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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Em virtude dos arbovirus serem virus emergentes ¢ do problema de saude publica causado
desde o seu surgimento e circulagdo no Brasil, ¢ evidente que o conhecimento a respeito da
biologia viral e do ciclo de replicacdo desses virus resulta em uma resposta eficiente na
producdo de compostos antivirais. O projeto possui grande relevancia e estd de acordo com os
17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel para a Agenda 2030 no Brasil. O projeto esta
diretamente relacionado com os seguintes objetivos: 3 — Boa satide e bem-estar; 4 — educagao
de qualidade; 8 — emprego digno e crescimento econdmico; 9 — industria, inovacao e

infraestrutura; 15 — vida sobre a terra e 17 — parcerias em prol das metas.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Because arboviruses are emerging viruses and the public health problem they have caused since
their emergence and circulation in Brazil, it is clear that knowledge about viral biology and the
replication cycle of these viruses results in an efficient response in the production of antiviral
compounds. The project is highly relevant and aligns with the 17 Sustainable Development
Goals for the 2030 Agenda in Brazil and is valued by UNESP's Strategic Plan for
Internationalization. The project is directly related to the following goals: 3 — Good health and
well-being; 4 — Quality education; 8 — Decent work and economic growth; 9 — Industry,

innovation, and infrastructure; 15 — Life on land; and 17 — Partnerships for the goals.
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“Todas as vitorias ocultam uma abdicacao. ”

(SIMONE DE BEAUVOIR, 1958, p. 243)



RESUMO

O virus Mayaro (MAY V) € um arbovirus pertencente a familia Togaviridae, género Alphavirus.
A infeccao envolvendo o MAYV ¢ marcada por sintomas como febre alta, cefaléia, mialgia,
artralgia e inchago nas articulagdes, podendo evoluir para artrite cronica e causar complicagdes
neuroldgicas. Atualmente ndo existem medicamentos licenciados contra o MAYYV, sendo
necessaria a busca por compostos antivirais eficazes. Nessa linha, o uso de compostos naturais
¢ de grande valia, pois diversos estudos ja mostraram seu potencial terapéutico. Com isso, 0
objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antiviral do polifenol (-)-epigalocatequina-3-galato
(EGCG) e das naftoquinonas naturais (QHM-001 — lapachol) e sintéticas (QHM-0011,
QHMO0020, QHM-0110) contra MAY'V. Para tal, foram utilizadas diferentes concentragdes dos
compostos para determinar a maxima concentragdo nao-toxica, pelo método de MTT, em
c¢lulas VERO E6 e BHK-21 por 24 horas. Apds, foi realizado um ensaio de triagem para avaliar
a atividade dos compostos e de dose dependéncia. Ademais, foi realizado o ensaio de tempo de
adi¢do para discriminar quais etapas do ciclo replicativo o composto poderia estar agindo. A
partir dos resultados obtidos para 0o MAY'V, realizamos o ensaio de tempo de adigdo para o
CHIKYV para comprovar o efeito das naftoquinonas sobre o ciclo replicativo de virus do género
Alphavirus. E por fim, realizamos analises de Western blotting e Docking molecular para
avaliar a expressao de proteinas virais na presenca dos compostos e associar a interacao dos
compostos com determinadas proteinas virais, respectivamente. No ensaio de triagem, O EGCG
apresentou percentual de inibi¢ao de 90,99% em células BHK-21 e 88,27% em células VERO
E6. Observou-se uma taxa de 49,14 % de inibi¢do em BHK-21 e 99,29% em VERO E6 para
QHMO0001, para QHMOO011 obteve-se um percentual de 94,66% e 77,08%, para QHMO0020
obteve-se 99,23% e 87,35% e por fim, para QHMO110 obteve-se 88,09% e 94,14% em BHK-
21 e VERO E6, respectivamente. Os compostos com maior indice de seletividade (IS) foram o
EGCG, com 13.26 em BHK-21 e 5.85 em VERO E6 e o composto QHMO0011 com 2.49 in
BHK-21 e 26.70 em VERO E6. A partir do ensaio de tempo de adi¢ao, varios dos compostos
testados demonstraram efeito inibitério nas etapas de entrada e pds-entrada, como replicagao
viral, montagem e liberacdo. As analises de bioinformatica e western blotting também mostram
interacdo dos compostos com as principais proteinas virais (estruturais € ndo estruturais).
Conclui-se que todos os compostos testados possuem efeito inibitério contra a infecgdo por
MAYV. Sendo assim, mais estudos precisam ser realizados para determinar os mecanismos de
acdo desses compostos, mas os resultados apresentados os mostram como importantes
candidatos a antivirais.

Palavras—chave: mayaro virus; MAYV; antiviral; EGCG; naftoquinonas.



ABSTRACT

Mayaro virus (MAYV) is an arbovirus belonging to the Togaviridae family, genus Alphavirus.
Infection involving MAY'V is marked by symptoms such as high fever, headache, myalgia,
arthralgia and joint swelling which can develop into chronic arthritis and cause neurological
complications. There are no licensed drugs against MAY'V, requiring the search for effective
antiviral compounds. Therefore, the use of natural compounds is of great value, as several
studies have already shown their therapeutic potential. Thus, this study aimed to evaluate the
antiviral potential of polyphenol (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG) and natural (QHM-001
— lapachol) and synthetic (QHM-0011, QHMO0020, QHM-011) naphthoquinones against
MAYYV infection. For this, different concentrations of compounds were used to determine the
maximum non-toxic concentration, by the MTT method, in VERO E6 and BHK-21 cells for 24
hours. Afterwards, a screening test was performed to evaluate the activity of the compounds
and their dose dependence. Furthermore, the time-of-addition test was performed to
discriminate which stages of the replication cycle the compound could be acting on. Based on
the results obtained for MAYV, we performed a time-of-addition assay for CHIKV to verify
the effect of naphthoquinones on the replication cycle of viruses in the Alphavirus genus.
Finally, we performed Western blotting and molecular docking analyses to evaluate the
expression of viral proteins in the presence of the compounds and associate the interaction of
the compounds with certain viral proteins, respectively. In the screening assay, the EGCG
showed a percentage of inhibition of 90.99% in BHK-21 cells and 88.27% in VERO E6 cells.
An inhibition rate of 49.14% was observed in BHK-21 and 99.29% in VERO E6 for QHMO0001,
for QHMOO011 a percentage of 94.66% and 77.08% was obtained, for QHMO0020 it was obtained
99.23% and 87.35%, for QHMO110 we obtained 88.09% and 94.14% and, finally, for
QHMO0230 we obtained a percentage of 40.66% and 65.93%, in BHK-21 and VERO E6,
respectively. The compounds with the highest selectivity index (SI) were EGCG, with 13.26 in
BHK-21 and 5.85 in VERO E6, and compound QHMO0011, with 2.49 in BHK-21 and 26.70 in
VERO E6. From the time-of-addition assay, several of the tested compounds demonstrated
inhibitory effect on entry and post-entry steps such as viral replication, assembly and release.
Bioinformatics and western blotting analyses also show interaction of the compounds with the
main viral proteins (structural and non-structural). Therefore, more studies need to be carried
out to determine the mechanisms of action of these compounds, but the presented results show
them as important candidates for antivirals.

Keywords: mayaro virus; MAYV; antiviral; EGCG; naphthoquinones.
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1. INTRODUCAO
1.1 ARBOVIRUS

As arboviroses, doengas causadas por arbovirus, tém representado um grande desafio a
saude publica, pois elas ocorrem de forma esporadica, epidémica ou endémica, adquirindo
caracteristicas regionais definidas. As arboviroses estdo frequentemente associadas a surtos em
populagdes humanas e representam um problema de satde publica com impacto econdmico e
social (Huang; Higgs; Vanlandingham, 2019; Santos et al., 2023).

Os arbovirus (Arthropod-borne virus), sdo um grupo com aproximadamente 500
espécies de virus, que se distribuem em 14 familias diferentes, ¢ possuem como caracteristica
principal a transmissdo por artropodes hematdfagos, como mosquitos e carrapatos (Cleton et
al., 2012; Kolawole et al., 2018). Esses arbovirus estdao envolvidos em diferentes ciclos de
transmissdo, variando de acordo com as suas condic¢des ecologicas. Os arbovirus transmitidos
por mosquitos peridomésticos, tais como o Aedes aegypti utilizam frequentemente hospedeiros
humanos de amplificagdo, sendo sustentados em ciclos urbanos (Weaver et al., 2018).

Nos tultimos anos, as doengas causadas por arbovirus expandiram sua distribuigao
geografica e uma grande propor¢do da populagdo humana estd exposta a essas infecgoes. O
Brasil possui grande diversidade de artropodes e de animais vertebrados que, juntamente com
as condigoes climaticas, constituem caracteristicas favoraveis a ocorréncia dessas doencas.
Além disso, diversos fatores, tais como a globalizagdo das viagens e do comércio, uso
inadequado da terra, urbanizagdo, alta densidade populacional, mudangas socioecondmicas e
climaticas, tém contribuido para a propagacdo de algumas espécies de virus e seus vetores
(Huang; Higgs; Vanlandingham, 2019; Weaver; Reisen, 2010).

As principais familias, que abrigam virus que causam doencas em humanos e animais,
sao as familias Peribunyaviridae, que compreende o virus Oropouche (OROV), Flaviviridae
(género Orthoflavivirus), que compreende os virus da dengue (DENV), da febre amarela (YFV)
e virus Zika (ZIKV) e Togaviridae (género Alphavirus), que compreende os virus chikungunya
(CHIKV) e Mayaro (MAYV) (Cleton et al., 2012; Donalisio; Freitas; Zuben, 2017; Kolawole
etal., 2018).

1.2 VIRUS MAYARO
1.2.1 Estrutura e ciclo replicativo
O virus Mayaro (MAY'V), pertencente a familia Togaviridae (Género Alphavirus) e

ao complexo da floresta Semliki, foi descrito pela primeira vez em Trinidad e Tobago no ano
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de 1954, onde causou doenga febril leve a moderada em cinco trabalhadores rurais (Anderson
etal., 1957). Desde entdo, tem sido responsavel por varios pequenos surtos ou casos esporadicos
em areas rurais ao redor de florestas tropicais e América Central, como Brasil, Bolivia, Equador,
Venezuela, Peru, Guiana Francesa, Suriname, México e Haiti (Brunini et al., 2017; Navarrete-
Espinosa; Gomez-Dantés, 2006; Paschoalino et al., 2023)

O MAYYV ¢ um virus de, aproximadamente, 70 nandmetros de didmetro, possui um
genoma de RNA de cadeia simples com sentido positivo de 11,5 kb (Ribeiro-Filho et al., 2021).
Seu genoma compreende o total de dois quadros de leitura abertos (ORFs) (Figura 1). A
primeira ORF codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), e a outra
ORF que se situa ap6s o gene nsP4, codifica as proteinas estruturais C (proteina capsidial), E3
(glicoproteina E3), p62, E2 (glicoproteina E2), E1 (glicoproteina E1) e 6K (Paschoalino et al.,
2023; Ribeiro-Filho et al., 2021). Apds a clivagem da poliproteina ndo estrutural, as seguintes
proteinas sdo formadas: nsP1, envolvida no capping do RNAm; nsP2 que expressa atividade de
protease; nsP3, que possui trés dominios reconhecidos (macrodominio, dominio unico de
Alphavirus e a regido hipervariavel), que atuam na replicacdo; e a nsP4, que possui atividade
de polimerase (Andreolla et al., 2022). Ap6s, com o processamento da poliproteina estrutural,
temos as proteinas que formardo a particula viral: C, envolvida no encapsulamento do material
genético, glicoproteinas, ligadas ao processo de entrada nas cé€lulas e 6k, proteina que transporta
El e E2 para a membrana (Andreolla et al., 2022). A parte lipidica do envelope viral esta
relacionada a estabilidade e a infectividade da particula viral nas células hospedeiras e sua

organizagao ¢ importante para a atividade bioldgica dos Alphavirus (Sousa et al., 2011).

Figura 1 — Estrutura esquematica do genoma e do virion MAYV

SUTR Cap :

Proteina do Capsideo
Trimero E1-£2
Nucleocapsiceo .

Membrana ——

Genoma ssRNA(s)

JUTR ¢ cauda poli(A)” Proteina E1 [ Proteina E2 [ Proteina C

71 npz TR ¢ e ukea
E3 6K

Fonte: Adaptado de PASCHOALINO et.al., 2023.



11

A entrada do MAY'V na célula hospedeira se dad por meio da ligagdo a receptores
especificos. A proteina E2 ¢ uma das principais mediadoras da ligacdo do virion com a célula
hospedeira. O MXRAS ¢ uma molécula de adesdo expressa em células epiteliais, mieldides e
mesenquimais, conhecida por ser alvo da ligacao de alfavirus artritogénicos para entrada nas
células (Song et al., 2019).

Apos entrada nas células, rapidamente ¢ desencadeada a endocitose da particula viral
mediada por clatrina ou por vesiculas derivadas de caveolinas enriquecidas com colesterol,
sendo a primeira mais frequente (Andreolla et al., 2022). Com a formag¢ao do endossomo, ocorre
a mudanca de pH no interior dessas vesiculas. Tal mudanca de pH € importante para a alteracao
do envelope viral, ocorrendo a dissociagdo das proteinas E1 e E2. Essas proteinas estdo
associadas em conformagdo metaestavel na forma de heterodimeros e sua dissociagdao expde a
proteina E1, promovendo a fusdo da membrana celular com o envelope viral, levando a
liberagdo do nucleocapsideo e do genoma viral no citoplasma celular (Figura 2) (Andreolla et

al., 2022; Paschoalino et al., 2023).

Figura 2 — Esquema do ciclo de replicacdo do MAYV
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Na membrana endossomal temos a presenga de um complexo proteico denominado
ATPase vacuolar, que atua acidificando o limen dos endossomos e lisossomos, sendo
importante no trafego receptor-ligante. Conforme ocorre o transporte através da via
endossomal, dos endossomos iniciais para os tardios e mais tarde para os lisossomos,
gradativamente eles vao sendo expostos a um pH cada vez mais baixo. Endossomos iniciais
apresentam pH em torno de 6,0-6,5, endossomos tardios em torno de 5,0-6,0 e lisossomos por
volta de 4,6-5,0 (Kielian; Chanel-Vos; Liao, 2010). E visto que a rea¢do fusogénica de cepas
de MAYV ocorre dentro dos compartimentos endossomais iniciais, levando em torno de 3
minutos para completar o processo de ligacao e fusdo (Carvalho et al., 2017).

No citoplasma celular, com o auxilio de ribossomos livres, o nucleocapsideo ¢
desmontado para liberacdo do RNA gendmico. Os ribossomos reconhecem a regido CAP e o
codon iniciador 5’AUG do RNA viral, que leva diretamente a traducdo do RNA gendmico,
produzindo a poliproteina precursora nao estrutural P123 (precursora de nsP1, nsP2 e nsP3) e
a P1234 (P123 e nsP4) (Andreolla et al., 2022; Diagne et al., 2020). Esse processo ocorre no
interior de estruturas chamadas esférulas, que sao estruturas vesiculares que se formam na
membrana plasmatica e sdo usadas como locais de montagem do complexo de replicacdo do
RNA gendmico. Com o decorrer da infeccdo, as esférulas sao internalizadas dentro de grandes
vactolos, formando o chamado vactolo citopatico tipo I (CPV-I) (Andreolla et al., 2022;
Diagne et al., 2020).

A poliproteina (P123), ap6s processamento, dd origem as proteinas ndo estruturais
individuais maduras. A proteina nsP2, que possui fungdo proteolitica, atua catalisando a
clivagem do P1234, liberando a enzima nsP4, que ¢ uma enzima RNA polimerase dependente
de RNA, formando assim o complexo de replicagdo P123 + nsP4, envolvido na sintese de RNA
de cadeia negativa, que servird de molde para a sintese de RNA genomico (49S) e RNA
subgendmico (26S). Estudos sugerem que a nsP2 também ¢é responsavel pelo desligamento da
transcricao celular. A liberacdo da enzima nsP1 também ¢ relatada como importante para a
montagem do complexo de replicagao, quando associada a nsP4 (Andreolla et al., 2022;
Paschoalino et al., 2023).

Através da sintese do RNA subgendmico sdo codificadas as poliproteinas estruturais
(capsideo, E3, E2, 6K e EI). Apdés clivagem pela agdo da enzima serina protease
autoproteolitica, ¢ gerada a proteina C do capsideo, que tem como fungdo o encapsulamento
das novas moléculas de RNA, formando o nucleocapsideo. O processo continua com o
encaminhamento das poliproteinas restantes (E3-E2-6K-E1) para o reticulo endoplasmético

(RE), por meio da interagdo entre peptideos sinais das por¢des C e N terminais de E3 com a
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membrana do RE, onde ocorre clivagem pelas proteases do hospedeiro produzindo E3E2, 6K e
El. Logo apoés, ocorre o ancoramento das proteinas produzidas na membrana do RE e em
seguida E2E3 e El se associam formando dimeros, que sdo transportados, com auxilio da
proteina 6k, para a membrana citoplasmatica, com posterior clivagem por furinas celulares em
um compartimento p6s-Golgi, originando as glicoproteinas E2 ¢ E3 (Andreolla et al., 2022;
Paschoalino et al., 2023).

Por fim, os virions sdo liberados por brotamento através da membrana celular,
adquirindo um envelope viral, formado de bicamada lipidica e glicoproteinas E1 e E2,
organizadas em trimeros de heterodimeros E1-E2. O nucleocapsideo interage com a proteina
E2 em um bolso (hidrofébico na parte inferior e hidrofilico na superior) no dominio C terminal
da proteina C, ao qual a proteina E2 esta ligada, dando inicio ao processo de montagem e
brotamento das particulas virais. Estudos mostram provavel papel das proteinas 6K ¢ TF nesse
processo, porém todo esse mecanismo ainda € pouco esclarecido no virus MAYV (Andreolla

et al., 2022; Ribeiro-Filho et al., 2021).

1.2.2  Ciclo de transmissdo

O MAYYV possui um ciclo de transmissdo silvestre, ocorrendo entre primatas ndo
humanos, raramente pequenos mamiferos ou aves, € mosquitos silvestres, sendo os principais
o Haemagogus janthinomys, Mansonia sp. e Psorophora sp. (Esposito; Fonseca, 2017;
GROOT; MORALES; VIDALES, 1961; Hoch et al., 1981). O virus também ja foi isolado de
mosquitos do género Culex, Aedes e Sabethes, que podem ter um envolvimento ocasional nesse
ciclo de transmissao (Celone et al., 2021; Galindo; Srihongse, 1967; Wiggins; Eastmond; Alto,
2018).

Pelo fato dos mosquitos do género Haemagogus circularem em areas rurais, proximas
de mata, a ocorréncia de infeccdo em humanos ocorre de forma acidental e esporadica, quando
esses individuos residem ou adentram nessas regides de mata. No entanto, o risco de
urbanizagao do MAY'V nao pode ser descartado, visto que estudos encontraram pools de Aedes
aegypti positivos para MAYV (Maia et al., 2019; Pereira Serra et al., 2016). Tais achados
mostram a possibilidade de circulagdo do virus no meio urbano. Além disso, um experimento
mostrou que espécies de Anopheles (A. freeborni, A. ganbiae, A. quadrimaculatus e A.
stephensi) também sdo capazes de serem infectados e transmitir MAY'V, sendo eles potentes

vetores distribuidos por todo o mundo (Brustolin et al., 2018).
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1.2.3 Filogenia

Estudos filogenéticos usando sequenciamento do genoma completo classificaram as
cepas de MAY'V em trés geno6tipos: (1) genotipo D, amplamente distribuido na América do Sul
e regido caribenha; (2) gendtipo L, limitado ao centro-norte regido do Brasil, e (3) gendtipo N,
um gendtipo recém descrito encontrado apenas em uma regido localizada no Peru (Auguste et
al., 2015; Powers et al., 2006). Analises filogenéticas mostram que o MAYV pertence ao
complexo da floresta de Semliki, pois compartilha caracteristicas genéticas e bioldgicas com o
virus da floresta Semliki, que foi isolado pela primeira vez nessa regido, levando esse nome.
Além disso, andlises da regido E1 mostrou que este possui relagdo com o Una virus, o unico
virus na América do Sul relacionado as viroses do velho mundo (Lavergne et al., 2006). O
genotipo L parece estar restrito a alguns paises, tal como o Brasil, sugerindo possivel restricao
geografica na dispersdo de MAY'V ou viés na colheita de dados ao invés de uma subdivisdo de

cepa (Auguste et al., 2015; Lednicky et al., 2016).

1.2.4 Epidemiologia

O MAYYV ¢ endémico de florestas tropicais da América Central e do Sul e estudos
mostram que o virus tem circulado ha mais de 90 anos na bacia amazonica. Embora haja estudos
alertando sobre o potencial epidémico do MAY'V, pouco se sabe sobre sua epidemiologia nas
diferentes regides em que circula. Sabe-se que 0 MAY'V circula em mais de 14 paises latino-
americanos, dos quais 9 possuem casos de transmissao em humanos (Wei; Tom; Kim, 2024).
Também sido documentadas evidéncias de sete surtos de MAYV no Brasil, na Bolivia e na
Venezuela (Caicedo et al., 2021; Ganjian; Riviere-Cinnamond, 2020; Wei; Tom; Kim, 2024).
Fora das Américas foram notificados 8 casos de MAYV em viajantes dos Estados Unidos,
Franca, Holanda, Alemanha e Suiga, todos saidos da floresta amazonica (Caicedo et al., 2021).

Muitos casos de MAY'V foram relatados no Brasil, com a maioria na regido amazonica
e no estado do Mato Grosso. No ano de 1977 houve casos de MAYV em Belterra e em 2008
em Pau D’arco, ambos no Pard. O MAY'V também foi identificado em outras regides do pais,
em Sinop, Mato Grosso foram identificados 6 casos soropositivos para MAYV durante um
surto de DENV (Wei; Tom; Kim, 2024). Em Roraima também foi detectado o virus em 28
pacientes febris entre 2018 € 2021 (Forato et al., 2024).

Um estudo estimou o tempo de geracao do MAY'V, que € o tempo entre a infeccdo de
um caso humano e a infec¢@o dos casos humanos secundarios causados pelo caso primario, que
resultou em 15,2 dias, muito préoximo ao do CHIKV (14 dias) (Caicedo et al., 2021). Além

disso, os autores também estimaram a transmissibilidade e a forga de infeccao, que sdo dados
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importantes para o planejamento na saide publica. Os autores sugerem que mutagdes
adaptativas do MAYV e crescimento desordenado das cidades em regides de mata podem

desencadear a disseminagao do virus (Caicedo et al., 2021).

1.2.5 Manifestacdes clinicas e patogénese

Em rela¢do a doenga, 64-80% dos individuos infectados por MAYV desenvolvem
sinais clinicos (Diagne et al., 2020; Hoch et al., 1981; Tesh et al., 1999). Dentre os sinais
clinicos, os mais comuns sao artralgia, febre, astenia, mialgia, dor de cabeca, dor pos-orbital e
artrite persistente, a qual pode durar meses ou até anos causando uma deficiéncia incapacitante
(Acosta-Ampudia et al., 2018; Paschoalino et al., 2023). Além destes, também ja foram
reportados prurido, anorexia, inchago nas articula¢des, erup¢ao cutanea, nausea, vomito,
linfadenopatia, diarreia e dor abdominal (Azevedo et al., 2009; CAUSEY; MAROIJA, 1957; Da
Costa et al., 2017; Da Silva Pessoa Vieira et al., 2015; Diagne et al., 2020; Halsey et al., 2013;
Mourdo et al., 2012; Munoz; Navarro, 2012; Pinheiro et al., 1981; Tesh et al., 1999). A fase
aguda da doenga geralmente dura de 2 a 6 dias (Diagne et al., 2020; Tesh et al., 1999). Poucos
estudos reportaram sinais hemorragicos (sangramento nas gengivas, epistaxe, petéquias). Em
alguns casos o paciente pode desenvolver a doenca grave, podendo causar distirbios
neurologicos, miocardite e at¢ mesmo levar a morte (Acosta-Ampudia et al., 2018; Mourdo et
al., 2012; Tesh et al., 1999).

Ap0s a picada do mosquito, 0o MAY'V atinge a corrente sanguinea, infectando células
brancas, como por exemplo macréfagos e monocitos, e se espalhando pelos ossos, articulagdes
e musculos, através do baco e do figado, que sdao 6rgaos com sitios de replicacdo. A patogénese
viral ¢ estudada através de linhagens celulares e modelos animais, tais como os camundongos
e os primatas ndo humanos (Diagne et al., 2020). Um estudou avaliou o tropismo tecidual do
MAYYV em diversos locais anatdmicos através da quantificacdo do RNA viral e identificagao
de inflamagao através de histopatologia (Weber et al., 2023). Os dados obtidos mostraram que
0o MAYV se disseminou de forma eficiente por diversos oOrgdos, tais como musculos,
articulagdes, nervos, lobos do cérebro, compartimentos do coracdo, tecidos linfoides e outros
orgdos primarios. Dentre todos os tecidos amostrados, os dedos dos pés e das maos, pulsos e
tornozelos foram os locais com maior inflamacdo, infiltragdo linfocitica perivascular e
hiperplasia de células sinoviais e endoteliais (Weber et al., 2023). Além disso, os autores
também demonstraram através da analise longitudinal de amostras de sangue periférico uma
ativacdo da resposta imune inata e adaptativa, com presenca de anticorpos neutralizantes anti-

MAYYV, citocinas inflamatorias e ativacdo de mondcitos (Weber et al., 2023). Bengue e
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colaboradores avaliaram a permissividade de condrdcitos humanos e sinoviocitos, que sao
células envolvidas no processo de osteoartrite na infecgdo por MAYV. Além disso, obtiveram
como resultado uma indugao da expressao de enzimas metaloproteinases da matriz, que podem
estar envolvidas no processo de destrui¢dao da cartilagem articular e aumento da expressao de
genes, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) (Bengue et al., 2019).
Estudos adicionais ainda precisam ser desenvolvidos para elucidar o processo que leva a artrite
grave e o que leva ao seu desenvolvimento em alguns individuos € em outros nao (Diagne et
al., 2020).

Outro fator que demonstra ser importante na patogénese do MAYV ¢ o estresse
oxidativo. Um estudo mostrou, através do monitoramento da produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e marcadores de estresse oxidativo, que a infeccdo pelo MAYV induziu
estresse oxidativo em células HepG2 (Camini et al., 2017). Outro estudo, demonstrou que o
MAYYV induziu o estresse oxidativo no figado de camundongos infectados, bem como
desregula¢dao de componentes antioxidantes enzimaticos (Da Silva Caetano et al., 2019). Nao
ha muitos estudos demonstrando o papel desse processo na patogénese do MAYV, porém
através de estudos envolvendo outros arbovirus, sabe-se do seu papel na producao de EROs e

seu envolvimento na inflamagao e apoptose (Diagne et al., 2020).

1.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial das arboviroses consiste principalmente na deteccdo direta
do material genético do virus por PCR em tempo real (RT-qPCR), no periodo virémico inicial,
que varia de 2 a 6 dias ap0s inicio dos sintomas. A analise por RT-qPCR ¢ conhecida por sua
alta sensibilidade e especificidade, tornando-a uma excelente ferramenta no diagndstico e
identificacdo de arbovirus (Acosta-Ampudia et al., 2018; Levi; Vignuzzi, 2019).

Os métodos sorologicos também sdo amplamente utilizados no diagnostico dessas
doencas, detectando a resposta imunologica decorrente da infec¢ao, podendo ser feitos muito
tempo apos o inicio dos sintomas. Os testes mais conhecidos s3o o teste imunoenzimatico com
captura de IgM, o teste de inibi¢do de hemaglutinagao, o teste de neutralizacdo e o imunoensaio
enzimatico usando células infectadas com o antigeno. A desvantagem da utilizacdo, no caso
dos testes rapidos, € a reatividade cruzada, pois 0o MAYV e o CHIKV apresentam antigénicos
comuns (ubiquitdrios) a outros virus do género Alphavirus, causando reagdes cruzadas e com
resultados falso-positivos (Acosta-Ampudia et al., 2018; Bozza et al., 2019; Levi; Vignuzzi,

2019).
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Na pratica clinica um teste muito utilizado ¢ o teste de inibi¢do da hemaglutinacao, por
ser de baixo custo e facil manipulagdo. Em laboratorios de pesquisa ¢ muito comum o uso do
teste de neutralizagao por reducao de placas (PRNT). O PRNT ¢ o teste de maior especificidade
e sensibilidade na detec¢dao de anticorpos neutralizantes. Contudo ¢ um teste laborioso e que
necessita de profissionais altamente capacitados, pois envolve riscos ao manusear a cepa viral,

sendo um teste invidvel na pratica clinica (Acosta-Ampudia et al., 2018).

1.4 BUSCA POR COMPOSTOS NATURAIS E SINTETICOS COMO ANTIVIRAIS

Nao existe, at¢é o momento, um tratamento especifico contra a doencga causada pelo
MAYYV, sendo assim a prevengao se torna crucial para evitar ou limitar epidemias da doenga.
Tais medidas incluem evitar picadas dos mosquitos vetores, concentrando-se na eliminacao de
criadouros, que se torna possivel através do engajamento dos servicos de saude e da
comunidade (Diagne et al., 2020; Levi; Vignuzzi, 2019). Outros métodos de controle incluem
o uso de predadores, larvicidas e pulverizagdo dos ambientes, principalmente em momentos de
surtos e epidemias (Diagne et al., 2020).

Algumas vacinas candidatas foram testadas para o MAYV. A primeira foi uma vacina
inativada com formalina. Esta apresentou eficiéncia moderada em camundongos (Robinson et
al.,, 1976). Mais recentemente, vacinas de virus atenuado, usando vetores de adenovirus de
chimpanzé¢, combinagdo de vetores e adenovirus e uma vacina baseada em DNA mostraram boa
imunogenicidade e prote¢cdo em modelo animal (Choi et al., 2019; Mota et al., 2020; Powers et
al., 2021; Weise et al., 2014).

A pesquisa por novas substancias antivirais intensificou-se na ultima década, devido ao
numero limitado de farmacos em paralelo com a alta taxa de resisténcia antiviral € o aumento
do numero de casos de infec¢des causadas por virus emergentes e reemergentes. Além disso, o
interesse pela medicina tradicional e complementar tem aumentado nos ultimos anos. A
medicina tradicional descreve a tradi¢do de povos antigos. Por outro lado, a medicina
complementar € caracterizada pela associagdo da medicina convencional e da ndo convencional,
fazendo uso de suplementos e produtos naturais, por exemplo. De maneira geral, o uso de
determinados tipos de tratamentos, baseados em evidéncias cientificas, tem o potencial de
trabalhar em sinergia com a medicina convencional, melhorando o tratamento de varias doencas
(Bodeker; Kronenberg, 2002; National Center for Complementary and Integrative Health.,
2021).

As primeiras moléculas naturais testadas contra 0o MAYV foram a prostaglandina Al e

a prostaglandina B2, que inibiram o MAY'V significativamente, mostrando efeito em varias
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etapas do seu ciclo replicativo, tal como causando efeito inibitorio na sintese de E1, E2e C e
nos precursores das proteinas virais (Ishimaru; Marcicano; Rebello, 1998). Outro composto
natural testado in vitro contra 0o MAYV foi a macromolécula lactoferrina, uma glicoproteina
globular produzida por glandulas exdcrinas. Usada na forma de apolactoferrina, essa molécula
mostrou atuar na entrada do virus, impedindo sua adesdo (Carvalho et al., 2014). Além disso,
outros compostos que vem sendo explorados como candidatos a antiviral contra MAY'V sdo os
flavonoides. Esses compostos tém mostrado diversos mecanismos de agdo contra o MAY'V,
tais como diminui¢do da infectividade das particulas virais, além de atuar nas proteinas nao
estruturais do virus (Paschoalino et al., 2023; Vazquez-Calvo et al., 2017).

Além dos compostos naturais, os compostos sintéticos também s3o de grande interesse
para uso como antivirais. Fernandes e colaboradores mostraram em seu estudo, que as cetonas
ciclicas sdo capazes de atuar inibindo a replicagdo do MAY'V (Fernandes et al., 2021). Estudos
envolvendo compostos derivados tienopiridinicos contra 0 MAYV mostraram efeito virucida e
diminui¢do da sintese de proteinas virais (Amorim et al., 2017). Além disso também sao
encontrados estudos que fazem uso de compostos que atuam em fatores do hospedeiro, tal como
os inibidores de proteassoma MG132 e Lactacistina e os inibidores da enzima tirosina quinase,
que ¢ uma enzima que pode interagir com o virus durante a infec¢do favorecendo-o

(Paschoalino et al., 2023).

1.4.1 (-)-epigalocatequina-galato (EGCG)

Muitos compostos naturais tém sido explorados em diversos estudos, buscando por
propriedades terapé€uticas. Os chas (cha verde, cha preto, cha oolong, cha branco, cha amarelo
e ché escuro) feitos a partir das folhas da planta Camellia sinensis sao de grande interesse, pois
ha anos eles vém sendo produzidos e utilizados, trazendo diversos beneficios a satde. Na
medicina tradicional, eles sdo considerados como benéficos para a satide humana, apresentando
efeitos antioxidante, neuroprotetor, cardioprotetor, anticancerigeno, antiobesidade, anti-
inflamatério e antimicrobiano (Figura 3) (Chaudhary et al., 2023; Mahmood; Akhtar; Khan,
2010; Steinmann et al., 2013).
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Figura 3 — Representagdo dos principais efeitos farmacoldgicos dos componentes

bioativos da Camellia sinensis.
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O cha verde ¢ rico em compostos bioativos, possuindo aproximadamente 4000 desses
compostos. E visto que 1/3 deles sdo polifendis, que sao anéis de benzeno ligados com milltiplos
grupos hidroxila, possuindo diversas classes (Mahmood; Akhtar; Khan, 2010; Steinmann et al.,
2013). O composto (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG), objeto de estudo deste trabalho, ¢
uma das principais catequinas polifenodlicas do cha verde, representando 59% do total de
catequinas presentes nas folhas. Outras catequinas sdo descritas em menor quantidade, tais
como a (-)-epigalocatequina (EGC) (19%), a (-)-epicatequina galato (ECG) (13,6%) e a (-)-
epicatequina (EC) (6,4%). As diferencas entre elas, tanto estruturais quanto funcionais, se dao
pelo niimero de grupos hidroxila no anel benzénico e pela presenca ou auséncia do grupo galoil

(Figura 4) (Mahmood; Akhtar; Khan, 2010; Steinmann et al., 2013).
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Figura 4 — Estrutura quimica das quatro principais catequinas do cha verde.

(~)-Epicatechin (EC)

OH

(-)-Epicatechin-3-gallate (ECG) (-)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)

Fonte: STEINMANN et.al, 2012.

Os estudos envolvendo o EGCG sao vastos, pois ele ndo atua somente como antiviral,
mas em diversos tipos de doencas. Estudos recentes demonstraram atividade antiviral do EGCG
contra diversos grupos de virus (Chaudhary et al., 2023).

Um estudo revelou atividade do EGCG contra o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), pois ele demonstrou afinidade com a molécula CD4, que ¢ um antigeno expresso na
superficie celular dos linfécitos TCD4 *, que servem como receptor para a ligagdo da proteina
gp120 da superficie do envelope viral, fazendo com que o HIV entre nas células (Chaudhary et
al., 2023; Williamson et al., 2006). Nance e colaboradores demonstraram que o EGCG inibe a
ligacdo do HIV-1-gp120 ao CD4, sendo responsavel por limitar a replicagdo do HIV-1 e a
infecciosidade em condigdes fisiologicas. Além do mais, a inibi¢do do EGCG se mostrou eficaz
contra diversos subtipos de HIV-1, sem comprometimento dos linfocitos (Nance; Siwak;
Shearer, 2009).

Outro grupo de virus que ganhou destaque nos ultimos anos por conta da pandemia
envolvendo o novo coronavirus, foram os virus que causam doenga respiratoria aguda. A
infeccdo pelo virus Influenza (A e B), virus da familia Orthomyxoviridae, ¢ uma das principais
doencas respiratdrias agudas, causando epidemias mundiais todos os anos. Além das extensas
campanhas de medidas de prevenc¢ao e vacinagao, varios medicamentos sao eficazes para tratar
a doenca, tais como a amantadina e a rimantadina (Chaudhary et al., 2023). Ao longo do tempo,

com a ocorréncia de resisténcia aos medicamentos existentes, alternativas vao sendo estudadas
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para tratar determinadas doengas. O EGCG tem sido empregado no tratamento da doenga
causada pelo virus Influenza. Um estudo experimental envolvendo seres humanos, demonstrou
que as catequinas do cha verde e teaninas previnem a infecgdo por influenza e podem servir
como uma profilaxia eficaz, pois a ocorréncia da doenga diminuiu no grupo de individuos
tratados, quando comparado com o placebo (Matsumoto et al., 2011). Outro estudo demonstrou
que o EGCG foi capaz de inibir a entrada do virus na célula e causar danos diretamente na
particula viral, pois ele alterou a integridade da membrana viral, tornando-as permeaveis,
resultando no encolhimento da particula (Kim et al., 2013).

Os efeitos de inibicdo do EGCG sobre o SARS-CoV-2, que foi o causador da pandemia
de COVID-19, sao vistos por meio de sua interagdo com o receptor ACE2. Esse receptor da
célula hospedeira foi descrito como sendo o receptor de ligagdo da proteinas spike do SARS-
CoV-2, formando o complexo RDB-ACE2, no qual o virus ¢ ativado e entra na célula, iniciando
o processo de replicagdo (Wang et al., 2021). Estudos demonstraram que o EGCG foi capaz de
reduzir os niveis citoplasmaticos da proteina box-1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1) em
macrofagos. A proteina HMGB1 ¢ uma proteina que promove a sintese de citocinas
inflamatorias ativa em macréfagos estimulados por endotoxinas, estando intimamente
relacionado com a progressao da insuficiéncia respiratoria aguda para sepse (Wang et al., 2021).
O EGCG também mostrou atividade inibitéria in vitro contra NsP5 do SARS-CoV-2, que ¢
responsavel pela protedlise desse virus na fase madura (Bhardwaj et al., 2020).

O EGCG também mostrou efeito contra diversos arbovirus, incluindo o CHIKV, que ¢
membro da familia Togaviridae, género Alphavirus, assim como o MAY V. Lu e colaboradores
em seu trabalho, mostraram que o EGCG diminuiu significativamente o RNA de CHIKV,
durante a entrada, replicagdo e liberacdo viral, além de atuar de forma sinérgica em conjunto
com o composto suramina (Lu et al., 2017). Os Orthoflavivirus também foram alvo de estudos
envolvendo o EGCG. O ZIKV foi inibido de forma eficaz pelo EGCG, pois sua entrada em
células VERO E6 foi inibida em 90% em concentracdes nao citotoxicas, além de apresentar
efeito diretamente sobre as particulas virais (Carneiro et al., 2016). O EGCG também inibiu de
forma eficaz a producao do virus do Nilo Ocidental (WNV), apresentando um efeito virucida e
atuando nas etapas de fixacdo e entrada viral. Nesse mesmo estudo o EGCG foi capaz de
diminuir a infectividade do ZIKV e do DENV (Vézquez-Calvo et al., 2017). Neste contexto,
dadas as atuais condigdes de tratamento contra 0 MAY'V, e suas possiveis complicagdes, € 0
notavel potencial terapéutico do EGCG contra os mais variados tipos virais, seria importante

explorar esse composto como um potencial antiviral contra MAY'V.
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1.4.2 Naftoquinonas

As naftoquinonas fazem parte de um importante grupo de compostos naturais, as chamadas
quinonas. Elas ocorrem de forma natural em plantas superiores das familias Bignoniaceae,
Droseraceae, Boraginaceae, entre outras. Essas plantas sao usadas desde a antiguidade para
tratamento de diversas doengas. Paises em que ocorrem esses tipos de planta, tais como Brasil,
Japao e China vém sendo destaque nos estudos farmacolédgicos incluindo essas familias
(Angulo-Elizari et al., 2024; Mone et al., 2021; Silva et al., 2012).

As naftoquinonas podem ser divididas em 1,2 e 1,4-naftoquinonas e dependendo da
presenga do anel heterociclico oxigenado podem ser classificadas como prenilnaftoquinonas,
furanonaftoquinonas, difuranonaftoquinonas e piranonaftoquinonas (Rahman et al., 2022; Silva
et al., 2012). Dentre as principais naftoquinonas naturais, o lapachol (2-hidroxi-3-(3- metil-2-
butenil)-1,4-naftoquinona) ¢ um dos principais dentro do grupo das tabebuias (Figura 5). Ele
ocorre principalmente nas familias Bignoniaceae, em particular no género Tabebuia, que sao
popularmente conhecidos como ipé€ e sdo encontrados em todo o Brasil (Mone et al., 2021;
Rahman et al., 2022). Outros exemplos de substancias pertencentes a essa classe muito estudada
sdo a lausona (lawsone), plumbagina, juglona, shikonina, a-lapachona e B-lapachona (Rahman

et al., 2022).

Figura 5 — Estruturas de naftoquinonas abundantemente presentes na natureza.
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Fonte: RAHMAN et al., 2022.

O interesse pelo lapachol e seus derivados vem aumentando devido seu vasto potencial

bioldgico, como antitumoral, antimicrobiano e anti-inflamatério (Angulo-Elizari et al., 2024;
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Hussain; Green, 2017; Mone et al., 2021). As naftoquinonas sdo exploradas por sua capacidade
de induzir o estresse oxidativo, através da formagao de espécies reativas de oxigénio (EROs),
sendo consideradas altamente toxicas, causando danos a alguns componentes celulares, tanto
em cé¢lulas saudaveis como em células malignas, levando a apoptose (Sata et al., 1997). Estudos
in vivo mostram que elas causaram anemia hemolitica e necrose tubular renal em roedores e
primatas ndo humanos (Munday; Smith; Munday, 1995). A biotransformagao hepatica desses
compostos leva a lesdo celular por outros fatores ainda desconhecidos. Como alternativa,
derivados sintéticos, com modificagdes na estrutura quimica desses compostos sao necessarios
para melhorar a biodisponibilidade e diminuir a citotoxicidade (De Sena Pereira et al., 2016).
Um estudo in vitro e in vivo, envolvendo modificagdes nas estruturas desses compostos,
demonstrou baixa toxicidade para dois tipos celulares testados, que também nao apresentaram
atividade hemolitica e nenhum sinal clinico grave foi observado, quando comparado com os
compostos descritos na literatura (De Sena Pereira et al., 2016).

Estudos tem demonstrado a atividade antiviral das quinonas e outros derivados com
estruturas relacionadas. Esses compostos foram capazes de afetar virus de RNA e DNA, em
varias etapas dos seus ciclos de replicagdo (Tandon et al., 2005; Xiong et al., 2011). Diversos
derivados de 1,4 naftoquinonas foram sintetizados e alguns demonstraram atividade antiviral
significativa contra células HeLa infectadas com poliovirus tipo 2 (Tandon et al., 2005). Costa
e colaboradores rastrearam naftoquinonas sintéticas quanto sua atividade anti-DENV. Esses
compostos foram testados quanto a capacidade de inibir a atividade de ATPase da enzima viral
NS3 em ensaios in vitro, e a replicagdo do virus da dengue em células cultivadas. Eles
identificaram duas naftoquinonas, que inibiram a replicagcdo do virus da dengue em células de
mamiferos em 99,0% e outras trés que reduziram a atividade de ATPase da NS3 (Da Costa et
al., 2013). Outro estudo avaliou a atividade antiviral in vitro e in vivo da emodina, uma 9,10-
antraquinona isolada das raizes de Rheum tanguticum, contra o virus da herpes, afetando sua
replicagdo (Xiong et al., 2011).

Em resumo, derivados sintéticos de naftoquinonas demonstram grande potencial de
atuacdo como agentes antivirais. Nesse contexto, fez-se uso de diferentes naftoquinonas
derivadas do lapachol (QHMO0001), sendo elas: 2-((2-clorofenil)amino)-3-hidroxinaftaleno-
1,4-diona (QHMOO011), 2-hidroxi-3-isopentilnaftaleno-1,4-diona (QHMO0020), e 2-hidroxi-3-
((3-(trifluorometil)fenil)amino)naftaleno-1,4-diona (QHMO110). Compostos similares foram
usados em outro estudo demonstrando atividade antiparasitaria contra Schistosoma mansoni

(Calil et.al., 2019).
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A obten¢ao desses andlogos ¢ importante na sintese de compostos bioativos, que sdo de
grande interesse para a industria farmacéutica. Considera-se que os conhecimentos desse
trabalho possam contribuir para o desenvolvimento de novos compostos que possam atuar

contra diversas doencas.
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5 CONCLUSAO

Os compostos galato de (-)-epigalocatequina (EGCG) e as naftoquinonas naturais
(QHM-001 — lapachol) e sintéticas (QHM-0011, QHM0020, QHM-0110) mostraram ser
antivirais promissores contra o virus Mayaro. Todos os compostos apresentaram algum tipo de
inibicdo em todas as linhagens testadas.

Os resultados obtidos mostraram que o0 EGCG apresentou efeito protetor para as células
BHK-21 contra a infec¢cdo. Esse composto também mostrou forte efeito inibitério contra o
MAYYV, pois ele mostrou ser capaz de agir nas etapas de pds-entrada nas células hospedeiras,
tais como replicagdo do RNA viral, montagem e liberagdo das particulas do virus. O EGCG,
por meio da ferramenta de docking molecular, demonstrou agdo contrao MAY'V, pela interacao
com as proteinas estruturais C e E1. Também mostrou uma diminuicdo na expressdo das
proteinas E1 e nsP1 através do ensaio de Western blotting.

No caso das naftoquinonas, nos ensaios iniciais todas apresentaram efeito inibitorio,
quando testadas sobre o ciclo de replicagao completo do MAY'V. Elas também agiram sobre as
diferentes etapas do ciclo replicativo do MAY'V, tais como entrada, replicagdo, montagem e
liberacdo. Esses dados foram respaldados pela andlise de Western blotting, que mostrou
diminui¢do na expressao das proteinas E1 e nsP1 na presen¢a dos compostos. Além disso, o
ensaio de tempo de adigdo também foi feito para o CHIKV, mostrando bons resultados para
virus do género Alphavirus.

Por fim, estudos como este sdo importantes, pois determinam a toxicidade desses
compostos em diferentes linhagens celulares, assim como também determinam seus perfis de
seguran¢a. Futuramente, estudos desse cunho podem trazer mais conhecimento sobre os
possiveis antivirais contra o MAY'V, assim como o entendimento do mecanismo de a¢ao desses
compostos, podendo ser 1til e eficaz contra outros tipos de virus e, em alguns casos, extrapolar

seu uso para outras doencas.
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