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Resumo

O virus Chikungunya (CHIKV) é um virus de RNA de fita simples e polaridade positiva
da familia Togoviridae que € transmitido pela picada da fémea do mosquito Aedes sp. Os
pacientes infectados com CHIKV sé&o afetados pela doenga febril Chikungunya, que
apresenta febre e dores nas articulagdes como sintomas clinicos. Além disso, os pacientes
podem desenvolver uma doenca cronica que pode levar a incapacidade. Atualmente, ndo
ha tratamento antiviral contra o CHIKV, demonstrando a necessidade de
desenvolvimento e pesquisa de novos agentes antivirais. Nesse contexto, alguns estudos
tém demonstrado que as tiossemicarbazonas e seus complexos metélicos possuem
propriedades farmacoldgicas como atividade antitumoral, antiparasitaria, antibacteriana
e antiviral. A sintese desses compostos € simples, limpa, versatil e tem alto rendimento.
Apesar disso ndo ha atividade anti-CHIKV descrita, na literatura disponivel, destes
compostos contra CHIKV. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antiviral de tiossemicarbazona conjugada com Cobalto (lI1) (CoAtc-Ph) e seus
precursores metalicos contra o CHIKV in vitro. Para isso, células BHK 21 foram
infectadas com CHIKV nanoluciferase (M.O.1 0,01) na presenca ou auséncia de cada
composto em concentracdo ndo citotoxica por 16 horas. Através deste ensaio, CoAtc-Ph
a 50 UM inibiu 94% da infeccdo por CHIKV. Usando uma faixa mais ampla de
concentracdes, foi determinado que o composto tem um ECso de 19,02 uM, CCso de 62,08
UM e Sl de 3,26. Ensaios adicionais demonstraram que o CoAtc-Ph inibiu a pds-entrada
do CHIKV nas células hospedeiras. Possiveis mecanismos de agdo antiviral foram
investigados avaliando-se a intercalacdo desse composto no dsRNA viral e, sua interagao
com a proteina ndo-estrutural 4 de chikungunya (snP4). CoAtc-Ph mostrou forte interacdo
com nsp4, sugerindo que este composto pode inibir o ciclo de CHIKV através dessa
interecdo. Também analises in silico demonstraram que o CoAtc-Ph interage com o nsP4
atraves de ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e eletrostaticas. Considerando
a interagcdo do CoAtc-Ph com a nsP4 e sua interagdo através de analises in silico, podemos

sugerir que este pode ser o mecanismo de acdo deste composto.

Palavras-chave: Arbovirose. Virus Chikungunya. Antiviral. Tiossemicarbazona. Nsp4.



Abstract

Chikungunya virus (CHIKV) is a single positive strand RNA virus from the Togoviridae
family that is transmitted through the bite of the female mosquito Aedes sp. CHIKV
infected patients are affected by Chikungunya fever disease which presents fever and joint
pains as clinical symptoms. Additionally, patients may develop a chronic disease that can
lead to a disability. Currently, there is no antiviral treatment against CHIKV,
demonstrating the necessity to develop novel antiviral agents. In this context, some
studies have shown that thiosemicarbazones and their metal complexes possess
pharmacological properties as antitumor, antiprotozoal, antibacterial and antiviral
activity. The synthesis of these compounds is simple, clean, versatile and results in high
yields. Althgough there is no anti-CHIKYV activity described in the available literature of
this compounds against CHIKV. Therefore, this work aimed to evaluate the antiviral
activity of Cobalt (II1) - conjugated thiosemicarbazone (CoAtc-Ph) and its metal
precursors against CHIKV in vitro. For this, BHK 21 cells were infected with CHIKV
nanoluciferase (M.O.l 0.01) in the presence or absence of each compound at non-
cytotoxicity concentration for 16 hours. Through this assay, CoAtc-Ph at 50 uM inhibited
94% of CHIKYV infection. Using a wider range of concentrations, it was determined that
the compound has an ECso of 19.02 uM, CC50 of 62.08 uM and SI of 3.26. Additional
assays demonstrated that CoAtc-Ph inhibited CHIKYV post entry to the host cells. Possible
mechanisms of antiviral action were investigated by evaluating the intercalation of this
compound into the viral dSRNA and, its interaction with chikungunya non-strucutral
protein 4 (snP4). CoAtc-Ph did shown strong interaction with nsp4 suggesting that this
compound may inhibits CHIKV cycle through this. Also in silico analyses demonstrated
that CoAtc-Ph intereracted with nsP4 through hydrogen bonds, hydrophobic and
electrostatic interactions. Considering the interaction of CoAtc-Ph with nsP4 and its
interaction through in silico analyses we can suggest that this may be the action

mechanism of this compound

Keywords: Arboviruses. Chikungunya virus. Antiviral. Thiosemicarbazone. Nsp4
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1. Introducéo
1.1. Arboviroses

Segundo a Organizagdo Mundial da Satude (OMS), arboviroses sdo doengas causadas
por virus que sdo mantidos na natureza e transmitidos entre hospedeiros vertebrados

suscetiveis por meio de artropodes hematofagos (WHO., 1967).

As arboviroses afetam principalmente os paises que estdo entre os trépicos do
hemisfério sul, isso porque estas regides possuem parametros climéticos favoraveis para
procriacdo de vetores artropodes (LIANG; GAO; GOULD, 2015; MORENS; FAUCI,
2014). Os mosquitos do género Aedes estdo entre os principais vetores artropodes
responsaveis pela transmisséo dos virus Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV), Zika
(ZIKV) e Mayaro (MAYYV) e Febre Amarela (YFV) (PATTERSON; SAMMON; GARG,
2016). Os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus desenvolvem todo o seu ciclo de
vida em areas urbanas e dessa maneira passaram a se alimentar de sangue humano, mesmo
existindo a presenca de outros mamiferos nas proximidades. Estes vetores se tornaram
transmissores de patdgenos que utilizam do mosquito como ponte para o hospedeiro final
(DELATTE et al., 2010; KAMGANG et al., 2012; PONLAWAT et al., 2005). Kraemer
e colaboradores (2015) mostraram que 0 mosquito também se adapta em diferentes
regides climaticas, o que aumenta sua ocupacdo geografica e consequentemente a

possibilidade de transmisséo de arboviroses para humanos (KRAEMER et al., 2015).

Nos ultimos anos diversos surtos relacionados a arboviroses vém ocorrendo em todo
0 mundo (PETERSEN; POWERS, 2016). O aumento destes surtos tem sido motivo de
preocupacdo para Orgdos governamentais e pesquisadores, impulsinoupesquisas
direcionadas ao desenvolvimento de antivirais especificos e imunizantes contra
arboviroses que diminuem a qualidade de vida dos afetados ou até mesmo os levam a
Obito(GOULD et al., 2017)

1.2. Febre Chikungunya

A Febre Chikungunya é a doenca causada pelo CHIKYV, transmitido
principalmente pelos mosquitos do género Aedes (WEAVER, 2006). Inicialmente, as
infeccOes causadas pelo CHIKYV eram confundidas com as causadas pelo virus da Dengue
(LUMSDEN, 1955) . Apenas anos mais tarde o CHIKYV foi considerado uma arbovirose,

quando o virus foi isolado do soro de pacientes infectados, bem como de Aedes aegypti e
11



obtained in this study can contribute to the development of future drugs to treat Chikungunya

fever lowing the social and economic impact of this virus in our society.
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