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RESUMO

O Zika virus (ZIKV) € um arbovirus que pertence a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus, transmitido principalmente pelos mosquitos Aedes aegypti e Aedes
albopictus. Os principais sintomas causados pela infeccdo por ZIKV sédo febre,
exantema, artralgia, mialgia, conjuntivite e cefaleia. No entanto, estudos tém
demonstrado a possivel ligacdo entre a infeccdo por ZIKV e alguns distarbios
neuroldgicos, como microcefalia em bebés e sindrome de Guillian-Barré em adultos.
Embora essa arbovirose seja de grande importancia para a Saude Publica nacional,
apresentando quadros debilitantes, até o momento ndo existem farmacos e/ou
vacinas disponiveis para o tratamento da doenca. Nesse sentido, uma vez que nosso
grupo de pesquisa ja demonstrou que o estresse oxidativo ocorre na infeccao por
ZIKV tanto in vitro como in vivo e que a Silimarina, um fitoterapico com acéo
antioxidante e anti-inflamatoria bem conhecida, tem acado antiviral contra o virus in
vitro, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vivo a atividade antiviral e antioxidante da
Silimarina em camundongos infectados com ZIKV. Além da Silimarina, a N-
acetilcisteina (NAC) foi inserida no estudo para verificar se a atividade antioxidante
da Silimarina poderia estar associada a atividade antiviral, por meio da comparacao
com um antioxidante ja conhecido que até entdo ndo possuia atividade antiviral contra
0 virus. Para isso, camundongos C57BL/6 foram infectados via intraperitoneal com
10”8 (dez elevado a 8) Unidades Formadoras de Placa (UFP) do ZIKV e divididos em
6 grupos, sendo eles: grupo controle (C); grupo controle + silimarina (CSIL); grupo
infectado (V); grupo infectado + silimarina (VSIL); grupo controle + NAC (CNAC);
grupo infectado + NAC (VNAC). Os animais tratados com Silimarina receberam
200mg/kg/dia, enquanto os tratados com NAC 300mg/kg/dia via gavagem, de 12/12
horas, sendo que os tratamentos se iniciaram 24h antes da infeccdo. Apos 3 dias da
infeccdo, os animais foram eutanasiados e no figado dos camundongos foram
mensurados 0s biomarcadores de estresse oxidativo, assim como as enzimas
antioxidantes Superoxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT). Ainda, a carga viral foi
avaliada no figado. Nossos resultados demonstraram que o tratamento com a
Silimarina e NAC se mostrou promissor no restabelecimento dos parametros redox
no figado de camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV e ambos compostos
apresentaram atividade antiviral, reduzindo a carga viral no figado de camundongos
infectados. Como os dois compostos apresentaram atividade antiviral, o préximo
objetivo foi avaliar in vitro se todo antioxidante para ZIKV poderia também ser um
antiviral. Para isso, além da Silimarina e NAC, foram testados os antioxidantes
Quercetina e Rutina. Para a realizacdo desses experimentos foram utilizadas células
Vero, infectadas com ZIKV em uma multiplicidade de infec¢cédo (MOI) de 5 e tratadas
com diferentes concentragdes dos compostos. Os resultados in vitro mostraram que
todos os compostos testados exerceram efeito antioxidante por inibirem a producéo
de “Espécies Reativas de Oxigénio” (ERQO) apds a infecgdo. No entanto, somente a
Silimarina apresentou atividade anti-ZIKV, confirmando estudos prévios do grupo.
Assim, nossos resultados indicam que a multiplicacdo do ZIKV parece nao depender
das ERO uma vez que a atividade antioxidante dos compostos ndo necessariamente
resultou em efeito antiviral. No entanto, mais estudos precisam ser realizados para
confirmar essa hipotese. Em conjunto, os resultados obtidos reforcam o potencial do
efeito antiviral e antioxidante da Silimarina na infeccdo pelo ZIKV e abrem
perspectivas do seu uso como abordagem farmacoldgica.
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ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) is an arbovirus belonging to the Flaviviridae family and the genus
flavivirus, transmitted mainly by mosquistos Aedes aegypti and Aedes albopictus. The
main symptoms caused by ZIKV infection are fever, rash, arthralgia, myalgia,
conjunctivitis and headache. However, studies have shown a possible link between
Zika virus infection and some neurological disorders, for example microcephaly in
babies and Guillian-Barré syndrome in adults. Although this arbovirus is of great
importance to national public health, presenting debilitating conditions, such as
neurological manifestations, until that moment there are no drugs or vaccines available
for the treatment of the disease. In this sense, since our research group has already
demonstrated that oxidative stress occurs in ZIKV infection both in vitro and in vivo
and that Silymarin, a well-known herbal medicine with antioxidant and anti-
inflammatory action, has antiviral action against the virus in vitro, the main objective
was to evaluate the antiviral and antioxidant activity of silymarin in a murine model (in
vivo) infected by Zika virus. In addition to silymarin, N-acetylcysteine (NAC) was
included in the study to verify whether the antioxidant activity of silymarin could be
associated with antiviral activity, by comparing it with an already known antioxidant
that so far had no antiviral activity against the virus. For this, C57BL/6 mice were
intraperitoneally infected with 10”8 (ten to 8) ZIKV Plague Forming Units (PFU) and
divided into 6 groups, namely: control group (C); control group + Silymarin (CSIL);
infected group (V); infected group + Silymarin (VSIL); control group + NAC (CNAC);
infected group + NAC (VNAC). The animals treated with silymarin received
200mg/kg/day, while those treated with NAC 300mg/kg/day with gavage, 12/12 hours,
and treatments were started 24h before infection. After 3 days of infection, the animals
were euthanized and the liver of the mice were measured for oxidative stress
biomarkers, as well as the antioxidant enzymes Superoxide Dismutase (SOD) and
Catalase (CAT). Moreover, viral load was assessed in the liver. Our results showed
that treatment with silymarin and NAC showed promise in reestablishing the redox
parameters in the liver of C57BL/6 mice infected with ZIKV and both compounds
showed antiviral activity, reducing the viral load in the liver of infected mice. As both
compounds showed antiviral activity, the next objective was to evaluate in vitro
whether every antioxidant for ZIKV could also be an antiviral. For this, in addition to
Silymarin and NAC, the antioxidants Quercetin and Rutin were tested. To carry out
these experiments, Vero cells, infected with ZIKV at a multiplicity of infection (MOI) of
5, treated with different concentrations of the compounds. The in vitro results showed
that all tested compounds exerted an antioxidant effect by inhibiting the production of
“‘Reactive Oxygen Species” (ROS) after infection. However, only silymarin showed
anti-ZIKV activity, confirming the group's previous studies. Thus, our results indicate
that ZIKV multiplication does not seem to depend on ROS since the antioxidant activity
of the compounds did not necessarily result in an antiviral effect. However, more
studies need to be carried out to confirm this hypothesis. Together, the results
obtained reinforce the potential of the antiviral and antioxidant effect of Silymarin in
ZIKV infection and open perspectives for its use as a pharmacological approach.
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1- INTRODUCAO

O Zika virus (ZIKV) € um arbovirus que pertencente a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus, sendo transmitido ao homem por meio da picada de mosquitos do género
Aedes, sendo as principais espécies o Aedes aegypti e Aedes albopictus (Martinez
de Salazar et al., 2016). O ZIKV foi isolado na Floresta de Zika, em Uganda, no ano
de 1947, do sangue de um macaco sentinela que apresentava sinais febris (Dick et
al.,, 1952). Os casos de ZIKV mantiveram-se esporadicos e restritos a algumas
regides da Africa e Asia, até que em 2007, ocorreu o primeiro grande surto de ZIKV
fora dessas regifes. O surto ocorreu na llha Yap, na Micronesia, onde pelo menos
75% da populacédo da ilha foi infectada (Wong; Poon; Wong, 2016). Depois disso,
houve um grande surto em 2013 na Polinésia Francesa (Musso et al., 2014) e em
2016 no Brasil, em que houveram 165.932 casos suspeitos de Zika, dos quais 66 mil
foram confirmados. Entre 2015 e 2016 também foram confirmados casos de ZIKV na
Bolivia, Venezuela, Paraguai, Guiana Francesa e Equador (Martinez de Salazar et
al., 2016).

A infeccao por ZIKV é muito semelhante a outras arboviroses, como Dengue e
Chikungunya, dessa forma muitas vezes ocorre a subnotificagdo dos casos, por um
diagnéstico incorreto (Rossi et, al., 2016). Geralmente, em 80% dos casos, a infec¢édo
por ZIKV é assintomatica ou se manifesta como uma doenca aguda autolimitada
denominada Febre Zika. Os principais sintomas da Febre Zika sao febre, artralgia,
mialgia, cefaleia, exantema e conjuntivite. O periodo de incubac¢do varia de 3 a 7 dias
e 0s sintomas tendem a durar menos de uma semana (Macnamara, 1954; Martinez
de Salazar et al.,2016; Brasil et al., 2016). Apesar da infecgcdo ndo causar sintomas
ou apresentar sintomas leves, estudos vém demonstrando uma associacao entre a
infeccdo por ZIKV e casos de doencas neurolégicas graves, como microcefalia e
sindrome de Guillain-Barré (Rossi et al., 2016). Desse modo, estudos que tendem
elucidar a patogénese do ZIKV, assim como a procura por antivirais e vacinas e
formas de controle sdo essenciais.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a infecgéo in vitro
pelo ZIKV leva a um aumento na produgao de “Espécies Reativas de Oxigénio” (ERO)

e que o estresse oxidativo ocorre na infeccéo tanto in vitro como in vivo (Almeida et

1
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al., 2020), podendo ser um importante fator na patogénese viral. Ainda,
demonstramos in vitro uma potente acao antiviral da Silimarina contra o virus (Silva
et al., 2020). A Silimarina é um fitoterapico, ja comercializado, extraido da planta
Silybum marianum (Asteraceae), popularmente conhecida como “Cardo de leite”, com
comprovada acdes antioxidante, anti-inflamatoria, hepatoprotetora, neuroprotetora e
antiviral (Camini; Costa, 2020; Mastron et al., 2015; Karimi et al., 2011; Rambaldi et
al., 2005).

Assim, uma vez que ainda nao existem farmacos disponiveis para a infec¢do
causada por ZIKV, a Silimarina pode ser um agente promissor no tratamento da
doenca, auxiliando na melhora no quadro clinico dos pacientes, diminuindo a carga
viral e melhorando o status redox. Dessa forma, dando continuidade aos estudos do
grupo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antiviral e
antioxidante da Silimarina na infecg&o in vivo pelo ZIKV. Para tal, foram utilizados
camundongos da linhagem C57BL/6, com 21 dias de vida. Um total de 72 animais
foram divididos em 6 grupos experimentais (12 animais/grupo), sendo eles: grupo
controle (C); grupo controle tratado com Silimarina (CSIL); grupo infectado com o
ZIKV (V); grupo infectado e tratado com Silimarina (VSIL); grupo controle tratado com
N-acetilcisteina ou NAC (CNAC); grupo infectado e tratado com NAC (VNAC). A N-
acetilcisteina (NAC) foi inserida no estudo para comparacdo com a Silimarina; por sua
acdo antioxidante ja bem descrita na literatura (Vignal et al., 2017; Lara; Oliveira Filho,
1999).

Os animais foram acompanhados diariamente para avaliar a evolu¢do da
doenca e sinais clinicos. Apés 3 dias, os camundongos foram eutanasiados e no
figado foram mensurados os biomarcadores de estresse oxidativo Malondialdeido e
Proteina Carbonilada, assim como as enzimas antioxidantes Superoxido Dismutase
(SOD) e Catalase (CAT). Ainda, a carga viral foi avaliada nesse érgao por titulagéo.

Nossos resultados mostraram que animais infectados com ZIKV sobreviveram
a infecgdo e apresentaram como unico sinal clinico evidente menor ganho de peso,
sendo que o tratamento com Silimarina ou NAC néo foi capaz de auxiliar o ganho de
peso desses animais. De forma semelhante, os animais infectados desenvolveram
esplenomegalia e o tratamento com a Silimarina e NAC também né&o foi capaz de
reverter a esplenomegalia observada. Ja com relacdo aos biomarcadores de estresse

oxidativo mensurados no figado, a infeccdo levou a um aumento nos niveis de MDA
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e Proteina Carbonilada e o tratamento com Silimarina foi capaz de diminuir os niveis
de ambos os marcadores. Ja o tratamento com a NAC diminuiu apenas 0s niveis de
Proteina Carbonilada no figado dos animais infectados. Com relacdo aos status
antioxidante, a infeccédo pelo ZIKV levou a um aumento da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT no figado dos animais, e o tratamento com ambos 0s
antioxidantes diminuiram seus niveis, comparando-se aos observados no figado dos
animais controles. Assim, nossos resultados até aqui reforgcaram o efeito antioxidante
ja bem documentado de ambos os compostos, Silimarina e NAC.

Uma vez que nosso grupo ja demonstrou o efeito antiviral contra o ZIKV da
Silimarina em cultura de células (Silva et al., 2020), nés avaliamos se no nosso
modelo animal aqui utilizado a Silimarina poderia também diminuir a carga viral.
Confirmando nossos achados in vitro, a Silimarina diminuiu a quantidade de virus no
figado dos animais infectados, confirmando seu efeito anti-ZIKV. Para a NAC, ndo ha
na literatura nenhum estudo demonstrando seu efeito anti-ZIKV e ela foi aqui usada
por sua atividade antioxidante bem documentada. No entanto, de forma néo
esperada, o tratamento com a NAC também diminuiu a carga viral do ZIKV no figado
dos animais infectados, demonstrando que, de alguma forma, a NAC também
apresentou efeito anti-ZIKV no nosso modelo experimental.

Dessa forma, os resultados obtidos no nosso modelo experimental com
Silimarina e NAC nos levaram a questionar se inibindo a producdo de ERO e
consequentemente o0 estresse oxidativo, qualquer composto antioxidante poderia
inibir a multiplicacédo do ZIKV. Sabe-se que, no contexto das infec¢des virais, as ERO
séo importantes por influenciarem tanto o metabolismo celular quanto a multiplicacéo
dos virus, sendo que, para esse ultimo, as ERO podem atuar favorecendo ou inibindo
a multiplicagdo viral, sendo esse efeito dependente principalmente das células
envolvidas e também do tipo de virus (Camini et al., 2017).

Assim, para melhor compreender o efeito das ERO na multiplicagcdo do ZIKV e
se qualquer antioxidante poderia ter um efeito antiviral por inibicdo dessas espécies,
avaliamos em células Vero infectadas e tratadas com diferentes antioxidantes a
producdo de ERO bem como a atividade antiviral desses compostos. Além da
Silimarina e NAC, incluimos a Quercetina e a Rutina, que sdo também antioxidantes
bem descritos, encontrados em diversos alimentos, como chas, cebolas e tomates
(Boots; Haenen; Bast, 2008; Hollman et al., 1996; Hertog et al., 1993). Todos os
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compostos aqui testados foram capazes de diminuir a producdo de ERO apés a
infeccdo de células Vero pelo ZIKV, 15 e 24 horas pos-infeccéo (hpi), confirmando
seus efeitos antioxidantes. No entanto, apenas a Silimarina apresentou atividade
antiviral contra o ZIKV, 24 e 48 hpi, como ja havia sido mostrado por estudos prévios
do grupo (Silva et al., 2020), enquanto os demais compostos, incluindo a NAC, nao
inibiram significativamente a producéo de virus nessas ceélulas.

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho reforgcam o potencial efeito
antiviral e antioxidante da Silimarina na infeccdo pelo ZIKV e abrem perspectivas do
seu uso como abordagem farmacoldgica. Além disso, os resultados in vitro indicam
gue a atividade antioxidante da Silimarina e também dos outros compostos ndo esta
diretamente ligada a acao antiviral, ou seja, a multiplicacdo de ZIKV néo parece ser
diretamente influenciada por ERO, uma vez que somente inibindo essas espécies nao
h& interferéncia na producéo de novas particulas virais. No entanto, mais estudos
devem ser realizados para confirmar essa hip6tese, bem como confirmar o efeito anti-

ZIKV observado pela NAC in vivo.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Arbovirus

O termo arbovirus (“arthropod-borne virus”) é utilizado para nomear 0s virus
transmitidos por meio da picada de um vetor artropode hematéfago, como mosquitos
e carrapatos. S&o virus que possuem genoma de RNA e grande importancia médica,
devido aos quadros de febre, febre hemorragica, febre exantematica e encefalites que
podem causar. Presume-se que existam mais de 545 espécies de arbovirus, dos
quais cerca de 150 causam doencas em humanos. As principais familias de arbovirus
gue causam doencas em humanos e outros mamiferos e aves sdo Flaviviridae,
Peribunyaviridae, Togaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (Gubler, 2002; Rust,
2012; Cleton et al.,2012; Gubler, 2001).

Os arbovirus possuem um ciclo de transmissdo em que os artrépodes (vetores)
transmitem o virus para aves e mamiferos durante o repasto sanguineo realizado pela
fémea, que necessita do sangue para producdo de seus ovos. No ambiente silvestre,
a transmissdo horizontal ocorre durante a alimentacdo do sangue de um animal
infectado por um vetor. Os animais infectados que transmitem o virus a um vetor sao
chamados de hospedeiros amplificadores, pois sé@o susceptiveis a infeccao,
mantendo niveis circulantes do virus no sangue por tempo necessario para serem
transmitidos a outros vetores. A transmissdo também ocorre entre os vetores via

transovariana e venérea (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo biolégico dos arbovirus. a. Transmisséo horizontal dos arbovirus
ocorre em dois ciclos distintos: um ciclo silvestre em que o virus circula entre
hospedeiros vertebrados animais (ou seja, provavelmente primatas ndo humanos,
aves e outros mamiferos), e um ciclo urbano no qual o virus é transmitido aos
humanos por mosquitos antropofilicos (como Ae. aegypti). b. A transmisséo vetorial
dos arbovirus ocorre por meio de trés padrdes principais: transmissao horizontal entre
vertebrados e vetores, transmisséao vertical de uma fémea de mosquito infectada para
sua progénie e transmissao venérea de uma fémea infectada para um mosquito
macho e vice-versa. Fonte: Adaptado Gutiérrez-Bugallo et al., 2019).
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Os principais amplificadores dos arbovirus sdo aves, mamiferos, roedores e
primatas n&o humanos. Os seres humanos sao considerados hospedeiros acidentais,
uma vez que nao Sao necessarios para a manutencao do ciclo bioldgico dos arbovirus
na natureza (Gubler; 2002; Donalisio; Freitas; Zuben, 2017).

A infeccdo em humanos tem se dado devido a mudancas nos padrbes de
interagcao entre os vetores e seus hospedeiros (Gould et al., 2017). Essas mudancas
ocorreram devido as alteracdes climaticas, migracdo populacional, desmatamentos,
ocupacédo desordenada das areas urbanas e falta de saneamento basico em certas
localidades (Rust, 2012). Todos esses fatores estdo contribuindo para que as
arboviroses estejam cada vez mais presentes nos ambientes urbanos, causando
surtos e epidemias (Queiroz; Silva; Heller, 2020).

Outros fatores que vém contribuindo para surtos e epidemias de arboviroses
sdo a adaptacéo dos vetores a ambientes urbanos, como é o caso do Aedes aegypti
(Souza; Ariano; Scopel, 2008) e alta plasticidade genética dos arbovirus, uma vez que
possuem genoma de RNA, mais propicio a mutacbes genéticas e assim ao
aparecimento de cepas mais virulentas ou melhor adaptadas. Essa ultima condicéo
pode estar associada a emergéncia e re-emergéncia das arboviroses (Figueiredo,
2007).

Os arbovirus possuem uma distribuicdo geografica muito extensa, abrangendo
diversos continentes que disp8e de regides temperadas e principalmente as tropicais,
que os proporcionam condicbes ecologicas mais adequadas. Nas regides
temperadas, o ciclo de transmissé@o é interrompido durante o inverno e volta a se
propagar durante a primavera e o verdo (Travassos, 1997). O Unico continente em
gue esses virus ndo sdo endémicos € o Antéartico (Lopes; Nozawa, Linhares, 2014).

O Brasil esta situado em uma area predominantemente tropical, com uma
grande variedade de plantas e animais, 0 que representa um ambiente ideal para a
disseminacgdo dos vetores e assim a ocorréncia de diversas arboviroses (Figueiredo,
2000). Como podemos ver na Figura 2, os principais arbovirus no Brasil, Dengue,
Zika e Chikungunya, apresentam uma extensa distribuicdo geografica. Além desses,
no pais ja foram isoladas mais de 210 espécies de arbovirus, sendo 36 relacionadas

com doencgas em seres humanos (Secretaria de Saude do Estado da Bahia, 2019).
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Figura 2: Distribuicdo espacial de taxa de deteccdo de Dengue, Zika e
Chikungunya por biologia molecular, Brasil, 2019. Fonte: CGLAB — Coordenacédo
Geral de Laboratérios de Saude Publica, 2019.

A Floresta Amazonica é uma das maiores reservas no mundo de arbovirus,
pois possui condi¢Bes climaticas favoraveis e também uma grande diversidade de
artropodes hematéfagos e vertebrados silvestres, constituindo assim as condi¢des
fundamentais para a manutencdo do ciclo desses virus. Na Amazonia ja foram
isoladas cerca de 196 das 210 espécies de arbovirus identificados no Brasil (Pinheiro;
Travassos; Vasconcelos, 1996; Vasconcelos; Travassos; Pinheiro,1998).

Ainda no Brasil, outros biomas sédo de grande relevancia em relacdo a
arboviroses. Ja foram encontrados arbovirus de grande importancia epidemiologica
nas regibes do Pantanal, Caatinga e Cerrado (Pauvolid- Corréa et al., 2017;
Figueiredo, 2007, Batista et al., 2013).

As manifestagdes clinicas das arboviroses em seres humanos tém duragéo de
uma a duas semanas, geralmente com evolucdo benigna. Nao obstante, alguns
guadros clinicos podem levar a morte ou sequelas, como quadros neuroldgicos e
hemorragicos. Os sintomas clinicos em humanos podem ser divididos em quatro
sindromes, definidas como leves ou graves, doenca febril, erupcdo cutdnea e

artralgia, sindrome neurolégica e sindrome hemorragica (Cleton et al., 2012).
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A doenca febril normalmente apresenta sintomas de gripe, como febre,
cefaleia, dor retro-orbital e mialgia. A sindrome neurologica pode-se apresentar como
mielite, meningite e/ou encefalite, com alteracbes comportamentais, paralisia,
convulsdes e dificuldades motoras. As erupg¢des cutdneas podem ser exantema ou
rash do tipo maculopapular e as artralgias podem se tornar poliartralgias e poliartrites,
enquanto na sindrome hemorragica ha a presenca de petéquias, hemorragias e
choque com uma diminuicdo acentuada de plaquetas (Lopes; Nozawa; Linhares,
2014; Cleton et al.,2012). Outros sintomas como hepatite e conjuntivite também sao
relatados (Henning, 2004; Cleton et al.,2012).

Logo apos a picada do vetor artrépode, o virus se concentra nos ganglios
linfaticos encontrados préximos a regido do repasto sanguineo. Depois de atingir a
circulacdo linfatica, esses virus ganham a corrente sanguinea, onde podem ser
disseminados para diversos tecidos do hospedeiro. Nos tecidos, os virus se
multiplicam e novas particulas virais sdo lancadas na corrente sanguinea. Nesse
momento, ocorre a chamada viremia, em que 0 paciente pode apresentar sintomas
febris ou também ser assintomatico. Posteriormente, na maior parte dos casos, a
infeccédo regride (Azevedo et al., 2007).

Atualmente ainda ndo existem farmacos e/ou vacinas disponiveis para
arbovirus, sendo o tratamento sintomético. Dessa forma, se faz necessario a busca
por antivirais e vacinas para auxiliar no tratamento das arboviroses (Azevedo et al.,
2007).

2.2- Familia Flaviviridae, género Flavivirus

A familia Flaviviridae possui 4 géneros, contendo 89 espécies de virus. As particulas
sdo envelopadas e possuem de 40-60 nm, com uma Unica proteina do core (exceto
para o género Pegivirus) e 2 ou 3 glicoproteinas do envelope. Possuem genomas de
RNA de sentido positivo de aproximadamente 9,0 - 13 kb. Flavivirus é o género mais
diverso, com 53 espécies identificadas, depois Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus,
respectivamente. A maioria dos hospedeiros da familia sdo aves e mamiferos de
todos os géneros (Simmonds et al., 2017).

Os géneros mais importantes em relacdo as infeccbes que acometem

humanos sao o Flavivirus, em que temos o Yellow fever virus (YFV), Dengue virus
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(DENV), Zika virus (ZIKV) e West Nile virus (WNV) e o Hepacivirus, que apresenta o
Hepatitis C virus (HCV). Os Pestivirus, em sua maioria, infectam suinos e ruminantes
e sao transmitidos por meio do contato com secrecdes infectadas. As infecgbes
podem ser assintomaticas ou causar doencas entéricas, hemorragicas ou
debilitantes, como € o caso do virus da diarreia bovina e o virus da peste suina. Os
membros do género Pegivirus estdo associados a infeccdes persistentes em uma
ampla gama de espécies de mamiferos. Eles ndo foram claramente associados a
doencas (Simmonds et al., 2017).

Alguns flavivirus possuem uma limitagdo em relacéo a hospedeiros, infectando
por exemplo, somente primatas, enquanto outros podem infectar e se multiplicar em
uma ampla variedade de espécies (diversos géneros de mamiferos e aves). Ainda,
presume-se que neste género exista virus especificos para artrépodes, como seria 0
caso do Aedes flavivirus (Blitvich; Firth 2015; Haddow et al.,2013; Simmonds et al.,
2017).

A maioria dos flavivirus é transmitido por artrépodes como ja apresentado no
tépico 2.1, em que cerca de 50% sao transmitidos por mosquitos, 28% por carrapatos
e 0 restante é transmitido entre roedores e morcegos sem vetores artrépodes
conhecidos. Para alguns flavivirus, o ciclo de transmissao ainda nao foi identificado
(ICTV, 2017).

Grande parte dos flavivirus conhecidos s@o associados a doencas humanas,
incluindo muitos patégenos importantes, como YFV, WNV, DENV, ZIKV, Japanese
encephalitis virus (JEV) e Tick-borne encephalitis virus (TBEV). Clinicamente as
infecgbes por flavivirus podem estar associadas a sintomas do sistema nervoso
central (por exemplo, meningite e encefalite), febre, artralgia, mialgia, erupcao
cutanea, febre hemorragica, cefaleia e conjuntivite. Varios flavivirus também sao
patogénicos para animais domésticos ou selvagens (como porco, cachorro, cavalo e
ovelhas) sendo assim, causam doencas economicamente importantes (Simmonds et
al., 2018; Simmonds et al., 2017; Wong; Poon; Wong, 2016).

Os membros do género Flavivirus sédo particulas pequenas, medindo de 40 a
60 nm de diametro, que possuem um capsideo proteico com simetria icosaédrica,
envolvido por um envelope lipidico em que estéo inseridas as proteinas de membrana

(M) e espiculas glicoproteicas (E) (Simmonds et al., 2017) (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquemaética de uma particula de Flavivirus. Particula
de Zika virus. Fonte: Adaptado de “ViralZone”, Swiss Institute of Bioinformatics
(http://viralzone.expasy.org/6756?outline=all_by protein).

Em relacdo ao seu genoma, os flavivirus possuem RNA de fita simples de
polaridade positiva, ndo segmentado, medindo aproximadamente 11 kb. Esse
genoma possui uma unica janela de leitura (ORF - open reading frame) que dé origem
a uma poliproteina precursora, que € clivada por proteinas virais e proteases do
préprio hospedeiro, em aproximadamente 10 a 12 proteinas estruturais e nao
estruturais (Chen et al., 2017; Simmonds et al., 2018).

O genoma codifica trés proteinas estruturais: proteina C do capsideo, pré-
membrana/membrana (prM) e a proteina E e sete proteinas ndo estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) que exercem funcbes de regulacdo do
genoma e sdo essenciais para replicacdo, viruléncia e patogenicidade (Santos;
Romanos; Wigg, 2008) (Figura 4).
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Figura 4. Genoma dos Flavivirus. Os Flavivirus apresentam uma ORF que codifica
uma poliproteina que apods ser traduzida é clivada em 3 proteinas estruturais (C, prM
e E) e 7 proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,NS4,NS4B e NS5). Fonte:
Adaptado de Neufeldt et al., 2018.

Os flavivirus multiplicam-se no citoplasma e o ciclo inicia-se com a ligacao do
virus ao receptor presente na superficie celular. Nao se sabe ao certo qual estrutura
serve como receptor, no entanto os flavivirus sdo capazes de infectar diversos tipos
celulares (neurbnios, macréfagos, mondcitos e células dendriticas), dessa forma
presume-se que sao capazes de interagir com diversas moléculas presentes na
superficie celular. Apds a adsorcdo, a particula penetra na célula por meio de
endocitose mediada por clatrinas. Dentro do endossoma, ocorre uma acidificacao,
gue deixa o pH baixo e induz uma mudanca conformacional no envelope viral que
permite a fusdo da membrana do virus com as membranas do endossomo, para,
entdo, liberar o RNA viral no citoplasma (Lindenbach; Thiel, Rice, 2007). No
citoplasma, o RNA de polaridade positiva é reconhecido pelos ribossomos do reticulo
endoplasmatico rugoso, que iniciardo a traducdo desse RNA, resultando em uma
poliproteina. As proteinas virais e as proteases clivam a poliproteina, dando origem
as proteinas estruturais e ndo estruturais. A sintese de uma fita de RNA de polaridade
negativa é o primeiro passo da replicacdo do RNA gendmico, essa fita servira de
molde para novas fitas de RNA de polaridade positiva, cuja transcricdo é realizada
pela viral RNA polimerase RNA dependente. Posteriormente, as particulas sao
montadas e amadurecidas no complexo de Golgi, onde ocorre a clivagem da proteina
prM pelo rearranjo das proteinas de superficie. Depois da maturacéo, as particulas
séo transportadas até a superficie celular, por meio de vesiculas, e liberadas pela
fusdo das membranas da vesicula e membrana celular (exocitose) (Figura 5)
(Lindenbach; Thiel; Rice, 2007; Santos; Romanos; Wigg, 2008; Neufeldt et al.,2018).
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Figura 5: Ciclo de multiplicacdo dos Flavivirus. (1) Adsorcao. (2) Entrada do virus
por endocitose (penetracdo). (3) Fusdo da membrana viral com a membrana
endossbmica permitindo a liberacdo do genoma viral no citoplasma (desnudamento).
(4) No citoplasma, o RNA viral é reconhecido pelos ribossomos e inicia a traducéo
das proteinas virais. (5) A replicacdo do RNA de polaridade positiva ocorre por meio
de um RNA intermediario de polaridade negativa, cuja transcricdo € feita pela
polimerase viral. (6) Montagem das novas particulas virais, nas membranas do
reticulo endoplasmatico rugoso. (7) Maturagéo dos virions, no complexo de Golgi. (8)
Liberacéo dos virions na superficie celular. Fonte: Adaptado de Neufeldt et al.,2018.

2.3 - Zika virus

Em 1947 um grupo de pesquisadores trabalhava na Floresta de Zika, Uganda,
procurando indicios da Febre Amarela, quando descobriram um macaco da espécie
Macaca mulatta (macaco Rhesus) que apresentava sinais febris. Dessa forma,
recolheram o soro desse macaco e isolaram um virus diferente do esperado, que foi

denominado Zika virus (Dick et al., 1952), mesmo nome da floresta onde foi isolado.
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Posteriormente, em 1948, um ano apds seu isolamento, o virus foi encontrado
novamente na regido em um mosquito da espécie Aedes africanus. O isolado foi
chamado de MR-766, a linhagem africana (Dick, 1952 [; Dick et al., 1952 Il; Haddow
et al., 1964, Weinbren; Williams, 1958).

Em 1954 foi relatada pela primeira vez a infec¢cdo do ZIKV em humanos. A
infeccdo foi confirmada em trés pacientes nigerianos por meio da amostra de soro,
em que realizaram o isolaram do virus e anticorpos neutralizantes para ZIKV
(Macnamara, 1954). Em 1966, foi isolada de um pool de mosquitos A. aegypti
coletados na Malasia uma linhagem de ZIKV diferente da africana (MR-766),
designada P6-740 (linhagem asiatica) (Marchette et al., 1969). Apesar de haver uma
diferenca na sequéncia de nucleotideos da proteina NS5 entre o ZIKV MR-766
(linhagem africana) e P6-740 (linhagem asiatica), esse apresenta somente um
sorotipo (Wong; Poon; Wong, 2016; Kudchodkar et al., 2018).

Até entdo, os casos de ZIKV em humanos eram esporadicos e restritos a Africa
e a Asia, no entanto, ha indicios que o ZIKV se espalhou para o leste da Africa
equatorial e da Asia para as ilhas do Pacifico durante o final de 2000 ao inicio de
2010, e em 2015 invadiu o Caribe e a América Central e do Sul e atingiu a América
do Norte em 2016 (Martinez de Salazar et al., 2016; Song et al., 2017).

Em 2007 o ZIKV causou o primeiro grande surto fora da Africa e da Asia, o
surto ocorreu na llha Yap, uma parte dos Estados Federados da Micronésia, como
uma doenca relativamente leve caracterizada por febre, erupcao cutanea, artralgia e
conjuntivite (Duffy et al., 2009, Lanciotti et al., 2008). Pelo menos 75% da populacao
da ilha foi infectada (Wong; Poon; Wong, 2016) e 18% dessas pessoas possuiam
sinais clinicos que provavelmente estava relacionado a infeccéo pelo ZIKV (Duffy et
al., 2009). Em 2013 na Polinésia Francesa ocorreu outro grande surto de ZIKV, em
gue aproximadamente 11% da populacéo total tenha procurado tratamento médico
por suspeita de infec¢ao pelo virus (Musso et al., 2014).

No Brasil, s6 em 2016, houveram 165.932 casos suspeitos de Zika, dos quais
66 mil foram confirmados. Entre 2015 e 2016 também foram confirmados casos de
ZIKV na Bolivia, Venezuela, Paraguai, Guiana Francesa e Equador (Martinez de
Salazar et al., 2016).

O ZIKV é transmitido principalmente por meio da picada de mosquitos

especialmente do género Aedes, sendo os mais relatados o Aedes aegypti e Aedes

14



LIMA, R. L.S. Revisao Bibliografica

albopictus. Nao obstante, a transmissao do virus pode ocorrer por meio de contato
humano como: da mée para o feto durante a gravidez ou durante o parto (transmissao
vertical), contato sexual, transfusdo de sangue e amamentacao (Foy et al., 2011;
Musso et al., 2014; Musso et al., 2015; Martinez de Salazar et al., 2016).

A infeccdo por ZIKV geralmente é assintomatica (80% dos casos) ou se
apresenta como uma doenca aguda autolimitada denominada Febre Zika. Os
principais sintomas sao febre, artralgia, mialgia, cefaleia, exantema e conjuntivite. O
periodo de incubacéo varia de 3 a 7 dias e os sintomas geralmente aparecem na fase
virémica e desaparecem espontaneamente em uma semana aproximadamente, no
entanto a artralgia pode persistir por até um més (Macnamara, 1954; Foy et al., 2011;
Martinez de Salazar et al.,2016; Brasil et al., 2016). Como os sintomas séo parecidos
com os de outras arboviroses, como Dengue, muitas vezes ocorre a subnotificacdo
dos casos, por um diagnaostico incorreto (Rossi et al., 2016).

Embora a infeccéo pelo ZIKV geralmente ndo cause sintomas ou apenas uma
doenca autolimitada leve, como apresentado anteriormente, recentemente foi
associada a um numero crescente de doencas neurolégicas graves, como
microcefalia e sindrome de Guillain-Barré (Rossi et al., 2016).

A sindrome de Guillain-Barré € uma doenca autoimune rara, que pode ser
desencadeada por uma infeccdo de origem bacteriana ou viral. Nessa sindrome o
sistema imunoldgico ataca parte do sistema nervoso periférico, causando
formigamento, fraqueza muscular, paralisia e até mesmo a morte (Sejvar et al., 2011;
Hugh; Bart; Pieter, 2016). A associacdo entre o ZIKV e a sindrome de Guillain-Barré
foi observada pela primeira vez durante o surto de 2013 e 2014 relatado na Polinésia
Francesa e, posteriormente, durante 2015 e 2016 nas Américas (Song et al., 2017).

A Microcefalia € uma condigdo neurolégica em que o cérebro de uma crianca
nao se desenvolve completamente, fazendo com que a cabeca seja menor do que o
esperado (Klase et al., 2016). No Brasil, durante o surto de ZIKV houve um aumento
no namero de recém-nascidos com microcefalia, 0 que levou a uma associacao entre
os casos de ZIKV e microcefalia (Brasil et al., 2016), sendo registrados 8.301 casos
de microcefalia de novembro de 2015 a julho de 2016 (Magalhdes-Barbosa et al.,
2016). Posteriormente, diversos estudos foram publicados demonstrando o risco
potencial de microcefalia associado a infeccéo pelo ZIKV (Brasil et al., 2016; Mlakar
et al., 2016; Johansson et al., 2016).
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Além da microcefalia, temos os casos de Sindrome Congénita do Zika (CSZ),
em que os individuos apresentam uma série de complicacdes neurolégicas como:
reducdo do tecido cerebral, excesso de tbnus muscular, irritabilidade, convulsbes e
lesdes oculares (Eickmann et al., 2016).

Para o diagnostico da infeccdo por ZIKV podem ser realizados testes
moleculares como a RT-PCR (de 3 a 10 depois do aparecimento dos primeiros
sintomas) e sorologicos (IGM- até 12 semanas apds o aparecimento dos primeiros
sintomas) (Lanciotti et al., 2007; Duffy et al., 2009).

Atualmente, ndo existem vacinas ou terapias antivirais disponiveis contra esse
patégeno, o tratamento realizado € somente sintomatico, com a utilizacdo de
analgésicos, hidratacdo e repouso do paciente (Luz et al., 2015). Dessa forma,
destaca-se a necessidade urgente do desenvolvimento de estratégias de controle
eficientes para este patdgeno, como vacinas e medicamentos antivirais.

Assim, estudos que busquem entender melhor a biologia e patogénese do
ZIKV séo de extrema importancia, pois podem contribuir para o desenvolvimento de
antivirais especificos. Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa vem estudando alguns
fatores relacionados ao hospedeiro que possam contribuir para a patogénese do
ZIKV, bem como faz a prospeccdo de substancias naturais com potencial acéo
antiviral. Recentemente, demonstramos que a infec¢éo in vitro e in vivo pelo ZIKV
leva a um aumento na producéo de ERO, causa uma diminuicao do sistema de defesa
antioxidante, culminado com o estresse oxidativo (Almeida et al., 2020). Ainda,
demonstramos in vitro que a Silimarina apresenta uma significativa atividade antiviral
contra o ZIKV (Santos et al., 2020).

2.4 - Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Estresse Oxidativo

As Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) incluem uma série de moléculas
guimicamente reativas derivadas do oxigénio, podendo ser divididas em dois grupos:
os radicais livres e as moléculas nédo radicalares (Gracy et al.,1999; Canakgci; Canakgi,
2005). Os radicais livres sdo um grupo de atomos ou moléculas que possuem elétrons
desemparelhados em sua ultima camada eletrbnica, dessa forma sao instaveis e
muito reativos, sendo capazes de se ligar a diversas estruturas celulares e causar

danos (Halliwell; Gutteridge, 2000). J4 as espécies nao radicalares ndo possuem

16



LIMA, R. L.S. Revisao Bibliografica

elétrons desemparelhados, mas sdo da mesma forma que os radicais livres,
altamente reativas.

As ERO séo geradas por diversas fontes e produzidas por todas as células de
mamiferos (Halliwell; Gutteridge, 1984). S&o produzidas como resultado da atividade
de enzimas como NADPH oxidase (NOX), ciclo-oxigenase, xantina oxidase,
lipoxigenases, dentre outras (Pillai et al., 2019).

Os radicais livres de oxigénio mais comuns sé&o o hidroxila (OH¢) e o anion
superoxido (O2). O Oz~ é o principal produto formado a partir da redugéo do oxigénio
com um elétron (Halliwell; Gutteridge, 1999). Em condicdes bioldgicas ele é produzido
normalmente pelas mitocéndrias e peroxissomas, ocorrendo em praticamente todas
as células aerobicas. Sua producdo ocorre ativamente perante a ativacdo de
macrofagos, neutrofilos e mondcitos (Comhair; Erzurum, 2002; Ferreira; Matsubara,
1997, Silva; Goncalves, 2010). O radical hidroxila (OHe) é 0 mais reativo e assim o
mais danoso presente nos sistemas biolégicos. Logo apds sua formacdo, causa
danos nas regides proximas de onde foi sintetizado, ja que possui uma meia vida
muito curta. Pode levar a danos no DNA, proteinas, carboidratos e lipidios (Garcez et
al.,2004; Andrade Junior et al., 2005; Valko et al.,2007). A geracéo do hidroxil pode
ocorrer por meio de duas equacfes, como mostrado abaixo (Andrade Junior et al.,
2005):

Reacdo de Fenton: Fe,+ + H,O, — Fes+ + OHe + OH-

Reacdo de Haber-Weiss: O, = + H,O,; — O+ OH+ +OH-

Ja em relacdo as espécies nédo radicalares, uma das mais relevantes em
relacdo aos sistemas biolégicos é o peroxido de hidrogénio (H, O, ) (Canakgi;
Canakgi, 2005). Apesar de ndo possuir elétrons desemparelhados, ele € altamente
reativo, uma vez que participa das reagdes para a formacao de hidroxila, como visto
anteriormente, e uma meia vida longa que o permite reagir com diversas moléculas
como lipidios, hemoproteinas, e realizar alteragbes nos cromossomos e DNA
(Olszewer, 1995; Garcez et al.,2004). A reducéo de dois elétrons de oxigénio ou a

dismutacdo do anion superdxido determina a formacgéo do peroxido de hidrogénio,
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sendo formado principalmente pelas mitocondrias durante o processo de respiracao
celular (Silva; Gongalves, 2010; Garcez et al.,2004).

As ERO sao essenciais para a execugao de importantes fungdes vitais como
a resposta imune a infec¢des bacterianas e virais, a regulagdo de citocinas e a
sinalizacdo celular (Valko et al., 2007). No entanto, em excesso, podem causar
diversos danos teciduais e danificar acidos nucleicos, organelas celulares, lipideos e
proteinas (Shackelford; Kaufmann; Paules, 2000; Gracy et al.,1999). Essas espécies
estdo também relacionadas ao envelhecimento, apoptose, necrose e a patogénese
de diversas doencas infecciosas e nado infecciosas (Zhang et al. 1997; Giriffiths;
Halestrap,1995; Halliwell; Cross, 1994).

Para evitar suas a¢des maléficas quando em excesso, nos sistemas bioldgicos
a contencédo das ERO é realizada por meio dos sistemas antioxidantes enzimaticos e
nao enzimaticos. Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicao, reducao
ou atraso das lesGes causadas pelos radicais livres e moléculas reativas nas células
e tecidos (Bianchi; Gregg, 1999).

Os antioxidantes enzimaticos sdo produzidos por organismos eucariotos,
sendo assim endogenos. Os principais antioxidantes enzimaticos sdo a Superoxido
Dismutase (SOD), a Catalase (CAT) e a Glutationa Peroxidase (GPx). Essas enzimas
reagem com as ERO, as contendo ou neutralizando, protegendo as células e os
tecidos do estresse oxidativo (Traber, 1997).

A Superoéxido Dismutase (SOD) é responsavel pela conversdo do anion
superoéxido a peroxido de hidrogénio e oxigénio. Possui trés isoformas, a depender
de seu local de acdo. A SOD1 (Cu/ZnSOD) realiza a dismutagéo do anion superéxido
no citoplasma, enquanto a SOD2 (MnSOD) atua na regido mitocondrial e a SOD3 (EC
Cu/ZnSOD) no espaco extracelular. E a mais importante enzima do sistema
antioxidante enzimatico, ja que sdo as primeiras a iniciar o processo antioxidante
(Rahman et al., 2006) (Figura 6).

SOD
O, + O,e- +2H" > O, + H,0,

Figura 6: Reacao catalisada pela enzima SOD. A SOD converte 0 anion superoxido
em peroéxido de hidrogénio.
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Outro antioxidante enzimatico € a Catalase (CAT), que realiza a converséao de
peréxido de hidrogénio a agua e oxigénio molecular (Figura 7). O peroxido de
hidrogénio origina-se da inativacdo do anion superoxido pela Superéxido Dismutase.
A CAT é uma enzima presente na maioria dos peroxissomas e mitocondrias dos
mamiferos, exceto nos eritrocitos, onde é encontrada no citosol (Ferro et al., 2010). A
CAT age de maneira complementar ao sistema antioxidante da glutationa, sendo mais
eficaz que esse em altas concentra¢cdes de perdxido de hidrogénio (Silva; Goncalves,
2010).

CAT
HEOZ + HzOz > 2[‘120 + 02

Figura 7: Reacdo catalisada pela enzima CAT. A CAT detoxifica o peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio.

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo aqueles que podem ser consumidos
durante o processo de alimentacéo (Waters et al., 1996), como as vitaminas (A, C e
E), flavonoides e minerais (Amara-Mokrane et al., 1996; Traber; Packer, 1995;
Decker, 1997; Alfieri et al., 1998). Esses antioxidantes sdo capazes de conter e/ou
impedir as lesdes induzidas pelos radicais livres (Pool-Zobel et al., 1997).

Quando ocorre uma producdo exacerbada de ERO, concomitante a uma
ineficiéncia das defesas antioxidantes, isso leva a danos a diferentes constituintes
celulares, num processo chamado de “Estresse Oxidativo”. Entdo, o Estresse
Oxidativo pode ser definido como uma ruptura/desregulacéo da sinalizac&o e controle
redox, ou seja, toda vez em que se tem uma perturbacdo na homeostase entre
espécies oxidantes e antioxidantes (Jones, 2006). O aumento na producdo de ERO
assim como a regulacéo positiva ou negativa das enzimas antioxidantes representam
uma disfuncéo no status oxidativo celular (Costantini, 2019). Essas alteragbes do
status redox podem ser benéficas ou maléficas as células e tecidos, uma vez que
podem fazer parte de funcbes vitais e também causar danos, como ja discutido

anteriormente.
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2.5 - Estresse oxidativo e infeccdes virais

A formacdo de ERO nem sempre € deletéria durante um processo infeccioso, uma
vez que sdo produzidas pelas células com o intuito de conter o agente invasor, sendo
assim um mecanismo de defesa. No entanto, esse processo possui baixa
especificidade, pois da mesma forma que tenta combater a infec¢do, acaba gerando
danos as células do préprio organismo. Assim, com o progresso da infec¢do, ocorre
a formacgéo de mais ERO, que pode levar ao estresse oxidativo (Roos et al., 2013).

O estresse oxidativo pode estar associado a patogénese de diversas infec¢oes
virais, principalmente devido a modulagao positiva de ERO durante a resposta imune
do hospedeiro. Os macrofagos, mondcitos, neutréfilos e ceélulas dendriticas
recrutados pela infeccao viral podem estar relacionados ao estresse oxidativo, uma
vez que podem induzir ERO e citocinas pro-oxidantes como IL-1 e fator de necrose
tumoral (TNF) (Goelbock et al.,1991).

Além disso, alguns virus sao capazes de afetar a relacéo oxidante/ antioxidante
do hospedeiro por uma desregulacéo das enzimas antioxidantes. Estudos presentes
na literatura indicam que a inibicdo das enzimas antioxidantes durante a infeccdo por
alguns virus pode estar relacionada a inibic&o da via do fator de transcri¢ao (eritroide-
2)- fator 2 (Nrf2). O fator Nrf2 é responsavel pela ativagdo dos genes das enzimas
antioxidantes, sendo assim sua inibicdo por agentes virais pode estar relacionada ao
desequilibrio redox e pode afetar a patogénese viral. Por outro lado, em outras
infeccdes virais, a inducéo de ERO pode ativar a via de Nfr2, aumentando as enzimas
antioxidantes presentes nas células, o que ndo necessariamente pode ser suficiente
para neutralizar o excesso de ERO e evitar o estresse oxidativo (Ramezani et al.,
2018).

As ERO mais comuns durante uma infeccdo viral sdo o anion superoéxido, o
radical hidroxil e seus subprodutos, e o peroxido de hidrogénio. Essas espécies
reativas estéo envolvidas com a regulacéo de respostas celulares e a resposta imune
do hospedeiro a infeccdes, dessa forma, uma alteracdo na produgéo dessas
espécies, assim como alteragdes nos antioxidantes envolvidos, podem levar a uma
desregulacdo na expressao génica e do ciclo celular, podendo ser maléficas ao

organismo. No entanto, essas desregulacbes podem favorecer o virus e sua
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multiplicacdo, fazendo parte de sua patogénese (Choi; Ou, 2006; Ha et al., 2010;
Zhang et al., 2014; Camini et al., 2017)

O primeiro estudo que evidenciava a relagdo entre estresse oxidativo e
infeccgdes virais foi realizado por Peterhans em 1979, depois disso diversos outros
estudos mostraram a relacao entre o estresse oxidativo e a patogénese de infeccbes
virais (Peterhans, 1979; Camini et al., 2017).

O estresse oxidativo ocorre na infeccado pelo virus da Hepatite C (HCV)
induzindo danos hepéticos por meio do aumento de ERO, diminuicdo de glutationa,
aumento do biomarcador de estresse Malondialdeido (MDA), além de uma diminuicdo
nas concentracfes citoplasmaticas e hepaticas de zinco, que esta envolvido no
mecanismo de reparo do DNA (Paula; Bernasconi; Carvalho, 2017). O aumento das
ERO estd envolvido com o0s casos de carcinoma hepatocelular, um tumor
cancerigeno, no figado de paciente com Hepatite C e B (HBV) (Abel et al.,2019).

Na infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ocorrem alteracdes
nas enzimas antioxidantes, principalmente nas Superoxido Dismutase (SOD) e
Glutationa Peroxidase, e também o aumento de MDA, verificando-se assim um estado
de estresse oxidativo, que pode contribuir para avanco da doenca (Droge et al., 1994;
Coaccioli et al., 2010).

Estudos indicam também a relacdo entre estresse oxidativo e arboviroses,
como o caso da Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV), Mayaro (MAYV), Caraparu
(CARV) e Zika (ZIKV) (Gil et al., 2004; Dhanwani et al., 2011; Joubert et al., 2012,
Camini et al., 2017; Caetano et al., 2019; Almeida et al.,2020). Na infeccdo por DENV
ja foi demonstrado uma alteracéo nos padrées dos marcadores de danos oxidativos,
durante a fase febril e convalescente da infeccéo, que esta relacionado a patogénese
e progressdo da doenca. Além disso, 0 aumento de ERO na infecdo pode estar
relacionada a sintomas graves, como a Sindrome de Choque da Dengue, uma vez
gue as ERO acarretam um aumento de citocinas, que pode levar ao extravasamento
de plasma (Gil et al., 2004; Klassen et al., 2004; Seet et al., 2009; Pillai et al., 2019).
Ja em relagédo ao CHIKV foi observado o aumento de ERO em fibroblastos (Joubert
et al.,, 2012) e uma diminuicdo da enzima antioxidante CAT em camundongos
neonatos infectados (Dhanwani et al.,2011). Em células de neuroblastoma infectadas

por CHIKYV foi observado o aumento dos niveis de MDA (Dhanwani et al.,2011).
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Em 2014 nosso grupo de pesquisa avaliou se a infeccdo por CARV poderia
induzir estresse oxidativo no figado de camundongos infectados. A infeccdo por
CARV alterou a expressdo das enzimas SOD e CAT e aumentou 0s niveis de
Glutationa, no entanto, ndo alterou os biomarcadores de estresse oxidativo (Camini
et al., 2014). Em outro estudo realizado pelo grupo, verificou-se que infeccao por
CARV aumentou os niveis de ERO, mas aparentemente ndo resultou em danos
oxidativos (Almeida, 2016).

Nosso grupo de estudos também demostrou que o estresse oxidativo ocorre
na infec¢do pelo MAYYV tanto in vitro como in vivo. Foi verificado o aumento de ERO
e dos biomarcadores de estresse oxidativo e um quadro de inflamacéo hepatica em
modelo celular e murino (Camini et al., 2017; Caetano et al., 2019).

Por fim, também demonstramos que o estresse oxidativo ocorre na infeccao
pelo ZIKV, tanto in vitro como in vivo. Apds infec¢do de células humanas de linhagem
neuronal U-87 com o ZIKV, ocorre um desequilibrio no status oxidante/antioxidante,
com o aumento das ERO e dos biomarcadores de estresse oxidativo. Também em
um modelo animal de infecg&o pelo ZIKV, observou-se o aumento dos biomarcadores
de estresse oxidativo e diminuicdo das defesas antioxidantes no figado e cérebro dos
animais infectados (Almeida et al., 2020).

Como mostrado anteriormente, diversos estudos mostram a relacao entre o
estresse oxidativo e a patogénese de agentes virais, dessa forma, a avaliagcdo do
efeito de compostos antioxidantes durante as infec¢des por virus € justificavel, uma
vez que esses podem inibir a formacdo de ERO, o estresse oxidativo e

consequentemente podem diminuir a patogénese viral.

2.6 - Silimarina

A Silimarina é um conjunto de substancias extraida da planta Silybum marianum
(Asteraceae), popularmente conhecida como “Cardo de leite”. E nativa das regides
do sul da Europa, norte da Africa, sul da Russia e Asia Menor; no entanto também se
adaptou a regides da América do Norte e do Sul e ao sul da Australia (Capasso et al.,
2003; Lino, 2012). O extrato de todo conteudo vegetal da Silybum marianum contém

uma mistura de sete flavonolignanos: Silibina A, Silibina B, Isossilibina A, Isossibilina
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B, Silicristina, Isosilicristina e Silidianina; além do flavonéide Taxifolina. A proporcao
de flavonolignanos e flavonodides corresponde a aproximadamente de 70 a 80% do
extrato da planta, sendo os ativos em maior concentracao a Silibina A e B (Figura 8).
O restante do extrato contém acidos graxos e polifendis (Ding et al., 2001; Kroll; Shaw;
Oberlies, 2007; Mastron et al., 2015; Bijak, 2017).
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Figura 8: Estrutura da Silimarina. Fonte: Sonnenbichler e colaboradores (1999)

adaptado.

A Silimarina era descrita ha séculos como um fitoterapico hepatoprotetor,
empregado no tratamento de doencas hepéticas como hepatites crénicas, carcinoma
hepatocelular, cirrose e ictericia (Camini; Costa, 2020; Mastron et al., 2015; Karimi et
al.,, 2011; Rambaldi et al., 2005). Entretanto, atualmente diversos estudos tém
demostrado o tratamento de varias patologias com o uso de Silimarina. Acredita-se

que o aumento dos estudos relacionados a Silimarina deve-se ao fato de suas
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propriedades antioxidante e anti-inflamatoria, assim como seu papel modulatério nas
vias de sinalizacao celular (Camini; Costa, 2020)

Dessa forma, ja& foram apresentados estudos promissores da Silimarina no
tratamento de doencas como diabetes mellitus (Fallahzadeh et al., 2012; Koujan et
al., 2018; Tuorkey; El;, Kamel, 2015; Amniattalab et al., 2016), hipertensao e outras
doencas cardiovasculares (Vasanthi; ShriShriMal; Das, 2012; Taleb et al., 2018);
doencas neurodegenerativas e protecdo do sistema nervoso (Kittur et al., 2002;
Chtourou et al., 2010; Pandima et al., 2017; EI-Marasy; Abd-Elsalam; Ahmed-farid,
2018; Ullah H; Khan H, 2018), uma grande variedade de canceres (Deep; Agarwal,
2007; Tyagi et al., 2007; Ramasamy; Agarwal, 2008; Féher; Lengye, 2012; Khorsandi
et al.,, 2017; Won et al., 2018), depresséo (Thakare; Aswar; Kylkarni, 2017; Thakare
et al., 2018), doencas parasitarias (Faridnia et al., 2018; Mata-Santos et al., 2010; EI-
Sayed et al., 2016) e atividade antivral contra HCV (Wagoner et al., 2010; Polyak;
Ferenci; Pawlotsky, 2013; Liu et al., 2016), HBV (Huang et al., 2017), Enterovirus-71
(Lalani et al., 2020), HIV-1 (Mcclure et al., 2012), Influenza A (Song; Choi, 2011) e as
arboviroses CHIKV (Lani et al.,2015), MAYV e ZIKV (por nosso grupo de pesquisa)
(Camini et al., 2018; Silva et al., 2020; Ferraz et al., 2021) (Figura 9).

A Silimarina destaca-se sobretudo por sua potente acdo antioxidante,
chegando a ser aproximadamente 10 vezes maior do que a agdo da vitamina E (Ross,
2008). As hidroxilas dos compostos da Silimarina eliminam os radicais livres por meio
da doacdo de atomos de hidrogénio, diminuindo assim a oxidacdo das células e
tecidos. A Silimarina também é capaz de aumentar os niveis dos antioxidantes
enziméticos como SOD, CAT e glutationa, reduzindo assim os danos oxidativos
celulares (Turgut et al., 2008; Zaidi; Mahboob, 2017; Taleb et al., 2018; Di et al., 2013).

A Silimarina atualmente é vendida como um fitoterapico podendo ser
empregada como um tratamento auxiliar a diversas doencas e esta disponivel nas
farmacias. O consumo de Silimarina em humanos varia de 240 a 900 mg/dia, sendo
a dose dividida em duas ou trés vezes ao dia com um intervalo de tempo reduzido, ja
gue possui um tempo de meia vida curto, de 4 a 6 horas (Luper, 1998; Fraschini;
Demartini; Esposti, 2002; Karimi et al., 2011).
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Figura 9: Silimarina e suas varias ac0es. Fonte: Adaptado - Camini; Costa, 2020.

2.7 - N - acetilcisteina (NAC)

A N-acetilcisteina (NAC), ou L-a-acetamido-pB-acido-mercaptopropidnico, foi
introduzida no mercado pela industria farmacéutica durante os anos de 1960, sendo
0 primeiro agente mucolitico comercializado para o tratamento de doencas
respiratorias (Lara; Oliveira Filho, 1999).

A NAC, além de agente mucolitico, € um conhecido antioxidante descrito na
literatura (Vignal et al., 2017). Estudos indicam que a NAC esta envolvida com a
sintese de Glutationa, aumentando sua concentracdo em condigdes de estresse
oxidativo, protegendo assim as células e tecidos dos processos oxidativos (Zunec et
al., 2014, Bayir et al., 2013; Shadnia et, al., 2011) (Figura 10).

A NAC ja demonstrou atividade antioxidante na infeccao pelo Rift Valey Fever
virus (RVFV) (Narayana et al., 2011) e também demonstrou um bom resultado no
tratamento de hepatite grave associada a Dengue, além de possuir atividade antiviral
contra esse virus (Habaragamuwa; Dissanayaka, 2014; Sreekanth et al.,, 2019).
Estudos in vitro e in vivo mostram o potencial antiviral da NAC contra os virus

Influenza A (H5N1 e H3N2), em que o tratamento aumenta os niveis de glutationa,
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reduz a carga viral e inibe a replicacéo do virus (Ghezzi; Ungheri, 2004; Geiler et al.,
2010).

A NAC possui atividade hepatoprotetora, protegendo o figado de inflamacdes
e intoxicagao por drogas (Zwingmann, Bilodeau, 2006; Sklar; Subramaniam, 2004),
sendo o antidoto mais amplamente administrado na intoxicacdo por paracetamol
(Kelly, 1998; Lee, 2004). Aléem disso, pode auxiliar na desintoxicacdo por metais
pesados, como chumbo e mercurio (Kasperczyk et al.,2013; Oliveira et al., 2015) e no
envenenamento por pesticidas (El-Ebiary et al., 2016; Tehrani et al., 2013).

A NAC também preveniu danos nos coracdes de camundongos diabéticos e
de ratos com insuficiéncia cardiaca cronica, uma vez que auxiliou na prevencao dos
danos oxidativos causados pelas doencas cardiacas (Liu et al., 2015; Barreiro et al.,
2016).

Sitios Quelantes

O

N—oH

HS HN \

e

Desacetilagao

N-acetilcisteina N-acetilcisteina (remogéo do grupo acetila)

Figura 10: Estrutura da N-acetilcisteina (NAC). Apresentando dois sitios quelantes
(tiol e hidroxila) e uma desacetilacdo responsavel por seu potencial antioxidante

devido a geracéo de glutationa. Fonte: Adaptado - Swaran, 2009.

2.8 - Rutina

A Rutina ou Vitamina P (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona-3-ramnoglucosideo) € um
flavonoide heterosideo (glicosideo) (Harborne, 1986), que pode ser chamada
também de quecetina-3-rutinosideo, rutosideo e soforina (Kreft et al., 1997). E
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encontrada em diversos alimentos como vinho tinto, cha preto, uva, trigo-sarraceno,
maca, cebola, feijdo vermelho, tomate e maracuja (Hollman et al., 1996; Harborne,
1986). Entre os flavonoides, a Rutina € um dos que mais se destacam em relagcéo a
suas propriedades farmacoldgicas (Pedriali, 2005) (Figura 11).
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Figura 11: Estrutura da Rutina. Fonte: Pedriali, 2005.

Por sua atividade antioxidante, auxilia o tratamento de doengas que envolvem
radicais livres, ndo sendo toxica ao organismo durante a terapia (Afanas et al., 1989).
Além disso, possui atividade vasoprotetora e cardioprotetora, melhorando a
insuficiéncia de vasos venosos e linfaticos, que podem ocorrer em pacientes com
hipertensdo e doencas hemorrdgicas, favorecendo o aumento da resisténcia e a
regularizacdo da permeabilidade da parede desses vasos (Pathak; Pathak;
Singla,1991). A Rutina evita os danos oxidativos, causado pelo estresse oxidativo na
hipertensédo, nas células endoteliais da aorta, apresentando assim um efeito anti-
hipertensivo (Kim et al., 2009).

A Rutina também ja demonstrou uma atividade anti-hipercolesterolémica,
antidiabética (Srinivasan et al., 2005; Kanashiro et al., 2009; da Silva et al., 2001) e
hepatoprotetora, diminuindo os niveis das transaminases hepaticas (ALT e AST) no
figado, soro e coragao de ratos (Fernandes et al., 2010).

As ERO tém sido associadas a patogénese de certos tipos de céanceres
(Ganeshpurkar; Saluja, 2017), e a Rutina tem sido muito estudada em relacdo aos

possiveis efeitos antineoplasicos e anticancerigenos, por sua acao antioxidante. Em
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um estudo, a Rutina demonstrou uma reducao significativa no tamanho do tumor em
camundongos que apresentavam uma linhagem de células de leucemia humana
implantadas (HL-60) (Lin et al., 2012). Esse flavonoide também demonstrou um efeito
anti-neuroblastoma, inibindo consideravelmente o crescimento de células LAN-5
(células de neuroblastoma humano) (Chen et al., 2013). A Rutina também parece ser
atil como um auxiliar na radioiodoterapia (Goncalves et al., 2013).

Estudos indicam que a Rutina também é neuroprotetora, atuando na
prevencao de neuroinflamacgéo (Khan et al., 2009; Tongjaroenbuangam et al., 2011);
promove a sobrevivéncia das células da crista neural (Nones et al., 2012); atua como
anticonvulsivante (Nieoczym et al., 2014); possui atividade anti-Alzheimer (Javed et
al., 2012; Tongjaroenbuangam et al., 2011) e efeito como antidepressivo (Machado
et al., 2008).

Ainda, a Rutina vem sendo muito estudada como um antimicrobiano, atuando
contra as bactérias Escherichia coli, Proteus vulgaris, Shigella sonnei e Klebsiella sp.
(Bernard et al., 1997; Pimentel et al., 2013) e também contra o fungo Candida albicans
(Han, 2009). O flavonoide também demonstrou efeito antiviral contra a cepa da gripe
aviaria H5N1 (Ibrahim et al., 2013) e um analogo da Rutina, o sulfato de Rutina de
sédio, pode ser um novo candidato para o desenvolvimento de um agente anti-HIV-1
/ HSV (Tao et al., 2007). A Rutina pode inibir o virus da Dengue, um membro da
familia Flaviviridae (a mesma familia do ZIKV) (Zandi et al. 2011) e ainda, em
concentragédo de 100uM inibi em mais de 40% as atividades da protease NS2B-NS3
do ZIKV (Lim et al., 2016).

2.9 - Quercetina

A Quercetina (3,5,7-trihydroxy-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-4Hchromen-4-one) € um
pigmento encontrado em diversas plantas que pertence a classe dos flavonoides
(Figura 12). Pode ser encontrada em alimentos como a cebola, tomate, alcaparra,
alface, brocolis, cha verde e chéa preto (Hertog et al., 1993; Nijveldt et al., 2001;
Manach et al., 2005; Bischoff, 2008). Pode ser denominada aglicona ou forma sem

acucar da Rutina (aglicona da Rutina) (Baghel et al., 2012).
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Figura 12: Estrutura da Quercetina. Fonte: Maalik et al., 2014.

A Quercetina possui acao antioxidante, assim como a Rutina, eliminando os
radicais livres (Boots; Haenen; Bast, 2008). Estudos in vitro demonstram que ela foi
capaz de reduzir o risco de formacao de catarata por meio de diversas vias, sendo
uma delas a diminuicdo do estresse oxidativo (Stefek; Karasu, 2011). Em outro
estudo, a Quercetina foi capaz de reduzir o estresse oxidativo causado por diabetes
mellitus induzida em ratos (Maciel et al., 2013). A atividade antioxidante desse
flavonoide também foi testada contra a peroxidacado lipidica induzida por terc-
butilhidroperoxido em espermatozoides humanos (Moretti et al., 2012).

A Quercetina ainda apresenta atividade neuroprotetora, em que estudos
relatam efeitos benéficos contra doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer
(Choi et al., 2012) e diminuicdo do estresse oxidativo em células neurais de ratos
(Haleagrahara; Siew; Ponnusamy, 2013).

Foi relatado que a Quercetina pode auxiliar na prevencdo de doencas
cardiovasculares devido ao seu papel anti-inflamatorio (Geraets et al., 2007; Russo
et al., 2012). Dessa forma, ela suprimiu o desenvolvimento de aneurismas da aorta
abdominal em camundongos (Wang et al., 2012) e foi o flavonoide que mais auxiliou
na reducdo da mortalidade por doencas cardiovasculares na Finlandia (contribuindo
com 95% do total de 22% de reducgéo da taxa de mortalidade) (Knekt et al., 1998).
Assim, uma alimentagao rica em Quercetina esta associada a baixa incidéncia de
doencas cardiovasculares (Knekt et al., 2000).

Como a Quercetina € um antioxidante, sendo assim capaz de eliminar radicais

livres, ela pode auxiliar na prevencdo de canceres que possam ser induzidos por
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estresse oxidativo (Baghel et al., 2012). Em uma baixa dose inibiu a proliferacéo de
células de mama cancerosas (humanas), resultando na parada do ciclo celular na
fase G1 (Jeong et al., 2009). Outro estudo demonstra que a Quercetina previne o
cancer por meio da inducdo de apoptose e modulacdo da sinalizagdo de PKC
(proteina quinase C), com a reducdo de estresse oxidativo em células de
camundongos com linfoma (Maurya; Vinayak, 2015).

Além disso, possui atividade antiviral contra o virus da Dengue (Zandi et al.
2011), hepatite C (Bachmetov et al., 2011), influenza A (H1N1) (Uchide; Toyoda,
2011; Fan et al., 2011) Chikungunya, Mayaro, Ebola, Epstein-Barr, hepatite B e virus
da diarreia suina (Chaabi, 2020; Santos et al.,2014; Rojas et al., 2016; Qiu et al.,
2016; Cheng et al., 2015; Song; Shim; Choi, 2011).
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Geral

Avaliar a atividade antioxidante e antiviral da Silimarina e N-acetilcisteina em
camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV e o papel das ERO na multiplicacéo

viral.

3.2 - Especificos

3.2.1- Em camundongos C57BL/6 controles, infectados com ZIKV, infectados e

tratados com Silimarina ou NAC, avaliar:

3.2.1.1. Sobrevida e sinais clinicos de doenca;

3.2.1.2. No figado dos animais:

i. Dosar os biomarcadores de estresse oxidativo - Malondialdeido e Proteina
Carbonilada;

ii. Medir a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT,;

iii. Quantificar as particulas de virus.

3.2.2 - Em células Vero infectadas com ZIKV e tratadas com Silimarina, N-

acetilciteina, Quercetina e Rutina:

3.2.2.1. Medir a producéo das ERO;

3.2.2.2. Avaliar a atividade antiviral.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Virus e Células

A amostra do ZIKV (ZIKA/H.sapiens/Brazil/PE-243/215/GenBank:KX197192.1) foi
gentilmente cedida pela professora Erna Greessien Kroon, do Laboratorio de Virus,
localizado no Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). O virus foi isolado de um morador do estado de Pernambuco, Brasil,
gue apresentou Febre Zika sem complicacdes. A amostra foi armazenada em freezer
-80°C (Acesso SisGen AF85085), no Laboratorio de Biologia e Tecnologia de
Microrganismos (LBTM), localizado no Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).

As células utilizadas para a realizacdo deste trabalho foram células Vero
(derivadas de rim de macaco verde africano) e células C6/36 (derivadas de Aedes
albopictus). As células C6/36 foram empregadas na producao do estoque de virus e
as células Vero nos ensaios de titulacao viral, producao de ERO e antiviral. As células
foram gentilmente cedidas pela professora Erna Greessien Kroon, do Laboratério de
Virus, localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

As células Vero foram mantidas em Meio Minimo de Eagle Modificado por
Dulbecco High Glucose (DMEM, Cultilab, Brasil) e as células C6/36 em meio L-15-
Leibovitz ~ (Cultilab, Brasil). Os meios foram  suplementados com
estreptomicina/penicilina  (200U/mL, Sigma-Aldrich, EUA), fungizona (2,5ug/mL
Sigma-Aldrich, EUA) e 5% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cultilab, Brasil). As células
Vero foram acondicionadas em estufa a 37°C, com 5% de CO: e as células C6/36 em
estufa tipo BOD, a 28°C. A realizac&o dos repiques foi feita quando a monocamada

celular atingia cerca de 90 a 100% de confluéncia.

4.2 - Multiplicacéo e Titulagcdo do virus

Os estoques virais foram produzidos por meio da multiplicacdo do ZIKV em células
C6/36. As células foram infectadas com a amostra do virus e apés a infeccédo, foi
realizada a adsor¢ao por 1 hora em estufa do tipo BOD, a 28°C, com homogeneizacao
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constante. Posteriormente, foram adicionados 15 mL de meio L-15- Leibovitz com 5%
de SFB. A garrafa foi incubada por um periodo de 7 dias. O sobrenadante da infeccéo
celular foi obtido, clarificado apds centrifugacdo a 5000 rpm a 4°C por 10min
(centrifuga moldeo 5804 R, Eppendorf, Brasil) e em seguida aliquotado em
microtubos e armazenado em freezer -80°C.

Para a titulacdo viral foram utilizadas células Vero. As células foram
implantadas em placas de 6 pocos (1 x 1076 células/poco) e quando atingiram a
confluéncia de 90% foram infectadas com 300puL de diluicdes seriadas de ZIKV, tendo
um poc¢o como controle negativo no qual foi adicionado 300uL de meio DMEM 0% de
SFB. Foi realizada a adsorcdo por 1 hora em estufa a 37°C e 5% de CO2 com
homogeneizacao constante. Apds 1 hora de adsor¢éo o meio foi removido e em cada
poco foram adicionados 2 mL de DMEM 1% de SFB acrescido de carboximetilcelulose
(CMC) a 0,8%. Em seguida, as placas foram novamente incubadas em estufa a 37°C
com 5% de COz. Apos 3 dias, as células foram fixadas em formol a 10% por 1 hora.
As células foram lavadas e coradas com solucao de cristal violeta por 5 minutos. O
titulo foi expresso em Unidades Formadoras de Placa (UFP), onde essas foram
contadas em pocos que continham entre 30 a 300 placas. O numero encontrado foi
multiplicado pelo inverso da diluicdo e convertido para mL. O titulo encontrado foi de
1 x 10710 UFP/mL.

4.3 - Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal
(CCA) da Universidade Federal de Ouro Preto, e o protocolo experimental aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFOP), sob o nimero 4154170919
(Anexo ). Foram utilizados camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6
selvagens com 3 semanas de idade (21 dias em média). Os animais foram mantidos
em caixas de polipropileno com sistema de microisolador, em ambiente com controle
de temperatura, luminosidade, ventilacdo e umidade, ndo havendo nenhum tipo de

restricdo em relacdo a dieta e ao consumo de agua.
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4.4 - Compostos utilizados in vivo

4.4.1 - Silimarina

A silimarina foi obtida comercialmente da Sigma-Aldrich (EUA) e diluida em solucéo
de CMC 0,5% (v/v) para que os animais fossem tratados via gavagem. Os animais
foram tratados com 200mg/kg/dia de Silimarina, sendo a dose dividida de 12 em 12
horas. A dose de Silimarina foi baseada em estudos anteriores realizados por nosso

grupo de estudos (Ferraz et al., 2021).

4.4.2 - N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) foi obtida comercialmente da EMS (Brasil) na concentracao
de 40mg/mL, em forma de xarope pronta para o uso. Os animais foram tratados com
300mg/kg/dia de NAC, via gavagem, sendo a dose dividida de 12 em 12 horas. A
dose de NAC foi baseada na literatura (Sreekanth et al., 2019).

4.5 - Infeccdo experimental de camundongos C57BL/6

Os experimentos realizados com os camundongos C57BL/6 obedeceram a todas as
normas recomendadas pelo comité de ética em experimentacédo animal. O calculo
amostral foi realizado por meio do programa BioEstat 5.3.

Primeiramente, um experimento piloto foi feito com um grupo de 8 animais
infectados e um grupo de 4 animais controles. O grupo infectado recebeu via
intraperitoneal 100uL de meio contendo 10”8 UFP do ZIKV; os animais do grupo
controle receberam 100uL de meio de cultura também via intraperitoneal. Os
camundongos foram acompanhados por 20 dias para observar mortalidade e sinais
clinicos da infeccéo, sendo pesados diariamente em balanca semi-analitica, com
duas casas decimais (Marte Cientifica AD3300). A porcentagem de ganho de massa
corporal foi determinada considerando a massa inicial 100% e a massa final calculada

a partir desse dado.
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Em seguida, foi feito outro experimento com 72 animais divididos em 6 grupos
(12 animais/grupo), como representado na Figura 13, sendo eles: grupo controle (C);
grupo controle tratado com Silimarina (CSIL); grupo infectado com ZIKV (V); grupo
infectado com ZIKV e tratado com Silimarina (VSIL); grupo controle tratado com NAC
(CNAC); grupo infectado com ZIKV e tratado com NAC (VNAC).

Os animais dos grupos controles (C, CSIL e CNAC) receberam 100uL de meio
de cultura simulando a infeccéo viral, via intraperitoneal (ip). Os animais dos grupos
infectados (V, VSIL, VNAC) receberam solu¢gdes de 100uL contendo 1078 UFP do
ZIKV, via ip. Os animais dos grupos tratados com Silimarina (CSIL e VSIL) receberam
via gavagem 200 mg/kg/dia de Silimarina, comecando o tratamento 24 horas antes
da exposicdo ao virus ou ao meio de cultura (tempo 0), sendo a dose dividida de 12
em 12 horas. Os animais dos grupos tratados NAC (CNAC e VNAC) receberam via
gavagem 300 mg/kg/dia de N-acetilcisteina (NAC), comecando o tratamento 24 horas
da exposicao ao virus ou ao meio de cultura (tempo 0), sendo a dose dividida de 12
em 12 horas. As inje¢cOes foram realizadas com seringas de tuberculina (BD Plastipak,
0,38 x 13-27,5 G1/2, EUA).

A eutanasia foi realizada 3 dias pos-infeccao (dpi). Esse dia foi escolhido se
baseando no experimento piloto e estudos anteriores realizados pelo nosso grupo.
Para tal, os animais foram previamente sedados e anestesiados com solucdo de
cloridrato de ketamina (Ketamina® 10%, Agener Uni&o, Brasil) e cloridrato de xilazina
(Kensol® Cloridrato de xilazina 2%, Konig, Brasil) via ip. A eutanasia foi feita por
exsanguinacdo. Apoés coletar o sangue, realizou-se perfusdo cardiaca com PBS 1X e
foi retirado dos animais o figado e o baco. As amostras de sangue total foram retiradas
e centrifugadas a 5.000rpm por 10min a 4°C (centrifuga 5804 R, Eppendorf, Brasil)
para obtencdo do soro. O figado, bago e soro foram mantidos em banho de gelo
durante o procedimento e, em seguida, mantidos em freezer -80°C até o momento de

uso. Todo procedimento foi realizado com auxilio de material cirdrgico estéril.
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C57BLI6 (machos e fémeas)
21 dias de vida
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Figura 13: Desenho experimental da etapa in vivo. Os animais C57BL/6 foram
divididos em 6 grupos (C, CSIL, CNAC, V, VSIL e VNAC), n=12, e infectados com
1078 UFP de ZIKV via intraperitoneal, os controles receberam meio de cultura estéril
para simular a infeccdo. Os tratados com Silimarina receberam 200mg/Kg por dia,
sendo a dose dividida de 12 em 12 horas. Os animais tratados com NAC receberam
300mg/Kg por dia, sendo a dose também dividida de 12 em 12 horas. Os animais
foram pré-tratados 24 horas antes da infec¢do e a eutanasia ocorreu 3 dpi.

4.6 - Avaliacdo de Hepatomegalia e Esplenomegalia

O figado e o baco de todos os camundongos (controles, infectados e tratdos) foram
pesados apds eutanasia utilizando uma balanca semi-analitica, com duas casas
decimais (Marte Cientifica AD3300). Em seguida, foi realizado o calculo da razdo da

massa dos 6rgdos em relacdo a massa total do camundongo.
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4.7 - Dosagem dos biomarcadores de estresse oxidativo

4.7.1 - Ensaio de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

O Malondialdeido (MDA) é um produto da peroxidacao lipidica causada por ERO.
Dessa maneira, é considerado um biomarcador de estresse oxidativo, indicando leséo
celular. O MDA é capaz de reagir com o0 acido tiobarbitarico (TBA), gerando um
composto cor de rosa avermelhado que pode ser mensurado em comprimento de
onda de 535nm, conforme descrito por Buege e Aust (BUEGE; AUST, 1978).

Para a realizacdo da dosagem de MDA foram homogeneizados cerca de 50mg
de cada figado em 500uL de tampao fosfato, pH 7,4, em banho de gelo. ApGs a
homogeneizacéo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10min, a 4°C
(centrifuga 5804R, Eppendorf, Brasil). O sobrenadante foi coletado e estocado em
freezer -80°C por no maximo um més. Posteriormente, em banho de gelo, em um
microtubo, foram adicionados 250uL do homogenato do figado (no caso do branco
200uL H20) juntamente com 125uL de acido tricloroacético (0,07g de TCA em 0,25
mL de HCL a 2%, por amostra) gelado e 125uL de acido tiobarbiturico (0,0025g de
TBA em 0,25 mL de &cido acético a 50%, por amostra), as amostras foram vortexadas
e incubadas por 15min em banho-maria a 95°C. Em seguida, as amostras foram
deixadas em banho de gelo por 5min e foi realizada uma nova centrifugagcéo a
13.000rpm por 10min, 4°C. Pipetou-se 200uL do sobrenadante de cada amostra em
uma placa de 96 pocos. Ainda, uma curva de calibracdo de MDA foi construida
seguindo as propor¢des descritas na Tabela 1.

As leituras foram realizadas em modo fotométrico a 535 nm no leitor de
microplaca tipo VICTORTM X3 Multilabel (Perkin Elmer, EUA), com os softwares
Perkin Elmer 2030 workstation e workout 2.5. Os resultados expressos em nmol MDA
/ mg proteina total, para isso, a densidade otica a 535 nm da amostra € multiplicada
pelo fator de diluicdo e dividida pela inclinacdo da reta da curva de calibracédo

multiplicada pelas proteinas totais.
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Tabela 1: Curva de calibracdo com padrdo MDA para dosagem de TBARS

Pontos da Quantidade de Quantidade de Concentragao
curva MDA 500 pM (L) agua (pL) (umoliL)
1 500 - 500
2 100 400 100
3 D 0 250 50
4 ) 0 250 25
5 D =0 250 12.5
6 ) 0 250 6.25
7 > 250 3.125
B D =0 250 1.562
9 D =0 250 0.781
10 D 0 250 0.39

4.7.2 - Ensaio de Proteina Carbonilada

A Proteina Carbonilada é outro biomarcador de estresse oxidativo. A formacéao
desses compostos carbonilicos ocorre em consequéncia da oxidagdo das proteinas
por ERO. A dosagem de Proteina Carbonilada é realizada por meio da reacédo do
composto 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) com os grupos carbonila, gerando o 2,4-
dinitrofenil-hidrazona (DNP), no qual diluido em dodecil sulfato de sodio (SDS) pode
ser detectado a 370 nm em espectrofotometro UV-visivel.

Para este ensaio, foram homogeneizados cerca de 60mg de cada figado em
600uL de tampéo fosfato, pH 7,4, em banho de gelo. Apés a homogeneizacéo, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10min, a 4°C (centrifuga 5804R,
Eppendorf, Brasil). O sobrenadante foi coletado e estocado em freezer -80°C por no
maximo um més. Posteriormente, em um microtubo, foram adicionados 200uL do

homogenato do figado e adicionados 200uL de TCA 20% (m/v). Em seguida, as
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amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 5min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 500uL de DNPH, os quais foram incubados
por 15min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, vortexando a cada 5min. Apos
incubacao, foram adicionados 500uL de TCA 20% em cada microtubo, seguido de
nova centrifugacdo a 5000 rpm por 5min a 4°C. O sobrenadante foi descartado
novamente e o pellet lavado com adicdo de 1mL de etanol/acetato de etila (1:1) e
subsequente centrifugagédo a 5000 rpm por 10min a 4°C (essa etapa de lavagem foi
realizada duas vezes). O sobrenadante foi descartado e o pellet seco. Depois da
secagem, foi ressuspendido em 1mL de SDS 6% (m/v) e centrifugado novamente a
10.000rpm por 5min a 4°C. Apenas SDS 6% foi utilizado como branco. A leitura foi
realizada em cubetas de quartzo em espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu, EUA) a
370nm (Adaptado de Levine et al., 1994). A concentracao das proteinas derivatizadas
com DNPH foi calculada segundo a lei de Lambert-Beer, utilizando um coeficiente de
absorcdo molar de 22.000 M-1 cm-1. Os resultados foram expressos em nmol de

DNPH incorporado/mg de proteina.

4.8 - Dosagem das defesas antioxidantes

4.8.1 — Atividade total da enzima Superoxido Dismutase (SOD)

A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacao do anion superéxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio. A realizacdo dessa dosagem foi feita pelo método
proposto por Marklund (1974), que se baseia na inibicdo da auto-oxidagdo do
pirogalol. A auto-oxidacdo do pirogalol € dependente dos anions superoxidos, dessa
forma, na presenca da enzima SOD ocorre a catalisacdo dos anions superoxidos,
impedindo assim a auto-oxidagcéo do pirogalol. A auto-oxidacdo do pirogalol produz
uma coloragdo amarelada cuja intensidade pode ser determinada por
espectrofotdmetro. Posto isso, uma unidade da enzima SOD (U SOD) é definida como
a quantidade de enzima que reduz a auto-oxidagao do pirogalol em 50%.

Para este ensaio, foram homogeneizados cerca de 20mg de cada figado em
200puL de tampao fosfato, pH 7,4, em banho de gelo. Apés a homogeneizacao, as

amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10min, a 4°C (centrifuga 5804R,

39



LIMA, R. L.S. Material e Métodos

Eppendorf, Brasil). O sobrenadante foi coletado e estocado em freezer -80°C por no
maximo um més. Posteriormente, 30uL do homogenato foram pipetados em duplicata
em uma placa de 96 pogos, junto a 15uL de pirogalol (15mM), 6uL de MTT (1,25mM)
e 99uL de tampéo fosfato. Para o branco foram utilizados 144puL de tampé&o fosfato,
15uL de pirogalol e 6uL de MTT. Ja para o padrao foram usados 129uL de tampéo
fosfato, 15uL de pirogalol e 6uL de MTT. A mistura foi incubada por 5min a 37°C. Em
seguida, a reacgéao foi interrompida por 100uL de DMSO. A leitura foi realizada a
595nm no leitor Victor X3 Multilabel (Perkin Elmer). A atividade de SOD foi expressa
em U SOD/mg de proteina total, para isso é feita a razdo entre a densidade Otica a
595 nm da amostra e a do padrao, dividido pelo volume da amostra multiplicado pela

proteina total.

4.8.2 — Atividade da enzima Catalase (CAT)

A CAT é responsavel por catalisar a deterioracdo do peréxido de hidrogénio em agua
e do oxigénio. Para esta dosagem foram homogeneizados cerca de 20mg de cada
figado em 200uL de tampdo fosfato, pH 7,4, em banho de gelo. Ap6s a
homogeneizacéo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10min, a 4°C
(centrifuga 5804R, Eppendorf, Brasil). A enzima CAT foi dosada por meio da
utilizacdo de um método cinético, uma vez que uma unidade enzimatica de catalase
(U CAT) decompde 1 umol de H202 por mg de proteina em 1 minuto (Moehl; Chance,
1954). Para cada amostra foram adicionados 10uL do homogenato e 990uL de mix
(PBS mais 40uL de H20:2 - 30%) no momento de uso, mantido ao abrigo da luz. A
absorbancia foi medida imediatamente em um espectrofotdmetro UV-visivel a 240nm,
utilizando cubetas de quartzo, durante 1min para que o consumo de peroxido de
hidrogénio fosse acompanhado (Adaptado de Aebi, 1984). A atividade de CAT foi
expressa em U CAT/mg proteina total, para isso foi feita a subtracdo entre a
densidade o6tica a 595 nm no tempo 0 e no tempo 60 segundos, multiplicados por
1000 e dividido pelo coeficiente de extingdo molar (43,6 4 mM™ cm ™) multiplicado

pelas proteinas totais.
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4.9 - Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi necesséaria para a determinacdo dos niveis dos
biomarcadores de estresse oxidativo e enzimas antioxidantes. As proteinas totais
foram determinadas pelo método descrito por Bradford (1976), utilizando o Concetrate
Reagent (Bio-Rad Protein Assay). Esse corante reage com as proteinas por meio
aminoacidos de cadeias laterais basicos ou arométicos, deixando a solucédo de
coloragdo azulada, caso haja uma grande quantidade de proteinas. Para a dosagem,
foi feita uma curva padrdo com albumina de soro bovino (BSA), com sete pontos e
com concentracdes variando de 2 a 0,03mg/mL. Em uma placa de 96 pocos foram
adicionados 10uL de cada amostra ou pontos da curva padrao juntamente com 190uL
do corante Bio-Rad Protein Assay (diluido 1:4), em duplicata. A leitura da absorbancia
foi feita no leitor Victor X3 Multilabel (Perkin Elmer) a 595nm. O calculo da
concentracdo de proteinas se deu pela equacao da reta gerada pela curva padrao,

sendo expressa em mg/mL.

4.10 - Titulacdo de virus do figado de camundongos C57BL/6

Para analisar a atividade antiviral da Silimarina e da NAC contra o ZIKV em
camundongos C57BL/6, foram titulados em células Vero os sobrenadantes dos
homogenatos do figado de 11 animais infectados, 11 animais infectados e tratados
com a Silimarina e 11 animais infectados e tratados com a NAC. Além disso, foi
utiizado um controle de células e um controle de virus. Para isso, foram
homogeneizados cerca de 30mg de cada figado em 600uL de tampao fosfato, pH 7,
em banho de gelo. Ap6s a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm, por 10min, a 4°C (centrifuga 5804R, Eppendorf, Brasil). A titulagéo foi
realizada conforme o item 4.2 e revelada depois de 3 dias. Os resultados foram

expressos em Log UFP/grama de figado.
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4.11 - Compostos utilizados nos ensaios in vitro

Foram utilizados 4 compostos para a realizacdo dos ensaios in vitro: Silimarina, N-
acetilcisteina (NAC), Quercetina e Rutina.

A Silimarina foi obtida comercialmente da Sigma-Aldrich (EUA) e diluida em
DMSO (2mg de Silimarina em 1mL de DMSO). As aliquotas foram armazenadas em
freezer -20°C. A concentragéo utilizada foi de 100pg/ml, baseando-se em estudos
anteriores realizados pelo nosso grupo de estudos (Silva et al., 2020).

A N-acetilcisteina (NAC) foi obtida comercialmente da EMS (Brasil) na
concentracdo de 40mg/mL. O NAC foi filtrado em uma capela de fluxo laminar, através
de um filtro acoplado a uma seringa. As aliquotas foram armazenadas em freezer -
20°C. A dose de 10mM foi definida a partir de dados encontrados na literatura
(Cavalheiro et al., 2016).

A Quercetina foi obtida comercialmente da Sigma-Aldrich (EUA) e diluida em
DMSO (3,02 mg de Quercetina em 1mL de DMSO). As aliquotas foram armazenadas
em freezer -20°C. Dado que, o tratamento com a Quercetina em células Vero nédo
resulta em citotoxicidade em concentra¢cdes menores que 100uM (Qiu et al., 2016), a
dose de 50uM foi escolhida se baseando na literatura (De Araujo et al., 2016).

A Rutina foi obtida comercialmente da Sigma-Aldrich (EUA) e diluida em
DMSO (6,1 mg de Rutina em 1mL de DMSO). As aliquotas foram armazenadas em
freezer -20°C.Visto que o tratamento com a Rutina em células Vero nao resulta em
citotoxicidade em concentracdes menores que 1000ug/mL (Nizer et al.,2020), a dose

de 50uM foi escolhida se baseando na literatura (De Araujo et al., 2016).

4.12 - Avaliacéo do status oxidante in vitro

4.12.1 - Dosagem das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

A dosagem de ERO foi realizada por meio do Kit Image-iT™ LIVE Green Reactive
Oxygen Species (Invitrogen®, EUA). Esse Kit permite a deteccdo de ERO mediante
fluorescéncia. A técnica utiliza um marcador fluorogénico (5-ou-6)-carboxy-2',7'26

dichlorodihydro fluorescein diacetate (carboxy-H2DCFDA), que quando quebrado por
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esterases intracelulares néo especificas gera a molécula carboxy-DCFH que reage
com as ERO tornando-se fluorescente.

Os ensaios foram realizados em placas brancas de poliestireno de 96 pocos,
nas quais foram adicionadas 2,5x10”4 células Vero (em meio DMEM HG) em cada
cavidade e incubadas por 24h em estufa a 37°C e 5% de CO: para aderéncia. Apos
esse tempo, o meio DMEM HG foi descartado e as células foram lavadas com solucéo
salina equilibrada de Hanks (HBSS) pH 7,4. Acrescentaram-se 0S compostos as
células e logo depois essas foram infectadas com ZIKV em uma MOI de 5
(multiplicidade de infeccdo) utilizando o meio 199 sem vermelho de fenol (Sigma-
Aldrich, EUA). Um total de 8 pocos de células foram usados como controle negativo,
8 pocos de células foram infectados com ZIKV, 8 pocos de células foram infectados
com ZIKV previamente inativado por luz ultravioleta (UV) e 8 poc¢os de células foram
infectados com ZIKV e tratados com cada composto. A N-acetilcisteina foi utilizada
em uma concentracdo de 10mM, a Silimarina em concentracdo de 100ug/mL, a
Quercetina e a Rutina em concentragéo de 50uM.

Apos 15 e 24 horas poés infecgcdo (hpi) as células foram lavadas 2 vezes com
HBSS e incubadas com 100uL/poc¢o da sonda carboxi-H2DCFDA (25uM) por 45min
a 37°C e 5% de CO2, no escuro. ApOs a incubacdo, foram feitas leituras da
intensidade de fluorescéncia a 485/535nm (excitacdo/transmissao) utilizando o leitor
de microplaca tipo VICTORTM X3 Multilabel (Perkin Elmer, EUA), com os softwares
Perkin Elmer 2030 workstation e workout 2.5. Os resultados foram obtidos a partir de

trés experimentos independentes com trés replicatas cada.

4.13 - Ensaio de Atividade Antiviral

Para a realizacao deste ensaio foram utilizadas placas de 96 pocos das quais foram
adicionadas 5x1074 células Vero (em meio DMEM HG) em cada poco e incubadas
por 24h em estufa a 37°C e 5% de CO:2 para aderéncia. Apos esse tempo, 0 meio de
cultura foi retirado e foram adicionados os compostos, nas concentracdes indicadas
acima, e logo depois a suspensao viral de ZIKV numa MOI de 5, sendo 12 pogos de
controle de células, 12 pocos de células infectadas com ZIKV (controle de virus) e 12
pocos de células para cada composto mais ZIKV. As placas foram incubadas por 24

e 48 horas. Apos a incubacéo, o sobrenadante das células foi coletado. Em seguida,
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0 sobrenadante das células foi titulado em placas de 12 pocos contendo células Vero
(n=6), conforme item 4.2, sendo que cada placa continha um poc¢o de controle de

células (ndo tratado e néo infectado) e um controle de virus (infectado e nao tratado).

4.13.1 - Avaliacéo da viabilidade celular por MTT

Para a realizacdo desse experimento, células Vero foram distribuidas em placas de
96 pocos (5x10™ células/poco) e incubadas por 24h em estufa a 37°C e 5% de COz,
para aderéncia. O meio foi removido e os compostos candidatos foram adicionados,
nas concentragcdes indicadas acima, juntamente com 100uL de suspensao viral (MOI
de 5). ApGs 48h, o meio de cultura foi retirado e foram adicionados 20 uL de brometo
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) — 2,5 — difeniltetrazol (MTT) (2 mg/mL) por poco e as placas
foram incubadas por 1h. Posteriormente, foram adicionados 85uL do solvente DMSO
(dimetilsulfoxido) em cada po¢o. O MTT é um composto que € reduzido por células
com metabolismo ativo (viaveis), sendo convertido em cristais de formazam (cristais
realizar essa conversao. Os cristais de formazam necessitam do DMSO para que
sejam dissolvidos, uma vez que sao insoluveis. Desse modo, a viabilidade celular &
mensurada de forma indireta a partir da quantificacdo de cristais formazam
produzidos (MOSMANN, 1983). A quantidade de formazam gerada foi mensurada por

meio da leitura da absorbancia a 490 nm no leitor de placas Victor X3 (PerkinElmer).

4.14 - Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 7.0, utilizando-se o teste
one-way ANOVA com pos-teste de Tukeye nivel de confianga de 95% (p < 0,05) e o
resultado representa a Média + SEM de cada grupo.

44



LIMA, R. L.S. Resultados

5 - RESULTADOS

5.1 - Sinais clinicos

5.1.1 - Avaliacdo da massa corporal de camundongos C57BL/6

O experimento piloto com os animais C57BL/6 selvagens de 21 dias infectados com
o ZIKV mostrou nenhuma mortalidade e nenhum sinal clinico aparente, como
piloerecao, prostracao, perda de peso e arqueamento de dorso (Silva, H., 2018), até
0 20° dia de infec¢ao. No entanto, como mostrado na Figura 14, os animais infectados
ndo ganharam peso como 0s controles, até um periodo de 10 dias. Em seguida, para
determinar se a Silimarina e a NAC poderiam reverter o quadro de menor ganho de
massa corpoérea, avaliou-se novamente a porcentagem de ganho de massa corporal
dos camundongos no 3° dpi. A Figura 15 mostra que o tratamento com Silimarina e
NAC néao restaurou a porcentagem de ganho de massa corporal em camundongos
C57BL/6 apos infeccdo por ZIKV (V, VSIL e VNAC), quando comparado aos controles
(C,CSIL e CNAC), 3 dias apés a infeccao.
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Figura 14: Porcentagem de ganho de massa corporal de animais controles e
infectados. O ganho de massa corporal dos animais controles e infectados foram
registrados por 20 dias e os resultados estdo expressos como a porcentagem de
ganho de massa média em relacédo ao peso inicial dos animais. Os resultados estao
apresentados como média + SD (infectados n= 8 e controle n= 4). * representa
diferencas significativas entre o ganho de peso corporal dos animais controles e
infectados (*P< 0.05, teste t-Student).
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Figura 15: Tratamento com Silimarina e NAC né&o restaura a porcentagem de
ganho de massa corporal em camundongos C57BL/6 3 dias ap0s infec¢cao por
ZIKV. A massa corporal dos animais de cada grupo (n=12) foi registrada antes da
infeccdo (dia 0) e no dia da eutandsia (dia 3), os dados séo expressos como média +
SEM, onde letras diferentes (a,b) representam diferenca estatistica (p<0,05, ANOVA).
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5.2 - Analise de Esplenomegalia e Hepatomegalia

Os animais infectados com o ZIKV (V) apresentaram aumento significativo de massa

do baco em relagdo aos animais dos grupos controles (C, CSIL e CNAC), mostrando
gue a infeccdo leva a um quadro de esplenomegalia (Figura 16A). No entanto, o
guadro nao foi revertido com o tratamento de Silimarina e NAC (VSIL e VNAC). Ja os
camundongos infectados (V) ndo apresentaram aumento de figado em relacdo aos
animais controles (C), como mostrado na figura 16B. No entanto, os animais dos
grupos infectado e tratado com Silimarina (VSIL) e infectado e tratado com NAC
(VNAC) mostraram um aumento da massa do figado em relacdo aos animais dos
grupos controles (C, CSIL e CNAC).
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Figura 16: Razdo da massa do baco e figado em relagdo a massa corporal de
animais C57BL/6 infectados com ZIKV e tratados com Silimarina e NAC.
Camundongos C57BL/6 controles, infectados com ZIKV ou infectados com ZIKV e
tratados com Silimarina e NAC foram eutanasiados no 3° dpi e os pesos do baco e
figado mensurados. A razéo foi obtida pela massa do baco (A) ou do figado (B) em
relacdo a massa total do animal. Os dados apresentam a média + SEM dos grupos
(n=12/grupo), onde letras diferentes (a,b,c,d) representam diferenca estatistica
(p<0,05, ANOVA). C: animais controles; CSIL: animais controles tratados com
Silimarina; CNAC: animais controles tratados com NAC; V: animais infectados com
ZIKV; VSIL: animais infectados com ZIKV e tratados com Silimarina; VNAC: animais
infectados com ZIKV e tratados com NAC.
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5.3 - Analise da acdo antioxidante da Silimarina e da NAC
5.3.1 - Avaliagédo dos marcadores de estresse oxidativo no figado

5.3.1.1 - Malondialdeido (MDA)

A partir da Figura 17, pode-se verificar que a infeccdo pelo ZIKV aumentou
significativamente as concentracdes de MDA no figado dos camundongos infectados
com o ZIKV (V), quando comparado aos controles (C, CSIL e CNAC). Os animais
infectados que receberam o tratamento com a Silimarina (VSIL) demonstraram uma
diminuicdo de MDA em comparac¢ao ao grupo infectado (V) e niveis semelhantes de
MDA com os controles (C, CSIL e CNAC) (Figura 17). O grupo infectado e tratado
com NAC (VNAC) apresentou niveis aumentados de MDA, semelhante ao observado
no figado dos animais do grupo infectado (V), mostrando que, diferente da Silimarina,
o tratamento com a NAC néo foi capaz de diminuir os niveis de MDA ap0s a infeccao

(Figura 17).
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Figura 17: Tratamento com Silimarina restabelece os niveis de MDA no figado
de camundongos C57BL/6 infectados por ZIKV. Camundongos C57BL/6 controles,
infectados com ZIKV ou infectados com ZIKV e tratados com Silimarina e NAC foram
eutanasiados no 3° dpi e os niveis de MDA, biomarcador de estresse oxidativo, foram
avaliados no figado dos animais. Os dados sdo expressos como a meédia + SEM
(n=12/grupo), onde letras diferentes (a,b) representam diferenca estatistica (p<0,05,
ANOVA). C: animais controles; CSIL: animais controles tratados com Silimarina;
CNAC: animais controles tratados com NAC; V: animais infectados com ZIKV; VSIL:
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animais infectados com ZIKV e tratados com Silimarina; VNAC: animais infectados
com ZIKV e tratados com NAC.

5.3.1.2 - Proteina Carbonilada

A partir da Figura 18, pode-se verificar que a infeccdo pelo ZIKV aumentou
significativamente os niveis de Proteina Carbonilada no figado dos camundongos (V),
guando comparado aos controles (C, CSIL e CNAC). Os animais infectados que
receberam o tratamento com a Silimarina e NAC (VSIL e VNAC) demonstraram uma
diminuicdo de Proteina Carbonilada em comparacao ao grupo infectado (V) e niveis
semelhantes com os controles (C, CSIL e CNAC) (Figura 18).

b
(]
]

Proteina Carbonilada
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Figura 18: Tratamento com Silimarina e NAC restabelece os niveis de proteina
carbonilada no figado de camundongos C57BL/6 infectados por ZIKV.
Camundongos C57BL/6 controles, infectados com ZIKV ou infectados com ZIKV e
tratados com Silimarina e NAC foram eutanasiados no 3° dpi e os niveis de proteina
carbonilada, biomarcador de estresse oxidativo, foram avaliados no figado dos
animais. Os dados sdo expressos como a média + SEM (n=12/grupo), onde letras
diferentes (a,b) representam diferenca estatistica (p<0,05, ANOVA). C: animais
controles; CSIL: animais controles tratados com Silimarina; CNAC: animais controles
tratados com NAC; V: animais infectados com ZIKV; VSIL: animais infectados com
ZIKV e tratados com Silimarina; VNAC: animais infectados com ZIKV e tratados com
NAC.
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5.3.2 - Avaliacéo do status antioxidante no figado dos animais

5.3.2.1 - Atividade da enzima Superéxido Dismutase

A partir da Figura 19, pode-se verificar que a infeccdo pelo ZIKV aumentou
significativamente a atividade total da enzima SOD no figado dos camundongos (V),
guando comparado aos controles (C, CSIL e CNAC). J& o tratamento com Silimarina
e NAC diminuiu a atividade enzimatica da SOD no figado dos animais infectados
(VSIL e VNAC), com niveis semelhantes aos observados nos grupos controles (C,

CSIL e CNAC) (Figura 19).

Atividade total de SOD (U/mg)

Figura 19: O tratamento com Silimarina e NAC restabeleceu a atividade
enzimatica da SOD no figado de camundongos C57BL/6 infectados por ZIKV.
Camundongos C57BL/6 controles, infectados com ZIKV ou infectados com ZIKV e
tratados com Silimarina e NAC foram eutanasiados no 3° dpi e a atividade total da
enzima SOD foi dosada no figado dos animais. Os dados sao expressos como a
média + SEM (n=12/grupo), onde letras diferentes (a,b) representam diferenca
estatistica (p<0,05,ANOVA). C: animais controles; CSIL: animais controles tratados
com Silimarina; CNAC: animais controles tratados com NAC; V: animais infectados
com ZIKV; VSIL: animais infectados com ZIKV e tratados com Silimarina; VNAC:
animais infectados com ZIKV e tratados com NAC.
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5.3.2.2 - Atividade da enzima Catalase

Como pode ser observado na Figura 20, a infeccdo pelo ZIKV aumentou
significativamente a atividade da enzima CAT no figado dos camundongos (V),
guando comparado aos controles (C, CSIL e CNAC). Por sua vez, o tratamento com
Silimarina e NAC diminuiu a atividade enzimatica da CAT no figado dos animais
infectados (VSIL e VNAC), com niveis semelhantes aos observados no figado dos
animais dos grupos controles (C, CSIL e CNAC) (Figura 20).
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Figura 20: O tratamento com Silimarina e NAC restabeleceu a atividade
enzimatica da CAT no figado de camundongos C57BL/6 infectados por ZIKV.
Camundongos C57BL/6 controles, infectados com ZIKV ou infectados com ZIKV e
tratados com Silimarina e NAC foram eutanasiados no 3° dpi e a atividade da enzima
CAT foi dosada no figado dos animais. Os dados sdo expressos como a média + SEM
(n=12/grupo), onde letras diferentes (a,b) representam diferenca estatistica
(p<0,05,ANOVA). C: animais controles; CSIL: animais controles tratados com
Silimarina; CNAC: animais controles tratados com NAC; V: animais infectados com
ZIKV; VSIL: animais infectados com ZIKV e tratados com Silimarina; VNAC: animais
infectados com ZIKV e tratados com NAC.
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5.4 - Andlise da atividade antiviral da Silimarina e da N-acetilcisteina

5.4.1 - Titulagdo do figado de camundongos C57BL/6

Para analisar a atividade antiviral da Silimarina e da NAC contra o ZIKV, foram
titulados em células Vero os sobrenadantes dos homogenatos do figado dos
camundongos C57BL/6 dos grupos infectado (V), infectado e tratado com Silimarina
(VSIL) e infectado e tratado com NAC (VNAC). Conforme a Figura 21, a carga viral
no figado de camundongos C57BL/6 infectados por ZIKV foi reduzida apés tratamento

com Silimarina e NAC.
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Figura 21: A cargaviral no figado de camundongos C57BL/6 infectados por ZIKV
é reduzida apos tratamento com Silimarina e NAC. Camundongos C57BL/6
infectados com ZIKV ou infectados com ZIKV e tratados com Silimarina e NAC foram
eutanasiados no 3° dpi. Para analisar a atividade antiviral da Silimarina e do NAC
contra o ZIKV, foram titulados em células Vero os sobrenadantes dos homogenatos
do figado desses animais. Os dados sao expressos como a meédia + SEM
(n=11/grupo), onde letras diferentes (a,b) representam diferenca estatistica
(p<0,05,ANOVA). V: animais infectados com ZIKV; VSIL: animais infectados com
ZIKV e tratados com Silimarina; VNAC: animais infectados com ZIKV e tratados com
NAC.
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5.5 - Avaliacdo da atividade antioxidante e antiviral da Silimarina, NAC, Quercetina e

Rutina na infecgé&o in vitro pelo ZIKV

5.5.1 — Avalicdo da atividade antioxidante

Para avaliar a acdo dos antioxidantes (Silimarina, NAC, Quercetina e Rutina) na
infeccdo pelo ZIKV, foram mensurados os niveis de ERO em células Vero infectadas
e tratadas com os diferentes compostos. Ja foi demonstrado pelo nosso grupo de
pesquisa que o estresse oxidativo ocorre na infeccao pelo ZIKV in vitro, decorrente
do aumento da producdo de ERO (Almeida et al., 2020).

Como pode ser visto na Figuras 22 (A, B), a infec¢do pelo ZIKV aumentou a
producdo de ERO em relacéo as células controles (CC), confirmando estudos prévios
do nosso grupo. Ja o tratamento com os diferentes compostos (Silimarina, NAC,
Quercetina e Rutina) foi capaz de diminuir a producdo de ERO 15 e 24h apoés a
infeccdo com o ZIKV, em relacdo as células somente infectadas, confirmando suas

acOes antioxidantes.
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Figura 22: Diminuigdo das ERO em células infectadas com ZIKV e tratadas com
Silimarina, NAC, Quercetina e Rutina. Células Vero foram infectadas com ZIKV em
uma MOI de 5 e tratadas com a Silimarina (100ug/ml), NAC (10mM), Quercetina
(50uM) e Rutina (50uM). Nos tempos de 15 (A) e 24 (B) horas poés-infeccdo (hpi), as
células foram carregadas com 25uM da sonda carboxi-H2DCFDA. A quantidade de
ERO produzidas foi medida e representada como % da intensidade média de
fluorescéncia em relacdo ao controle de células (CC). Os dados s&o expressos como
a média + SEM (n=8), onde letras diferentes (a,b,c) representam diferenca estatistica
(p<0,05, ANOVA).
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5.6 - Andlise da atividade antiviral

Para continuar o estudo sobre a possivel ligacdo da atividade antioxidante dos
compostos a atividade antiviral, foi realizado um ensaio de atividade antiviral, a fim de
verificar se a producédo de ERO pode ser importante para a multiplicacdo do ZIKV.

Como pode ser observado na Figura 23 (A, B), o titulo do ZIKV em células Vero
foi reduzido apds tratamento com a Silimarina nos tempos de 24 e 48 horas poés-
infeccao (hpi), confirmando resultados prévios demonstrados por nosso grupo (Silva
et al., 2020). Por sua vez, nenhum dos outros antioxidantes testados, NAC,
Quercetina e Rutina, apresentaram reducdo dos titulos virais, ou seja, nao
demonstraram nenhum efeito anti-ZIKV. A discrepancia entre os resultados obtidos
com a NAC in vivo e in vitro necessitam de mais estudos para ser entendida. Nossa
hipétese é que, no sistema in vivo, onde outros fatores possam interferir com a
multiplicacdo do ZIKV no figado, e que compostos que melhorem o funcionamento
desse 6rgao possam de alguma forma interferi na multiplicag&o viral.

Dessa forma, podemos inferir que ter atividade antioxidante via inibicdo de
ERO nédo garante que um determinado composto apresente atividade antiviral contra
o ZIKV. Provavelmente, a producdo de ERO néo seja € um fator que contribua de
forma significativa para aumentar a multiplicagdo do ZIKV. No entanto, mais estudos
precisam ser realizados para confirmar essa hipétese.
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Figura 23: Titulo de ZIKV em células Vero tratadas com diferentes compostos
apés 24 e 48 horas pés-infeccado (hpi). Células Vero foram infectadas com ZIKV
(MOI 5) e tratadas com Silimarina (100ug/ml), NAC (10mM), Quercetina (50uM) e
Rutina (50uM). ApdGs 24 e 48 horas, 0s sobrenadantes das células foram coletados e
titulados em células VERO para determinacdo dos titulos virais. Os dados séo
expressos como a média + SEM (n=6), onde letras diferentes (a,b) representam
diferenca estatistica (p<0,05, ANOVA). CV: controle de virus (células infectadas e nédo
tratadas): SIL: células infectadas e tratadas com Silimarina; NAC: células infectadas
e tratadas com NAC; QUER: células infectadas e tratadas com Quercetina; RUT:
células infectadas e tratadas com Rutina.

5.6.1 - Andlise da viabilidade celular por MTT

Para a confirmacdo do ensaio de titulagéo, foi realizado um ensaio de viabilidade
celular, em que células Vero foram infectadas com ZIKV (MOI de 5) e tratadas com
Silimarina (100ug/ml), NAC (10mM), Quercetina (50uM) ou Rutina (50uM). Apés 48h
a viabilidade das células foi revelada pelo ensaio de MTT. Conforme a Figura 24,
observa-se que a viabilidade celular foi reduzida em todos os grupos, exceto o tratado

com a Silimarina, corroborando com os resultados obtidos na titulacéo.
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Figura 24: Viabilidade celular de células Vero infectadas com o ZIKV e tratadas
com diferentes compostos. Células Vero foram infectadas com ZIKV (MOI de 5) e
tratadas com Silimarina (100ug/ml), NAC (10mM), Quercetina (50uM) ou Rutina
(50uM). Apds 48h a viabilidade das células foi revelada pelo ensaio de MTT. Os dados
sdo expressos como a meédia £+ SEM (n=12), onde letras diferentes (a,b,c)
representam diferenca estatistica (p<0,05, ANOVA). CC: controle de células (células
ndo infectadas e nao tratadas); CV: controle de virus (células infectadas e néo
tratadas): SIL: células infectadas e tratadas com Silimarina; NAC: células infectadas
e tratadas com NAC; QUER: células infectadas e tratadas com Quercetina; RUT:
células infectadas e tratadas com Rutina.
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6 - DISCUSSAO E CONCLUSAO

O ZIKV é um flavivirus emergente que infectou e causou doenga em um grande
namero de pessoas, especialmente entre os anos de 2015 e 2016 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019). A epidemia de ZIKV em paises do continente Americano
revelou manifestagdes clinicas que nao haviam sido observadas em surtos anteriores.
Dentre essas manifestacfes, destacam-se danos neurologicos graves como:
microcefalia, encefalite, meningoencefalite e sindrome de Guillain-Barré (Figueiredo
et al., 2019).

Entre o periodo de 29 de dezembro de 2019 a 29 de dezembro de 2020, foram
notificados 7.387 casos provaveis de Zika no Brasil (taxa de incidéncia 3,5 casos/100
mil habitantes). A regido Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia (9,2
casos/100 mil habitantes), seguida das regibes Centro-Oeste (3,6 casos/100 mil
habitantes) e Norte (2,8 casos/100 mil habitantes). O estado da Bahia apresentou a
maior concentracdo de casos do pais, 47,9%. Nesse periodo também foram
notificados 609 casos provaveis de Zika em gestantes, dos quais 214 casos foram
confirmados no pais. Entre 14 de fevereiro de 2021 a 27 de fevereiro de 2021 foram
notificados 448 casos provaveis de Zika, correspondendo a uma taxa de incidéncia
0,21 casos por 100 mil habitantes no pais (Ministério da Saude, 2020; Ministério da
Saulde, 2021). Esses dados mostram que a circulacdo do ZIKV no Brasil € ainda
consideravel. No entanto, apesar de toda sua importancia, ainda assim, muitos
aspectos sobre a patogénese desse arbovirus permanecem desconhecidos e ndo ha
vacina nem antivirais disponiveis.

Dessa forma, a fim de tentar entender um pouco mais sobre a patogénese do
ZIKV, nosso grupo de pesquisa demonstrou recentemente que o estresse oxidativo
ocorre durante a infeccdo in vitro e in vivo, podendo ser um fator importante no
desenvolvimento e progressdo da doenca (Almeida et al., 2020). Ainda, na tentativa
de encontrar possiveis substancias com promissora atividade antiviral,
demonstramos in vitro uma potente atividade anti-ZIKV da Silimarina (Silva et al.,
2020). Dessa forma, dando continuidade a esses estudos, o objetivo desse trabalho
foi avaliar a atividade antioxidante e antiviral da Silimarina na infeccéo in vivo pelo
ZIKV, utilizando camundongos C57BL/6, e comparar seus efeitos com outro composto

antioxidante bem descrito na literatura, a N-acetilcisteina (NAC). Ainda, avaliamos in
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vitro o papel da ERO na multiplicacéo do virus, utilizando além da Silimarina e NAC,
outros antioxidantes, a Quercetina e Rutina. Esses compostos foram testados quanto
suas capacidades em inibir a producdo de ERO apds a infec¢do, bem como inibir a
multiplicacdo do ZIKV, em células Vero.

Para a realizacdo dos experimentos in vivo foram utilizados camundongos
C57BL/6 selvagens, de 21 dias de idade, com base em dados publicados na literatura
e estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa (Almeida et al., 2020;
Yu et al., 2017). Camundongos selvagens sdo comumente resistentes a infec¢céo pelo
ZIKV, apresentando 100% de sobrevida, sendo essa susceptibilidade dependente
principalmente da idade (Silva H., 2018; Pena et al., 2018; LI et al., 2018). Li e
colaboradores demonstraram que animais C57BL/6 com 5 e 7 dias de vida infectados
com o ZIKV apresentam taxa de mortalidade de 90,9% e 55,6%, respectivamente.
Por outro lado, animais mais velhos com 14 e 21 dias de vida sobrevivem a infec¢éo
(Li et al., 2018). Assim, escolhemos utilizar animais de 21 dias pois, assim como
ocorre na maioria das infeccdes em humanos, a doenca nesses animais ndo € letal,
e desenvolve-se de maneira assintomatica ou com sintomas leves. Além disso,
nesses animais que passaram por desmame, foi possivel administrar a Silimarina e a
NAC via gavagem, que é uma via que permite um bom controle de ingestdo e
mimetiza a via de administragéo natural desses compostos, a via oral.

Em concordéancia com trabalhos prévios, nossos resultados obtidos mostraram
gue os animais foram resistentes a infeccdo pelo ZIKV, uma vez que todos
sobreviveram até o 20° dia poOs infeccdo. Além disso, os animais infectados néo
apresentaram sinais clinicos aparentes, como piloere¢ao, prostracao, arqueamento
de dorso e perda de peso. No entanto, considerando que animais de 21 dias ainda
estdo em fase de crescimento e engorda, avaliamos o percentual de ganho de massa
dos animais infectados, em relagdo aos animais controles, para determinar se a
infeccdo estaria prejudicando o desenvolvimento desses animais. Os resultados
mostraram que os animais infectados com ZIKV ndo ganharam peso como os animais
controles até o 10° dia pi, corroborando com estudos anteriores (Yu et al., 2017;
Almeida et al., 2020).

Considerando que o menor ganho de massa corporea foi o Unico sinal clinico
evidente observado nos camundongos C57BL/6 de 21 dias infectados com o ZIKV, o

proximo passo foi avaliar se o tratamento com a Silimarina e a NAC poderia auxiliar
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na melhora desse quadro. A administracdo de nenhum desses compostos, nas
concentracfes usadas, foi capaz de restaurar o desenvolvimento da massa corporal
nos animais infectados até o 3° dia da infec¢éo.

Ainda, os animais infectados com o ZIKV apresentaram um quadro de
esplenomegalia, que também nado foi revertido com nenhum dos tratamentos
(Silimarina ou NAC). De forma diferente, em um outro trabalho feito pelo nosso grupo
utilizando camundongos BALB/c infectados com o Mayaro virus (MAYV) e tratados
com a Silimarina, foi observado que o quadro de esplenomegalia ocasionado pela
infeccéo foi totalmente revertido apos 5 dias de tratamento (Ferraz et al., 2021). Ainda,
aqui, os camundongos C57BL/6 infectados com o ZIKV ndo apresentaram
hepatomegalia até o dia em que foram eutanasiados (3° dpi). Na literatura, existe um
estudo de Cardona e Morales (2016) que relata hepatomegalia em uma paciente
infectada com o ZIKV (Cardona; Morales, 2016).

Apesar de ndo mostrar melhora no quadro clinico e na esplenomegalia apds a
infeccao pelo ZIKV, o tratamento com ambos 0s compostos foi capaz de restabelecer
a homeostase redox no figado dos animais infectados, com diminuicdo dos
marcadores de estresse oxidativo MDA e proteina carbonilada e diminuicdo das
enzimas antioxidantes SOD e CAT. O figado foi escolhido para se estudar a
homeostase redox frente a infec¢do desde que é sabido que o ZIKV € capaz de se
multiplicar em células hepaticas (Sherman et al., 2019) e o figado € um dos 6rgaos
principais onde ocorre ativa multiplicacdo viral com posterior disseminacdo (Waldorf
et al.,, 2016). Além disso, nesse modelo, os animais ndo desenvolvem doenca
neuroldgica por serem ja resistentes a infeccgao.

Nossos resultados reforcam a acdo antioxidante da Silimarina e sé&o
semelhantes aos resultados de um estudo recente publicado por nosso grupo, que
demonstrou que os niveis de MDA e proteina carbonilada sédo restabelecidos no
figado de animais BALB/c infectados com MAYV e tratados com a Silimarina (Ferraz
et al., 2021). Com relacdo a NAC, outro estudo presente na literatura corrobora com
os resultados obtidos neste trabalho, o tratamento com o NAC modulou o estresse
oxidativo induzido por DENV em camundongos BALB/c infectados com DENV,
restabelecendo as enzimas antioxidantes SOD e CAT aos niveis dos controles
(Sreekanth et. al., 2019).

Em relag&o aos antioxidantes enzimaticos, foi demonstrado neste trabalho que
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a infeccédo pelo ZIKV aumentou significativamente a atividade de SOD e CAT no
figado dos camundongos infectados, quando comparado aos controles, e 0
tratamento com Silimarina e NAC diminuiu a atividade dessas enzimas, comparando-
a a atividade encontrada no figado dos animais controles.

De forma contraria ao que observamos aqui, nosso grupo de pesquisa
observou em um estudo prévio usando camundongos C57BL/6 neonatos infectados
com o ZIKV, uma diminui¢cdo na atividade das enzimas SOD e CAT no figado dos
animais infectados (Almeida et al., 2020). Ainda, essa diminui¢éo da atividade de SOD
e CAT observada nesse estudo foi relacionada a inibicdo Nrf2, que é um dos principais
reguladores do sistema antioxidante celular. Como ja discutido anteriormente, a
susceptibilidade a infeccdo pelo ZIKV em modelo murino selvagem € dependente da
idade, sendo que os animais neonatos sucumbem a infeccdo com mortalidade
préxima de 80% (Li et al., 2018; Almeida et al., 2020), enquanto os de 21 dias ja sao
totalmente resistentes (Li et al., 2018). Dessa forma, pode ser que diferencas na
atividade das enzimas antioxidantes sejam observadas dependendo do contexto e da
gravidade da infecgao pelo ZIKV.

Foi observado que os animais infectados apresentaram um aumento de SOD
e CAT em comparacgao aos controles, isso provavelmente se deve ao fato da infeccao
por ZIKV causar o aumento de ERO (Almeida et al., 2020) e assim, por consequéncia,
poderia ocorrer uma modulacdo positiva da via Nrf2, causando o aumento das
enzimas antioxidantes para conter essas espécies reativas de oxigénio. O tratamento
com a Silimarina e NAC foi capaz de restabelecer os niveis de SOD e CAT aos niveis
dos animais controles, comprovando a capacidade antioxidante desses compostos.

Em conjunto, esses resultados nos permitem inferir que o tratamento com a
Silimarina e a NAC se mostrou promissor no restabelecimento dos parametros redox
no figado de camundongos C57BL/6 de 21 dias infectados com ZIKV. Mesmo que a
NAC néo tenha diminuido os niveis de MDA apés a infec¢ao, esse composto diminuiu
os niveis de Proteina Carbonilada e restabeleceu a atividade de SOD e CAT no figado
dos camundongos infectados.

Em seguida, avaliamos se a Silimarina e a NAC poderiam apresentar alguma
atividade anti-ZIKV in vivo. Para isso, medimos a carga viral no figado dos animais
infectados e no figado dos animais infectados e tratados com os diferentes

compostos. Um estudo prévio do nosso grupo ja havia demonstrado que, in vitro, a
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Silimarina diminui a multiplicacdo do ZIKV (Silva et al., 2020). Aqui, também
observamos uma menor quantidade de virus no figado dos animais infectados com
ZIKV e tratados com a Silimarina, confirmando seus efeitos antivirais contra esse
virus. Ja com relacdo a NAC, até o desenvolvimento desse trabalho, ndo existiam
trabalhos na literatura demonstrando seu efeito antiviral contra o ZIKV, e de forma
semelhante a Silimarina, uma menor quantidade de virus foi encontrada no figado
dos animais infectados e tratados com esse composto. Assim, de alguma forma, o
tratamento com a NAC, além de restabelecer os parametros redox no figado dos
animais infectados, foi capaz também de diminuir a multiplicacdo do ZIKV.

A acao antiviral da Silimarina para outros virus ja foi relatada por estudos do
nosso grupo de pesquisa. Camini e colaboradores (2018) demonstraram atividade
anti-MAYV da Silimarina em células hepaticas humanas HepG2 e Ferraz e
colaboradores (2021) confirmaram sua acao anti-MAYV em modelo animal. Outros
autores também ja relataram efetiva atividade antiviral da Silimarina in vitro contra o
Chikungunya virus (CHIKV) (Lani et al., 2015). Além disso, a Silimarina apresentou
atividade antiviral contra os virus da HCV (Wagoner et al., 2010; Polyak; Ferenci;
Pawlotsky, 2013; Liu et al., 2016) e HBV (Huang et al., 2017). Ja a atividade antiviral
da NAC foi demonstrada na literatura contra o Dengue virus (DENV) e o virus da
Influenza A (H5N1 e H3N2), através de estudos in vitro e in vivo (Sreekanth et. al.,
2019; Ghezzi; Ungheri, 2004; Geiler et al., 2010).

O mecanismo de acédo antiviral da Silimarina ainda ndo é bem elucidado na
literatura, no entanto, alguns estudos demonstram como esse mecanismo poderia
ocorrer. Um estudo recente publicado por nosso grupo de estudos demostrou que a
Silimarina apresenta efeito virucida e de inibicdo da penetracéo e adsorcdo do ZIKV
em células Vero (Silva et al., 2020). Outro estudo demosntra que a Silimarina tem
efeitos antivirais contra o virus da hepatite C (HCV), inibindo a entrada do virus,
expressdo de RNA e proteina e producdo de particulas infecciosas, diminuindo a
transmissao do virus de célula para célula (Wagoner et al., 2010).

Apoés obtencéo desses resultados in vivo, em que Silimarina e NAC exibiram
efeito antioxidante e antiviral no figado dos animais infectados pelo ZIKV, nos
levantamos a hipdtese de que as ERO produzidas apos a infeccdo poderiam de
alguma forma contribuir positivamente para a multiplicacdo do ZIKV; sendo assim,

qualquer composto capaz de inibir ou detoxificar essas ERO poderia inibir a
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multiplicacéo do ZIKV. O efeito das ERO na multiplicacdo dos virus de maneira geral
ainda é controverso, sendo que para alguns virus a producdo exacerbada dessas
espécies parecer conter a infeccdo viral, enquanto que para outros virus, o efeito
parecer ser o contrario; ainda, essa relacdo ERO X multiplicacdo viral parece
depender ndo s6 da espécie de virus, mas do tipo celular infectado (Camini et al.,
2017).

Para testar essa hipotese, células Vero foram infectadas com o ZIKV e tratadas
com diferentes antioxidantes: Silimarina, NAC, Quercetina e Rutina. Nos tempos de
15 e 24 hpi, a producao de ERO foi medida e nos tempos de 24 e 48 hpi, a producéo
de virus nessas células foi mensurada. Todos os compostos aqui testados foram
capazes de diminuir a producédo de ERO apos a infeccéo de células Vero pelo ZIKV,
15 e 24 horas pés-infeccéo (hpi), confirmando seus efeitos antioxidantes. No entanto,
apenas a Silimarina apresentou atividade antiviral contra o ZIKV, 24 e 48 hpi, como
ja havia sido mostrado por estudos prévios do grupo (Silva et al., 2020), enquanto 0s
demais compostos, incluindo a NAC, nao inibiram significativamente a producéo de
virus nessas células.

A Quercetina e a Rutina sao flavondides e um dos antioxidantes mais
estudados na literatura (Hartman; Shankel, 1990). Os flavondides podem possuir
acao antioxidante quando inativam radicais livres. Essas substancias inibem as
reacdes provocadas pelos radicais livres doando atomos de hidrogénio (Lima;
Bezerra, 2012).

Segundo Zandi e colaboradores (2011) a Quercetina e Rutina podem inibir o
DENV, outro membro da familia Flaviviridae (a mesma familia do ZIKV) (Zandi et al.
2011). Ainda, a Quercetina possui um efeito benéfico em pacientes com complicacdes
graves de influenza A (H1N1) (Uchide; Toyoda, 2011) e estudos recentes
demonstraram que a Quercetina e seus derivados naturais possuem atividade
antiviral contra os virus Chikungunya, Mayaro, Influenza, Ebola, Hepatite C, Epstein-
Barr e hepatite B (Chaabi, 2020; Santos et al.,2014; Rojas et al., 2016; Qiu et al.,
2016; Cheng et al., 2015). Por outro lado, a Rutina ndo apresentou atividade antiviral
contra MAYV (Waleska et al., 2020).

Contudo, um derivado natural da Quercetina, a Quercetina-3-p-O-D-
glucosideo (Q3G), exibiu efeitos anti-ZIKV em células Vero in vitro. Além disso, nesse

estudo a Q3G apresentou uma acgéo antiviral em cultura de tecidos de camundongos
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knockout para interferon do tipo | (Wong et al.,2017). Ainda, a Rutina em concentracéo
de 100uM inibiu em mais de 40% as atividades da protease NS2B-NS3 do ZIKV,
essencial para a replicacdo do virus, produzidas em E. coli BL21 (DE3) (Lim et al.,
2016).

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho in vitro, somente a
Silimarina apresentou uma acéo antiviral contra ZIKV, enquanto os outros compostos
apresentaram somente acdo antioxidante. Dessa forma, & possivel inferir que a
atividade antioxidante dos compostos provavelmente ndo esté diretamente ligada a
atividade antiviral contra o ZIKV, ou seja, talvez a producédo de ERO néo seja um fator
tdo significativo para a multiplicacdo do ZIKV, como ocorre com outros agentes virais
(Pillai et al., 2019; Gullberg et al., 2015). Porém, mais estudos sdo necessarios para
a comprovacdo dessa hipotese e melhor estabelecer a acdo anti-Zika para os
compostos NAC, Quercetina e Rutina.

Uma vez que o ZIKV ainda € um Problema de Saude nacional, com a presenca
de quadros clinicos debilitantes, e ainda ha a auséncia de tratamento especifico,
estudos que busquem elucidar a patogénese desse virus e a procura por farmacos
antivirais sdo essenciais. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o
tratamento com a Silimarina e o NAC foram promissores no restabelecimento dos
parametros redox no figado de camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV. Além
disso, a Silimarina e o NAC apresentaram atividade antiviral, reduzindo a carga viral
no figado desses camundongos. Dessa forma, os resultados demonstram o potencial
do efeito antiviral e antioxidante da Silimarina na infeccdo pelo ZIKV e abrem
perspectivas do seu uso como abordagem farmacoldgica. J& o tratamento com a
NAC, além de restabelecer os parametros redox no figado dos animais infectados, foi
capaz de diminuir multiplicacdo do ZIKV, chamando atencéo por seu possivel efeito
anti-ZIKV in vivo. Os resultados in vitro indicam que s0 a inibicdo de ERO néo parece
ser suficiente para inibir a multiplicagdo do ZIKV. No entanto, mais estudos s&o
importantes para melhor entender o papel das ERO, do estresse oxidativo e dos
antioxidantes naturais na infecgcédo pelo ZIKV e melhor estabelecer a agao anti-Zika

para os compostos NAC, Quercetina e Rutina.
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ANEXOS

Anexo |: Certificado de Aprovacdo do estudo pela Comisséo de Etica no Uso Animal

71 UNIVERSIDADE " Ere
{FEDERAL DE Comissao de Etica

§ OURO PRETO no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliac3o da susceptibilidade de camundongos C57BL/6 a infeccdo pelo Zika virus e da
atividade antiviral, antioxidante e hepatoprotetora da silimarina em camundeongos infectados ", protocolada sob o CEUA n®
4154170919 o oaozs9), S0b a responsabilidade de Cintia Lopes de Brito Magalhaes e equipe; Ariane Coelho Ferraz - que envolve
a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de
15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA),
e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Quro Preto (CEUA/UFOPR) na reunido de
18/10/2019.

We certify that the proposal "Evaluation of the susceptibility of C57BL/ & mice to Zika virus infection and the antiviral, antioxidant
and hepatoprotective activity of silymarin in infected mice. ", utilizing 168 Isogenics mice (males and females), protocel number
CEUA 4154170919 (o ooe2se), under the responsibility of Cintia Lopes de Brito Magalhaes and team; Ariane Coelho Ferraz -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Ouro Preto Federal University (CEUAJUFOP) in the meeting of
10/18/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa {Académica)

Vigéncia da Proposta: de 11/2019 a 07/2021 Area: Ciéncias Bioldgicas

Origem: Centro de Ciéncia Animal

Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 19 a 21 dias N: 168
Linhagem: C57BL/G Peso: 12aldg

Local do experimento: Centro de Ciéncia Animal

QOuro Preto, 24 de outubro de 2019

Profa. Dra. Paula Melo de Abreu Vieira Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso
Coordenadora da Comissdo de Etica no Usa de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Preto Universidade Federal de Ouro Preto
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Anexo Il: Artigos original publicado no ano de 2019 (co-autora) em 2019
https://doi.org/10.1038/s41598-019-51713-9

scientific reports

Explore content v  About the journal v  Publish with us v

nature * scientific reports ? articles > article

Article | Open Access | Published: 25 October 2019

Mayaro Virus Induction of Oxidative Stress is
Associated With Liver Pathology in a Non-Lethal
Mouse Model

Camila Carla da Silva Caetano, Fernanda Caetano Camini, Leticia Trindade Almeida, Ariane Coelho Ferraz,
Tales Fernando da Silva, Rafaela Lameira Souza Lima, Mayara Medeiros de Freitas Carvalho, Thalles de
Freitas Castro, Claudia Martins Carneiro, Breno de Mello Silva, Silvana de Queiroz Silva, José Carlos de

Magalhdes & Cintia Lopes de Brito Magalhaes

Anexo lll: Artigos original publicado no ano de 2020 (co-autora)
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2020.105613
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Anexo IV: Artigos original publicado no ano de 2020 (co-autora)
https://doi.org/10.1016/j.virusres.2020.198084

Virus Research
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Zika virus induces oxidative stress and decreases
antioxidant enzyme activities in vitro and in vivo
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