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RESUMO

O virus Chikungunya (CHIKV) é um arbovirus, transmitido por mosquitos do género Aedes sp,
que causa uma doenca caracterizada na fase aguda por sintomas como: dores nas articulacdes,
febre, dores de cabeca, mialgia, manifestaces cutaneas e distarbios do sistema digestivo. Esta
arbovirose pode progredir para a fase cronica caracterizada como uma sindrome reumatica
cronica (SRC) persistente por meses ou anos e até o presente momento, ndo ha antiviral
especifico para o tratamento desta doenca. Entre compostos naturais com atividade antiviral,
destaca-se a Propolis Vermelha de Alagoas (PVA), matéria natural resinosa produzida por
abelhas Apis mellifera que apresenta diversas atividades bioldgicas. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade antiviral do extrato hidroalcoolico (EH) da PVA contra o
CHIKYV em sinovidcitos humanos semelhantes a fibroblastos (HFLS) in vitro. Inicialmente, foi
realizado o ensaio de citotoxicidade pela metodologia de MTT para determinacdo da
concentracdo de uso, e observou-se a concentracdo de 100 pg/ml como a maxima néo toxica.
Com isso, foram realizados ensaios de avaliacdo da atividade antiviral do em HFLS infectados
com CHIKV (MOI = 0,5) tratados com diferentes concentracdes da PVA (100 a 6,25 pg/mL)
por 48h e posterior anélise de viabilidade celular por MTT. Como resultado, uma atividade
antiviral promissora foi detectada para as concentracfes de 100 e 50 pg/mL sendo obtido uma
Clso de 51,04 pg/mL e um indice de seletividade de 4,28. Além disso, foi realizada a marcagéo
intracelular do virus 48h ap6s o tratamento seguido da analise da percentagem de células
infectadas por citometria de fluxo intracelular. O tratamento com a PVA reduziu
significativamente a percentagem de células positivas para 0 CHIKV de 48,95% no controle
viral ndo tratado para 5,70% ap0s tratamento com PVA. Posteriormente, foi avaliada a atividade
antiviral da Biochanina A, um componente da PVA. O tratamento com a biochanina A (200
MM) mostrou uma atividade antiviral promissora contra o CHIKV in vitro, reduzindo a
percentagem de células infectadas de 27,06% no controle viral ndo tratado para 8,47% ap0s
tratamento. Assim, conclui-se que a PVA e o composto Biochanina A apresentaram uma
promissora atividade antiviral contra o0 CHIKV em HFLS in vitro. Estes resultados podem
contribuir para o futuro desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para esta arbovirose
baseadas em compostos de origem natural.

Palavras-chave: Antiviral; Chikungunya; Propolis Vermelha; Sinovidcitos tipo B;



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 CHIKYV 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 pg/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 PVVA (100 to 6.25
png/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 pg/mL, with an IC50 of 51.04 pg/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
M) 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. INTRODUCAO

O virus Chikungunya (CHIKV) € um Alphavirus pertencente a familia Togaviridae
causador de uma doenca de perfil artritogénico transmitida por fémeas hematofagas de
mosquitos do género Aedes spp. Os pacientes acometidos apresentam na fase aguda da doenga
sintomas como febre, dores de cabeca, mialgia, rash cutaneo e artralgia, sendo este o sintoma
reportado em pouco mais de 90% dos casos (TANABE et al., 2018).

Estudos de interacdo virus-hospedeiro sdo de suma importancia para compreensdo do
mecanismo de infeccdo e atualmente a literatura j& descreve diversos tipos celulares que séo
susceptiveis a infeccdo pelo CHIKV: fibroblastos, células epiteliais, endoteliais e células
dendriticas (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). Os sinoviocitos humanos semelhantes a
fibroblastos (HFLS) sdo constituintes da sindvia, possuem um papel chave em inflamacGes
sinoviais como a artrite reumatoide (AR), atraves da secrecdo de fatores inflamatdrios que
podem recrutar e diferenciar diferentes tipos celulares como mondcitos e macréfagos
(BARTOK; FIRESTEIN, 2010; BECHER; TUGUES; GRETER, 2016).

A propolis, material resinoso produzido por abelhas Apis mellifera, vem sendo avaliada
como promissor antiviral demonstrando atividade contra virus de herpes bovina e da cinomose
canina (GONZALEZ-BURQUEZ et al., 2018; SIMONI et al., 2018). No territorio brasileiro ha
registros de diferentes propolis com atividades biolégicas como antioxidante, antimicrobiana,
antiparasitaria e citotoxica (SILVA et al., 2017). A Propolis Vermelha apresenta diversas
atividades biolégicas 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-BELTRAN et al., 2019). Diante do exposto, a hipotese
fundamentada é que o extrato hidroalcoolico da PVA possui atividade antiviral contra CHIKV
em HFLS in vitro e o objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo antiviral deste material in

vitro contra o virus em HFLS.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O virus Chikungunya

O virus Chikungunya (CHIKV) é um Alphavirus pertencente a familia Togaviridae
(ICTV, 2019). Os primeiros relatos cientificos da doenca datam da década de 1950 quando foi
detectada uma nova doenca endémica de uma regido da atual Tanzénia, pais do continente
Africano. Pequenas tribos locais da regido onde ocorria 0 surto da doenga a nomearam
“Chikungunya” que no dialeto Makonde significa “aquele que se curva”, remetendo as
contorcBes causadas pelas fortes dores articulares decorrentes da infeccdo pelo virus
(LUMSDEN, 1955).

O virus foi isolado pela primeira vez em 1956 apds coleta de soro de pacientes na fase
aguda da doenca (ROSS, 1956). O autor também confirmou que a patologia era causada por
uma forma viral ao verificar que mesmo filtradas e tratadas com antibioticos as amostras eram
capazes de causar letalidade em animais ap06s inoculacao.

O CHIKV é um virus 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 proteinas estruturais: E1, E2, E3, 6K e C e ndo
estruturais nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 (OKEOMA, 2016). As proteinas estruturais E1 e E2 sdo
glicoproteinas do envelope, estando envolvidas na adesdo e fusdo do virus & célula do
hospedeiro; E3 e 6K correspondem a peptideos; e C a proteina do capsideo. As proteinas ndo

estruturais estdo envolvidas no processo de replicacdo viral (OKEOMA, 2016) (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura viral e genoma do CHIKV.

A)

A Estrutura viral

Poly (A)
c . e[| & —f

S§'NTR 5'-ORF 3-ORF 3NTR

Estrutura do virus envelopado de simetria icosaédrica. B) Estrutura viral mostrando a localizagdo dos
componentes da particula viral. C) Predigdo da estrutura proteica constituinte das espiculas virais. D)
Representacdo do genoma viral codificante para as proteinas estruturais e ndo estruturais (Adaptado de
AN et al., 2017; WEAVER; LECUIT, 2015).

A disseminacdo do virus para diversas regiées do mundo a partir do continente Africano
deu origem a diferentes gendtipos, primordialmente detectados e nomeados a partir da sua
regido de incidéncia: Asiatico (Asian), Leste/Centro/Sul Africano (ECSA — East/Central/South-
African), Oeste Africano (West African) e o subclado Oceano indico (IOL — Indian Ocean
Lineage) (BRAULT et al., 2000; SCHUFFENECKER et al., 2006; VOLK et al., 2010).

A distribui¢do do vetor Aedes spp., nas regides tropicais e subtropicais, bem como a
globalizag&o, migragdo e turismo sdo fatores determinantes no surgimento de surtos em diversas
localidades. A figura 2 mostra os vetores e geno6tipos virais circulantes no mundo desde 1952

possibilitando compreender a dispersdo desse arbovirus no decorrer dos anos (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo dos vetores transmissores e genotipos circulantes do CHIKV.
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A figura evidencia a predominancia da circulagdo do virus em regides tropicais e subtropicais de clima
apropriado para a presenca do vetor Aedes sp. (Adaptado de THIBERVILLE et al., 2013).

2.1.2 Ciclo de replicagéo viral do CHIKV

O mecanismo de replicacdo viral do CHIKV ainda ndo foi completamente elucidado,
principalmente em relacdo ao processo de entrada do virus nas células do hospedeiro. Nos
ultimos anos, verificou-se a interacdo entre a glicoproteina do envelope E2 com o receptor
celular MXRAS8 envolvido no mecanismo de interacdo virus/célula hospedeira (WEBER et al.,
2017; ZHANG et al., 2018).

A internalizagdo da particula viral é mediada por clatrinas através de endocitose ou uma
via de endocitose clatrina-independente (HOORNWEG et al., 2016). Neste processo, 0
endossomo entdo se torna acidificado devido ao pH citoplasmaético e logo ha uma inducao de
dissociagdo do heterodimero E1-E2 bem como alteracdo de conformacéo da proteina E1 que
confere a fusdo da membrana celular do hospedeiro com o virus e entdo o nucleocapsideo viral
é liberado no citoplasma celular (BERNARD et al., 2010).

De modo geral, entre os alfavirus, ocorre a liberacdo do material genético viral
proveniente do nucleocapsideo, seguido do acoplamento ao ribossomo celular (SINGH,;
HELENIUS, 1992) para a traducédo das proteinas nao estruturais. Estas proteinas ndo estruturais

quando liberadas no citoplasma desencadeiam o processo de replicagdo, atraves da formacao
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do complexo de replicacdo para a sintese do RNA senso positivo (STRAUSS; STRAUSS,
1994).

Uma vez sintetizado o RNA senso positivo, as proteinas estruturais (capsideo, E2, 6K
e E1) podem ser geradas e de forma autoproteolitica sdo clivadas separando, assim, a proteina
do capsideo da poliproteina pE2-6K-E1, essa poliproteina é entdo inserida no reticulo
endoplasmatico celular para seu processamento.

Para a sintese do heterodimero E1-E2, a poliproteina precursora pE1-E2 é transportada
pela membrana plasmatica, passando pelo complexo de Golgi e a clivagem de pE2 é realizada
por furina ou protease semelhante a furina. De forma simultanea, a proteina do capsideo atua
com o RNA genbmico viral formando assim o nucleocapsideo, por fim, levado a membrana
plasmatica, e deixando a célula hospedeira por brotamento, gerando o virus maduro (AN et al.,
2017).

Figura 3 — Ciclo de replicagéo do virus Chikungunya.
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O ciclo de replicagdo do CHIKV consiste das seguintes etapas: 1) Adesdo viral e interagdo com
receptores celulares mediada pela glicoproteina E2; 2) Internalizacdo por endocitose e fusdo entre
membranas; 3) Liberacdo do nucleocapsideo seguido da desmontagem e liberacdo do RNA genbmico;
4) Tradugdo das proteinas ndo-estruturais; 5) Formag&o de replicase por nsP4 e sintese do RNA senso
negativo e seu complementar positivo e RNA subgenémico. 6) Sintese das proteinas estruturais (C-E3-
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E2-6K-E1); 7) Clivagem autoproteolitica da proteina do capsideo e insercéo da poliproteina no reticulo
endoplasmatico 8) Passagem da poliproteina por Golgi e membrana plasmatica e formacgdo do
heterodimero E1-E2 maduro; 9) Interacdo das proteinas do capsideo com 0 RNA genémico e formacao
do nucleocapsideo. 10) Os nucleocapsideos sdo transportados para a membrana da célula seguido do
brotamento e liberacao de particulas virais maduras. Fonte: Adaptado de AN et al., 2017.

2.1.3 Chikungunya no Brasil

A presenca do virus no Brasil foi detectada em 2012, a partir de analises soroldgicas, no
Rio de Janeiro (ALBUQUERQUE et al., 2012), no entanto, o primeiro grande surto da doenga
veio a ocorrer apenas alguns anos depois, sendo reportados casos de infeccdo autdctone. Até o
fim de 2014 haviam 140 casos confirmados em laboratdrio e 2.025 por critério clinico-
epidemioldgico sendo Oiapoque e Feira de Santana os municipios onde foram reportados 0s
primeiros casos autoctones (BRASIL. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE -
MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2015).

O pico do nimero de casos de CHIKV no Brasil ocorreu no ano de 2016, com o registro
de 271.824 casos provaveis (Tabela 1) onde, destes, mais de 235.000 casos foram reportados
apenas na regido nordeste (BRASIL. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE —
MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2017). Desde entdo, pesquisas vém sendo realizadas
para sequenciamento de amostras visando determinar quais 0s genoétipos virais circulantes no

pais, sendo detectados o0s gendtipos ECSA e o asiatico (NUNES et al., 2015).
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Tabela 1 - Numero de casos provaveis de febre Chikungunya, até a Semana Epidemioldgica 52,
por regido e Unidade da Federacdo, Brasil, 2016. Fonte: Sinan NET (banco de 2015 atualizado em
18/10/2016; e de 2016, em 17/01/2017).

o . - Casos (n)
Regiao/Unidade da Federacao 2015 2016
Norte 1.280 B8.526
Ronddnia 22 204
Acre 10 373
Amazonas 33 8B5S
Roraima 54 237
Para 265 3.932
Amapa 867 929
Tocantins 29 1.366
MNordeste 36.433 235136
Maranhao 439 13.507
Piaui 24 2.754
Ceara a7 47 877
Rio Grande do Norte 3.051 24 8932
Paraiba 44 19.981
Pernambuco 5.076 48814
Alagoas 1.388 17.200
Sergipe 2544 9231
Bahia 23.780 S50.880
Sudeste 445 24 478
Minas Gerais 28 1.431
Espirito Santo 21 456
Rio de Janeiro 83 17.888
5a0 Paulo 363 4.703
Sul o4 1.884
Parana 28 975
Santa Catarina 17 570
Rio Grande do Sul 19 339
Centro-Oeste 227 1.800
Mato Grosso do Sul 18 274
Mato Grosso 148 558
Goias 15 393
Distrito Federal 46 575
Total 38.499 271.824

No ano de 2020 foi observado um aumento nos casos provaveis de CHIKV, sugerindo
a reemergéncia do virus onde até a 24% semana epidemioldgica foram notificados mais de
47.000 casos no pais, principalmente na regido sudeste seguido da regido nordeste (BRASIL.
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE — MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL,
2020). O namero crescente de casos ressalta a importancia da busca por novas intervencoes
terapéuticas, mas também é um alerta para os Orgdos sanitarios de saude e autoridades
governamentais para que os cuidados e medidas de prevencdo sejam realizados, visando reduzir

estes niimeros.
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A infeccdo viral tem inicio através da picada de fémeas hematofagas de mosquitos do

género Aedes sp. infectadas e o primeiro contato virus-hospedeiro ocorre pela infeccdo de

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

células dendriticas, podendo resultar na replicagdo viral local (KUCHARZ; CEBULA-

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

Através da microcirculacdo o virus migra no corpo do hospedeiro disseminando-se para

os linfonodos, baco, tecido muscular e articulacdes (Figura 4).

Figura 4 — Sitios de replicacdo viral nas fases aguda e cronica da FCHIKV.
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Fonte: Adaptado de SILVA; DERMODY, 2017.
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Os sintomas observados na fase aguda da infeccdo consistem em febre alta, rash
cuténeo, dores de cabeca, mialgia, inchaco nas articulagdes e, em pouco mais de 90% dos casos
a artralgia (Figura 5). Em uma parte dos pacientes a doenca pode evoluir para uma fase crénica
onde a artralgia pode persistir por meses até anos (TANABE et al., 2018), muitas vezes

incapacitando a realizacéo atividades diéarias.

Figura 5 — Frequéncia dos sintomas em pacientes acometidos pelo CHIKV na fase aguda.
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A sintomatologia da doenca se torna bem caracteristica quando avaliado que as dores articulares séo
observadas na maioria dos casos. Outros aspectos também podem ser observados mas com menor
frequéncia como inchaco nas articulacGes e alteracfes digestivas. Fonte: Adaptado de TANABE et al.,
2018b.

2.3 HFLS — Human Fibroblast-like Synoviocytes

A origem dos sinovidcitos semelhantes a fibroblastos ainda ndo é totalmente esclarecida,
mas avaliacOes de expressdo de receptores proteicos permitem inferir que estas células sejam
originadas de células tronco mesenquimais (MARINOVA-MUTAFCHIEVA et al., 2002). Tais
células apresentam fenotipo celular fusiforme e alongado e com processos citoplasmaticos,
semelhante as células tronco mesenquimais (ROSENGREN; BOYLE; FIRESTEIN, 2007).

Essas celulas sdo um dos dois tipos constituintes da membrana sinovial estando
envolvidas no processo de lubrificagdo, manutencdo e protecdo da cartilagem articular. Os
HFLS junto aos sinovidcitos semelhantes a macréfagos, constituem essa delgada camada de
células que medeiam o suporte da regido, nutricdo da cartilagem e também processos

inflamatdrios em casos patologicos como a artrite reumatoide (BARTOK; FIRESTEIN, 2010).
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A produgdo de quimiocinas também é um fator importante para o recrutamento de células
para o sitio de inflamacéo e angiogénese local. Como exemplo, destaca-se o papel da IL-8/CXL-
8 e MCP-1/CCL2 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), considerados biomarcadores que
estdo elevados em pacientes com artrite reumatoide e na fase cronica da infecgcdo pelo CHIKV
(CHAAITHANYA etal., 2011; HOARAU et al., 2010).

O papel desempenhado através da producao e secrecao de citocinas e quimiocinas resulta
numa hiperplasia sinovial, como consequéncia da alta proliferacédo celular e infiltrado de células
do sistema imune causando assim o denominado pannus, levando a degeneracdo da matriz
cartilaginosa e 6ssea (Figura 6).

Figura 6 — Esquema representativo de sindvia saudavel e na artrite reumatoide.
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A hiperplasia sinovial é evidenciada pelo infiltrado celular composto por células da imunidade inata e
adaptativa e osteoclastos atuando na destrui¢do da matriz cartilaginosa e dssea. A angiogénese também
pode ser observada, junto aos mediadores quimicos secretados por células presentes pode agravar a
inflamacéo local. Fonte: Adaptado por 5W Infographics de SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016.

Citocinas e quimiocinas podem ser avaliadas como marcadores patoldgicos para
compreensdo da fisiopatologia da doenca, e podendo contribuir para o desenvolvimento de
tratamentos especificos. Em um estudo de coorte a presenca de biomarcadores em pacientes
que apresentaram artralgia persistente meses ap0ds infeccdo pelo CHIKV foi avaliada. Como
resultado, foram detectados elevados niveis de IL-6 e GM-CSF no soro de pacientes que
apresentaram a sintomatologia cronica da doenca, 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 ha mais de 50 anos e diversos sdo seus mecanismos
de acdo envolvidos no tratamento de infec¢des virais (DE CLERCQ; LI, 2016) (Tabela 2).

Tabela 2 - Grupos de antivirais licenciados (Adaptado de DE CLERCQ; L1, 2016).

Grupos funcionais de drogas antivirais aprovadas
Andlogos a 5—substituidos 2’-desoxiuridina
Analogos de nucleosideo

Analogos de pirofosfato (ndo nucleosideo)

HWw N e

Inibidores da transcriptase reversa de nucleosideos
(RT) (NRTIs)

v

Inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa
(NNRTIs)

Inibidores de protease

6

7 Inibidores de integrase
8 Inibidores de entrada
9

Analogos aciclicos de guanosina
10  Andlogos de fosfonato de nucleosideo aciclico (ANP)
11 Inibidores NSS5A e NS5B do virus da hepatite (HCV)
12 Inibidores do virus influenza

13  Imunoestimuladores, interferons, oligonucleotideos
e inibidores antimitéticos

Nos ultimos anos, diversos estudos foram realizados na busca por novos agentes contra
o0 CHIKYV, dentre estes destacam-se a utilizacdo de anticorpos monoclonais (JIN; SIMMONS,
2019), drogas ja existentes como a clorogquina (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 sdo utilizados como paliativos, tratando a sintomatologia da fase cronica da doenca,
como o metotrexato (JAVELLE et al., 2015).

2.5 Propolis

A propolis é uma resina produzida por abelhas Apis mellifera, produto do metabolismo
de flores, plantas e polen, constituindo uma mistura de diferentes substancias (WOISKY;
SALATINO, 1998). A composicdo desse material varia de acordo com a sua origem boténica,
sazonalidade e ecologia da regido onde foi coletado (ALENCAR et al., 2005) e é caracterizada

por apresentar diferentes atividades biologicas (Tabela 3).
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Tabela 3 - Diferentes grupos de prépolis brasileira e suas propriedades bioldgicas. Adaptado de

FRANCHIN et al., 2018.

Grupo/Estado de Cor da Componentes mais
origem Propolis abundantes/importantes
1 (RS) Amarelo Tripertenoides
2 (RS) Castanho Flavono’idesi eade.rivados

claro do ac.cinamico
Principalmente
3 (PR) Castanho ﬂavgnmdes (c.rlsma,
escuro pinocembrina,
pinobanksina e apigenina)
Castanho , oA )
4 (PR) Ac. cinamico e derivados
claro
5 (PR) Marrom Flavonctideslehdel.“ivados
esverdeado do ac. cinamico
Marrom )
6 (BA) avermelhado Benzofenona prenilada
7 (BA) Marrom Flavonqides e deﬁvados
esverdeado do ac. benzoico
$ (PE) Castanho Flavonqides e deﬁvados
escuro do ac. benzoico
9 (PE) Amarelo  Derivados do ac. cinamico
Amarelo )
10 (CE) esCULo Sesquiterpenos
11 (PI) Amarelo Diterpenos
Verde/Marro Acidos cindmicos
12 (SP :

(5F) m esverdeado prenilados
Principalmente
1soflavonoides

13 (AL, SE e PE) Vermelha (formononetina, vestitol,

neovestitiol, daidzeina) e
chalconas

Atividade
Biologica

Antioxidante;
Antioxidante;

Antimicrobiana;
antioxidante;
aintunflamatora.

Antimicrobiana;
antioxidante;
Antimicrobiana;
antioxidante;
aintiinflamatoria.
Antioxidante;

aintiinflamatoria.

Antioxidante;
aintiinflamatoria.

Antimicrobiana;
antioxidante;
aintiinflamatoria.

Antioxidante;

Antimicrobiana;
antioxidante;
aintiinflamatoria.

Antimicrobiana;
antioxidante;

Referéncia

PARK, 2000;
ITO, 2001.

PARK, 2000.

PARK, 2000;
ALENCAR,
PARK, 2002.

PARK,
2000,2002;
PARK, 2000;
ALENCAR,
PARK, 2002.
PARK,
2000,2002;
CASTRO 2009;
PARK, 2000;
ALENCAR,
PARK, 2002.

PARK, 2000;
ALENCAR,
PARK, 2002

PARK, 2000;
ALENCAR,
PARK, 2002
PARK, 2000;
ALENCAR,
PARK, 2002
PARK, 2000;
ALENCAR,
PARK, 2002

PAULINO,
2008

BUENO-
SILVA, 2016;
PORTO, 2018.
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2.5.1 Propolis Vermelha de Alagoas

A Prépolis Vermelha de Alagoas (PVA) é uma variacao de prépolis produzida a partir
de metabdlitos provenientes da planta Dalbergia ecastophyllum, popularmente conhecida como
“rabo-de-bugio”. Sua composi¢cdo compreende compostos fendlicos como os flavonoides,
ésteres e alguns terpenos (SALATINO et al., 2005; SOARES, 2002). Diversas atividades
bioldgicas ja 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 biol6gicas da Prépolis Vermelha de Alagoas

Atividade Biologica Referéncia

Antiviral SIMONI et al., 2018, SILVA-BELTRAN et
al., 2019

Antiparasitaria REGUEIRA-NETO et al., 2018; SILVA et al.,
2017; SINOTT et al., 2019

Antitumoral FROZZA et al., 2017

Anti-inflamatoéria BUENO-SILVA, BRUNO et al., 2013, 2016

Antioxidativa BUENO-SILVA, BRUNO et al., 2017

Anti-hipertensiva e reducao de dano TELES et al., 2015

renal

Anti-caries (biofilme) BUENO-SILVA, B. et al., 2013

Antifungica PIPPI et al., 2015

Os compostos quimicos presentes na PVA compreendem principalmente flavonoides, o
que a diferencia dos demais tipos de propolis brasileiras. Diversos compostos (Figura 7) ja
foram utilizados em estudos para avaliar diversas atividades bioldgicas (FREIRES; DE
ALENCAR; ROSALEN, 2016).

Figura 7 - Compostos bioativos presentes na Propolis Vermelha de Alagoas
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Componentes da PVA, estas moléculas desempenham diversas atividades bioldgicas como antiviral,
antitumoral dentre outras interacdes. (Fonte: PubChem. FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016).

Um estudo avaliou a atividade antiviral da formononetina em células de
replicacdo viral (LI et al., 2017), sendo 0 mesmo observado em células Vero EG6 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 migracdo de neutréfilos foi observada acdo anti-inflamatoria desses compostos
(BUENO-SILVA et al., 2013a) e acéo anti-biofilme demonstrando uma possivel aplicabilidade
odontoldgica para tratamento de caries (BUENO-SILVA et al., 2013b).

A isoliquiritigenina presente na PVA apresentou promissora acdo antiviral contra
Enterovirus (SILVA-BELTRAN et al., 2019), além de atividade anti-inflamatéria (CORREA
etal., 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), alem disso também possui atividade anticancerigena em
células de ovario (GAO et al., 2019) e uma atividade inibitoria da infeccdo pelo virus Zika
(ZIKV) (LEE et al., 2019). A daidzeina apresenta atividade anti-inflamatéria (YU et al., 2020)
e junto a 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 bioldgicas descritas como: atividade
anticancerigena, através de mecanismos de alteragdes no ciclo celular (RICE et al., 2002; SEO
etal., 2011), inducéo a apoptose (HSU et al., 2018; L1 et al., 2018); anti-inflamatdria, mediando
a via das MAPK, NF-kB e a liberag¢ao de fatores inflamatdérios como TNF-a, 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).

E importante compreender a composicdo quimica de materiais naturais utilizados em
ensaios in vitro, assim, podemos determinar seus componentes e avaliar quais possiveis
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 cenario das arboviroses no Brasil e no mundo, € de suma importancia que a
comunidade cientifica siga na busca e andlises de novas intervencOes terapéuticas para a
FCHIKYV e que os mecanismos de interacédo deste virus com celulas hospedeiras seja elucidado.
Assim, o presente trabalho visa contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias na
prospeccgéo de intervencdes terapéuticas frente ao CHIKV.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antiviral in vitro do extrato hidroalcodlico da Prépolis Vermelha de

Alagoas contra o virus Chikungunya em sinovidcitos humanos semelhantes a fibroblastos
(HFLS).

3.2 Objetivos especificos

v

Avaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico (EH) da PVA nos HFLS in
vitro;

Determinar a concentragdo maxima ndo téxica (CMNT) e da CCso do EH da
PVA em HFLS;

Avaliar a atividade antiviral do EH da PVA contra o CHIKV em HFLS in vitro;
Determinar a Clso e o indice de seletividade (IS) do EH da PVA na infec¢do de
HFLS pelo CHIKYV in vitro;

Detectar a percentagem de células infectadas com o CHIKYV apds com a PVA
por citometria de fluxo intracelular.

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

contra o CHIKYV in vitro.



28

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do extrato hidroalcodlico da Propolis Vermelha de Alagoas e preparacgéo

da solucéo de uso

O extrato hidroalcoolico da PVA foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ticiano Gomes
do Nascimento (ICF/UFAL) e entdo solubilizado em DMSO (dimetilsulfoxido) a uma
concentracdo de 500 mg/mL. A partir dessa solucdo estoque foi preparada uma solucgéo
intermediaria do composto em meio DMEM Low glucose (10% SFB, 1% PSA e 1% L-
Glutamina) na concentracdo de 10.000 pg/mL para que entdo as concentracdes 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 entdo submetidas ao ensaio de
citotoxicidade para determinacdo da CMNT (concentracdo maxima ndo téxica) e CCso
(concentracdo do composto na qual obtém-se 50% de viabilidade celular). Para isso, HFLS
foram semeados em placas de 96 pocos (2 x 10* células/pogo) em triplicatas e ap6s cerca de
24h foram observadas em microscopio Optico invertido para avaliar a confluéncia da
monocamada celular (*80%). Os pogos foram lavados com PBS 1X a 37 °C e ent&o as seguintes
variaveis foram adicionadas em triplicatas as monocamadas: controle celular (apenas meio de
cultivo); concentracdes do extrato hidroalcodlico da PVA: 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e
3,12 pg/ml; Controle veiculo DMSO (contendo a concentracdo de DMSO presente no extrato).

As solucgdes de uso foram preparadas em meio DMEM Low glucose (10% SFB; 1%
PSA). Apos a adigdo do composto em suas diferentes concentragfes os HFLS foram incubados
durante 48h a 37 °C e 5% CO», ao fim desse periodo a viabilidade celular foi avaliada pelo
ensaio de MTT ([Brometo de (3-(4,5- dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazélio]). Foi adicionado
20 pL de MTT (Sigma-Aldrich) por poco, incubado no periodo de 3h a 37 °C e 5% COze ao
fim o sobrenadante foi removido e adicionado 150 uL. DMSO/poc¢o durante 15 minutos para
solubilizar os cristais de formazan resultantes da adigdo de MTT as células. Ao fim do periodo
de incubacéo a placa foi levada ao espectrofotdmetro para leitura das absorbancias a 490 nm e

entdo ser realizado o célculo de viabilidade celular através da seguinte férmula:
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% Viabilidade celular (Absorbancia cél. tratadas — Controle branco) 100
o viabttidade cetutar = (Absorbancia média do controle celular — Controle branco) x

O controle branco correspondeu a pocos onde estava presente apenas meio de cultivo
celular. Apds obtencéo dos dados de viabilidade celular foi realizada uma anélise de regressao
ndo linear para determinagdo da CCso utilizando o software GraphPad Prism 6. Assim, a
obtencgéo destes resultados possibilitou a determinacdo da CMNT a ser utilizada no ensaio de

atividade antiviral.

4.3 Ensaio antiviral de p6s-tratamento

Para avaliacdo da atividade antiviral do extrato hidroalcoolico da PVA os HFLS foram
semeados em placas de 96 pogos (2 x 10* células/pogo) e infectados com o CHIKV (MOI 0,5)
no periodo de adsorcdo de 2h com homogeneizacBGes a cada 15 min. Apos esse periodo o
sobrenadante foi removido e a monocamada lavada com PBS 1X para remogao das particulas
virais ndo ligantes. Em seguida, as células receberam meio DMEM Low glucose (10% SFB,
1% PSA) com o extrato hidroalcodlico da PVA na CMNT desse composto estabelecida no
ensaio de citotoxicidade e incubadas a 5% de CO> por 48h para que entdo a viabilidade celular
fosse avaliada pela técnica de MTT previamente descrita. A atividade antiviral foi avaliada pela
determinacdo da percentagem de inibicdo viral calculada a partir da seguinte formula:

% Inibicio — (Absorbancia cél. tratadas — Controle viral) 100
0 Inibigao = (Absorbancia média do controle celular — Controle viral) x

Todas as absorbancias foram subtraidas da absorbancia do controle branco para entdo
serem aplicadas a formula acima.
O indice de seletividade foi determinado a partir da seguinte formula:

G CC50
"~ CI50

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

Para confirmacdo de atividade antiviral, a analise da percentagem de células infectadas
pelo CHIKYV in vitro foi determinada por citometria de fluxo intracelular sendo a deteccdo do

virus realizada utilizando-se um anticorpo monoclonal especifico para o CHIKV (clone A54Q),
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Thermo Scientific). As células, previamente semeadas 3,5 x 10 células/pogo em placas de 24
pocos foram infectadas conforme protocolo preestabelecido, foram fixadas e permeabilizadas
utilizando-se os tampbGes BD Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences, EUA) conforme
recomendacdes do fabricante.

As células foram entdo incubadas com o anticorpo primario anti-CHIKV (1:50) por 1h
a 4 °C seguido de lavagem com tampéo Perm/Wash (BD Biosciences) seguido da incubacgéo
com o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado ao Alexa Fluor 488 (1:200)
(Molecular Probes) por 1h a 4 °C. Apos lavagem, as amostras foram adquiridas no citdmetro
de fluxo BD FACSCanto Il. A anélise dos resultados foi realizada no software FlowJo para
determinacdo da percentagem de células positivas para infeccao viral.

4.5 Avaliacdo 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 hidroalcodlico da PVA escolhidos para
avaliacdo da atividade antiviral. Os ensaios antivirais foram realizados conforme metodologia
descrita em 4.3 e 4.4, sendo as concentracOes avaliadas: 200, 100, 50, 25 e 12,5 uM nos ensaios
de inibicdo pela técnica de MTT e 200 UM para o0 ensaio antiviral avaliado por citometria de
fluxo intracelular conforme protocolo preestabelecido pelo grupo de pesquisa.

4.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 6 sendo aplicado
0 teste t Student ou ANOVA (pds-teste Holm-Sidak) sendo o p < 0,05 considerado significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

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

As anélises de morfologia celular através de microscopia Optica permitiram visualizar as
alteracdes decorrentes da adicdo do extrato hidroalcodlico da PVA no meio de cultivo das
células. Foi observado que as concentrac6es de 400 pg/mL e 200 pg/mL foram citotoxicas para
0s HFLS. Estas maiores concentragGes alteraram de forma evidente a morfologia celular para
um fendtipo arredondado (Figura 8). Além disso, o desprendimento das células da placa de
cultivo foi observado. Na analise de viabilidade celular pelo ensaio de MTT, verificou-se que
a concentragdo maxima ndo-toxica (CMNT) foi de 100 pg/mL (Figura 9). A morfologia
alongada e fibroblastéide das células nesta concentracdo € condizente ao fendtipo esperado
disponibilizado pelo fornecedor da célula (Cell Applications, inc.) e demais autores (BARTOK;
FIRESTEIN, 2010; ROSENGREN; BOYLE; FIRESTEIN, 2007).

Figura 8 - Microscopia Optica de ensaio de citotoxicidade do extrato hidroalcodlico da PVA
em HFLS apo6s 48h.

cc 400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL

200x

400x

!

Os HFLS foram semeados em placas de 96 pocos e tratados com diferentes concentracdes do extrato
hidroalcodlico da PVA em dilui¢es seriadas no periodo de 48h. A anélise das absorbancias foi
realizada a 490 nm pela técnica de MTT. Alteragdes morfoldgicas e morte celular podem ser
visualizados nas maiores concentra¢Ges, seguido de uma diminuigdo nas menores concentracdes
(Magnitudes: 40x, 200x e 400x).

Em posse dos resultados de viabilidade celular do ensaio de citotoxicidade foi analisada
a CCsg através de uma andlise de regressdo ndo linear obtendo-se uma CCso = 218,5 pg/mL

corroborando com o observado no grafico da anélise de viabilidade celular, onde a concentracéo
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citotoxica a 50% das células se encontra entre 200 e 400 pug/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 concentracdo maxima ndo toxica obtida foi de 21,75 pg/mL (RUFATTO et
al., 2018). Em outro estudo utilizando estas mesmas células uma CMNT de 125 pg/mL foi
detectada (SIMONI et al., 2018). Assim, pode-se inferir, que os HFLS apresentam uma boa
tolerdncia ao extrato hidroalcodlico da PVA in vitro.

Figura 9 - Analise estatistica da citotoxicidade do extrato hidroalcodlico da Prépolis Vermelha de
Alagoas em HFLS in vitro.
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As diferencas de viabilidade celular obtidas no ensaio de citotoxicidade foram avaliadas em teste
estatistico ANOVA. Dados representativos de dois experimentos independentes (p<0,0001 = ****:;
p<0,01 = **, Pds-teste Holm-Sidak).

5.2 Avaliagéo da atividade antiviral da PVA contra o CHIKYV in vitro em HFLS no ensaio
de pds-tratamento

As evidéncias cientificas mostraram que os HFLS sdo infectados pelo CHIKV
(PHUKLIA et al., 2013; SUKKAEW et al., 2018). Para avaliar a atividade antiviral da PVA,
foi utilizado o modelo de infeccdo de HFLS pelo CHIKV em ensaio de pos-tratamento. Para
estes ensaios, 0 CHIKYV foi utilizado em MOI 0,5 levando a uma taxa de 47% de morte celular
apos 48h no controle celular, visto pelo ensaio de viabilidade celular por MTT. Conforme
mostrado na figura 10, a infeccdo pelo CHIKV nos HFLS levou a um efeito citopatico viral
evidente, sendo possivel observar a presenca de prolongamentos citoplasmaticos desordenados,

desprendimento da monocamada celular da placa de cultivo e refringéncia celular.
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Ao avaliar a inibicdo viral, observa-se uma reducdo de morte celular na concentracéo de
100 e 50 pg/mL da PVA (Figura 11). Ainda, um decréscimo gradativo foi detectado ao reduzir
a concentracao da PVA utilizada mostrando uma atividade in vitro dose-dependente.

Figura 10 - Microscopia Optica da atividade antiviral da Propolis Vermelha de Alagoas em
fibroblastos sinoviais (HFLS)
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Os HFLS, semeados em placas de 96 pogos, foram inoculados com CHIKV MOI 0,5 no periodo de
adsorcdo de 2h e ao término receberam diferentes concentrac@es do extrato hidroalcoolico da PVA.
Microscopia éptica com contraste de fase demonstra o efeito citopatico viral indicado por setas no
controle viral (CHIKV), pode ser observada redugdo do efeito citopatico nas primeiras concentragdes
avaliadas. (Magnitude: 40x. 200x e 400x).
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Figura 11 - Andlise estatistica de inibic&o viral do extrato hidroalcoolico da Prdpolis Vermelha de
Alagoas contra o CHIKV em HFLS in vitro.
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Gréfico representativo da analise estatistica utilizando o teste ANOVA multiplas comparagfes das
triplicatas de dois experimentos independentes (**** p < (0,0001 em comparagdo ao controle CHIKV.
Pés-teste Holm-Sidak). E possivel observar uma inibicao viral significativa nas concentracdes de 100 e
50 pg/ml., corroborando com a avaliacéo da alteragdo morfoldgica em microscopia éptica.

Embora ainda nédo tenha estudos publicados mostrando a atividade antiviral da PVA
contra 0 CHIKYV na literatura, recentemente, a sua a¢do antiviral contra o virus herpes suino e
bovino foi avaliada onde a concentracdo de 125 pg/mL foi capaz de inibir 87,7% da infeccéo
por estes virus em células Vero E6 (SIMONI et al., 2018).

A partir dos dados obtidos, foi possivel determinar a concentragdo inibitéria viral a 50%
das células (Clso) de 51,04 pg/mL e indice 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 CCs, Clso € indice de seletividade (I1S) da PVA.

Extrato Hidroalcodlico da Prépolis Vermelha de Alagoas
CCso Clso IS
218,55 pg/mL 51,04 pg/mL 4,28

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

intracelular mostrou uma reducdo da infeccao viral por CHIKV nos HFLS ap0s o tratamento
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com 100 pg/mL do EH da PVA (Figura 12). A microscopia Optica evidenciou novamente 0s
efeitos causados apds 48h de infeccdo viral e o quanto este efeito é reduzido ap6s o tratamento
com o EH, onde as células retomam a sua morfologia padrao de cultivo, semelhantes ao controle

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

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

intracelular.
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A) Os HFLS foram infectados com o0 CHIKY MOI 0,5 e tratados com o extrato hidroalcodlico da PVA
(100 e 50 pg/ml). Microscopia Optica com contraste de fase demonstra a reducéo do efeito citopatico
viral apds tratamento com a prépolis vermelha de Alagoas (Magnitude: 40, 200 e 400x). B) Contour-
plot representativo da analise da citometria de fluxo com marcacdo intracelular para o0 CHIKV
demonstrando reducdo na percentagem de células infectadas. (CN: controle negativo, meio de cultivo
com veiculo).

Foi detectada uma significativa reducdo na percentagem de células positivas para o
CHIKYV (Figura 13), onde, no controle viral ndo 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 - Andlise estatistica da atividade antiviral da Prépolis Vermelha de Alagoas em
sinovidcitos humanos semelhantes a fibroblastos (HFLS)
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Gréfico representativo da analise realizada em teste ANOVA do experimento realizado em duplicata. O
controle tratado com 100 pg/ml apresenta evidente redugdo da percentagem de células infectadas
mostrando a atividade antiviral do produto natural. (* p<0,05, varidveis comparadas ao CHIKV).

Neste estudo, apds a confirmacdo da promissora atividade antiviral do PVA contra o
CHIKYV 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 biologicas (FROZZA et al., 2017,
RUFATTO et al., 2018), dentre elas, atividade antiviral contra o virus Influenza em células
A549 (adenocarcinoma pulmonar) (SITHISARN et al., 2013). Um estudo recente avaliou in
silico a potencial atividade antiviral de flavonoides contra o virus SARS-CoV-2 e dentre 0s
compostos avaliados a biochanina A apresentou resultados promissores (GORLA et al., 2020).
Considerando a diversidade de compostos com propriedades biologicas ativas no EH da PVA,
estudos devem ser realizados buscando elucidar se estas moléculas atuam de forma
independente ou em sinergismo, assim seré possivel a elucidagdo dos mecanismos de atividade

antiviral destes componentes.

Assim, resultados preliminares mostraram que o tratamento com biochanina A na
concentracdo de 200 uM reduziu significativamente a percentagem de células infectadas pelo
CHIKYV in vitro em HFLS (Figura 14).
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Figura 14 — Citometria de fluxo para andlise da infec¢do viral de HFLS e agdo antiviral da

biochanina A.
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Os HFLS foram infectados com CHIKV (MOI 0,5) e tratados com biochanina A na concentragdo de
200 uM. A) Contour-plot de anlise de citometria de fluxo demonstrando a reducéo da porcentagem de
células infectadas apds o tratamento com a biochanina A. B) Analise estatistica em teste ANOVA de
experimento realizado em triplicata demonstrando significativa redugdo da percentagem de células
positivas para o CHIKV apos o tratamento. (p <0,01 = **, Pos-teste Holm-Sidak. CN: controle negativo,
meio de cultivo com veiculo).

O presente trabalho segue na busca pela compreensao dos mecanismos de infec¢éo viral
do CHIKV em HFLS, bem como avaliando os diferentes compostos presentes na PVA e sua
atividade antiviral. As préximas etapas consistem na elucidacao do possivel mecanismo de acédo
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

bioldgica contra o CHIKV.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, foi detectada uma promissora atividade antiviral do EH da PVA contra
0 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 serdo realizados para avaliar isoladamente a atividade
bioldgica de outros compostos presentes na PVA auxiliando na descoberta de compostos de
origem natural com atividade antiviral contra o0 CHIKV. Além disso, buscaremos elucidar o
mecanismo de acdo da biochanina A por analises in silico e experimentais contribuindo para a

descoberta de compostos de origem natural que tenham atividade antiviral contra 0 CHIKV.
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