de se replicar em menos de oito
horas em temperaturas corporais de 37 °C (SOURISSEAU et al., 2007; TENG et al.,
2011). Inicialmente, o virus adere a fatores de ligacdo presentes na superficie da
célula, incluindo os glicosaminoglicanos (MCALLISTER et al., 2020). Em seguida, a
entrada do virus é facilitada pela interacdo da glicoproteina E2 com receptores de
superficie celular na célula hospedeira (SOURISSEAU et al., 2007; TENG et al., 2011),
como a proibitina (WINTACHAI et al., 2012) e a molécula de adesao celular MXRAS8
(ZHANG et al., 2018). Apos a ligacdo ao receptor celular, o virus é rapidamente
internalizado por endocitose mediada por clatrinas. Apds a endocitose, o pH acido no
endossoma induz mudangas conformacionais, permitindo a fusdo a membrana do
endossoma, resultando na liberacdo do nucleocapsideo viral no citoplasma celular,
onde ocorre sua desmontagem para liberagdo do genoma viral (Figura 3)
(ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015; SANTOS, 2015). Na fase inicial da replicacao,
0 RNA gendmico funciona como RNAm para a traducao da poliproteina nao estrutural
nsP123 e nsP1234 e proteina nsP4 livre, que interagem com as proteinas da célula

hospedeira para formar um complexo de replicacdo para a sintese de RNA de
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polaridade negativa (ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015).

O RNA de polaridade negativa é utilizado para sintetizar o RNA gendmico de
polaridade positiva, e 0 RNA 26S funciona como um RNAm sendo traduzido em uma
poliproteina percursora estrutural C-pE2-6K-E1. Essa poliproteina € processada e
clivada pela atividade serino-protease da nsP2 liberando a proteina do capsideo (C),
enquanto a poliproteina pE2-6K-E1 é processada no reticulo endoplasmatico (RE) em
pPE2 e E1. Essas proteinas séo levadas ao complexo de Golgi onde séo glicosiladas e
migram para a membrana plasmatica. Durante essa migracéo, a pE2 é clivada por
uma furina celular ou proteinases do tipo furina para formar as proteinas estruturais
E2 e E3 maduras. As particulas virais saem por brotamento através da membrana
celular adquirindo um envelope de bicamada lipidica contendo as glicoproteinas E1 e
E2 conforme mostrado na figura 3 (ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015).

Particula viral madura

10)

Brotgmento VA f

1)

Recaptor - CHIKV Membrana Plasmatica : 20000
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Figura 3. Ciclo replicativo do virus Chikungunya-1) Ligacdo do virus ao receptor celular, 2)
Fusao da membrana endossdmica a proteinas do envelope, 3) Desmontagem do nucleocapsideo para
a liberacdo do RNA viral, 4) que é traduzido para produzir as proteinas nédo estruturais virais (nsP1-4)
através da replicase viral, 5) RNA de fita negativa serve como molde para sintese do genoma de fita
positiva completo e o RNA subgendmico (26S), 6) Clivagem da poliproteina C-pE2-6k-E1 liberando a
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proteina do capsideo 7) e clivagem no RE para a producédo de proteinas estruturais 8) montagem dos
componentes virais, 9) liberacéo da particula viral por brotamento. Adaptado de ABDELNABI; NEYTS;
DELANG, 2015.

2.1.3 Gendétipos virais

As analises de sequéncias do genoma viral tém classificado filogeneticamente
o CHIKV em gendtipos nomeados de acordo com a localizacdo geografica do primeiro
isolamento viral, sendo assim, descritos trés variantes genotipicas, denominadas
gendtipo ECSA (do inglés, “East/Central/South African”), Asiatico e do Oeste Africano
(do inglés, “West African”) (POWERS et al., 2001).

O virus foi isolado pela primeira vez no planalto de Newala (atual Tanzania),
em 1953, a partir de amostras de soro de pacientes durante uma epidemia de dengue
(ROSS, 1956), permanecendo endémico na Africa e na Asia. Porém, os anos de 2005
e 2006 foram marcados pelo ressurgimento do virus com quase um milhdo de casos
suspeitos na Illha de La Reunion, no Oceano indico (SCHUFFENECKER et al., 2006).
Desde entédo o virus tem se espalhado ao redor do mundo sendo reportado em mais
de 100 paises conforme mostrado na figura 4 (CDC, 2019).

No Brasil, 0 CHIKV foi detectado pela primeira vez no ano de 2014 em um surto
em Oiapoque/AP sendo o gendtipo asiatico identificado naquela ocasidao. No mesmo
ano, o genétipo ECSA foi identificado em um surto em Feira de Santana/BA (NUNES
et al., 2015), e desde entdo, ambos gendtipos co-circulam no pais (CHARLYS DA
COSTA et al., 2017; NAVECA et al., 2019).
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I Current or previous Jocal trarsmission of chikungunya virus

Figura 4. Distribuicdo global do virus Chikungunya até setembro de 2019- Paises e
territérios onde foram reportados casos de infec¢éo pelo virus Chikungunya estdo marcados em verde
escuro. Fonte: CDC, 2019.

2.1.4 Febre Chikungunya

A CHIKVF é uma arbovirose causada pelo CHIKV, transmitido aos humanos
por mosquitos das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus que estéo distribuidos
tanto em areas urbanas quanto rurais (DHIMAL et al., 2015; NSOESIE et al., 2016;
TSETSARKIN et al., 2007).

No Brasil, no periodo de janeiro de 2016 até marco de 2021, de acordo com
dados de boletins do Ministério da Saude, foram reportados cerca de 520.000 casos
provaveis desta infec¢cdo sendo sua maioria reportada na Regido Nordeste (cerca de
460.000 casos). No estado de Alagoas, neste mesmo periodo, foram reportados cerca
de 20.000 casos suspeitos da CHIKVF (BRASIL, 2021).

Nesta arbovirose, estudos mostram que aproximadamente 70% da populacao
infectada apresenta a forma sintomética da doenca por apresentar sintomas como dor
de cabeca intensa, erupcdes cutaneas, manifestacdes gastrointestinais, febre aguda
e mialgia (Figura 5) com possivel progressdo em uma parte dos pacientes para uma
poliartralgia cronica de carater debilitante (TANABE et al., 2018b) podendo perdurar
por até 72 meses (VAN AALST et al.,, 2017). No Brasil, esta infeccdo tem sido

responsavel pelo afastamento de diversos individuos de suas atividades profissionais
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(BRASIL, 2017a, 2018). Além disso, nos anos de 2016 a junho de 2019, foram
confirmados 312 casos de Obitos relacionados a infec¢do por este virus, de acordo

com boletins epidemioldgicos do Ministério da Saude.
@
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Figura 5. Sintomas da FCHIKV na fase aguda- Frequéncia dos principais sintomas observados
na fase aguda da infeccdo pelo CHIKV, sendo as dores articulares presentes na maioria dos casos
(92%). Fonte: Adaptado de TANABE et al., 2018.

Apesar dessa infeccdo ser um grave problema de saude publica, ainda nao
existem farmacos antivirais ou vacinas disponiveis para o tratamento e/ou prevencgao
desta arbovirose (CHAUDHURI; SYMONS; DEVAL, 2018). Assim, o tratamento
utilizado atualmente consiste em medicamentos paliativos aliviando as dores
relatadas pelo paciente (BRASIL, 2018). A terapia atual consiste no uso de
analgésicos, antipiréticos e agentes anti-inflamatérios, como paracetamol e anti-
inflamatorios néo esteroidais (THIBERVILLE et al., 2013).

Embora muitas sejam as infecc¢des virais, incluindo a ocasionada pelo CHIKV,
poucos sdo os farmacos disponiveis contra essas infeccbes. Até o ano de 2017,
apenas 88 farmacos antivirais foram aprovados e licenciados, sendo sua maioria
utilizados para o tratamento contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(CHAUDHURI; SYMONS; DEVAL, 2018).

2.2 Propolis Brasileira
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Diversos estudos tém mostrado atividades biolégicas promissoras de
compostos de origem natural incluindo a atividade antiviral contra o CHIKYV,
ressaltando assim a grande relevancia de pesquisas na tentativa de descoberta de
prototipos antivirais de origem natural contra este virus (BHAKAT; SOLIMAN, 2015;
JASSIM; NAJI, 2003; YU et al.,, 2018). Dentre os diversos compostos de origem
natural destaca-se a propolis.

A propolis é uma resina natural originada a partir da coleta de brotos e do
exsudato de plantas e do metabolismo da abelha que se misturam com suas
secrecOes salivares, cera e pdlen (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004)
com a funcao principal de protecédo da colmeia (ATHIKOMKULCHAI et al., 2013). A
sua coloracdo e composicdo quimica variam de acordo com a sazonalidade e
espécies de plantas utilizadas na coleta pelas abelhas (BARTH; DA LUZ, 2009;
SFORCIN et al., 2001). A propolis brasileira é classificada em 13 grupos de acordo
com sua coloracdo, havendo para algumas a caracterizacdo de sua composicao
quimica, origem botanica e registro de origem geogréafica (DAUGSCH et al., 2006)
(Tabela 1).

Estudos apontam atividades biolégicas presentes na prépolis, tais como:
antioxidante e cardioprotetora (AHMED et al.,, 2017), imunomoduladora e anti-
inflamatoéria (SANTIAGO et al., 2016), antimicrobiana (VELOZ; ALVEAR; SALAZAR,
2019), além de atividade antiviral contra os virus HIV, HSV-1 e 2, e poliovirus
(BUFALO et al., 2009; GEKKER et al., 2005; SCHNITZLER et al., 2010; YILDIRIM et
al., 2016).



Tabela 1. Classificacdo da propolis brasileira. Adaptado de MENDONCA, 2011.
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Propolis Origem Cor Origem Composi¢do Quimica Referéncia
geogréfic Boténica
a
Grupo 1 RS Amarelo - - (PARK;
ALENCAR;
AGUIAR, 2002)
(PARK;
Grupo 2 RS Castanho claro - - ALENCAR,;
AGUIAR, 2002)
Grupo 3 PR Castanho escuro Populus alba Ester do acido dimetil dialil (PARK;
caféico; flavonoides: ALENCAR;
pinobanksina, piocembrina AGUIAR, 2002;
e crisina SILVA, 2008)
dentre outros.
Grupo 4 PR Castanho Claro - - -
Grupo 5 PR Marrom - - -
esverdeado
Grupo 6 BA Marrom Hyptis Esteres de Acidos graxos, (PARK;
R compostos aroméaticos, ALENCAR,;
avermelhado divaricata Terpenos, AGUIAR, 2002:
Flavonoéides SILVA, 2008)
Grupo 7 BA Marrom - -
esverdeado -
Grupo 8 PE Castanho escuro - - -
(PARK;
Grupo 9 PE Amarelo - - ALENCAR;
AGUIAR, 2002;
SILVA, 2008
Grupo 10 CE Amarelo escuro - - (PARK;
ALENCAR;
AGUIAR, 2002)
Grupo 11 Pl Amarelo - - (PARK;
ALENCAR;
AGUIAR, 2002)
Grupo 12 SP, MG  Verde ou marrom Baccharis Flavonoides, acidos (BANKOVA; DE

Grupo 13 AL,BAePB

esverdeado dracunculifolia fen,ollcos, cetgnas CASTRO;
aldeildos aromaticos, MARCUCCI,
terpenos, terpenos e 2000; FUNARI;
hidrocarbonetos. FERRO, 2006;
PARK;
ALENCAR;
AGUIAR, 2002)
Vermelha Flavonoides: daidzeina,

Dalbergia

ecastophillum

liquiritigenina,
pinobanksina,
formononetina,
isoliquiritigenina,
biochanina A,
pinocembrina, rutina,
quercetina (entre outros),
acido fendlico
(acidofeldrico)

PORTO et al.,
2018
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2.2.1 Propolis Vermelha de Alagoas

A propolis vermelha € uma resina natural resultante da coleta de exsudatos e
brotos vegetais realizada pelas abelhas da espécie Apis mellifera em regides costeiras
e ribeirinhas do nordeste do Brasil e possui sua origem botanica a partir de uma
leguminosa da espécie Dalbergia ecastophyllum, conhecida como “rabo de bugio”,
responsavel pela sua coloragdo vermelha (Figura 6), sendo classificada dentro do
grupo 13 (Tabela 1).

Figura 6. Abelhas da espécie Apis mellifera coletando o exsudato na leguminosa
Dalbergiaecastophyllum. Fonte: APACAME, 2019.

Recentemente, inUmeros estudos descreveram diversas atividades biolégicas
presentes nos extratos da propolis vermelha, tais como: antioxidante (FROZZA et al.,
2017; REIS et al., 2019), antinociceptiva, anti-inflamatoria (LIMA CAVENDISH et al.,
2015), antimicrobiana (LOPEZ et al., 2015), leishmanicida (GOMES et al., 2016), anti-
hipertensiva (TELES et al.,, 2015), antitumoral (FROZZA et al., 2017), e antiviral
(SIMONI et al., 2018(SILVA-BELTRAN et al., 2020), conforme mostrado na figura 7.
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Figura 7. Atividades biolégicas da propolis vermelha-Diversas propriedades bioldgicas
presentes na prépolis vermelha tém sido descritas na literatura.

Dentre os varios componentes presentes identificados na PVA destacam-se 0s
flavonoides (quercetina e naringenina), chalconas (isoliquiritigenina), flavonas
(liquiritigenina), flavononas (pinocembrina) e diversos isoflavonoides (medicarpina,
daidzeina, formononetina, biochanina A, vestitol, neovestitol, mucronulatol),
triterpendides (lupeol), benzofenonas (gutiferona E), dentre outros (FREIRES; DE
ALENCAR; ROSALEN, 2016). Nos ultimos anos, diversas atividades biolégicas foram

descritas para estas substancias (Tabela 2).
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Tabela 2: Compostos presentes na PVA e suas atividades bioldgicas.

Composto Estrutura quimica Atividade bioldgica Referéncias
_ Antimicrobiana, Anti-inflamatéria, Antiviral (JASSO-MIRANDA et al., 2019; LACZKO et
Quercetina (virus sincicial respiratorio e Dengue 2 e 3) al., 2019; LOPES et al., 2019; SHAH

et al.,, 2019)

Naringenina

Antiviral (ZIKV e CHIKV) e antioxidante

(AHMADI et al., 2016; CATANEO et al.,
2019;MD
etal., 2019)

Pinocembrina

Antimicrobiana e antiviral (ZIKV)

(LEE et al 2019; METZNER,;
SCHNEIDEWIND, 1978)

Medicarpina

Anti-inflamatéria e antifingica

(FUNAKOSHI-TAGO et al., 2015;
MARTINEZ-SOTRES
etal., 2012)
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Vestitol A %, Antimicrobiana, anti-iflamatéria e antioxidante (BUENO-SILVA et al., 2013, 20172; RIGHI
) etal., 2011)
Neovestitol Antimicrobiana e anti-iflamatéria (BUENO-SILVA et al., 2013)
Lupeol Antiviral (DENV e CHIKV) (GOMEZ-CALDERON et al., 2017)

Gutiferona E

Antibacteriana e antifingica

(LOTTI etal., 2011; TRUSHEVA et al., 2006)

Mucronulatol

Antiproliferativa

(PICCINELLI et al., 2011)
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OH
HO o) Q/

Liquititigenina Apoptose em células Hel a, anti- diabetes (GAUR et al., 2014; HU et al., 2010; LIU et
al., 2011)
o)
Daidzeina Antiviral (Influenza, Hepatite B e DENV-2) (CHUNG et al., 2015; COMALADA et al.,
Pro- inflamatéria 2006;; ZANDI et al., 2011)
Pinobanksina - -
Isoliquiritigenina Anti-proliferativa em células MCF7, anti- (GAUR et al., 2014; MAGGIOLINI et al.,
inflamatoéria e anti-diabetes 2002; ZHU et al., 2012)
0]
HO o]
(O]
Formononetina o ‘ Antiviral (Enterovirus 71),antiflngica, anti- (DAl et al., 2019; DAS NEVES et al.,
o]

cancer e antitumoral (Hep-2) 2016; FROZZA et al., 2017; JIANG et al.,
2019; YAO et al., 2019)
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H
OH O O OCHs
. (DAS NEVES et al., 2016; HSU et al., 2018;
Biochanina A Antiviral (H5N1 MICHAELIS; SITHISARN; CINATL, 2014)
| Antitumoral (Hep-2) antifiingica
HO

)
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Além disso, a PVA se destaca dentre todos os outros grupos de propolis devido
ao seu alto teor de flavonoides (FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016), que
possuem atividades antivirais relatadas contra o virus Influenza (CHUNG et al., 2015;
MICHAELIS; SITHISARN; CINATL, 2014) virus da hepatite B (ROMERO et al., 2005),
virus Dengue 2 e 3 (ZANDI et al., 2011), Enterovirus 71 (DAI et al., 2019), virus
sincicial respiratério humano/RSV (LOPES et al., 2019), virus Zika (LEE et al., 2019),
além de CHIKV (AHMADI et al., 2016; GOMEZ-CALDERON et al., 2017). No entanto,
vale ressaltar que a atividade antiviral da PVA contra o CHIKV ainda nao foi relatada

na literatura até o presente momento.

2.3 Potenciais alvos de acédo de drogas antivirais

Um dos objetivos principais no desenvolvimento de drogas antivirais
promissoras, € que essas moléculas possam inibir eventos especificos da infeccdo
viral sem que isso possa interferir no metabolismo da célula hospedeira. Para que isso
ocorra, essas drogas precisam agir em uma das diferentes etapas de ciclo de
replicacdo viral (SANTOS, 2015).

Os ensaios in vitro de poés-tratamento e inativagdo viral (virucida) tem como
objetivo avaliar a atividade antiviral de substancias que possam agir em diferentes
etapas da replicacao viral, tais como: a) inibir o desnudamento viral impedindo assim
a liberacdo do material genético e sua transcricdo (KAUR et al., 2013; ROTHAN et al.,
2016); b) interferéncia na transcricdo e traducédo das proteinas virais; c) inibicdo da
montagem e maturacao da particula viral dentro da célula; d) inibicdo da saida do virus
por brotamento da célula hospedeira; e) interacdo com proteinas do envelope ou
capsideo impedindo a interacdo do virus com a membrana da célula hospedeira
(DELOGU et al., 2011; KHAN et al., 2010; SANTOS, 2015).

Assim, tendo em vista o impacto da infec¢cdo pelo CHIKV como um problema
mundial de saude publica, a auséncia de farmacos especificos disponiveis para seu
tratamento e as propriedades da prépolis vermelha, incluindo a antiviral, a hipotese

deste estudo é que a PVA possa ter atividade biolégica contra o CHIKV in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar a atividade antiviral do extrato bruto hidroalcodlico da prépolis vermelha de
Alagoas (PVA) e suas fragGes contra o virus Chikungunya in vitro.

3.2 Especificos

e Caracterizar quimicamente o extrato hidroalcodlico (EH) da prépolis vermelha de
Alagoas (PVA) e suas fracbes hexanica (FH) e acetato de etila (FAE) por
Cromatografia Liquida de Ultra Performance (UPLC);

e Realizar o isolamento do CHIKV a partir de amostras de soro de pacientes
infectados no periodo de viremia,

e Determinar o titulo viral obtido a partir do ensaio de unidades formadoras de
placas (PFU);

e Avaliar a toxicidade do EH da PVA e suas fracbes em células Vero E6 para
determinacdo de CCsp e concentragdo maxima ndo toxica (CMNT);

e Avaliar a atividade antiviral do EH da PVA e suas fracdes apds a adsorcéo viral
no ensaio de pos-tratamento;

e Avaliar a acdo do EH da PVA e suas fracbes atuando diretamente sobre as
particulas do CHIKV in vitro;

e Determinar a percentagem de células infectadas pelo CHIKV por meio de
citometria de fluxo intracelular na presenca ou auséncia dos materiais teste;

e Avaliar a acdo antiviral dos materiais teste adicionados em diferentes tempos de
infeccéo viral;

e Realizar ensaios in silico de docking molecular dos principais constituintes
detectados na PVA frente as proteinas estruturais e ndo-estruturais do CHIKV.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Células e manutencéo

As células Vero E6 e C6/36 utilizadas neste trabalho sdo susceptiveis e
permissiveis a infeccdo pelo CHIKV, ou seja, permitem a infeccéo e a replicacdo do
virus de forma eficiente.

As celulas Vero E6 sao fibroblastos de rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops) e foram mantidas a 37 °C e 5% de CO2 em meio DMEM Low-
Glucose (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) para
manutencdo e expansao das células e 2% para 0s ensaios antivirais e 1% solucéo
antibiotica/antimicética (PSA).

As células C6/36 sao células provenientes de larvas de mosquito da espécie
Aedes albopictus e foram mantidas a 28 °C em meio L-15 suplementado com 10% de
SBF e triptose e 1% PSA.

4.2 Isolamento viral e caracterizacdo molecular do CHIKV

O CHIKYV foi isolado a partir de amostras de soro obtidas de pacientes
infectados (confirmado por PCR em tempo real) na fase virémica gentilmente cedidas
pelo Laboratério Central de Saude Publica de Alagoas (LACEN/AL) em um projeto
anterior de nosso grupo de pesquisa (PPSUS 60030 000841/2016; Projeto submetido
e aprovado junto ao CEP/UFAL C.A.A.E. 59229716.9.0000.5013). Resumidamente,
100 pL da amostra de soro foi inoculado a uma densidadede 5 x 10° células Vero
E6/poco em uma placa de 6 pocos por 72 horas ou até o aparecimento do efeito

citopético viral (ECV), que sao alteracées morfoldgicas celulares microscoépicas
decorrentes da infeccao viral, como por exemplo, a formacéo de sincicios. O
sobrenadante foi coletado e o RNA viral foi extraido utilizando-se o kit Reliaprep Viral
TNA Mini Prep (Promega) de acordo com as recomendagdes do fabricante e o
isolamento viral foi confirmado por RT-PCR usando iniciadores especificos para
regido codificante para proteina E1 “forward” (CAGCAGAGTGCAAGGACAAA) e
‘reverse” (CCGTCGAGAAAGAGATTTGC), sendo o produto gerado de 882 pares de
base (pb). O produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose (2%) para analise.
Para analise filogenética e deteccédo do genadtipo viral, o produto de PCR foi

purificado a partir de uma RT-PCR realizada a partir do soro e enviado para
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sequenciamento através do método de Sanger, na empresa especializada ACTGene
Andlises Moleculares (Alvorada-RS). Apds o recebimento da sequéncia obtida, foi
realizado um alinhamento da sequéncia nucleotidica da regido amplificada com outras
sequéncias de cepas representativas de todos os gendtipos, isoladas no Brasil e no
mundo, previamente depositadas no GenBank, através do software MEGA 7®. A
analise filogenética foi realizada através do software MUSCLE, utilizando o algoritmo

UPGMA, modelo Kimura-2, com bootstrap de 1000 repeti¢des.

4.3 Obtencéo do estoque viral e titulagcdo do CHIKV

O estoque viral foi obtido em células C6/36. A adsorcédo viral foi realizada
durante 2 horas na monocamada celular seguido de incubacao durante 5 dias (JANG
et al., 2016). Para obter os titulos virais, as monocamadas de células Vero E6 foram
infectadas com diluicdes em duplicata do CHIKV com um fator de 1:10 por 2h. Apés o
periodo de adsor¢cdo, o sobrenadante foi removido seguido da adicdo do meio
contendo 1% carboximetilcelulose (CMC) e 2% de meio DMEM low glicose SFB e 1%
PSA para incubacéao por 48 h. Apos o periodo de incubacéo, as células foram fixadas
com formalina 10% por 1h e entdo coradas com solugéo de Cristal Violeta a 1%, por
30 min, seguido de lavagem com tampé&o fosfatado (PBS 1X) para contagem das
placas e determinacao do titulo viral (BAER; KEHN-HALL, 2014). O titulo viral foi

calculado pela seguinte formula:

Média do n° de placas
Volume do inGculo X Diluicdo

Titulo (PFU/mL) =

4.4  Amostrade propolis vermelha de Alagoas (PVA)

A resina foi coletada no apiario localizado na cidade de Marechal Deodoro, sendo
posteriormente macerada e solubilizada com 80% de etano e 20% de agua, agitada e
incubada por 48 h para a extracao do extrato hidroalcodlico (EH). Apds a coleta, o EH
foi secado em rotoevaporador para obter um extrato bruto livre de solventes. Para
obter as fracdes, o EH seco foi particionado em hexano e acetato de etila e colocados
em um funil de separacéo e as fracdes devidamente separadas e secas posteriormente

no rotoevaporador.
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Os materiais testes utilizados neste estudo foram cedidos gentilmente pelo
professor Dr. Ticiano Gomes do Nascimento (ICF/UFAL). O extrato hidroalcodlico
(EH), fracdo hexanica (FH) e fracdo acetato de etila (FAE) foram solubilizadas em
DMSO para obter uma solugéo inicial. Posteriormente, foi realizada uma solubilizag&do
em meio DMEM low-glicose suplementado com 2% soro bovino fetal (SFB) para

obtencéo das concentracdes a serem utilizadas nos ensaios.

4.5 Caracterizacdo quimica por Cromatografia Liquida de Ultra
Performance (UPLC-DAD)

O EH, FH e FAE foram pesados (100 mg) solubilizados com etanol absoluto e
transferidos para baldo volumétrico de 10 mL para obter concentragdo de 10 mg/mL
(solucédo estoque). Um volume de 500 uL foi transferido para baldo volumétrico de 10
mL para obter concentracéo final de 500ug/mL (solucéo e trabalho). A solucéo foi
transferida para vials HPLC e um volume de 2 uL foi injetado no UPLC-DAD.

A identificacdo dos marcadores da prépolis vermelha nas tinturas foi realizada
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo
de diodos (UPLC/DAD) (Shimadzu, Téquio, Japao). As tinturas de prépolis foram
preparadas em uma concentracdo de 100 mg/mL usando etanol como solvente e
depois diluido para uma concentracao de 1,0 mg/mL.

A fase movel consistiu em um sistema gradiente: 0,1% de acido formico em
agua Milli- Q (A) e metanol grau HPLC (B). A separacao foi obtida usando uma coluna
C18 Phenomenex, equipada com uma coluna C18 phenomenex security guard e
mantida a uma temperatura de 33°C. A taxa de fluxo foi de 0,80 mL/min.

O sistema gradiente foi programado para: 30% do solvente B no intervalo entre
0 e 7 min, 40% do solvente B em 15 min, 45% de solvente B em 30 min, 60% do
solvente B em 40 min, 80% do solvente B em 50 min, 90% do solvente B em 60 min,
e entéo o solvente B foi reduzido para 30% em 65 min e permaneceu nesta condi¢éo
isocratica por 70 min. As amostras foram introduzidas no UPLC usando injetor

Rheodyne com um volume de inje¢éo de 20 L.

4.6 Ensaio de Citotoxicidade
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Para a realizagdo dos testes antivirais foi realizado o ensaio de citotoxicidade
dos materiais em células Vero E6 por meio do ensaio colorimétrico do MTT [3-(4,5-
Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio] de acordo com protocolos determinados por
seguindo modificagdo que foram propostas por (MOSMANN, 1983; SIEUWERTS et
al., 1995). O MTT é um sal hidrossoluvel que por atividade mitocondrial é reduzido,
formando cristais de sal de formazan em células viaveis. O formazan fica armazenado
no citoplasma da célula viavel que apresentam a coloracao roxa onde € solubilizado
pelo dimetilsulféxido (DMSO).

Para realizar o ensaio de citotoxicidade, monocamadas confluentes de células
Vero E6 em placas de 96 pocos foram tratadas com diferentes concentragcbes dos
materiais teste: EH = 400 a 3,125 ug / mL e fragdes FH e FAE = 10 a 0,31 pg / mL por
72h a 37°C e atmosfera a 5% de COz. A solu¢do de MTT (5 mg/mL) foi adicionada (20
pl por pogo) e incubada por 3 horas. Apds a incubacéo, o sobrenadante foi removido
e adicionado 150 pl de DMSO seguido de incubacdo na estufa por 15 min. A
absorbancia de cada poco foi mensurada em um comprimento de onda de 492 nm em
um espectrofotdmetro.

As absorbancias (Abs) das referidas triplicatas foram utilizadas para o calculo

das percentagens de viabilidade celular utilizando a férmula:

Viab. Cel. (%). = Abs. da amostra - Média Abs. controle branco

Média Abs. do controle celular - Média Abs. do controle branco

A concentracdo maxima ndo toxica (CMNT) foi determinada para posterior
utilizacdo nos ensaios de avaliacdo da atividade antiviral.

A concentracao que foi citotoxica para 50% das células (CCso) foi obtida por
meio de analise de regressdo ndo-linear seguida por uma construgdo de uma curva

sigmoidal dose-resposta variavel no software GraphPad Prism 6.

4.7 Ensaio de pdés-tratamento

As células Vero E6 foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma densidade
de 2 x 10%poco. As monocamadas confluentes foram infectadas com o CHIKV por

2h para adsorcéo viral. Apds o periodo de adsorcéo, as células foram lavadas com
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tampao fosfato (PBS) e as monocamadas tratadas com diferentes concentracdes de
PVA ou suas fracdes sendo incubadas por 72 h a 37 °C e CO2 a 5%, seguido da
determinacao da viabilidade celular pela metodologia de MTT. A percentagem de

inibicédo foi calculada usando a seguinte equacéo:

- Abs. Amostra — Média Abs. Controle Viral
Inibig&o viral (%) = (CV)Média Abs. Controle Celular — Média
Abs. CV

As concentracGes que inibiram 50% da acéo viral (Clso) foram calculadas por
regressao nao-linear e construcédo de uma curva sigmoidal pela andlise de curva log

de inibicdo x resposta normalizada variavel.

4.8 Analise da percentagem de células infectadas pelo CHIKV por

marcacao intracelular por citometria de fluxo

Para confirmar a atividade antiviral células Vero E6 foram cultivadas em placas
de 24 pocos a uma densidade de 2 x 10° células/poco e apds a adsor¢do viral foram
tratadas com o EH (100 pg/mL) ou suas fragbes FH e FAE (10 ug/mL) por 48 horas a
37 °C e 5% de CO2. Apés o periodo de tratamento, o sobrenadante foi removido e as
células foram fixadas e permeabilizadas utilizando-se o kit BD Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences) de acordo com recomendac¢fes do fabricante e submetidas a marcacéo
intracelular utilizando-se um anticorpo monoclonal especifico para o CHIKV
(Invitrogen) seguido da incubacdo com um anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado ao Alexa Fluor 488 (Invitrogen). A aquisicdo das amostras
foi realizada no equipamento BD FACS Canto Il e os resultados foram analisados no

software FlowJo.

4.9 Ensaio de inativagéo viral

Suspensdes do CHIKV foram incubadas diretamente com o extrato
hidroalcodlico (100pg/mL) e suas fragdes (10 pg/mL) a 37 °C por 2h. Apos o periodo
de incubacgéo as suspensodes foram diluidas em meio 2% SFB com o fator de diluigdo
de 1:100 nas concentracdoes de 1 pg/mL (EH) e as fracbes (FAE ou FH) numa

concentracdo de 0,1 pg/mL. As suspensdes diluidas foram incubadas com células
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Vero E6 a 37°C por 2h (AHMADI et al., 2016; OO et al., 2018). ApGs o periodo de
incubacéo, o sobrenadante foi removido e foi adicionado o meio de manutencéo e as
células foram entdo incubadas por 72h seguido de avaliagdo da viabilidade celular
pelo ensaio de MTT conforme descrito previamente.

Além disso, para o0 mesmo ensaio foi realizado o método de redugédo de
unidades formadoras de placa (PFUs), onde ap0s a adsorcao por 2h, o sobrenadante
foi retirado e em seguida foi adicionado 1mL de meio DMEM contendo 1%
carboximetilcelulose (CMC) com 2% SFB e 1% PSA sendo mantido por 48h. ApGs
este periodo, foram realizados os procedimentos para titulacao viral conforme descrito

no item 4.3.

4.10 Ensaio de tempo de adicdo de droga

Para avaliar em quais estagios do ciclo de replicacao viral os materiais testados
apresentaram atividade biolégica monocamadas de células Vero E6 foram pré-
tratadas com o EH (100 pg/ mL) ou suas fracdes (10 pg/ mL) por 2h antes da adsorgao
viral (-2h), simultaneamente (0h) ou em momentos diferentes apds a adsorcao viral (2,
4 e 6h) (AHMADI et al., 2016; OO et al.,, 2018). As viabilidades celulares foram
avaliadas ap6s 72h pelo ensaio de MTT conforme descrito previamente.

4.11 Anélise de docking molecular in silico

A interagao ‘in silico” entre os compostos detectados na PVA com alvos
moleculares do CHIKV foi avaliada em colaboragdo com o Prof. Dr. Edeildo Ferreira
da Silva Junior do Laboratério de Quimica Medicinal (LQM/UFAL). Para isso, 6 alvos
moleculares relevantes desse virus foram obtidos em arquivos .pdb * no RCSB Protein
Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org): nsP2 (PDB: 3TRK), nsP2 / helicase (PDB:
6JIM), nsP3 (PDB: 3GPO), complexo da glicoproteina do envelope imatura (PDB:
3N40), complexo da glicroproteina do envelope madura (PDB: 3N41) e proteina do
capsideo (PDB: 5H23). Posteriormente, ions e moléculas de agua de todos os PDBs
foram removidos, usando a interface grafica do Gold® verséo 5.4.0 (Centro de Dados
Cristalogréaficos de Cambrid - CCDC, https://www.ccdc.cam.ac.uk) (SILVA-JUNIOR et
al., 2017), utilizado para realizar todas as simula¢des de acoplamento molecular. Aléem

disso, todos os atomos de hidrogénio foram adicionados a todas as proteinas. Para


https://www.rcsb.org/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/
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explorar a afinidade molecular entre essas substancias naturais e o0s alvos
moleculares do CHIKV, todas as simulacfes foram realizadas usando a abordagem
de “pblind docking molecular” como um método de pesquisa para avaliar o limite
estérico das proteinas e interagcdes de van der Waals e / ou liga¢bes de hidrogénio
entre os ligantes e o potencial local de ligacdo. Além disso, foi permitido que todos os
doadores/aceptores de ligacdo H pudessem ser tratados como acessiveis a solventes.
A funcéo de pontuacgéo de adequacéao do (CHEMPLP) foi empregada como algoritmo
de pesquisa em todas as simulacdes de ancoragem usando o software Gold®. Apés a
obtencéo dos complexos ligante-alvo, todas as interacdes foram analisadas usando o
Auto Dock Tools® versdo 1.5.6 (The Scripps Research Institute,
http://autodock.scripps.edu). Finalmente, a versédo 2.3.1 do PyMol® (Schrondinger,
https://pymol.org/2/) foi usada para calcular todas as distancias dos atomos e criar
todas as ilustracdes (DA SILVA-JUNIOR et al., 2018; “GO-D - Protein Ligand Docking
Softwa—e - The Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC)”.

4.12 Anédlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6
utiizando o teste one-way ANOVA com pos teste de Bonferroni e Dunnet’s,

dependendo das condi¢des experimentais, sendo o p [1 0,05 considerado significativo.
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5 RESULTADOS

5.1Isolamento e caracterizacdo molecular do CHIKV

Inicialmente foi realizado o isolamento do virus a partir de uma amostra de soro
positiva confirmada por PCR em tempo real na fase virémica. A amostra escolhida
para o isolamento tinha um Ct baixo, sendo o procedimento realizado de acordo com
o protocolo descrito previamente na literatura em células Vero E6 (JANG et al., 2016).
Os efeitos citopaticos virais foram evidentes apds 72 horas de infeccdo quando
comparado ao controle celular negativo (Figura 8A). A confirmacéo do isolamento foi
verificada pela detec¢cdo do genoma do CHIKV no sobrenadante de cultivo por RT-

PCR, obtendo-se um amplicon de aproximadamente 882 pb (Figura 8B).

A) 24hr 72hr

cC

Amostra

Figura 8. Isolamento do virus Chikungunya circulante em Alagoas- (A) O efeito citopatico
(setas) foi evidenciado por microscopia Optica 24h e 48h ap6s o isolamento em comparagdo ao controle
celular (CC). Aumento de 63x. (B) RT-PCR utilizando- se primers especificos para a proteina o
envelope E1 com geracdo de amplicon de aproximadamente 882pb. 100 bp — marcador de peso
molecular; CC — sobrenadante coletado do controle celular negativo; Amostra — sobrenadante de
cultivo celular coletado do isolamento viral; CP — controle positivo da reagdo/amostra positiva para
CHIKV.
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5.2 Propagacdo e titulacdo do CHIKV

Apbs a confirmacao do isolamento por RT-PCR o virus foi propagado em
células C6/36 por 5 dias, sendo observada uma alteracao na refringéncia nas células
infectadas quando comparado ao controle negativo (Figura 9). Posteriormente, 0 virus

foi titulado em células Vero E6 obtendo-se um titulo de 1,2 x 10’ PFU/mL.

Figura 9. Monocamadas de células C6/36 ap6s 5 dias de infeccao viral- (A) Controle
negativo apos cinco dias de infec¢éo. (B) O CHIKV demonstra efeito citopatico moderado aposcinco dias
de infec¢do sendo verificado um aumento na refringéncia celular. Aumento: 63x.

5.3 Analise filogenética viral

A amostra foi sequenciada e submetida a uma analise filogenética comparando
a sequéncia obtida com diversas sequéncias do CHIKV reportadas no Brasil e no
mundo para a regido codificante de um trecho da proteina E2-E1 depositadas no
GenBank. Neste estudo, detectou-se que a amostra de CHIKV isolada pertence ao
genotipo ECSA, agrupando-se no mesmo clado que amostras reportadas em Sergipe
e Bahia (Figura 10).
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Figura 10. Caracterizagcdo da amostra de Chikungunya circulante em Alagoas utilizada
para isolamento viral- Andlise filogenética em comparagdo com amostras do CHIKV detectadas
no Brasil e outros locais do mundo e depositadas no GenBank (NCBI).

5.4 Caracterizagao quimica por Cromatografia liquida de Ultra Performance
(UPLC-DAD)

A caracterizagao quimica do EH e fragbes FH e FAE da PVA foi realizada por
meio de UPLC-DAD. Conforme mostrado na figura 11, diversos marcadores quimicos
foram detectados no EH destacando-se a liquiritigenina, daidzeina, formononetina,
biochanina A e a isoliquiritigenina. As maiores concentragdes foram detectadas para
a liquiritigenina (5,91 pg/mL), isoliquiritigenina (6,16 pg/mL) e formononetina (6,62
png/mL) (Tabela 3). Na FH foram detectados formonetina e isoliquiritigenina e na FAE
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foram detectados todos os marcadores presentes no extrato hidroalcoolico, exceto a

biochanina A (Figura 11 e Tabela 3).
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Figura 11. Marcadores da Prépolis Vermelha de Alagoas por UPLC
-DAD- Cromatogramas do extrato hidroalcodlico da PVA e suas fragGes hexanica e acetato de etila com
uma concentragdo de 500 pg/mL. Identificagdo de Liquiritigenina (1), Daidzeina (2), Pinobanksina (3),
Isoliquitigenina (4), Formonentina (5), Biochanina A (6).
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Tabela 3: Parametros cromatograficos: tempos de retencdo (TR), comprimento de onda
méximo e concentracao do extrato hidroalcodlico da propolis vermelha de Alagoas e suas

fracOes.
TR Concentracdo Concentracao
Marcadores A (nm)
(min) (Hg/mL) (%)

EH (500 pg/mL)

1. Liquiritigenina 11.98 275 5,91 1,182
2. Daidzeina 12.18 249 2,247 0,449
,3. Pinobanksina 15.17 291 0,915 0,183
4. Isoliquiritigenina 16.79 366 6,163 1,232
5. Formononetina 17.71 249 6,619 1,323
6. Biochanina A 2.375 245 0,209 0,041
FH (500 pg/mL)

1. Liquiritigenina * * * *
2. Daidzeina * * * *
3. Pinobanksina * * * *
4. Isoliquiritigenina 17.07 366 0,079 0,01
5. Formononetina 18.15 249 2,285 0,457
6. Biochanina A * * * *
FAE (500 pg/mL)

1. Liquiritigenina 12.27 275 3,35 0,67
2. Daidzeina 12.48 249 1,187 0,237
3. Pinobanksina 15.75 291 0,09 0,018
4. Isoliquiritigenina 17.00 366 2,282 0,564
5. Formononetina 17.93 249 5,616 1,123
6

. Biochanina A
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5.5Ensaio de Citotoxicidade

Com relacdo a citotoxicidade dos materiais teste em células Vero E6 foi
possivel observar que a maxima concentragdo n&o toxica (CMNT) foi de 100 pg/mL
para o EH, 10 uyg/mL para a FH e 20 ug/mL para a FAE (Figura 12). Por analise de
regressao nao-linear foi possivel calcular os valores de CCso obtendo-se o valor de
200,1 pg/mL para o EH e 22,57 pg/mL para a FH (Figura 12A e 12B). No caso da FAE
a CCsg foi > 40 pg/mL (Figura 12C).
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Figura 12 . Ensaio de citotoxicidade da propolis vermelha de Alagoas e suas fracdes
em células Vero E6 por 72 horas- As células Vero E6 foram cultivadas em placas de 96 pogos e
tratadas com vérias concentragdes da propolis vermelha e suas fragdes por 72 horas, seguidas pela
andlise pela técnica de MTT. Os dados foram analisados usando o teste ANOVA por multiplas
comparacgdes (**** p < 0,0001 comparado ao controle celular). Os valores mostrados sdo médias + SEM
de dois experimentos independentes em triplicata. Curva sigmoidal com valores de CC50 de dois
experimentos independentes em ftriplicata (a direita). A) Extrato hidroalcodlico; B) Fragcdo hexanica; C)
Fracdo acetato de etila.

5.6 Ensaio de pos-tratamento

No ensaio de poés-tratamento os materiais testados demonstraram uma
promissora atividade antiviral. O EH apresentou atividade antiviral significativa nas
concentragdes de 100 e 50 pyg/mL inibindo a agéo viral proximo de 100% conforme
mostrado na figura 13A. As fracdes FH e FAE inibiram a acao viral em 100% nas
concentracdes de 10 pg/mL (Figura 13A). A partir dos valores das absorbancias no
ensaio de pos tratamento foram obtidos os valores de Clsofoi por meio de anélise de
regresséo néo-linear obtendo-se os valores de 22,80 pg/mL para o EH, 4,24 pg/mL
para a FH e 5,34 ug/mL para FAE (Figura 13B).
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Figura 13. Avaliacdo da atividade antiviral da prépolis vermelha de Alagoas e suas
fragcdes contra o virus Chikungunya no ensaio de pos-tratamento- A) A adsorgdo de CHIKV
nas células Vero E6 foi realizada e seguida pelo tratamento com varias concentracdes da prépolis
vermelha e suas frages por 72 h. A analise da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio de MTT. Os
dados foram analisados usando o teste ANOVA com multiplas comparag@es (* p < 0,05; *** p < 0,001;
**** p < 0,0001 em comparagao ao controle CHIKV). Os valores mostrados sdo médias + SEM de trés
experimentos independentes em triplicata. B) Curva sigmoidal com valores de CI50 de dois
experimentos independentes em triplicata.

A partir dos valores de CCso e Clso foi possivel calcular os indices de
seletividade (IS) dos materiais testados no ensaio de pés tratamento obtendo-se os
valores de 8,7 para o EH, 5,32 para a FH e > 7,49 para FAE (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de CCso, Clso € IS do EH e fragdes FH e FAE no ensaio pos-tratamento.
Os valores representam a média + SEM de trés experimentos independentes em triplicata.

Ensaio de Pos tratamento

CCso(ug/mL) Clso(ug/mL) IS*

Extrato Hidroalcodlico 200,1+1,10 22,80+ 2,09 8,7
Fracdo Hexanica 2257 +0,14 4,24+0,31 5,32
Fracdo Acetato de Etila > 40 5,34 +£0,16 >7,49

5.7 Analise da percentagem de células infectadas pelo CHIKV por marcacao
intracelular por citometria de fluxo
Para avaliagdo promissora atividade antiviral dos materiais teste contra o
CHIKYV foi realizada a determinacdo da percentagem de células infectadas por meio
de analise por citometria de fluxo intracelular. Assim, detectou-se uma reducao
significativa na percentagem de células infectadas com o CHIKV ap6és o tratamento

com o EH e fragOes da PVA testados (Figura 14).
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Figura 14. Determinacdo da percentagem de células infectadas pelo CHIKV por
citometria de fluxo intracelular- A) AlteracGes morfolégicas nas células Vero E6 evidenciadas por
microscopia 6ptica foram observadas no aumento de 200X. Graficos representativos da percentagem
de células positivas para marcacao intracelular do CHIKV (eixo Y) pela complexidade celular relativa
(SSC) analisadas por citometria de fluxo. B) Média + SEM da percentagem de células infectadas pelo
CHIKYV detectadas por citometria de fluxo intracelular. A andlise estatistica foi realizada pelo método de
ANOVA (* p <0,05 e ** p <0,01 comparado ao controle CHIKV).

5.8 Inativacéao Viral

O ensaio de inativacdo viral inicialmente foi avaliado pela técnica de MTT
utilizando-se as CMNT determinadas no ensaio de citotoxicidade. Conforme mostrado
na figura 15, verificou-se uma inibicdo viral acima de 50% (Figura 15A) para o EH
assim como para as fragbes FH e FAE. Para confirmacdo deste resultado a
metodologia de reducdo de unidades formadoras de placa (PFU) foi entdo realizada.
Como resultado, verificou-se uma reducéo significativa do nimero de placas formadas
apos o tratamento. O titulo viral foi entdo determinado onde detectou-se uma reducao
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significativa apos o tratamento comparado ao controle viral ndo tratado (EH = 4.867
PFU/mL, FH= 12.767 PFU/mL e FAE = 8.867 PFU/ml vs. controle CHIKV né&o-tratado
= 31.000 PFU/mL) conforme mostrado na figura 15B.
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Figura 15. Ensaio de inativagdo viral- A) Suspensdes do CHIKV foram incubadas diretamente
com 100 pg/mL do EH da PVA e 10ug/mL das fragdes FH e FAE por 2h. Apés a incubacgéo, a mistura
foi diluida na proporcao de 1:100 para impedir a acdo do composto no momento da adsorcédo viral. A
viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT ap6s 72 h. Os dados foram analisados usando o
teste ANOVA com mudltiplas comparacdes (** p <0,01, *** p < 0,001; **** p < 0,0001 comparado ao
controle CHIKV). B) Ensaio de inativagao por ensaio de reducgédo de placas (PFUs) (Média + SEM do

titulo viral obtido).

5.9Ensaio do tempo de adi¢céo de droga

O ensaio de tempo de adi¢cdo de droga foi realizado com o objetivo de observar
em quais etapa da infeccao viral os materiais testados no presente estudo poderiam
apresentar atividade biolégica. No tratamento com EH ou FH foi observada uma maior
percentagem de inibicdo em 2, 4 e 6 horas pos infec¢ao viral (Figura 16). No entanto,
uma maior inibicdo promovida pelo tratamento com a FAE foi observada em 2 e 4

horas pos infeccdo viral. Além disso, ndo foi observada uma inibicdo significativa
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guando os compostos foram adicionados previamente (-2h) ou simultaneamente (0h)
a infecgéao viral (Figura 16).

Extrato Hidroalcodlico Fracdo Hexanica Fragao Acetato de Etila

150 150+ 150 -

wxkx  KEEE

s

o

o
N

8 100 R iy
On

50

% Inibigdo
% Inibi

o
o
1

3 (¢ Q Vv be © V]
("b

Tempo (horas) Tempo (horas) Tempo (horas)

A T

Figura 16. Ensaio do tempo de adicdo de droga da atividade antiviral da prépolis
vermelha de Alagoas e suas fracdes contra CHIKV em células Vero E6 por 72 h- As
células Vero E6 foram tratadas com PVA por 2 horas antes da infeccdo com CHIKV (-2h),
simultaneamente ao virus/PVA + CHIKV (0Oh) ou em diferentes momentos apds a infecgdo (2h, 4h e 6h).
A viabilidade celular foi detectada apos 72 horas pelo ensaio de MTT. Os dados representam a média
+ SEM de um experimento independente em triplicata pelo teste ANOVA com multiplas comparagdes (**
p =0,01; ***p <0,001; **** p <0,0001 comparado ao controleCHIKV).

5.10 Anédlise de docking molecular in silico

ApoOs a obtencédo de resultados promissores nos ensaios antivirais para EH e
suas fracdes, uma andlise in silico de docking molecular foi realizada para os
compostos: biochanina A, daidzeina, formononetina, isoliquiritigenina, liquiritigenina e
pinobanksina frente a seis alvos moleculares do CHIKV: nsP2, nsP2 / helicase, nsP3,
complexo de glicoproteinas E3-E2-E1 imaturo e maduro e a proteina C. Os resultados
do Docking molecular revelaram que o0s compostos biochanina A, daidzeina,
formononetina, isoliquiritigenina, liquiritigenina, pinobanksin exibem alta afinidade
para o complexo de glicoproteinas E3-E2-E1 do envelope, com valores FitScore de
63,6, 63,1, 63,9, 66,3, 47,6 e 56,1, respectivamente e estando alocadas no mesmo
sitio de ligagcéo (Figura 17).

Basicamente, foi observado que todos 0s compostos interagem com 0S
aminoacidos Thr 510 e Phe 512, pertencentes no complexo de glicoproteinas E3-E2-
E1 maduro, considerando ligacéo de pontes de hidrogénio interagcfes hidrofébicas. A
biochanina A apresentou o maior numero de interacbes entre os aminoacidos,

enquanto a pinobanksina apresentou a menor interagéo (Tabela 5).
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Figura 17: Constituintes gquimicos da prépolis vermelha com complexo glicoproteico
E3-E2-E1 maduro- A estrutura de destino é colorida em cinza (PDB:3N41), a fim de esclarecer
possiveis locais de ligagdo na area superficial. Além disso, o sitio potencial de ligagéo é exibido em um
quadrado de zoom. Finalmente, os ligantes sdo mostrados como bastdes coloridos: liquiritigenina=
rosa, daidzeina=verde, pinobanksina=laranja, isoliquiritigenina= amarelo, formononetina= azul e
biochaninaA=vermelho.

Tabela 5. Interagdes dos componentes em um potencial local de ligagdo complexo E3-
E2-E1 do envelope viral.

Interacbes
Ligantes Residuos de aminoacidos Pontes
de
hidrogéni
0
Liquiritigenina ~ Phe®'?, Ser®'4, Tyr516, val’3 Tre510, Fen5'?
Daidzeina Leu*3®, Ser5%4, Tyr516, Val®73, Lis®">, Ans®5® Tre510, Fen5t?
Thr660
Pinobanksina  Tyr®™4, Lis®™ Tre510, Fen51?
Isoliquiritigenina ~ Thr°10, Val®73, Asn®%8, Prg®5°, Va0 Fen®'?, Lis®"®
Formononetina  Leu?3®, Glud't, Tyrd16 val®73, Lis®7°, Val®0, Tre510, Fen>12
Asnb58
Pro9
Biochanina A Leu*36, GluStt, Tyrd16, val5"3, Lis578, Treb%, Tre510, Fen5'?
Asn®s8,

Pro®°, Val®®0
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5 DISCUSSAO

Apesar do isolamento e identificacdo do CHIKV ter ocorrido em 1953, esse
arbovirus se tornou um problema de saude publica ao redor do mundo devido a
auséncia de medicamentos antivirais e vacinas que possuam uma eficicia na sua
prevencao e/ou tratamento. Nos Ultimos anos, estudos relataram diversos compostos
antivirais eficazes contra o CHIKV in vitro (ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015; DA
SILVA-JUNIOR et al., 2017; OO et al., 2018), ressaltando a relevancia de pesquisas
para a descoberta de novos agentes farmacoldgicos contra este virus.

No presente estudo, foi realizado o isolamento do CHIKV circulante em Alagoas,
utilizando células Vero E6. O efeito citopatico foi bastante evidente apés 72h de
infecgcdo, em concordéancia com o estudo realizado por JANG et al.,, 2016, onde
evidenciou-se morte, agrupamento de células e aumento de refringéncia celular. O
genoma viral foi detectado no sobrenadante de cultivo celular confirmando o
isolamento viral. Por meio do sequenciamento de um trecho do genoma codificante
para uma regido parcial das proteinas do envelope E2-E1 e posterior analise
filogenética detectou-se o gendtipo ECSA, sendo agrupado no mesmo clado das
amostras virais reportadas no estado da Bahia em 2014 e Sergipe em 2016 (COSTA-
DA-SILVA et al., 2017; NUNES et al., 2015). Além disso, este resultado corroborou
com o estudo realizado previamente por (TANABE et al., 2018), onde o gen6tipo ECSA
do CHIKYV foi detectado em diversas amostras de pacientes infectados pelo virus no
surto de 2016 no estado de Alagoas.

A propagacédo do CHIKV para obtenc¢édo do estoque viral foi realizado em células
C6/36, que sao provenientes de larvas do mosquito Aedes albopictus. Nestas células,
o efeito citopatico observado foi moderado, consistindo apenas de aumento na
refringéncia celular quando visualizado em microscopia 6ptica, conforme descrito
previamente por Ll et al., 2012.

Com relagéo a caracterizacdo quimica da PVA e suas fracdes, no EH, foram
detectados os marcadores liquiritigenina, daidzeina, formononetina, biochanina A e
isoliquiritigenina. Diversos estudos demonstram que alguns fatores podem influenciar
na presenca ou auséncia de compostos, bem como sua concentracdo, dentre estes
fatores esta a sazonalidade (SFORCIN et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2010). Em um
estudo que avaliou os marcadores presentes na PVA, por cromatografia de ultra-

performance (UPLC-DAD) estes marcadores também foram detectados (DO
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NASCIMENTO et al., 2018). Com relacdo a FAE, foram detectados os marcadores
liquiritigenina, daidzeina, formononetina, biochanina A e isoliquiritigenina sendo estes
marcadores também detectados em um estudo prévio que caracterizou quimicamente
esta fracdo da PVA (PORTO et al., 2018). Até o momento ndo ha dados na literatura
que caracterizaram quimicamente a FH, sendo este o primeiro estudo a fazer tal
caracterizacao. E interessante notar que na FH s6 foram detectados a isoliquiritigenina
e formononetina, em percentual menor do que a FAE e EH. Este dado sugere que o
hexano ndo pode ser considerado um bom solvente para o isolamento de tais
moléculas presentes na PVA.

Neste estudo, os componentes detectados em maior concentracdo na PVA
foram a formononetina, isoliquiritigenina e liquiritigenina. Estes analitos também foram
relatados no estudo de BUENO-SILVA et al., 2017, que avaliou a propolis do estado
de Alagoas, exceto a liquiritigenina, que nao estava em elevada concentracado na
amostra analisada. Esta divergéncia na PVA pode estar relacionada a diversos
fatores, como por exemplo, a sazonalidade (BUENO-SILVA et al., 2017; TEIXEIRA et
al., 2010).

Diversas atividades antivirais dos constituintes detectados na PVA deste estudo
foram descritas previamente na literatura, destacando-se da daidzeina contra o virus
Influenza, virus da hepatite B e virus Dengue tipo 2 (CHUNG et al., 2015; ROMERO
et al., 2005; ZANDI et al., 2011), da formononetina contra o Enterovirus 71 (DAl et al.,
2019) e da biochanina A contra o virus Influenza (MICHAELIS; SITHISARN; CINATL,
2014; SITHISARN et al., 2013). No entanto, a atividade desses compostos e da PVA
contra o CHIKV ainda néao foi relatada na literatura até o presente momento. Assim, neste
estudo foi investigada a atividade antiviral da PVA e suas frac6es FH e FAE em ensaios
in vitro em células Vero EG6 infectadas com o CHIKV.

Inicialmente, a citotoxicidade dos materiais teste foi avaliada para determinacao
da concentracdo a ser utilizada nos ensaios e para posterior calculo do indice de
seletividade. O ensaio de citotoxicidade mostrou que as CMNTs foram 100 pg/mL, 20
pg/mL e 10 pg/mL para o EH, FAE e FH, respectivamente. Em outro estudo, a
concentracdo maxima nao téxica do extrato da PVA foi 21,75 pg/mL, demonstrando
assim que o extrato da propolis vermelha utilizada no nosso estudo foi possivelmente
mais tolerado por células Vero E6 (RUFATTO et al., 2018). Com relacdo aos valores
de CCso, 0 valor de 200,1 pg/mL foi obtido para o EH. No estudo realizado por
GONZALEZ-BURQUEZ et al., 2018, que avaliou a atividade antiviral do extrato
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etandlico da prépolis mexicana contra o virus da cinomose canina, uma CCsode 750
png/mL em células vero E6 foi verificada, sugerindo que a prépolis mexicana € mais
tolerada que a PVA. Com relacéo as fragdes, ndo foi possivel comparar os valores de
CCso, pois ambas nao foram ainda avaliadas em outros estudos.

No ensaio de pos-tratamento, todo os materiais testados demonstraram uma
inibicao viral significativa contra o CHIKV nas maiores concentracdes avaliadas. Em
um estudo prévio, foi mostrado que o extrato hidroalcodlico da PVA, coletada no
municipio de Maceid, promoveu a inibigéo viral em 97,8% contra o virus herpes suino
e 95,8% contra o virus herpes bovino em células Vero E6, na concentracdo de 125
pug/mL (SIMONI et al., 2018). No presente estudo, uma inibicdo de 100% contra o
CHIKV, nas concentragfes 100 pg/mL e 50 pg/mL para o EH da PVA foi verificada in
vitro. Para as fracdes FH e FAE ndo foram encontrados na literatura estudos que
avaliem a sua atividade antiviral até o momento, embora uma atividade da fracao
hexanica antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus aureus tenha sido relatada
(RUFATTO et al., 2018).

O indice de seletividade avalia quao promissora € uma substancia antiviral
exercendo a sua atividade biolégica e ndo promovendo citotoxicidade. Neste estudo,
foram observados indices de seletividade superiores a 4 (tabela 4) tanto para o EH
guanto para suas fracdes FH e FAE, o que demonstra a promissora atividade antiviral
destes compostos. Em um estudo prévio de KUJUMGIEV et al., 1999, onde se avaliou
a atividade antiviral de diferentes propolis de diversas regifes do Brasil (Parana, Ceara
e Sdo Paulo) contra o virus Influenza, indices de seletividade entre 2 e 4 foram obtidos.
Assim, no presente estudo, os valores de IS mostraram quao promissora € a atividade
antiviral da PVA contra o CHIKV.

A atividade antiviral foi confirmada por citometria de fluxo intracelular onde uma
reducdo significativa na percentagem de células Vero E6 infectadas com o CHIKV 48 h
apos a infeccdo foi detectada. Previamente, flavonoides isolados da propolis
vermelha, como a naringenina, demonstraram uma reducdo da percentagem de
células de hepatocarcinoma (Huh 7.5) infectadas com o virus Dengue tipo 1 apds 72h
(FRABASILE et al., 2017).

No ensaio de inativagdo viral, com o intuito de observar se os compostos
utilizados teriam acdo sob o virus diretamente, impedindo a infec¢do posterior de

células Vero E6, uma inibicao significativa foi verificada para o EH, FH e FAE, onde
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uma reducéo do nimero de PFUs do CHIKV foi detectada. Em estudos prévios, a
incubacédo dos virus HSV-1 e 2 com 0s extratos aquoso e etanolico da propolis por 2h
previamente a infecgdo, mostraram uma redugéo nas PFUs, evidenciando assim uma
inativagéo viral contra virus envelopados (NOLKEMPER et al., 2010; SCHNITZLER et
al., 2010).

Para determinar em quais etapas da infeccdo do CHIKV os materiais testados
exercem sua acgao antiviral, foi realizado o ensaio do tempo de adi¢cdo de droga, onde
a atividade biologica foi verificada principalmente nos tempos 2 a 4 h pés infeccéo. No
entanto, ndo se observou atividade antiviral quando o tratamento foi realizado nos
tempos -2h e simultaneamente (Oh) a infeccéo viral. Em um estudo que avaliou a
atividad e antiviral da isoflavona biochanina A, que esta presente na prépolis
vermelha do nosso estudo, foi verificada uma reducédo no titulo do virus H5N1 em
células A549, que séo células de adenocarcinoma alveolar, quando o tratamento foi
realizado em até 2h pos-infeccao viral (SITHISARN et al., 2013).

O docking molecular usa algoritmos que muitas vezes podem prever as
interacBes de um ligante ligado a um alvo potencial com precisdo (VISWANATHAN et
al., 2014). Com atividades tdo promissoras sendo observadas no ensaio de pds
tratamento e inativacao viral e apos identificacdo e quantificacdo dos componentes
presentes na PVA, foi entéo realizada uma analise preliminar de docking molecular in
silico para determinar possiveis alvos moleculares do CHIKV que possam interagir
com os principais marcadores encontrados: liquiritigenina, daidzeina, pinobanksina,
isoliquiritigenina, formononetina e biochanina A (BARROS, 2015).

Dos seis virais analisados por docking molecular, foi observado que os
compostos naturais analisados demonstraram altas afinidades para o complexo de
glicoproteinas maduras envelopadas (E3-E2-E1) (VOSS et al., 2010). A glicoproteina
E1l é responsavel pela fusdo do envelope viral com a membrana do hospedeiro, pois
possui uma alga de fusdo hidrofébica, enquanto a proteina E2 é responsavel por se
ligar ao receptor do hospedeiro e proteger o loop de fusdo em pH neutro (VOSS et al.,
2010). Dessa maneira, considerando as interagbes in silico da liquiritigenina,
daidzeina, pinobanksina, isoliquiritigenina, formononetina e biochanina A com
residuos de aminoéacidos das proteinas do envelope do CHIKV, sugere-se que essas
interacdes possam interferir na entrada do virus na célula e/ou na producdo de novos
virions. Os valores de Fitscore sugerem que essas moléculas possuem excelente

afinidade com as proteinas do envelope do CHIKV, que podem atuar sobre a
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superficie das particulas virais no momento da adesdo do virus nas células
susceptiveis do hospedeiro (atuando como inibidores de entrada) e/ou antes mesmo
da ligacéo a célula do hospedeiro (virucidas/inativacéo viral). Estes resultados in silico
corroboram com os resultados experimentais obtidos sugerindo que a atividade
inibitéria da PVA e suas fracfes apresentam acdo nas fases iniciais do ciclo de
replicacdo viral, agindo provavelmente de forma simultanea, sobre as proteinas do
envelope da particula viral. Estudos futuros serdo realizados para elucidacdo das
substancias presentes na PVA com acédo bioldgica contra o CHIKV assim como o
mecanismo antiviral molecular envolvido contribuindo para o desenvolvimento de

novos agentes terapéuticos para esta arbovirose.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel isolarmos o CHIKV pertencente ao genétipo
circulante no estado de Alagoas no surto de 2016 para que fosse possivel a realizacao
dos ensaios antivirais. Através do ensaio de citotoxicidade foi possivel obter o valor
de CCsoda PVA e suas fracdes além de suas maximas concentracdes néo téxicas em
células de primatas ndo-humanos (Vero E6).

No ensaio antiviral de poOs-tratamento observou-se uma inibicdo viral muito
promissora onde as solug¢des inibiram a acdo do virus em células Vero E6 por
completo nas maximas concentracdes testadas.

O tratamento com os compostos reduziu a percentagem de células infectadas,
inibindo assim a infeccéo viral in vitro.

Os compostos tiveram a capacidade de inativagdo viral quando incubados
diretamente com o CHIKV previamente a infeccdo viral, sendo que o titulo viral
(PFUs/mL) foi reduzido significativamente apés 48h de infeccao.

No ensaio de tempo de adicdo de droga foi confirmada a atividade dos
compostos quando as células séo infectadas e tratadas de 2 a 6 horas pds infeccéo
sugerindo uma atividade diretamente na particula viral e/ou na replicacao do virus cujo
mecanismo ainda precisa ser elucidado futuramente.

Com andlises in silico por docking molecular foi possivel observar que os
constituintes detectados na PVA interagem com o complexo de glicoproteinas do
envelope viral, corroborando com os resultados experimentais. Assim, experimentos
posteriores serdo realizados para avaliacdo da atividade antiviral contra o CHIKV
dessas moléculas isoladamente.

Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a
promissora atividade antiviral da PVA contra o CHIKV in vitro, contribuindo para o
desenvolvimento de novos agentes com atividade biolégica para o tratamento desta

arbovirose.
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Abstract: Chikungunya virus (CHIKV) causes an infectious disease characterized by inflammation
and pain of the musculoskeletal tissues accompanied by swelling in the joints and cartilage damage.
Currently, there are no licensed vaccines or chemotherapeutic agents to prevent or treat CHIKV
infections. In this context, our rescarch aimed to explore the potential in vitro ant-CHIKV achivity of
acrylamide derivatives. In silico methods were applied to 132 Michael's acceptors toward the six most
important biological targets from CHIKV. Subsequently, the ten most promising acrylamides were
selected and synthesized. From the cytotoxicity MTT assay, we verified that LQM330, 334, and 336
demonstrate high cell viability at 30 uM. Moreoves, these derivatives exhibited anti-CHIKV activities,
highlighting the compound LOQM334 which exhibited an inhibition value of 81%. Thus, docking
simulations were performed to suggest a potential CHIKV-tanget for LOM334. 1t was observed that the
LOM334 has a high affinity towards the E3-E2-E1 glycoproteins complex. Morcover, LOM334 reduced
the percentage of CHIKV-positive cells from 74.07 to 0.88%, 48h post-treatment on intracellular flow
cytometry staining. In conclusion, all virtual simulations correborated with experimental results, and
LOM334 could be used as a promising anti-CHIKV scaffold for designing new drugs in the future,

Keywords: virtual screening; acrylamides; chikungunya virus; antiviral; molecular dockingg E3-E2-E1
glycoproteins complex
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