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RESUMO

O Zika virus € um arbovirus de grande importancia na saude publica. O aumento
de casos de febre Zika nos ultimos anos levou a uma preocupacdo mundial, devido a
facilidade de disseminacao, dificuldade no combate dos vetores e associagdo a doencas
graves. A febre Zika é caracterizada por sintomas semelhantes a de outras arboviroses
como febre, cefaleia, dores no corpo, erupcao cutanea, conjuntivite, dores musculares e
nas articulagdes. A preocupacao em torno dessa doenca € sua associacdo com doencas
importantes, como sindromes congénitas e a sindrome de Guillain-Barré. Até o momento
nao existem vacinas e medicamentos antivirais contra o Zika e o desenvolvimento de
terapias alternativas torna-se necessaria. Ja foi descrito que durante infeccbes virais
ocorre 0 aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO), esse aumento leva a um
desequilibrio na homeostase redox, fazendo com que a célula entre em estresse
oxidativo, que causa danos biolégicos e estd envolvido na patogénese viral. Além disso,
estudos sugerem que alguns virus se multiplicam melhor em estado de estresse oxidativo.
Assim, controlar as ERO pode ser uma estratégia para combater a infeccdo. O fulerol, um
nanomaterial a base de carbono, possui atividade antioxidante devido a sua alta
capacidade de sequestrar ERO. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar
a atividade antioxidante do fulerol em infeccdes celulares causadas pelo virus da Zika.
Para isso, foi avaliada a citotoxicidade do fulerol em células Vero e U-87MG. A
capacidade antioxidante do fulerol foi testada pelo indice ORAC, utilizando-se uma curva
padréo de trolox e o potencial antioxidante foi medido por ensaio de ERO ap06s infeccdo
pelo virus. Foi investigada a modulacéo da principal via de antioxidante (NRF-2/ARE) pelo
virus da Zika e o efeito do tratamento com fulerol, além da avaliacdo de seu potencial
efeito antiviral. Os resultados demonstraram que para todas as concentracdes de fulerol
testadas nao foi observado efeito citotdéxico apresentado citotoxicidade e uma capacidade
antioxidante em baixas concentragdes 50, 20, 10 e 5 nM, como ja esperado, visto que em
maiores concentracdes ocorre formacéo de cristais, que prejudica sua agéo. A reducédo da
producdo de ERO foi observada nas concentragdes de 50 a 6,25 nM. O fulerol foi capaz
de normalizar a modulag&o negativa de NRF-2/ARE nas concentragdes de 12,5 e 6,25 nM
apos infeccéo pelo virus e, além disso, resultados mostraram uma reducéo de até 90% na
multiplicacdo do virus em células tratadas. Dessa forma, o conjunto dos resultados sugere
gue o fulerol possui um grande potencial em auxiliar o tratamento contra o Zika virus, ou

na reducéo dos efeitos causados pela infeccao.
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ABSTRACT

The Zika virus is an arbovirus of great importance in public health. The increase in
cases of Zika fever in recent years has led to worldwide concern, due to the ease of
dissemination, difficulty in combating vectors and association with serious diseases. Zika
fever is characterized by symptoms similar to those of other arboviruses such as fever,
headache, body pain, rash, conjunctivitis, muscle and joint pain. The concern around this
disease is its association with important diseases, such as congenital syndromes and
Guillain-Barré syndrome. So far there are no vaccines and antiviral drugs against Zika and
the development of alternative therapies is necessary. It has already been described that
during viral infections there is an increase in reactive oxygen species (ROS), this increase
leads to an imbalance in redox homeostasis, causing the cell to enter oxidative stress,
which causes biological damage and is involved in viral pathogenesis. In addition, studies
suggest that some viruses multiply better in a state of oxidative stress. Thus, controlling
ROS can be a strategy to fight infection. Fullerol, a carbon-based nanomaterial, has
antioxidant activity due to its high ability to sequester ROS. In this context, this work aimed
to evaluate the antioxidant activity of fullerol in cellular infections caused by the Zika virus.
For this, the cytotoxicity of fullerol in Vero and U-87MG cells was evaluated. The
antioxidant capacity of fullerol was tested by the ORAC index, using a standard trolox
curve and the antioxidant potential was measured by ROS assay after infection by the
virus. The modulation of the main antioxidant pathway (NRF-2 / ARE) by the Zika virus
and the effect of treatment with fullerol were investigated, in addition to the evaluation of its
potential antiviral effect. The results showed that for all concentrations of fullerol tested no
cytotoxic effect was observed, with cytotoxicity and an antioxidant capacity in low
concentrations 50, 20, 10 and 5 nM, as expected, since in higher concentrations there is
formation of crystals, which impairs your action. The reduction in ROS production was
observed in concentrations of 50 to 6.25 nM. Fullerol was able to normalize negative NRF-
2 / ARE modulation at concentrations of 12.5 and 6.25 nM after infection by the virus and,
in addition, results showed a reduction of up to 90% in virus multiplication in treated cells.
Thus, the set of results suggests that fullerol has a great potential in helping treatment

against the Zika virus, or in reducing the effects caused by the infection.
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1. INTRODUGCAO

O Zika virus (ZIKV) € um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, género
Flavivirus. E um virus de grande importancia na satde publica, devido a facilidade de
disseminacgao, a dificuldade no combate de vetores e a associagdo com doencas graves.
O ZIKV tem sido associado a episédios de microcefalia, condicdo de subdesenvolvimento
do cérebro, em filhos de mulheres gravidas infectadas e ao aumento de casos de
Sindrome de Guillain-Barré, uma doenca autoimune que afeta o sistema nervoso
(FERRARIS et al., 2019; LO, PARK, 2018).

A transmissao ocorre principalmente pela picada da fémea infectada de mosquitos
do género Aedes, podendo ocorrer transmissao perinatal, por aleitamento e/ou sexual
(FERRARIS et al., 2019; HASAN et al., 2019).

O ZIKV foi isolado em 1947 na Floresta de Zika em Uganda. Os primeiros casos
relatados em humanos de Febre Zika ocorreram na Africa e Asia. Em 2007 foi escrito o
primeiro surto fora destes continentes, nas llhas de Yap. Em 2013 ocorreu uma epidemia
na Polinésia Francesa e, em 2015, no continente sul-americano quando foi decretado pela
OMS “Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional” (FERRARIS et al.,
2019).

A Febre Zika é caracterizada pelo aparecimento de febre, erupcéo cutanea, dor de
cabeca, dor nas articulacBes, conjuntivite e dor muscular, porém 80% dos casos sao
assintomaticos. Até o momento ndo existem antivirais ou vacinas disponiveis contra o
ZIKV, o tratamento consiste em reidratacdo, descanso e medicamentos ndo esteroidais
para controle dos sintomas, como febre e dor (CDC, 2019; HASAN et al., 2019).

Uma grande parte dos flavivirus sdo caracterizados por causar infec¢cdes agudas e
por ser eliminados pelo sistema imune do hospedeiro, porém a presenca de ZIKV em
fluidos corporais (sémen, saliva e urina) por meses, assim como a infeccdo persistente
nos tecidos testiculares, segure a necessidade de intervencdes farmacoldgicas para
eliminacéo do patogeno (ATKINSON et al., 2016; PITTS et al., 2017).

Estudos demonstraram que durante as infec¢des virais, as células do hospedeiro
podem entrar em processo oxidativo, causado pelo aumento de espécies reativas e pela
deplecédo do sistema antioxidante, podendo contribuir para varios aspectos da patogénese
viral, como resposta inflamatéria e morte celular, além de facilitar a multiplicacéo viral.
Nesse contexto, a manutengcdo de um ambiente favordvel € fundamental para o

hospedeiro combater a infeccado. Pesquisas vém sendo dirigidas no sentido de avaliar
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compostos com efeitos antioxidantes no combate das infecgdes virais (LEE, 2018; RESHI
et al., 2014). Nesse sentido, nanomateriais baseados em carbono (CBN) sédo de grande
interesse para diferentes campos da medicina e biotecnologia devido a sua atividade
biologica. Sabe-se que baixas doses podem ativar as funcfes fisiolégicas devido a
processos metabolicos complexos. Alguns CBNs possuem atividade antioxidante devido a
sua alta capacidade de sequestrar espécies reativas (FOLEY et. al, 2002; IAVICOLI et al,
2018; KOVEL et. al, 2019).

O fulerol, um fulereno de 60 atomos de carbono (Cgp) com a adicdo quimica de 22-
24 hidroxilas, € um composto com grande estabilidade quimica e possui um grande poder
antioxidante devido a sua capacidade de complexar e capturar espécies reativas,
inativando-as e inibindo seus efeitos deletérios (LADEIRA, 2016).

Dessa forma, o presente estudo avaliou se a atividade antioxidante do fulerol seria
capaz de evitar 0 estresse oxidativo causado pelo ZIKV e se a manutencdo da

homeostase redox desencadeada por ele acarretaria em atividade antiviral.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 FEBRE ZIKA

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA

A Febre Zika € uma doenca infecciosa causada pelo agente etioldgico Zika virus. O
ZIKV foi descoberto em 1947 durante um monitoramento de febre amarela em primatas e
em mosquitos Aedes africanus na Floresta de Zika, em Uganda. Em 1952 ocorreu o
primeiro relato de caso em humanos, também em Uganda, sendo que o isolamento do
virus em humano foi realizado um pouco mais tarde no sudeste da Asia. Apés sua
descoberta, casos esporadicos foram relatados na Africa e na Asia, sendo que a primeira
epidemia fora desses continentes ocorreu nas llhas de Yap, localizada na Micronésia, no
ano de 2007, atingindo quase 70% da populacéo local. No ano de 2013 ocorreu uma nova
epidemia na Polinésia Francesa. Nos anos de 2014 e 2015, foi detectada a presenca
deste virus no continente Americano, sendo que no ano de 2015 ocorreu uma grande
epidemia no Brasil, tendo os primeiros casos relatados no Rio Grande do Norte, com
sintomas parecidos com dengue e, logo apos, o isolamento do virus em pacientes na
Bahia (CAO-LORMEAU, 2014, FAYE et al.,, 2014; FERRARIS et al.,, 2019; MUSSO,
NILLES, 2014). Em amostras isoladas por Musso e colaboradores em 2014, foi observado
gue o genoma viral que circulava no Brasil possuia 99% de identidade com a amostra
asiatica, que também foi reportada nas ilhas do Pacifico.

Inicialmente, a entrada do ZIKV no Brasil foi associada a dois grandes eventos: a
Copa do Mundo de Futebol (2014), por meio de turistas africanos, e ao Campeonato
Mundial de Canoagem, no mesmo ano, do qual participaram esportistas de paises do Pacifico
afetados pelo virus (ZANLUCA et al.,, 2015). Porém, em um estudo desenvolvido
recentemente pelo Instituto Oswaldo Cruz, foi demonstrado que o virus em circulagdo no
Brasil veio do Haiti através de imigrantes ilegais e militares em missdes de paz, tendo o
virus migrado da Polinésia Francesa para a Oceania, posteriormente para a llha de
Pascoa e, em seguida, para América Central e Caribe, chegando ao Brasil no final de
2013, o mesmo caminho percorrido pelo virus da dengue e da chikungunya (CAMPOS et

al., 2018). Na Figura 1 é possivel observar a rota percorrida pelo ZIKV.
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Figura 1: Mapa da rota de migracao dos arbovirus. A linha tracejada verde destaca a entrada
do ZIKV na América do Sul. O virus migrou da Polinésia Francesa para a Oceania, passando pela
Ilha de Pascoa e, em seguida, para América Central e Caribe, chegando ao Brasil.
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Fonte: CAMPOS et al., 2018.

Apesar da ampla distribuicdo geogréfica e das epidemias documentadas, as
infeccbes em humanos pelo ZIKV antes do grande surto no Brasil eram esporadicas. Em
fevereiro de 2016, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou Emergéncia de
Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) e comecgou a emitir relatérios mensais
sobre a situacdo da epidemia do ZIKV. Apés o fim da ESPII foi estabelecido um total de
61 areas com a presenca do virus, com 13 paises com evidéncia da transmissdo de
pessoa para pessoa, 31 paises com relatos de disturbios neurolégicos associados a
infeccdo pelo ZIKV (microcefalia e ma formacgéo congénita) e 23 paises com aumento de
casos de Guillan-Barré (WHO, 2017).

Durante o periodo de circulacdo do ZIKV na América, o numero de casos pode ter
chegado a quase 1,5 milhdo, uma vez que 80% s&o assintoméaticos. A partir do ano de
2017, o namero de ocorréncias diminuiu significativamente apesar de alguns casos
isolados ainda serem relatados (FERRARIS, 2019). No ultimo boletim epidemiolégico do
ano de 2019 (n° 51) foram registrados 725 casos provaveis de Zika no Brasil (BRASIL,
2019). Um estudo publicado por Ferguson et al., 2016, ja previa que o numero de casos
tenderia a cair no proximo ano, devido a imunidade rebanho, uma barreira ao virus, uma
vez que uma unica pessoa nao pode ser infectada mais de uma vez. Porém, neste
mesmo estudo foi previsto que a imunidade rebanho atrasa novas epidemias em uma

década, sugerindo que ap0s este periodo novos surtos podem vir a acontecer.
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O diagnostico de ZIKV ainda é falho, métodos de deteccdo disponiveis no mercado
possuem reacdes cruzadas e existe um grande numero de casos subnotificados. Porém,
muitos estudos estdo sendo desenvolvidos para melhorar a deteccdo dessa doenca,
assim como o desenvolvimento de metodologias para determinar parametros
relacionados a infec¢cdo, como abundéancia do vetor, modo de transmissédo, informacgdes

de vigilancia e comportamento humano (LO, PARK, 2018).

2.1.2 PATOGENIA

A multiplicacdo do ZIKV ocorre principalmente nas células dendriticas ap6s a
inoculacao pela picada do mosquito (HASAN et al., 2019). Posteriormente, a infeccéo é
disseminada pela corrente sanguinea para os linfonodos, miocéardio, sistema nervoso
central, musculos esqueléticos e para o feto no caso de gestantes (CHAN et al., 2016).

A viremia ocorre de trés a quatro dias apés o aparecimento dos sintomas e o RNA
viral pode ser encontrado a partir do primeiro dia de infeccdo até o décimo primeiro dia
(HASAN et al., 2019).

A Febre Zika apresenta sinais clinicos parecidos com outras arboviroses, como
dengue e chikungunya. Os principais sintomas sao febre, erup¢édo cutanea, dor de
cabeca, dor nas articulacdes, conjuntivite e dor muscular. Cerca de 80% das pessoas
infectadas por ZIKV sdo assintomaticas (CDC, 2019).

A grande preocupagdo com ZIKV foi o desenvolvimento de sintomas graves em
recém-nascidos, levantando grande preocupacédo sobre a patogenicidade dessa infeccao.
No surto ocorrido no Brasil, 42% dos fetos nascidos de gravidas infectadas nasceram com
algum tipo de anormalidade, como calcificacbes cerebrais, microcefalia, restricdo de
crescimento intrauterino ou morte fetal (HASAN et al., 2019).

Além disso, o ZIKV também tem sido associado ao desenvolvimento da Sindrome
de Guillain-Barré, um disturbio autoimune que ataca parte do sistema nervoso. Apos 0
surto na Polinésia Francesa foi identificado um aumento de mais de vinte vezes no
namero de casos, além de sintomas neuroldgicos, um paciente apresentou dificuldades
auditivas bilaterais durante a infeccdo, porém, esses mecanismos ainda precisam ser
melhor elucidados (TAPPE et al., 2015).

A populacao considerada de risco para a infeccéo pelo ZIKV sao as gestantes,
principalmente nos trés primeiros meses de gestacdo, momento em que o feto estd em

processo de formacado. O risco também existe para gestantes no segundo trimestre de
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gestacdo, porém em nivel menor, uma vez que o desenvolvimento de microcefalia no feto
€ considerado baixo, mesmo que ndo esteja totalmente formado (BRASIL, NIELSEN,
2017).

2.1.3 DIAGNOSTICO, TRATAMENTO E PROFILAXIA

A Febre Zika é dificilmente detectada apenas pela avaliacdo dos sintomas, uma
vez que os mesmos sdo semelhantes a de infeccbes como dengue e chikungunya,
principalmente durante a fase aguda destas doencas (MARDEKIAN, ROBERTS, 2015).

Durante a epidemia no Brasil, os casos considerados suspeitos foram de pacientes
gue apresentaram exantema maculopapular pruriginoso, além de duas ou mais das
seguintes caracteristicas: febre, conjuntivite ndo purulenta e prurido, artralgia de multiplas
articulagbes (poliartralgia) e edema periarticular. Para confirmacdo dos casos, foi
necessaria a realizacdo de teste como: identificacdo de RNA viral por PCR, técnica de
gRT-PCR demonstrando presenca de RNA do ZIKV elou reacdo soroldgica por
imunoglobulina M (IgM) (pode exibir reacdo falso-positiva se uma infeccao pelo virus da
dengue coexiste) (DE OLIVEIRA, et al., 2016).

Até o momento, ndo existem medicamentes antivirais para o combate da infec¢ao
pelo ZIKV. Sdo administrados aos pacientes medicamentes paliativos para controle dos
sintomas como analgésicos e anti-inflamatorios ndo esteroides, descanso e hidratacao
(CDC, 2019).

Atualmente, ndo existem vacinas para o combate do ZIKV. No entanto, pesquisas
extensas estdo sendo realizadas no instituto Butantan (Sdo Paulo — Brasil) para o
desenvolvimento de uma vacina contra o ZIKV, em colaboracdo com outras instituicbes
brasileiras e o Ministério da Saude dos EUA. InUmeros estudos apresentam vacinas
candidatas para avaliagdo clinica, vacinas de DNA, RNA modificado, virus inativados e
uma vacina com vetor de sarampo, porém as mesmas ainda se encontram em ensaio
clinico de fase 1 (HASAN et al., 2019).
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2.2 ZIKA VIRUS

2.2.1 FAMILIA FLAVIVIRIDAE, GENERO FLAVIVIRUS

A familia Flaviviridae € composta por pequenos virus envelopados com material
genético composto por RNA senso positivo de fita simples com aproximadamente 9 a 13
kb. Os virons possuem cerca 40-60 nm de diametro e seu material genético codifica uma
Unica poliproteina (SIMMONDS et al., 2017). O nome teve origem devido ao primeiro
membro descoberto dessa familia, o virus da febre amarela, do latim flavus “amarelo”
(KNIPE, HOWLEY, 2013).

Essa familia é formada por quatro géneros: os Flavivirus (com 53 espécies),
0s Hepacivirus (com 14 espécies), os Pegivirus (com 11 espécies) e Pestivirus (com 4
espécies). Os membros dessa familia compartiham semelhancas morfolégicas, na
organizacdo gendmica e nas estratégias de multiplicacdo (NEUFELDT et al.,, 2018,
SIMMONDS et al., 2017).

A maioria dos membros do género Flavivirus é transmitida por artrépodes, com
grupos que infectam mosquitos e outros que infectam carrapatos. Os hospedeiros usuais
sdo mamiferos e aves, um numero elevado de casos sdo assintomaticos ou com a
presenca de febre leve. Em alguns casos, podem ocorrer sintomas mais graves, como
vazamento vascular, hemorragia, choque ou complicacBes neuroldgicas graves, como
encefalite e meningite. A dengue, causada pelo agente etioldgico virus dengue (DENV),
acomete cerca de 390 milhdes de pessoas por ano, causando cerca de 10 mil mortes/ano
(NEUFELDT et al.,, 2018). Além do dengue, outros flavivirus possuem importancia em
saude publica, como o virus da febre amarela (YFV), virus da encefalite japonesa (JEV),
virus do oeste do Nilo (WNV) e o ZIKV (WIKAN, SMITH, 2016). Outros membros causam
doencas economicamente importantes em animais domésticos e selvagens, ou infectam
apenas artropodes (SIMMONDS et al., 2017).

O género Hepacivirus compreende o0 agente etiologico da Hepatite C, hepacivirus
C (HCV), sendo o principal responsavel por doengas hepaticas no mundo, com uma
grande parcela com risco de desenvolver cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular.
Esse género também possui outros virus que infectam cavalos, roedores, vacas e
primatas, porém com patogenicidade desconhecida. As infeccbes causadas pelos
hepacivirus sdo persistentes e tém como alvo o figado. J4 o género Pestivirus infecta

porcos e ruminantes e sao transmitidos pelo contato de secrec¢des, como goticulas
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respiratérias, urina ou fezes. Os principais membros sdo os virus da diarreia viral bovina e
0 virus da peste suina classica. Os membros do género Pegivirus causam infeccdes
persistentes em mamiferos, no entanto ndo foram associados a nenhuma doenca
(SIMMONDS et al., 2017; NEUFELDT et al., 2018).

2.2.2 GENOMA E ESTRUTURA

O RNA viral é estrategicamente organizado para conter o minimo de genes
necessario para multiplicacdo e evasao ao sistema imune do hospedeiro. O genoma do
ZIKV, assim como de todos os flavivirus, é composto com um RNA de fita simples que
gera um unico RNA mensageiro. Consiste em uma Unica janela de leitura, open reading
frame (ORF), com mais de 10.000 nucleotideos que codificam todas as proteinas
estruturais e ndo estruturais e é flanqueado por duas regides ndo codificantes (NTR) nas
extremidades 5°-3’ (KING et al., 2012). Na Figura 2 é possivel observar um esquema do
ORF codificado.

Figura 2: Esquema ilustrativo da organizagcdo do genoma dos flavivirus e a topologia de
membrana de proteinas virais maduras. As tesouras representam o local de clivagem da
poliproteina, AUG o codon de iniciagdo e NRT as regifes ndo codificantes do genoma.
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Fonte: adaptado de NEUFELDT et al., 2018.
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A poliproteina é clivada em dez proteinas, trés estruturais (C do capsideo, prM de
membrana e proteina E do envelope) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5). A clivagem da poliproteina ocorre tanto por proteases virais
como por proteases do hospedeiro. Clivagem entre NS2/NS3 ocorre por protease viral,
uma peptidase de sinal do hospedeiro para separacdo entre C/prM, prM/E, E/NS1,
2K/NS4B, e uma protease do hospedeiro para fragmentacédo entre NS1/NS2A (BEAVER
et al., 2018).

A proteina NS1, Unica proteina ndo estrutural que reside no limem do reticulo
endoplasmatico, juntamente com a NS2A é essencial para a multiplicacdo viral e
producdo de particulas infecciosas. A NS2B possui uma subunidade de serina que atua
como cofator de NS3. A NS3 possui funcédo de protease e helicase. Ja a NS4A é uma
proteina integral de membrana com atividade indutora de curva de membrana. A NS4B é
uma proteina sem relato de atividade enzimatica, que interage com a NS3. A NS3 e NS5
sdo necessarias para a multiplicacéo viral (NEUFELDT et al., 2018).

As proteinas NS3 e NS5 sdo essenciais para o0 virus, elas abrigam juntas a maior
parte das atividades cataliticas necessarias para multiplicacdo. A NS3 possui multiplos
dominios, com N-terminal e uma porcdo C-terminal contendo as atividades de RNA
trifosfatase e RNA helicase envolvidas na captacao e sintese de RNA viral. A NS5 possui
um dominio N-terminal multitransferase e no dominio C-terminal atividade RNA
polimerase depende de RNA. Durante este processo, 0 genoma viral senso positivo atua
como modelo para a sintese intermediaria para RNA senso negativo que, por sua vez,
opera como modelo para a sintese de RNA (+) pela NS5 C-terminal o qual,
posteriormente, é traduzido na poliproteina viral (BOLLATI et al., 2010; ZHANG et al.,
2017).

O processo de formacao da particula viral inclui todas as proteinas codificadas por
seu genoma, as quais tém funcdo em momentos e localiza¢des celulares especificos. A
proteina C forma o capsideo viral com formato icosaédrico com cerca de 50 nm de
didmetro, seguido por uma membrana de bicamada lipidica derivada do hospedeiro. As
proteinas M e E sao exibidas na superficie do virus e possuem hélices transmembranares
gue ancoram na membrana. De acordo com a liberacdo das particulas virais maduras, a
proteina prM é clivada por uma protease do tipo furina localizada na rede trans-Golgi
entre o peptideo pr e a proteina M (BEAVER et al., 2018; YE et al., 2016). A estrutura dos

flavivirus podem ser observadas nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3: Visao geral da estrutura do virion de flavivirus. Em destaque o RNA viral envolto
pelo capsideo, a membrana de origem celular e as proteinas do envelope.
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Fonte: "Zika virus: Virion," por ViralZone, Swiss Institute of Bioinformatics, disponivel em:

<https://viralzone.expasy.org/6756?outline=all_by_species>.

Figura 4: Imagem de uma particula de ZIKV por microscopia eletronica de transmissao. A
seta indica uma Unica particula viral.

[ oy

Fonte: GOLDSMITH, 2016 - CDC Public Health Image Library.

Uma descoberta no genoma dos flavivirus é a presenca de RNAs subgendmicos
nao codificadores (sfRNA), responsaveis pela evasédo da imunidade do hospedeiro. Esses
RNAs tém sido implicados na reducao de interferon tipo | e na mediacdo da resisténcia a
exonucleases celulares que degradam transcritos gendmicos. Um trabalho recente sugere
gue esse sfRNA de ZIKV pode inibir a resposta do interferon de maneira mais ampla que
outros flavivirus (DONALD et al., 2016; GOERTZ, et al., 2018).
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2.2.3CICLO DE MULTIPLICACAO

As particulas virais de Zika se ligam na superficie de células suscetiveis, como
monacitos, células dendriticas, neurénios, macréfagos placentarios, trofoblastos, células
progenitoras neurais humanas, células testiculares, fibroblastos uterinos e tecidos
oculares associados. As particulas virais interagem primeiro com o0s receptores
necessarios para adsorcao do virus na superficie da célula, seguido por outras interacdes
especificas com os receptores secundarios, mediando a internalizacdo endocitica. Os
virions penetram nas células suscetiveis por um mecanismo de endocitose mediada por
clatrina, através da interacdo da proteina E com receptores da célula do hospedeiro.
(NEUFELDT et al., 2018).

O pH baixo do endossoma faz com que o envelope viral se funda com a membrana
da vesicula, ocorrendo a liberagdo do genoma do virus no citoplasma. O RNA (+) é
liberado e identificado pelos ribossomos, sendo a traducdo iniciada na membrana do
reticulo endoplasmatico rugoso, produzindo uma anica poliproteina. As proteases virais e
celulares catalisam a clivagem co-traducional e pos-traducional da poliproteina. As
moléculas de RNA (+) geradas pelo complexo de replicase viral podem ser incorporadas
as particulas virais por um processo que envolve a encapsidacao do RNA, seguido do
brotamento no Iimen do reticulo endoplasmatico, o qual ocorre predominantemente em
regides opostas aos locais de replicacdo. A maturacdo das particulas nascentes contendo
prM acontece ao longo da via secretoria por clivagem de prM mediada por furina (ZHANG
et al., 2015; SCATURRO, et al., 2015).

A esquematizacdo do ciclo de multiplicacdo dos flavivirus pode ser observada na

Figura 5.
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Figura 5: Ciclo de multiplicagcdo dos flavivirus. (1) Ligacdo do virion nos receptores;
(2) Endocitose mediada por clatrina; (3) Acidificacdo, fusdo membranar e liberacdo do RNA; (4)
Traducdo do mRNA no reticulo endoplasmatico; (5) Replicacdo do RNA e processamento; (6)
Montagem do nucleocapsideo com ativagdo das furinas para clivagem da prM; (7) Maturacdo da
particula viral e brotamento; (8) Liberacdo do V|rus maduro por exocitose.
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Fonte: adaptado de NEUFELDT et al., 2018.

2.2.4 TRANSMISSAO E CICLO DE MANUTENCAO

A transmisséo do ZIKV ocorre principalmente pela picada da fémea de mosquitos
infectados (transmisséao vertical), sendo os mosquitos do género Aedes o0s principais
vetores, com predominancia para o Ae. aegypti nas regides tropicais (FERRARIS, 2019).
A Tabela 1 mostra as diferentes espécies de mosquitos do género Aedes e sua

associacdo com o local de circulacdo do virus.
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Tabela 1: Espécies de mosquitos associados a transmisséo do ZIKV de acordo com o local
da epidemia/circulagéo.

Espécie de mosquito Local
Aedes hensilii Epidemia na ilha de Yap.
Aedes aegypiti Epidemia no Brasil.
Aedes africanus Circulacdo em Uganda.
Aedes aegypti e albopictus Circulagéo no continente Asiatico e epidemia na

Polinésia Francesa.

Fonte: adaptado de HASAN et al. 2019.

Outras formas de transmissdo descritas foram de humano para humano sem a
presenca do vetor, como de uma mulher gravida para o feto (perinatal), transmissao
sexual e durante o aleitamento materno (CDC, 2019). Estudos indicam que a cepa
africana é mais bem adaptada a transmissdo por mosquitos, enquanto a cepa americana
pode ter obtido uma maior capacidade de transmisséo vertical (BRASIL, NIELSEN, 2016;
CALVET et al., 2016).

Na Africa, o ciclo de manutencdo do ZIKV, assim como os outros arbovirus, ocorre
através de reservatorios primatas, onde artropodes podem transmitir o virus a primatas
ndo humanos e outros mamiferos de vida livre. No entanto, no Brasil, os seres humanos
sdo considerados o Unico hospedeiro do ciclo de transmissdo urbana e periurbana do
ZIKV e ainda ndo se sabe ao certo como ocorre manutencdo silvestre desse virus.
Estudos recentes evidenciam a infeccdo natural de primatas ndo humanos, porém mais
estudos precisam ser realizados para uma melhor compreensao (TERZIAN et al., 2018).
A Figura 6 demonstra o esquema geral de manutencao dos arbovirus na natureza.
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Figura 6: Esquema do ciclo de manutencdo geral dos arbovirus. Sdo mantidos na natureza
em ciclos complexos envolvendo vetores artrépodes e hospedeiros vertebrados.
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Fonte: adaptado de AGARWAL, PARIDA, PABAN, 2017.

2.3 PROCESSO OXIDATIVO

2.3.1 ESTRESSE OXIDATIVO

Constantemente o metabolismo celular produz espécies reativas de oxigénio (ERO)
como subproduto da respiracdo anaerdbica, por enzimas mitocondriais, pelo reticulo
endoplasmatico e pelos peroxissomos, sendo a mitocdondria, por meio da cadeia
transportadora de elétrons, a principal fonte de ERO (ROY et al., 2017).

As espécies reativas podem ser radicalares ou ndo-radicalares. As radicalares,
conhecidas como radicais livres, possuem pelo menos um elétron desemparelhado em
seus orbitais externos, permitindo a transferéncia de elétrons para moléculas
vizinhas. Alguns exemplos s&do: OH’ (ion hidroxila), HOH’ (ion peroxil), O2" (anion
superoxido), NO (6xido nitrico) e O, (oxigénio molecular). As ndo radicalares sdo mais
estaveis que os radicais livres, mas também reagem com moléculas vizinhas, sendo
também muito reativas, como H,O, (peréxido de hidrogénio) e HOCI (acido hipocloroso)
(MARTELLI, NUNES, 2014).

A principal via de metabolismo do oxigénio no organismo ocorre com a sua

completa oxidacdo e com a adi¢do de quatro elétrons ao final da cadeia respiratoria para
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formacdo de 4gua. Se ocorrer reducdo do oxigénio com o nimero menor de elétrons,
haver& a producédo de ERO, como o superdxido (O, + e — O, "), o perdxido de hidrogénio
(O, + € + 2H" — H,0,) e a hidroxila (H,O, + e — OH + OH) (ANDRADE JUNIOR et al.,
2005).

O anion superéxido 02 é considerado a ERO “primaria”, e pode interagir com
outras moléculas para gerar as ERO “secundarias”. A espécie reativa considerada a mais
potente em sistemas biol6gicos é o OH", o qual é gerado pelas reacdes de Fenton e de
Haber-Weiss, na presenca de um metal de transicdo, geralmente ferro (Fe) ou cobre (Cu).
O OH’ apresenta uma alta reatividade, o que o torna muito nocivo, além de possuir uma
meia vida muito curta, aproximadamente 10 segundos (PASTOR et al., 2000).

As ERO sdo formadas em resposta a estimulos extracelulares e intracelulares.
Estima-se que uma célula humana é exposta a cerca de 1,5x10° fontes de produc&o por
dia, a partir dos radicais hidroxila e de outras espécies reativas (AMES, SHIGENAGA,
HAGEN, 2013; HALLIWELL, CROSS, 1994).

No contexto biolégico, as ERO sdo oxidantes e mediadoras de lesdo celular,
envolvidas na patogénese de diversas doencas e responsaveis por desequilibrarem a
homeostase redox. As espeécies reativas também desempenham um papel importante na
sinalizacdo celular, regulacdo de citocinas, fatores de crescimento, transcricao,
imunomodulacéo e apoptose. As células possuem um poderoso sistema antioxidante para
remocao de espécies reativas, porém, uma vez que acontece o desequilibrio entre as
ERO e o sistema antioxidante em favor dos oxidantes, ocorre a interrupgéo da sinalizagao
e controle redox, culminando com o estresse oxidativo (SIEIS, 2015; ZHANG, RONG, LI,
2019).

As consequéncias do estresse oxidativo sdo danos ao DNA, proteinas e lipideos de
membrana, levando a lesbes teciduais, respostas a inflamacéo, perda da integridade e
morte celular (ZHANG, RONG, LI, 2019).

Cada espécie reativa possui um mecanismo de leséo celular dependendo de sua
toxicidade. Um exemplo é o H,O,, que possui um grande potencial deletério devido a sua
meia vida longa e a sua capacidade de atravessar as membranas celulares. Esta espécie
também pode gerar radicais hidroxilas e, quando na presenca de excesso de ions ferro,
pode ocorrer ligagdo com proteinas carreadoras do ferro potencializando em mil vezes
seu carater oxidativo. O radical hidroxila pode se ligar com metais ou outros radicais e
causar danos ao metabolismo celular, incluindo mutagcbes no DNA por alteragbes de

bases nitrogenadas, inativar proteinas e enzimas através da ligagdo com grupamentos
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proteicos sulfidrilas e pontes dissulfeto, e iniciam a oxidacdo de acidos graxos em
membranas celulares, causando lipoperoxidacao, ocasionando perda da seletividade da
membrana comprometendo a funcao celular. Outro exemplo sdo os radicais superoxido
gue podem gerar lesdes secundarias em sistemas organicos, principalmente durante os
processos inflamatérios, uma vez que sdo espécies geradas por mondcitos, neutrofilos,
macréfagos e eosindéfilos durante a fase de ativacao dessas células. Sua forma protonada
(radical hidroperoxila) € considerada mais reativa devido a maior toxicidade para
membranas celulares (FERREIRA, ABREU, 2007; SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004;
VASCONCELOS et al., 2007).

Entre as diversas injlrias celulares causadas pelas espécies reativas, a
lipoperoxidacdo apresenta os maiores efeitos deletérios. Uma vez que a destruicdo das
moléculas de lipideos se da por meio da quebra de ligacbes covalentes dos acidos
graxos, causando a destruicdo das membranas celulares devido a perda de seletividade
na troca iénica e, como consequéncia da liberacdo de produtos toxicos das organelas,
principalmente dos lisossomos, culmina posteriormente em morte celular
(VASCONCELOS et al., 2007, BARBOSA et al., 2010).

2.3.2 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

O sistema de defesa antioxidante tem a funcédo de defender as células dos efeitos
deletérios causados pelas espécies reativas. O sistema antioxidante pode agir na
prevencao do dano, impedindo a formacéo ou a acao das espécies reativas, além disso,
pode favorecer o reparo e a reconstituicdo das estruturas biolégicas lesadas (KOURY,
DONANGELO, 2003).

Os antioxidantes sdo qualquer substancia presente em menores concentracdes
gue as do substrato oxidavel, apto a atrasar ou bloquear a oxidacdo de maneira eficiente.
Os antioxidantes podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos. Os antioxidantes nao
enzimaticos podem ser enddgenos, quando a producao é realizada in vivo ou exdégenos,
também denominados dietéticos, quando a aquisicdo ocorre por ingestdo de alimentos
(CAMPOS, LEME, 2018). Alguns antioxidantes n&o enzimaticos estdo descritos na Tabela
2.
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Tabela 2: Antioxidantes ndo enzimaticos de fontes enddgenas e exdgenas e seus
mecanismos de acao.

Antioxidantes Acéo
Vitamina A (B-caroteno) Protecdo contra a oxidacao de lipideos e DNA.
Vitamina C (acido ascorbico) Inibicéo de ERO. Protecéo contra danos causados

pela LDL oxidada.

o Protecdo contra oxidacdo de acidos graxos na
Vitamina E (a-tocoferol) membrana celular. Converte O, e H,O, em
espécies menos reativas.

Protecdo contra oxidagdo de lipideos, LDL,

Outros carotenoides proteinas e DNA. Sequestra e inativa espécies
reativas.

Cu, Zn, Mn, Se Cofatores de enzimas antioxidantes.

Coenzima Q10 Translocacéao de jons H* mitocondrial,

neutralizando o potencial toéxico do hidrogénio.

Acido Urico Previne oxidacao de lipideos e DNA.

, ApOs degradacéo pela biliverdina redutase protege
Hemoglobina as células contra danos oxidativos devido a
“protecao” do ferro central.
Fonte: adaptado de BARBOSA et al., 2010; CAMPOS, LEME, 2018.

Os antioxidantes enzimaticos sdo compostos por enzimas que agem por meio de
mecanismos de prevencdo que impedem ou controlam a formacédo de espécies reativas
envolvidas com a iniciacdo das reacfes em cadeia que acabam com propagacao e
amplificagdo do processo e, com isso, com a ocorréncia de danos oxidativos. As
principais enzimas antioxidantes sdo a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) (BARBOSA et al., 2010).

A SOD é indispensavel na protecdo do organismo contra as ERO, esta presente
essencialmente em todas as células. Atua na remocédo de O, formando O; e H,0,. Essa
enzima foi descoberta em 1969 e até hoje, apesar de inUmeras pesquisas, nenhum outro
substrato foi demostrado tao eficiente para remocéo desse radical (CAMPOS, LEME,
2018). Essa enzima possui trés isoformas: a citoplasmatica, Cu/Zn SOD (SOD1); a
mitocondrial, Mn SOD (SOD2), e a extracelular, Cu/Zn SOD (SOD3).

As trés isoformas exibem funcbes analogas, no entanto, diferem em algumas
caracteristicas, como estrutura proteica, localizacdo cromossdémica, cofatores, distribuigdo

génica e compartimento celular. A SOD1 e a SOD3 compartilham semelhangas genéticas
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e homologia de aminoacidos, diferentes da SOD2. A SOD1 é a principal isoforma
intracelular, sendo responsavel por 80% da concentracdo total dessa proteina. As trés
isoformas da SOD agem por mecanismo comum de desmutacdo do anion superoxido,
produzindo peroxido de hidrogénio, que é uma espécie reativa menos toxica (FORMAN,

2007; LIU et al., 2008). A equacao (1) demonstra a reacgéo catalisada por SOD:

20 + 2H+ + SOD - HZOZ + 02 (1)

A eliminacao de H,O, pode ser realizada por varias enzimas, sendo que a principal
delas é a CAT. Essa enzima é dependente de Fe? e utiliza H,0O, como substrato,
catalisando a desmutacdo e formando H,O e O,. E expressa nos principais 6rgaos,
especialmente no figado, rins e eritrécitos. Sua localizac&o principal € nos peroxissomos,
mas também esta presente no nucleo e citoplasma (CAMPOS, LEME, 2018).

Apbés o tempo de exposicdo da CAT ao H,O, podem ocorrer alteracdes na
expressdo dessa enzima, influenciadas pela concentracdo de peréxido de hidrogénio e
capacidade basal da enzima. Altas concentragdes de NO+ podem inibir a atividade da
CAT. Ainda, CAT evita o acumulo de metahemoglobina, resultante da oxidacdo da
hemoglobina (GLORIEUX et al., 2015).

A CAT apresenta uma das mais altas taxas de atividade para todas as enzimas,
sendo que uma molécula pode converter aproximadamente 6 milh6es de moléculas de
peréxido de hidrogénio a cada minuto (VALKO et al.,, 2006). A equacdo (2) de

desmutacédo de CAT pode ser observada abaixo:

2H,0, + CAT — 2H,0 + 0, (2)

A enzima GPx também promove a remoc¢édo de H,O,, no entanto, também pode
agir na remocao de hidroperéxidos organicos (R-OOH) e peroxinitrito (ONOO"). Essa
enzimas € expressa na maioria das células. E dependente de selénio (Se) e requer
glutationa para promover a redugéao de H,O, em H,O. Cerca de 90% da glutationa estédo
localizadas no citoplasma, 10% na mitocéndria e uma pequena porcentagem no reticulo
endoplasmatico. Aproximadamente 90% de glutationa encontra-se em sua forma reduzida
(GSH) e o restante em sua forma oxidada (GSSG). A GSH é oxidada a GSSG pela GPx,
reduzindo o H,O; a H,O (equacado 3). A conversdo da glutationa para forma reduzida é
realizada pela glutationa redutase (GR) (equacgao 4) (VIZZOTO, 2017).
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H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG (GPx) (3)
GSSG + NADPH.H* - 2GSH + NADP* (GR) (4)

A enzima GPx tem alta afinidade pelo H,O, e possui melhor atividade com menores
concentracfes de substrato. Assim, como a CAT, a GPx também pode ser inibida por
altas concentrac6es de NO'. A relacdo entre GSH/GSSG pode ser utilizada para verificar
o estado redox intracelular (BIRBEN et al., 2012; VIZZOTO, 2017).

A expressdo das enzimas do sistema antioxidante € fortemente regulada pelo fator
de transcricdo NRF-2 (fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2). O NRF-2 pertence
a subfamilia Cap 'n' Collar (CNC) e compreende sete dominios funcionais, Neh
(homologia NRF-2-ECH) 1 a Neh7. Cada dominio possui uma funcdo, Nehl permite que
NRF-2 heterodimerize com pequenas proteinas fibrosarcoma musculoaponeurética (Maf),
DNA e outros elementos de transcricdo, além de formar um complexo nuclear com a
enzima conjugadora de ubiquitina (UbcM2). Neh2 interage com dois motivos importantes
de Keapl conhecidos como DLG e ETGE, que sdo essenciais para a interacdo entre o
NRF-2 e Keapl, este responséavel por inibir a atividade transcricional de NRF-2 por meio
de ubiquitinacdo e degradacéo proteasomal sob condicbes normais (AHMED et al., 2017,
CANNING, SORRELL, BULLOCK, 2015).

Na Figura 7 é demonstrada a ubiquitinacdo e a degradacdo de NRF-2 em
condicbes basais, onde ETGE atua como dobradica com maior afinidade e DLG
exercendo repressédo sob NRF-2 (AHMED et al., 2017; ZHANG et al., 2004).

Figura 7: Degradacdo de NRF-2 sob condi¢gdes basais. O NRF-2 é sequestrado por Keapl por
seus dois motivos (ETGE e DLG) que levam a ubiquitinacdo mediada por CUL3 seguida de
degradacédo do proteassoma.

Degradagdo no
protecssoma

Ubiquitinagao

Fonte: adaptado de AHMED et al., 2017.
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Quando as células entram em estresse oxidativo, o NRF-2 se dissocia da ligagédo
com Keapl devido a uma modificagdo no tiol dos residuos de cisteina de Keapl, evitando
assim a ubiquitinacdo do NRF-2 e sua degradacdo proteassomal. Com isso, NRF-2
transloca para o nucleo, heterodimeriza com pequenas proteinas (Maf) e se liga ao
elemento de resposta antioxidante (ARE) (Figura 8). O terminal carboxi de Neh3 atua
como um dominio de transativacdo ao interagir com o co-ativador de transcricdo CHD6
(proteina de ligacdo ao cromo-ATPase/helicase ao DNA). Neh4 e Neh5 também atuam
como dominios de transativacdo, mas se ligam a outro co-ativador de transcricao
conhecido como CBP (proteina de ligacdo ao elemento de resposta do cAMP). Além do
mais, Neh4 e Neh5 interagem com o cofator nuclear RAC3 / AIB1 / SRC-3, levando a uma
expressdo aprimorada do gene ARE direcionado a NRF-2. Neh5 possui um sinal de
exportacao nuclear sensivel a redox, que € crucial para a regulacdo e localizacéo celular
deste fator nuclear (AHMED et al., 2017; KIM et al., 2012; LI, YU, KONG, 2006; NIOI et
al., 2005;).

Figura 8: Translocag&o nuclear de NRF-2 e interacdo com ARE em condi¢Oes de estresse
oxidativo.

-
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Fonte: adaptado de AHMED et al., 2017.

A Figura 9 apresenta um resumo simplificado a partir do aumento de espécies

reativas até a expressao das enzimas antioxidantes.
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Figura 9: Aumento de ERO e ativacdo do sistema antioxidante celular. (1) Aumento e
acumulacdo de ERO no citoplasma; (2) Ruptura do complexo NRF-2/Keapl; (3) Translocacéo
nuclear do fator de transcricdo NRF-2; (4) Ligacdo de NRF-2 ao ARE; (5) Expressao génica das
enzimas antioxidantes; (6) Tradug&o das enzimas antioxidantes no citoplasma.

2
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Fonte: adaptado de DERAMAUDT, DILL, BONAY, 2013.

Fazem parte do sistema de defesa antioxidantes controlado pelo complexo NRF-
2/ARE, as enzimas SOD, CAT, GPx, glicose-6-fosfatodesidrogenase (G6PD), heme
oxigenase-1(HO-1), NAD(P)H quinona oxidoredutase-1 (NQO-1), subunidades cataliticas
e reguladoras de glutamato cisteina ligase (GCLC e GCLM), glutationa S-transferase
(GST) e uridinadifosfato glucuronosiltransferase (UDPGT) (LEE, 2018).

2.3.3 ESTRESSE OXIDATIVO E INFECCOES VIRAIS

Ja4 foi demonstrado na literatura que uma variedade de infecgbes virais
desencadeia o estresse oxidativo, interferindo na funcdo normal da célula hospedeira. O
primeiro estudo divulgado sobre a interacdo virus/estresse oxidativo foi demonstrado por
Peterhans et al. (1997). Os quais descreveram que o virus Sendai induz o aumento dos
niveis de quimioluminescéncia, devido a oxidacao do luminol por espécies reativas. Além
disso, foi relatado que o virus inativado com luz UV é capaz de gerar espécies reativas,
enquanto virus inativado pelo calor ndo gerava, sugerindo que a conformagédo da
estrutura viral medeia essa acgdo. Posteriormente, também foi descrito que muitos
retrovirus, virus de DNA e RNA também estariam envolvidos na geracdo de espécies

reativas e alteracdes na homeostase redox. Para a familia Flaviviridae, foi demonstrado
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que os virus da DENV, JEV, WNV, encefalite do carrapato (TBEV) e HCV desencadeiam
estresse oxidativo (CAMINI et al., 2017; ZANGH, RONG, LI, 2019).

No primeiro momento da infeccao viral, as espécies reativas sao vistas como um
mecanismo de defesa da célula hospedeira. Porém, com a progressao da infeccao, mais
ERO sao formadas, gerando um desequilibrio na homeostase redox celular. Além disso,
as espécies reativas podem facilitar ou mesmo promover a multiplicacdo viral. Dessa
forma, o estresse oxidativo pode contribuir para varios aspectos da patogénese viral,
incluindo resposta inflamatéria, morte celular, entre outros, que séo influenciados pela
guantidade de ERO formada e tempo de exposicdo a célula hospedeira (CAMINI et al.,
2017; RESHI et al., 2014).

Na infeccdo pelo HCV, a producdo exorbitante de ERO pode contribuir para
inflamacdo do figado, fibrogénese e carcinogénese hepatica. Sabe-se que o HCV gera
estresse oxidativo e modifica os sistemas antioxidantes, levando a hepatite C cronica e
manifestacbes extra-hepaticas como diabetes mellitus de tipo 2, doencas
cardiovasculares, desordens auto-imunes ou linfoproliferativas, lomerulopatias e doencas
neurolégicas. O HCV é o membro da familia Flaviviridae que possui o maior numero de
informagdes em relagdo a sua associacdo com o estresse oxidativo (ZANGH, RONG, LI,
2019).

Analogo a infeccdo por HCV, o DENV causa nas células hospedeiras alteracées no
estado redox. Danos oxidativos tém sido relatados em pacientes graves de dengue,
indicando uma correlacdo entre o0 estresse oxidativo e a patogénese viral. Um estudo
recente demonstrou que mudancas na homeostase redox estdo associadas ao aumento
da carga viral em mondcitos deficientes em glicose-6-fosfato (G6PD), a deficiéncia de
G6PD enfraguece as defesas antioxidantes, causando estresse oxidativo. Também foi
relatado que o DENV pode manipular as defesas antioxidantes favorecendo sua
multiplicagdo, em acordo com isso, DENV 2 pode alterar a GSH intracelular inibindo a
sintese de GSH e promovendo a multiplicagédo viral (AL-ALIMI et al., 2014, TIAN et al.,
2010; ZANGH, RONG, LI, 2019).

Infeccdes causadas pelo JEV também relatam o aumento das ERO e que o fator
chave da patogénese esta relacionado com o estresse oxidativo. Menos estudos sao
relatados para o0 WNV e TBEV, porém ha uma associacdo do aumento de ERO com o
aumento da transcricdo de enzimas antioxidantes durante a infeccdo (ZANGH, RONG, LI,
2019).
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Como foi demonstrado, as infecgcdes por virus da familia Flaviviridae induzem
estresse oxidativo, afetando o metabolismo celular e o ciclo de multiplicacéo do virus. Nas
Ultimas décadas, muitos progressos foram alcancados para compreensao da interacao
entre estresse oxidativo e os virus dessa familia, especialmente para HCV e DENV
(ZANGH, RONG, LI, 2019). Porém, até o momento, existem poucos relatos sobre os
efeitos das ERO na multiplicacdo e na patogénese do ZIKV. Tricarito et al. (2017)
mostraram o aumento da expressao de SOD2 e HO-1 em infec¢des virais em células U-
87MG no entanto, mais estudos sdo necessarios para uma melhor compreensao dos
mecanismos envolvidos.

O estresse oxidativo induzido por infecgdes virais também pode ativar as principais
vias de sinalizacao inflamatérias, contribuindo para a patogénese viral. Estudos realizados
com o DENV demonstraram que o estresse induzido por esse virus é dependente de
NOX, ativa o fator regulador de IRF-3, IRF-7, STAT-1 e NFkB. Também pode induzir
estresse oxidativo nas células hepaticas, levando a producdo de CCL5 e ativacdo do
sistema transcricional regulador CCAAT / proteina de ligagdo ao potenciador 3 (C/EBP )
(LIN et al., 2000; OLAGNIER, PERI, STEEL, 2014). Estresse oxidativo causado por outros
virus, como o virus da febre do Rift Valley (RVFV), também poderia ativar reguladores
inflamatorios NFkB e p53, modulando a expressao de citocinas, apoptose e morte celular
(NARAYANAN et al., 2014). O virus sincicial respiratério (RSV) também ativa IRF-3
dependente de NOX (INDUKURI et al., 2006).

Além do dano oxidativo, ja foi demonstrado que os flavivirus e alfavirus podem
utilizar do estresse oxidativo para facilitar sua multiplicacéo e utilizar o oxigénio produzido
para controlar o capeamento de RNA viral (ZANGH, RONG, LI, 2019). Com isso, 0
estresse oxidativo desempenha um papel crucial ndo apenas no ciclo de multiplicacdo do
virus, como também na patogénese. No entanto, o estresse oxidativo é muito prejudicial a
célula, com isso o virus manipula as vias celulares do hospedeiro, mantendo o
desequilibrio redox alto o suficiente para facilitar a multiplicagdo viral mas, ao mesmo
tempo, em um nivel que ndo mate a célula hospedeira. Dessa forma, os virus tém a
capacidade de manipular a via de NRF-2. Para alguns virus, a modulacdo da via €
positiva e para outros ocorre repressao da via (HOSAKOTE et al., 2011; LEE, 2018).

Um exemplo de modulagéo positiva de NRF-2 foi relatado para o virus da dengue.
O DENV ativa preferencialmente a via NRF-2 em células dendriticas derivadas de
mondcitos humanos primarios. Os genes alvo do NRF-2, estimulados por uma infeccéo
por DENV, incluem HO-1, NQO1, SOD2, GCLM e GCLC (OLAGNIER et al., 2014). Outro
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estudo mostrou a ativagdo da via NRF-2 por DENV em fagdécitos mononucleares, a
proteina DENV NS2B3 demonstrou estar envolvida na indugdo de estresse no reticulo
endoplasmatico e na ativacao da via NRF-2 (CHENG et al., 2016).

Ja para o HCV, foi demonstrada uma atividade repressora da via de NRF-2 durante
as infeccgdes virais. A proteina Maf, que se liga a NRF-2 no nucleo, estaria deslocalizada
através da ligacdo com a NS3, como consequéncia, as proteinas Maf se ligariam a NFR-2
fora do nucleo e impediriam a translocacao nuclear, prejudicando a expressao dos genes
do sistema de defesa antioxidante (CARVAJAL-YEPES et al., 2011). Na Figura 10 é

possivel observar a repressdo de NRF-2 pela proteina NS3 do HCV.

Figura 10: Interferéncia do HCV na via NRF-2. A proteina NS3 do HCV se liga as proteinas
Mafs, deslocalizando-as, com isso NRF-2 se liga as Mafs deslocalizadas no citoplasma,
impedindo sua translocacéo nuclear e, consequentemente, a expresséo dos genes regulados por
ARE.
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Fonte: adaptado de BENDER, HILDT, 2019.

Conforme demonstrado, uma variedade de infec¢Oes virais foram descritas como
causadoras de estresse oxidativo e sua interferéncia na fungdo normal da célula
hospedeira. Com isso, a manuten¢do de um ambiente favoravel & de grande importancia

para o hospedeiro combater a infec¢do viral. Estudos vém sendo conduzidos no sentido
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de avaliar o potencial de substancias com efeitos antioxidantes na terapia de doencas
virais (LEE, 2018).

2.4 FULEROL

Nos ultimos anos, nanomateriais de carbono tém despertado grande interesse para
diversos campos da medicina, farmacologia e biotecnologia (KOVEL et al., 2019)

Os fulerenos foram descobertos por Kroto e colaboradores em 1985. Constituem
uma classe de nanomoléculas esferoidais estaveis, altamente simétricas e formadas
somente por carbonos. De maneira oposta a outras formas alotrdpicas de carbono, como
grafite, diamantes e nanotubos, os fulerenos sdo formas moleculares de carbono. O
representante mais conhecido da classe dos fulerenos é o0 Cg (com 60 atomos de
carbono). Possui forma icosaédrica truncada de simetria ITh e 1nm de diametro, contém 32
faces, composta por 20 hexagonos e 12 pentagonos responsaveis pela curvatura da
molécula (Figura 11) (LADEIRA, 2016).

Figura 11: Esquematizacdo da molécula de fulereno. Nanomaterial com 60 atomos de carbono
(Co0)-

Fonte: Wikipédia. Disponivel em: <https://pt.wikipedia.org/wiki/Fulereno>. Acesso em 17 de dezembro de
2019.

Os fulerenos, além de alta estabilidade quimica, possuem um grande poder
antioxidante pela sua capacidade de complexar e capturar ERO, inativando e inibindo
seus efeitos (LADEIRA, 2016). Um esquema ilustrativo da sua acao antioxidante pode ser

observado na Figura 12.
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Figura 12: Esquema ilustrativo da reacdo do fulereno com o radical hidroxila ou &nion
superoxido. A bola representa o fulereno reagindo com o radical hidroxila ou o radical superéxido
e em seguida mostra o nanomaterial oxidado.

2NN
|

‘%Q; "

+0H (ou Q) — =

Fonte: adaptado de LADEIRA, 2016.

Entretanto, a aplicagdo nas areas biomédicas tem sido limitada devido ao carater
hidrofébico dessa molécula. Com isso, a funcionalizagdo quimica dos fulerenos permite
além de agregar hidrofilicidade ao composto, reduzir da sua citotoxicidade. Uma técnica
de funcionalizacéo é a de polihidroxilacdo dos fulerenos através de ligacdes de hidroxilas
(ions OHY) na superficie da molécula, capaz de fornecer alta hidrossolubilidade, sem
alterar as propriedades 6pticas e eletronicas das moléculas de fulereno. Esse processo é
capaz de adicionar de 22 a 24 hidroxilas gerando o composto fulerol (Figura 13)
(LADEIRA, 2016).

Figura 13: Esquematizagdo hipotética da molécula de fulerol (Cg(OH)2,.24). Nanomaterial com
60 atomos de carbono ligado a 22-24 moléculas de hidroxila.

Fonte: KOVEL et al., 2019.

Vérios estudos tém utilizado o fulerol no contexto de aplicacdes biolégicas, alguns

exemplos séo:

i) Reducédo dos niveis de ERO em cultura de neurdnios corticais, contribuindo

para a reducdo da toxicidade e consequentes danos aos tecidos neuronais,
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ii)

podendo ser utiizado como um potencial farmaco contra doencas
neurodegenerativas, como o mal de Parkinson e Alzheimer (DUGAN et al.,
1996);

Durante a isquemia, uma grande quantidade de radicais superdxido é
produzido, estudos in vivo mostraram o potencial antioxidante do fulerol e sua
capacidade em reduzir as concentracbes de ERO e, consequentemente, 0s

danos gerados durante o processo de isquemia e reperfusao (LAI et al., 2000);

Reducdo do processo de lipoperoxidacdo durante cardiotoxicidade aguda ao
restabelecer a atividade das enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPx) para seus
niveis basais (TORRES et al., 2010);

InibicAo da adipogénese e melhora da osteogénese de células tronco através
da eliminacdo de espécies reativas celulares de oxigénio, indicando seu
potencial para prevencdo e tratamento da osteonecrose induzida por
corticosteroides (LIU et al., 2012).

Dessa forma, uma vez que o estresse oxidativo esta relacionado diretamente com

as infecgdes virais, o presente trabalho teve como intuito avaliar o efeito antioxidante do

fulerol durante a multiplicacdo do ZIKV.
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3. JUSTIFICATIVA

A Febre Zika é uma doenca emergente de grande importancia na saude publica
devido a sua associacdo com sindromes congénitas e a sindrome de Guillain-Barré. O
namero de casos registrados caiu de forma significativa ap0s a epidemia de 2016, porém,
um estudo divulgado neste mesmo ano demostrou que uma nova epidemia pode ocorrer
em dez anos, devido a queda da protecédo por imunidade rebanho. Até o0 momento néo ha
tratamentos antivirais ou vacinas disponiveis, com isso, o desenvolvimento de drogas
capazes de combater ou minimizar a infeccdo é fundamental.

Como j& foi demonstrado anteriormente, a progressdo da infeccdo viral, assim
como sua patogénese esta associada ao aumento de espécies reativas e ao desequilibrio
da homeostase redox celular, com isso, o tratamento com agentes antioxidantes se torna
uma alternativa promissora no combate da infec¢ao.

Dessa forma, o presente trabalho busca avaliar a atividade antioxidante do fulerol,

um potente sequestrador de espécies reativas, no contexto de infeccdes pelo ZIKV.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antioxidante do fulerol em infec¢cées causadas pelo ZIKV em
células neuronais U-87MG.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a citotoxicidade do fulerol.

2. Determinar o potencial antioxidante do fulerol a partir da sua capacidade de

absorcao de radicais.

3. Investigar a capacidade do fulerol em restabelecer o estado redox celular durante a
infeccéo pelo ZIKV.

4. Analisar a atividade antiviral do fulerol em infec¢des pelo ZIKV.
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5. METODOLOGIA

Fulerol Obtencéao dos estoques
Capacidade de absorcéao ZIKV U-87MG, VERO e C6/36

de radicais oxigenados

Ensaios in vitro

v

Avaliacao de citotoxicidade

Dosagem de ERO intracelular

Avaliacéo da atividade de NRF-2

Avaliacao da atividade antiviral

Y\

Andlise de reducédo de Andlise de reducao de
particulas virais infecciosas genoma viral
5.1 FULEROL

O fulerol (CgoOH22-24) foi sintetizado a partir do processo de polihidroxilacdo do
fulereno (Cep) com o intuito de tornar esta nanoestrutura hidrossolavel, apresentando
menor citotoxicidade quando comparado ao fulereno puro. O composto foi sintetizado e
fornecido gentilmente pela colaboradora Dra. Marina de Souza Ladeira do Laboratério de
Nanomateriais do Departamento de Fisica (UFMG). O composto liofilizado foi diluido em
agua para injecdo para uma concentracao estoque de 1 mM e foi colocado em banho
ultrassonico por 30 minutos. As aliquotas foram armazenadas ao abrigo da luz, por se
tratar de um composto fotossensivel, a -80°C. Antes do uso, as aliqguotas eram

novamente colocadas em banho ultrassonico.
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5.2 CELULAS, VIRUS E PLASMIDEOS

5.2.1 CELULAS VERO, U-87MG E C6/36

Células da linhagem C6/36, aderentes, isoladas da larva de mosquitos (Aedes
albopictus), obtidos da American Type Culture Collection (ATCC), foram cultivadas em
meio Leibowitz (L-15, Sigma-Aldrich), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB)
(Gibco) e com os antibidticos estreptomicina/penicilina (200 U/mL) e anfotericina B
(2,5 pg/mL). Essa linhagem celular foi empregada para multiplicacdo do ZIKV, célula
comumente utilizada para multiplicacdo deste virus devido a sua permissividade e
susceptibilidade (BARRETO-VIEIRA et al., 2017).

Células da linhagem Vero, aderentes, isoladas do rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops), foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI, Sigma-Aldrich) suplementado com 5% de SFB (Gibco) e com os antibi6ticos
estreptomicina/penicilina (200 U/mL, Sigma-Aldrich) e anfotericina B (2,5 pg/mL, Sigma-
Aldrich). Essa linhagem celular foi aplicada para avaliacdo do efeito citotéxico do fulerol e
para as titulagdes virais.

Células da linhagem U-87MG, aderentes, isoladas do cérebro de um paciente
humano (Homo sapiens) com possivel glioblastoma, obtidas da ATCC, foram cultivadas
em meio Minimo Essencial de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich)
com alto nivel de glicose, suplementado com 10% de SFB e com os antibidticos
estreptomicina/penicilina (200U/mL) e anfotericina B (2,5 pg/mL). Essas células foram
utilizadas para avaliacdo de efeito citotoxico, avaliacdo da atividade antioxidante e
antiviral do fulerol, o uso dessa linhagem se torna relevante para essas investigacdes
devido ao tropismo do virus pelo sistema nervoso, além dessa linhagem celular glial
responder a infeccdo pelo ZIKV em termos de inflamagdo (IL-18, NLRP-3 e CASP-
1), estresse oxidativo (SOD2 e HO-1) e morte celular (TRICARITO et al., 2017).

As linhagens celulares Vero e U-87MG, como recomendando pelo banco de
células, foram mantidas em estufa de atmosfera umidificada, a 37°C e 5% de CO,. A
linhagem C6/36 foi mantida em estufa de Demanda Biologica de Oxigénio (BOD) a 28°C.
Para manutencédo, estas ceélulas eram repicadas aproximadamente a cada 3 dias, as
garrafas contendo as células eram lavadas com tampao salino-fosfato (PBS) (10mM
Na;HPO,4, 2mM KH,PO,4 140mM NaCl, 3mM KCI, pH 7,2) e desprendidas da
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monocamada celular enzimaticamente por acdo da tripsina. Uma parte das células era
mantida com adicdo de novo meio de cultura.

O estoque celular foi preparado a partir de um pool de células com adicdo de 10%
de DMSO, 20% de SFB e 70% de meio de cultura para as células Vero e com adicéo de
10% de DMSO e 90% de SFB para as células U-87MG e C6/36. Em seguida, as solu¢des
celulares foram aliquotadas em criotubos e armazenadas em nitrogénio liquido, cada

criotubo contendo cerca de 5x10° células..
5.2.2 ORIGEM E MULTIPLICAQAO DO ZIKV

A amostra de ZIKV (ZIKA/H. sapiens/Brazil/PE-243/215/GenBank:KX197192),
obtida de um paciente com quadro clinico sem complicacdes, no estado de Pernambuco —
Brasil, foi gentilmente cedida pela professora Dra. Erna Geessien Kroon do Laboratério de
Virus (UFMG) (SisGen acess AF85085). Para producéo dos estoques, uma garrafa média
(182cm?) contendo células C6/36 semi-confluentes foi preparada e adicionou-se o ZIKV
com uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,1 virus/célula. A garrafa foi incubada por 1
hora na estufa para adsorcao viral, sendo delicadamente agitada a cada 10 minutos.
Posteriormente, foi adicionado meio de cultura suplementado com 1% de SFB a garrafa.
Apoés 7 dias, o meio celular foi coletado e centrifugado para clarificacdo por 5 minutos a
4°C a 3000g. O sobrenadante foi coletado, aliquotado em microtubos e armazenado a
-80°C.

5.2.3 TITULACAO VIRAL

A titulacdo viral foi realizada a partir do método de contagem de placas de
Dulbecco (1952). Esse método consiste na producédo de placas de lise em meio de cultura
semissolido.

Foram preparadas placas de 6 pocgos (1x10° células/pogo) com células Vero. Um
poco foi reservado para controle celular negativo e aos outros 5 pogos foram adicionados
200 pL de diluicdes seriadas de ZIKV, preparadas em meio RPMI 0% SFB. A placa foi
mantida durante uma hora na estufa para adsor¢cdo do virus, com agitacdo a cada 10
minutos. Em seguida, a suspensao viral foi removida e foram adicionados 2 mL de meio
RPMI 2,5% SFB acrescido de carboximetilcelulose (CMC) a 1,5%. ApGs 72 horas, foram
adicionado aos pocos formol 10% por 30 minutos para fixagcdo das células. Logo apos, a
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placa foi lavada com agua corrente e a monocamada celular foi corada com cristal violeta
(20% etanol e 1% cristal violeta) (DULBECCO, 1952). O titulo viral foi expresso pelo
numero de unidades formadoras de placas (UFP), obtido pela contagem de placas de lise
no poco em que a diluicdo viral apresentava entre 30 e 300 placas, multiplicado pelo

inverso da diluicdo e convertido para mL, como pode ser observado na equacao 5:

Titulo viral (UFP/mL) =nx fcx 10¢  (5)

onde, n é o numero de placas de lise, fc o fator de correcdo para mL e d o inverso da

diluicao.

5.2.4 PLASMIDEOS

Para avaliacdo da modulacdo da atividade transcricional NRF-2/ARE foi utilizado
o plasmideo pGL4.37 [Iluc2P / ARE / Hygro] (PROMEGA) (anexo). Este vetor possui
quatro copias do elemento de resposta antioxidante (ARE) que conduz a transcricdo do
gene reporter luc2P (luciferase do vagalume), este gene contém uma sequéncia de
desestabilizacdo de proteinas, a qual confere instabilidade a enzima, resultando na
degradacdo mais rapida e, consequentemente, um menor acumulo dentro da célula,
permitindo identificar com precisdo o periodo em que a célula estda com a atividade
transcricional ativa dentro do contexto experimental.

O plasmideo pRL.TK (PROMEGA) (anexo) foi utilizado como vetor controle do
ensaio de dual-luciferase. Este vetor possui expressao constitutiva da luciferase Renilla
qgue fornece um valor de controle interno para o qual a expressdo do gene repérter
experimental da luciferase do vagalume pode ser normalizada.

Estes vetores possuem o gene de resisténcia a ampicilina para posterior selecao.

5.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Antes da realizacdo dos ensaios com fulerol, foi avaliado se as concentragdes de
trabalho seriam citotoxicas. Para esta avaliagdo, células Vero e U-87MG foram
distribuidas em placas de 96 pocos (5x10* células/pocos) e incubadas por 24 horas a
37°C com 5% de CO,. ApoOs este periodo, o meio foi retirado e adicionaram-se as células

o fulerol diluido em meio de cultura, nas concentragfes de [1560, 780, 390, 195, 98, 49,
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24,5, 12,25] em células Vero e [1600, 800, 400, 200, 100, 50, 25 e 12,5] para as células
U-87MG. As placas foram mantidas sob as mesmas condi¢des por 48 horas. Em seguida,
0 meio de cultura foi retirado e foi adicionado 25 uL de brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) —
2,5 — difeniltetrazol (MTT) (2 mg/mL) por poco, seguindo de incubacdo por 90 minutos.
Posteriormente, foi adicionado 130 pL do solvente DMSO por poco. As placas foram
colocadas sob agitacdo por 15 minutos. A quantidade de formazan gerado foi mensurada
atraveés da leitura da absorbancia a 490 nm no leitor de placas Victor X3 (PerkinElmer). O
composto MTT é reduzido pelas células viaveis com metabolismo ativo, sendo convertido
em cristais com coloracao roxa (formazan), enquanto células nédo viaveis ndo sdo capazes
de realizar essa conversdo. O formazan é insolUvel e se concentra proximo a parede
celular e para isso é adicionado DMSO que é capaz de dissolver estes cristais. Dessa
forma, a viabilidade celular € mensurada de forma indireta a partir da quantificacdo de
formazan produzido (MOSMANN, 1983).

A viabilidade celular foi determinada pela porcentagem de células viaveis tratadas

com o fulerol em relacéo ao controle de células (sem tratamento).

5.4 ENSAIO DE CAPACIDADE DE ABSORCAO DE RADICAIS OXIGENADOS

Para determinar a capacidade antioxidante do composto, foi realizado o ensaio de
ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity), no qual o radical peroxil produzido pela
reacdo do AAPH [dicloreto de 2,2-azobis (2-amidinopropano)] com oxigénio atmosférico,
reage com o indicador fluorescente para formar um produto nado fluorescente, o qual é
mensurado pelo decaimento espectrofotométrico da fluorescéncia no composto. Foi
preparada uma curva de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- acido tetrametilcromano-2-carboxilico)
para calibracdo. As concentragdes utilizadas foram de 10, 20, 30 e 40 uM, a partir de uma
solucdo mae de 8M diluida PBS (75 mM, pH 7,0). Adicionou-se a uma placa branca de
96 pocos as concentracdes de fulerol [400, 200, 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 nM] e, logo apos,
foi acrescentada a sonda fluorescente fluoresceina (78 nM) dissolvida em PBS. Apés 15
minutos de incubagcdo a 37°C, o radical AAPH a uma concentracdo de 221 mM foi
adicionado. A leitura da fluorescéncia foi realizada no leitor de placas Victor X3 a 485 nm
(excitacdo) e 535 nm (emissédo) a cada minuto durante 1 hora. Os valores do ORAC
foram determinados pela area liquida sob a curva (AUC) do padrdo e amostra. A curva
padréo foi obtida ao tracar as concentracbes de Trolox contra a AUC liquida das

concentracdes do fulerol. Os valores ORAC finais foram calculados usando a equacéo de
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regressdo entre a concentracdo de trolox e a AUC liquida e sdo expressas como
equivalentes de yM de trolox por litro (adaptado CAO et al., 1993, HUANG et al., 2002;
PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; SILVA et al., 2007).

5.5 ENSAIO DE DOSAGEM DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A producédo de ERO intracelular foi medida utilizando o kit Image-iT™ LIVE Green
Reactive Oxygen Species (Invitrogen). A metodologia emprega um marcador fluorogénico
(5-ou-6)-carboxy-2',7' diacetato de diclorodi-hidro fluoresceina (carboxy-H,DCFDA), que
guando quebrado por esterases intracelulares ndo especificas gera a molécula carboxy-
DCFH que reage com as ERO, preferencialmente com H;0O,, tornando-se fluorescente.

A dosagem de ERO foi realizada a partir do preparo de uma placa branca de 96
pocos (2,5x10* células/poco) com células U-87MG e incubada por 40 minutos. Ap6s a
incubacdo o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas com tampéo HBSS
[0,4 g/L KCI; 0,09 g/L Na,HPO,4.7H,0; 0,06 g/L KH,PO,; 0,14 g/L CaCl,; 0,10 g/L MgCl,.6
H,O; 1,0 g/L CgHeO12; 0,35 g/L NaHCOg3; 8g NaCl; g.s.p HO milli-Q]. Logo apés,
adicionou-se o fulerol [100, 50, 25, 12,5, 6,25 nM] e o ZIKV (MOI 1), sendo 8 pocos de
controle de células, 8 pocos de células infectadas com ZIKV e 8 pocos de células
infectadas com ZIKV e tratadas com o fulerol, seguido de incubacdo por 24 horas.
Posteriormente, a placa foi lavada com o tampado HBSS e foi adicionada a sonda
Carboxy-H,DCFDA (25 uM) por 45 minutos. Ap6s a incubacédo, descartou-se a sonda,
lavou-se a placa novamente com HBSS e adicionou-se meio sem vermelho de fenol. A
leitura da fluorescéncia foi realizada no leitor de placas Victor X3 a 485 nm (excitacéo) e
535 nm (emisséo) (CAMINI et al., 2018).

5.6 ENSAIO DE ATIVIDADE DO ELEMENTO DE RESPOSTA ANTIOXIDANTE

5.6.1 PREPARO DE BACTERIAS COMPETENTES

Bactérias E. coli ultracompetentes XL10 gold (Stratagene) foram inoculadas em
50 mL de caldo Luria Bertani (LB) overnight a 37° C sob agitacdo de 180 rpm. Apds a
incubacéao, 0,5 mL da cultura bacteriana foi adicionada a 50 mL de meio A [caldo LB
(10g/L triptona, 10 g/L NaCl, 5 g/L extrato de levedura) suplementado com 10 mM de

MgSO4.7H,0 e 0,2% de glicose] e incubadas sob as mesmas condi¢des até atingirem a
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fase logaritmica (As00=0,4). As células foram mantidas por 10 minutos no gelo e, em
seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a 15009 a 4°C. As células foram
cuidadosamente ressuspendidas em 0,5 mL de meio A gelado e acrescentou-se 2,5 mL
de meio B [caldo LB suplementado com 36% glicerina, 12% PEG, 12 mM MgSO,.7H.0,
(esterilizado por filtracdo)]. As células foram aliquotadas e armazenadas a -80°C
(NISHIMURA et al, 1990).

5.6.2 TRANSFORMACAO BACTERIANA POR CHOQUE TERMICO

Uma aliquota contendo 100 pL de bactéria competente (item 5.6.1) foi
descongelada e foi adicionado 500 ng de plasmideo. O microtubo foi incubado por 10
minutos no gelo e, imediatamente, foi colocado a 42°C por 45 segundos e novamente no
gelo por 2 minutos. A diferenga de temperatura induz & formagéo de poros na membrana
plasmatica da bactéria permitindo a entrada do plasmideo intracelularmente. A seguir,
foram adicionados 900 pL de meio LB e incubou-se a 37°C sob agitacdo de 180 rpm por
60 minutos. Apds este periodo, 100 pL da suspensao bacteriana foram semeadas em
uma placa de Petri contendo meio LB agar com adi¢do de 100 pg/mL de ampicilina para
selecao das bactérias transformadas (CALVETE, CASEIRO, SOUZA, 2015).

5.6.3 PURIFICACAO PLASMIDIAL

Para purificacdo plasmidial foi selecionada uma coldnia de bactéria da placa de
Petri contendo o meio com antibidtico. A colbnia foi inoculada em 50 mL de meio caldo LB
com 100 pg/mL de ampicilina overnight.

A extracdo foi realizada utilizando o kit PureYield Plasmid DNA Purification
System (Promega), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Este kit permite a
purificagdo plasmidial com remocdo de endotoxinas, sendo ideal para o uso em
transfeccgdes celulares.

A extracao foi realizada conforme orientacdo do fabricante. Para isso, a cultura
bacteriana foi centrifugada por 10 minutos a 1500g, o pellet foi ressuspendido em 3 mL da
solucéo de ressuspensao celular. Logo apos, foram adicionados 3 mL de solucéao de lise
celular, invertendo suavemente por 5 vezes o tubo, seguido de incubag¢ao por 3 minutos.
Sobre o lisado celular foi acrescido 3 mL de solugédo de neutralizagdo. A solucao foi

filtrada com a Clearing Collumn acoplada a um tubo de 50 mL, o tubo foi centrifugado por
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5 minutos a 1500g. Logo apds, o filtrado foi colocado na Binding Column acoplada a um
tubo de 50 mL e novamente centrifugado. Foram adicionados 5 mL de solucdo de
lavagem para remocao de endotoxinas e novamente centrifugado. Adicionou-se 20 mL de
solucédo de lavagem na coluna e novamente a coluna foi centrifugada. Para eluicdo do
DNA plasmidial a coluna foi acoplada a um novo tubo e adicionou-se 600uL de agua livre
de nucleases. As aliquotas foram armazenadas a -80°C.

5.6.4 TRANSFECCAO CELULAR

A transfeccdo celular foi realizada utilizando o kit de Lipofectamine 3000
(Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante. Esse kit proporciona uma eficiéncia de
70% através do uso de nanoparticulas lipidicas para entrega do DNA plasmidial. Foi
preparada uma placa de 24 pocos (2,5x10° células/poco) contendo células U-87MG em
meio OptiMEM (Gibco). Para cada reagéo foi diluido 0,75 yL do reagente Lipofectamine
3000 em 25 uL de meio OptiMEM. Em outro microtubo foi adicionado 1 uL de reagente
P300, 500 ng de DNA e 25 pL de meio OptiMEM. O conteudo do primeiro tubo foi
acrescentado ao segundo e incubou-se a mistura por 15 minutos. O conteddo de cada
reacdo foi adicionado aos pog¢os contendo as células e incubou-as por 24 horas.

5.6.5 ADICAO DO VIRUS E TRATAMENTO

Apés a incubacdo das células, o meio contendo os reagentes de transfeccéo foi
descartado e foi acrescido meio contendo o fulerol nas concentracdes [12,5 e 6,25 nM]
durante 0, 2 e 3 horas antes da infeccdo. Apds o tempo de pré-tratamento foi adicionado o
ZIKV (MOI 1) por 12 e 24 horas, sendo que 9 pocos foram utilizados como controle celular
e 9 pocos para cada concentracdo de fulerol, tempo de pré-tratamento e tempo pés-
infeccéao.

5.6.6 ENSAIO DE DUAL-LUCIFERASE

O ensaio de luciferase foi realizado utilizando o kit Dual-Luciferase Reporter
Assay System (Promega) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Este kit permite
a dosagem de duas enzimas, luciferase do vagalume e de Renilla sp. a partir de uma

Unica amostra. Neste ensaio foi avaliada a atividade do fator de transcricdo NRF-2/ARE.
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O meio de cultura foi removido e as células lavadas com PBS. Foram adicionados
a cada poc¢o 100 pL de solucédo de lise e a placa permaneceu sob agitagcdo por 15
minutos. O lumindmetro (Sirius — Titertek Berthold) foi programado para um atraso de
leitura de 2 segundos, seguido de duas leituras de 10 segundos. A cada tubo foram
adicionados 20 pL de lisado celular e 100 pL da solucdo LARII, que fornece o substrato
para a enzima luciferase do vagalume (luciferina), apds a primeira leitura adicionou-se o
reagente StopGlo, que inativa a enzima da luciferase do vagalume e fornece o substrato
da enzima luciferase de Renilla sp. Para normalizacéo dos resultados, os valores obtidos

na primeira leitura foram divididos pelo resultado da segunda leitura.
5.7 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIVIRAL
5.7.1 ENSAIO DE REDUCAO DE PARTICULAS VIRAIS INFECCIOSAS

Placas de 96 pocos (5x10* células/poco) foram preparadas com células U-87MG.
ApoOs 24 horas, o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas com PBS. Logo
apos, as células foram pré-tratadas com fulerol diluido em meio de cultura por 0, 2 e 3
horas nas concentracfes de 6,25 e 12,5 nM. Apds o pré-tratamento foi adicionada uma
suspensdao viral de ZIKV com MOI de 1 e as placas foram incubadas por 24 horas.
Posteriormente a incubacdo, o sobrenadante das células foi coletado. Em seguida, o
sobrenadante das células foi titulado em placas de 12 pocos contendo células Vero,
conforme item 5.2.3, sendo que cada placa foi destinada a uma concentragéo de fulerol
(12,5 e 6,25 nM) em diluicdes (103, 10, 10°°). Em cada placa, um poco foi destinado ao
controle de células (CC; nao tratado e nédo infectado), dois controles virais (CV; infectado
e nédo tratado) e trés pocos para cada pré-tratamento com fulerol e adicdo de virus (FV;

infectado e tratado).

5.7.2 ENSAIO DE REDUCAO DE GENOMA VIRAL

Placas de 12 pocos (5x10° células/poco) foram preparadas com células U-87MG.
Apo6s 24 horas, o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas com PBS. Logo
apos, foi adicionada uma suspensao viral de ZIKV com MOI de 1 e o fulerol diluido em
meio de cultura nas concentragdes de 6,25 e 12,5 nM, as placas foram incubadas por 24

horas.
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5.7.2.1 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Para extracdo de RNA total foi utilizado o kit SV TOTAL RNA ISOLATION SYSTEM
(Promega). As células foram lavadas com PBS gelado, tripsinizadas e coletadas por
centrifugacdo a 500g por 5 minutos. Logo apos, as ceélulas foram ressuspendidas em
175 pyL de tampéo de lise celular. Foram adicionados 350 puL de tampéo de diluicdo de
RNA a 175 pL de lisado e incubou-se no termo bloco a 70°C por 3 minutos. Em seguida,
os tubos foram centrifugados a 14.000g por 10 minutos. O lisado foi entéo transferido para
um novo microtubo e foi adicionado 200 uL de etanol a 95%. O conteudo do microtubo foi
transferido para uma coluna de filtracdo e centrifugou-se a 14.000g por 1 minuto. Foi
adicionado a coluna 600 uL de solucdo de lavagem de RNA e centrifugou-se novamente
por 1 minuto. Uma mistura contendo DNAse, tampdo e MnCl, foi preparada e pipetada
cuidadosamente na coluna e incubou-se a temperatura ambiente. Apds a incubacéo,
adicionou-se 200 yL de DNase Stop Solution na coluna e centrifugou-se a 14.000g por 1
minuto. O RNA foi eluido em 100 pL de agua livre de nuclease e armazenado em freezer -
80°C.

5.7.2.2 qRT-PCR

Para quantificar o nivel de genoma viral foi utilizada PCR em tempo real pelo kit
TagMan® gRT-PCR, usando o sistema qRT-PCR de uma etapa GoTaq® Probe 1 (Step)
(Promega). Os qRT-PCRs foram realizados com o sistema de PCR em tempo real
Thermocycler 7500 (Applied Biosystems). A concentracdo de RNA viral (copias/mL) foi
estimada utilizando uma curva padrdo. A curva padrdo foi preparada em duplicatas,
realizando diluicdes seriadas de 1:10 de gDNA (ZIKV gBlock) dos pontos 3.000.000,
300.000, 30.000, 3.000, 300 e 30 copias. A sequéncia do gBlock utilizada pode ser
observada na Tabela 3 e as diluicbes realizadas para o preparo da curva padrdo na
Tabela 4.
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Tabela 3: Sequéncia do gBlock de ZIKV utilizado como modelo para curva padrédo de qRT-

PCR para quantificacdo

viral.

gBlock ZIKV

GTTGTAAAACGACGGCCAGTAGGACYAGAGGTTAGAGGAG
ACCCCCCGCACAACAACAAACAGCATATTGACGCTGGGAR

AGACCAGAGATCCTGCTGTCTCTACAGCATCAWTCCAGGC

ACAGARCGITCGACGCGCCCTCTTTAACGGACATGTCATGC
GAGGTACCAGCCTGCACCCATTCCTCAGACTTTGGGGGCG
TCGCCATTATTAAATATGCAGTCAGCAAGAAAGGCAAGTGT
GCGGTGCATTCGATCCGCTGCCCAACACAAGGTGAAGCCT
ACCTTGACAAGCAATCAGACACTCAATATGTCTGCAAAAGA
ACGTTAGTGGGGTCATAGCTGTTTCCTGTG

Fonte: o autor.

Tabela 4: Preparacédo da curva padréo a partir da diluicdo do gBlock de ZIKV.

Diluicdo Fonte do [Inicial] DNA Agua Vol final [Final] N° de
DNA (9/pL) (ML) (ML) (ML) (9/uL)  copia/3pL

1 Estoque 1,24x10® 10 990 1000 1,24x10™" N/A
2 Diluigdo 1 1,24x10™° 10 990 1000 1,24x10* N/A
3 Diluicdo 2  1,24x10** 31,45 58,55 100 3,9x10"  3.000.000
4 Diluicdo 3  1,24x10™® 10 90 100 3,9x10™  300.000
5 Diluicdo 4  1,24x10™ 10 90 100 3,9x10™  30.000
6 Diluigdo 5  1,24x10™ 10 90 100 3,9x10™° 3.000
7 Diluicdo 6  1,24x10™° 10 90 100 3,9x10" 300
8 Diluicdo 7 1,24x10"7 10 90 100 3,9x1018 30

Fonte: o autor.

O conjunto de Primers/Probe em tempo real, especifico para ZIKV, foi sintetizado

pelo IDT (Integrated DNA Technologies, Brasil) usando a sequéncia relatada no estudo de
Lanciotti (2008). Utilizou-se uma sonda de dupla témpera TagMan (5'FAM / ZEN /
3'AbkFQ) com dois extintores, ZEN e AbkFQ e o repdrter da FAM. Na Tabela 5 é possivel

observar as sequéncias dos iniciadores e da sonda.
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Tabela 5: Sequéncia dos iniciadores e sonda para o qRT-PCR de ZIKV.
Nome Sequéncia

gZIKV-FOW CCG CTG CCC AAC ACAAG
gZIKV-REV CCACTAACGTTCTTT TGC AGA CAT
/56-FAM/AGC CTA CCT /ZEN/TGA CAA
GCA GTC AGA CAC TCA A/3ABKFQ/

gZIKV-Probe

Fonte: o autor.

A montagem da reacdo de (RT-PCR foi realizada a partir das condigbes

estabelecidas na Tabela 6 e 7, conforme orientacdo do fabricante.

Tabela 6: Mistura de reac&o para preparacdo do gRT-PCR com volume final de 20 pL.

Reagente [final] Volume (uL)
GoTaq Probe qPCR Master Mix (2X) 1X 10
GoScript RT Mix for 1-Step RT-gPCR (50X) 1X 0,4
Primer Forward (18 puM) 900nM 1,0
Primer Reverse (18 puM) 900nM 1,0
Probe (5 pM) 250 1,0
RNA 50 ng 3,0
Agua livre de nuclease - 3,6

Fonte: o autor.

Tabela 7: Condi¢des da reacdo de qRT-PCR.

Temperatura Tempo

Programa TagMan 7500 Ciclos
(°C) (min)
Transcricao reversa 45 15 1
Inativacao da transcrigdo reversa e o5 5 1
ativagéo da GoTag® DNA polimerase
Desnaturacao 95 0,25 20
Anelamento 60 1

Fonte: o autor.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 MULTIPLICACAO E TITULACAO DO ZIKV

Apéds a multiplicacéo do ZIKV em células C6/36, linhagem de células permissivel e
susceptivel a esse virus, 0 sobrenadante celular foi coletado e clarificado. O titulo viral,

determinado a partir da equac&o (1), foi de 5x10*° UFP/mL.

6.2 ANALISE DO EFEITO CITOTOXICO DO FULEROL EM CELULAS VERO E U-87MG

O ensaio de citotoxicidade foi empregado na fase inicial de desenvolvimento do
trabalho a fim de determinar os danos celulares causados pelo composto e a definir as
concentragbes de trabalho. A viabilidade celular das células Vero e U-87MG, apds
tratamento com o fulerol, podem ser observadas na Figura 14.

Figura 14: Viabilidade celular por MTT ap6s tratamento com o fulerol por 48 horas. (A) As
células Vero foram tratadas com fulerol nas concentragfes de 1560, 780, 390, 195, 98, 49, 24,5 e
12,25 nM. (B) As células U-87MG foram tratadas com fulerol nas concentragbes de 1600, 800,
400, 200, 100, 50, 25, 12,5 nM. ApoOs 48 horas avaliou-se a citotoxicidade pelo ensaio
colorimétrico de MTT. As células tratadas ndo apresentaram diferenca estatistica em relagcdo ao
controle para p < 0,05, utilizando one-way ANOVA com poés-teste de Tukey.
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Fonte: o autor.

O fulerol ndo apresentou citotoxicidade nas células Vero e U-87MG para as
concentracfes testadas, uma vez que a viabilidade celular dos pocos tratados néo
apresentou diferenca estatistica em relagcdo ao controle celular. Esse resultado condiz
com dados encontrados na literatura, em que Yang et al. (2014) testaram concentracdes
de até 10.000 nM de fulerol em células priméarias de disco invertebral e ndo relataram
efeito citotoxico. Voronov et al. (2018) avaliaram concentracfes de fulerol de 250 pg/mL
(~243.000 nM) em células estromais mesenquimais, também ndo apresentando
citotoxicidade. Injac et al. (2008) demonstraram que o fulerol ndo apresenta citotoxicidade
em células HepG2 para a maior concentracdo testada (44 pg/mL ~ 42.000 nM). Ainda,
Ramos (2014) demonstrou que para concentracdes de até 0,12 mg/mL (~166.000 nM) o
fulerol ndo apresentou efeito citotdxico em macréfagos de cultura primaria.

A partir desse resultado foi possivel determinar que as concentracdes de interesse
poderiam ser utilizadas sem causar danos celulares que levassem a perda do

metabolismo celular.

6.3 ANALISE DA CAPACIDADE DE ABSORCAO DE RADICAIS OXIGENADOS DO
FULEROL

O ensaio de capacidade de absorcao de radicais oxigenados (ORAC) pelo fulerol

foi realizado a fim de determinar as concentra¢cdes com maior potencial antioxidante.
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A partir desse método simples e sensivel foi possivem se medir a capacidade do
fulerol em sequestrar radicais peroxil gerados a partir da fonte radicalar AAPH a 37°C e os
valores de fluorescéncia obtidos foram calibrados a partir de uma curva padréo de trolox
(CAO et al., 1993). Para isso foram testadas algumas concentracdes candidatas a fim de
se determinar aquela que possuia maior potencial antioxidante. Os valores encontrados

estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Quantificacdo da capacidade de absorcdo de radicais oxigenados (ORAC) do
fulerol em equivalentes de Trolox.

Concentracao de Fulerol (nM) ORAC (UMET/mL)
400 0,025
200 5,125
100 8,5
50 18,25
25 136,25
12,5 372,5
6,25 430

Fonte: o autor.

Os resultados sao expressos por equivalentes de trolox, ou seja, correspondeu a
guantidade de trolox em uM que tem a mesma atividade antioxidante de um mililitro da
solucéo testada. Com isso, quanto maior o valor de ORAC obtido, maior a atividade de
sequestro de espécies reativas pelo composto (CAO et al., 1993).

Como pode ser observado, as menores concentracdes testadas apresentaram
maior capacidade de absorcdo de radicais oxigenados, 0 que ja era esperado, uma vez
gue em maiores concentracbes pode ocorrer a formacdo de cristais a partir da
aglomeracdo do fulerol, fazendo com que ele perca seu potencial de sequestro de
espécies reativas (VRANES et al., 2017; KOVAC et al., 2018).

Além disso, os valores de ORAC obtidos foram muito relevantes quando
comparados na literatura com obtidos para diferentes compostos. Um exemplo é de
substancias que foram testados como antioxidantes contra o virus da chikungunya, os
valores de ORAC obtidos para essas substancias foram semelhantes aos obtidos para o
fulerol (LEDOUX et al., 2018). Para nanotubos de carbono, foram demonstrados valores
de ORAC de 0,17-5,02 em equivalentes de trolox, valores inferiores comparados ao
fulerol (SHULTZ et al., 2009).
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Considerando o resultado obtido foi possivel inferir o potencial antioxidante do
fulerol e as concentragbes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 nM foram selecionadas para dar
continuidade aos experimentos, uma vez que foram nessas concentracdes que se

encontraram valores de ORAC mais efetivos.

6.4 EFEITO DA PRODUCAO DE ERO APOS TRATAMENTO COM FULEROL

Apos a determinacgdo do potencial antioxidante do fulerol, realizou-se o ensaio de
dosagem de ERO para avaliar se este teria atividade antioxidante frente a infec¢des pelo
ZIKV. Para isso, as células U-87MG foram infectadas com ZIKV (MOI 1) e tratadas com o

fulerol por 24 horas. O efeito na producdo de ERO pode ser observado na Figura 15.

Figura 15: Efeito na producdo de ERO em células U-87 MG infectadas com ZIKV apoés
tratamento com fulerol. As células U-87MG foram infectadas com ZIKV (MOI 1) com adi¢éo de
meio de cultura contendo 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 nM de fulerol. Ap6s 24 horas adicionou-se a
sonda carboxi-H2DCFDA e mediu-se a intensidade de fluorescéncia. Onde ‘a’ representa a
diferenca estatistica entre o controle de células e as células infectadas com ZIKV e ‘b’ representa
diferenca estatistica entre as células infectadas com ZIKV e as células infectadas com ZIKV e
tratadas com fulerol utilizando one-way ANOVA com pds-teste de Tukey. (***) representa p>0,001;
(**) p>0,01.

2.0+ 2 [_IControle de células

Il Controle ZIKV

1.5 = b []Fulerol + ZIKV
= =
b b
1.“' . *EE -i't D‘
xEE
——
0.5-
0.0 . .
£

$ “ “
W @ "lﬁ",\q,a q}‘:lrl

Concentracfes (ni)

ERQC (unidades relativas)

Fonte: o autor.

Como pode ser observado, a infecgéo pelo ZIKV aumentou significativamente os
niveis de ERO intracelular, um aumento de 60% em relacdo ao controle de células. Esse
efeito ja foi demonstrado anteriormente para virus da mesma familia, como DENV, JEV,
WNV, TBEV e HCV (CAMINI et al., 2017; ZANGH, RONG, LI, 2019). Em um primeiro

momento, o0s niveis elevados de ERO funcionam como um mecanismo primario de defesa
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celular, no entanto, com o avan¢o da multiplicagdo viral o acumulo de ERO causa um
desequilibrio na homeostase redox podendo resultar em um estresse oxidativo celular,
causando efeitos deletérios. Além disso, ja foi demonstrado que alguns virus se
multiplicam melhor em células em estresse oxidativo (RESHI et al., 2014; CAMINI et al.,
2017).

Ao se tratar as células infectadas com o ZIKV, pode-se observar um declinio no
acumulo de ERO intracelular. As células tratadas apresentaram uma diminuicdo de
unidades relativas de ERO de 17, 44, 43 e 57% para as concentracdes de 50, 25, 12,5 e
6,25 nM, respectivamente, em relacdo as células infectadas e n&o tratadas. Esse
resultado demonstrou que o fulerol foi capaz de reduzir as ERO no contexto da infeccéo
pelo ZIKV.

6.5 ANALISE DA ATIVIDADE DE NRF-2/ARE APOS TRATAMENTO COM FULEROL

Uma vez que o estresse oxidativo é caracterizado tanto pelo aumento das ERO
guanto pela deplecdo do sistema antioxidante, foi avaliado o efeito do fulerol na atividade
transcricional dos elementos de resposta anti-oxidante (ARES).

Foi demonstrado na literatura que o aumento da atividade transcricional dessa via com
drogas terapéuticas aumentaria a expressao das enzimas antioxidantes que, por sua vez,
conseguiriam controlar o aumento das ERO, mantendo a homeostase redox e com iSso
evitar o estresse oxidativo e os dados causados. Portanto, compostos que sdo capazes
de modular positivamente essa via seriam candidatos para o tratamento antiviral (LEE,
2018). Dessa forma, foi avaliado se o fulerol era capaz de ativar a via de NRF-2 em
condi¢Bes celulares basais. Para isso utilizaram-se as células U-87MG e a concentragao
de fulerol escolhida para esse ensaio foi a de 6,25 nM, concentragcdo mais relevante, uma
vez que foi a que reduziu o maior numero de ERO (Figura 15). Os dados obtidos séo

apresentados na Figura 16.
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Figura 16: Atividade de NRF-2 em células U-87MG apds tratamento com fulerol. As células
U-87MG foram tratadas com 6,25 nM de fulerol adicionado ao meio de cultura por 1, 2, 3 e 6
horas. Apds os tempos de tratamento as células foram lisadas e mediu a atividade repdrter de
luciferase para NRF-2 por ensaio de dual luciferase. Nao houve diferenca estatistica entre as

células tratadas com fulerol e o controle de células para p<0,05, utilizando one-way ANOVA com
poOs-teste de Tukey.
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Fonte: o autor.

Nota-se que ndo houve diferenca estatistica entre o controle celular e as células
tratadas com o fulerol em relacdo a ativacdo transcricional de ARE. Porém, é possivel
observar uma tendéncia no aumento da atividade transcricional nos tratamentos de 2 e 3
horas, 22 e 20%, respectivamente. Com isso, foi avaliado nos experimentos posteriores
se a realizacdo de um pré-tratamento das células poderia aumentar o potencial de agéo
do fulerol frente a infeccdo pelo ZIKV. Para isso, células U-87MG foram infectadas com
ZIKV por 12 e 24 horas e pré-tratadas com fulerol por 0, 2 e 3 pré-infeccdo. As

concentragdes de fulerol selecionadas foram as de 12,5 e 6,25 nM. Os resultados obtidos
encontram-se na Figura 17.
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Figura 17: Atividade transcricional de NRF2 em células U-87MG apds pré-tratamento com
fulerol seguido de infeccdo pelo ZIVK. As células U-87MG foram tratadas com 12,5 e 6,25 nM
de fulerol adicionado ao meio de cultura por 0, 2 e 3 horas seguidos da infeccdo pelo ZIKV (MOI
1) por (A) 12 horas e (B) 24 horas. Ap6s os tempos de tratamento as células foram lisadas e
mediu a atividade transcricional de NRF2 por ensaio de luciferase. Onde ‘a’ representa a diferenca
estatistica entre o controle de células e as células infectadas com ZIKV e ‘b’ representa diferenca
estatistica entre as células infectadas com ZIKV e as células infectadas com ZIKV e tratadas com
fulerol utilizando one-way ANOVA com pés-teste de Tukey. (***) representa p>0,001.

Fonte: o autor.
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Ao comparar o controle celular com as células infectadas com ZIKV é possivel

observar

uma diminuicdo na atividade transcricional

de ARE/NRF-2,

reducdes

significativas, uma vez que com 12 horas de infec¢cdo houve uma diminuicéo de 44% (A) e
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em 24 horas de 56% (B). Essa modula¢do negativa também foi observada para o HCV,
onde a proteina ndo estrutural NS3 se liga as proteinas maf, fazendo com que NFR-2 n&o
se ligue a ARE, inibindo a transcricdo dos genes das enzimas antioxidantes celulares
(CARVAJAL-YEPES et al.,, 2011). Esse resultado sugere que o ZIKV pode modular
negativamente essa via a fim de favorecer sua multiplicagéo.

Durante o tratamento das células infectadas com ZIKV pelo fulerol, observa-se que
ocorreu uma normalizacdo da atividade transcricional, uma vez que os valores obtidos
apos o tratamento sdo proximos ao do controle celular e ndo apresentaram diferenca
estatistica.

Em (A) observa-se que para a concentragdo de 12,5 nM com tratamento
simultaneo a infeccdo houve um aumento de 46% de atividade em relacéo ao infectado,
com 2 horas de pré-tratamento 54%, e para 3 horas de pré-tratamento 67%. Ja para a
concentragdo de 6,25 nM com tratamento simultdneo a infecgdo ocorreu 65% de
aumento, com 2 horas de pré-tratamento 69% e 3 horas de pré-tratamento 62%. Em (B)
observa-se que para a concentracdo de 12,5 nM com tratamento simultaneo a infec¢ao
houve um aumento de 91% de atividade em relacdo ao infectado, com 2 horas de pré-
tratamento 110%, e para 3 horas de pré-tratamento 116%, ja para a concentracédo de 6,25
nM com tratamento simultédneo a infeccdo ocorreu 75% de aumento, com 2 horas de pré-
tratamento 86% e 3 horas de pré-tratamento 102%.

O pré-tratamento mostrou uma tendéncia em potencializar o resultado, porém
novamente ndo apresentou diferenca estatistica com o tratamento simultdneo a infeccéo
(tempo 0).

Como ainda ndo se sabe como o ZIKV consegue modular essa via de sinalizacao,
nao é possivel inferir o mecanismo de acao pelo qual o fulerol consegue normalizar essa
via, uma vez que os resultados sugerem que ele aja apenas como um sequestrador de
ERO e néo diretamente na via. No entanto, apds o tratamento, observa-se que as células
voltaram as suas condicbes basais, sugerindo novamente o potencial desse agente

antioxidante no combate aos danos oxidativos no cenario da infecgéo viral.

6.6 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIVIRAL APOS TRATAMENTO COM FULEROL

Como foi sugerido pelo resultado anterior, o ZIKV pode se aproveitar do estado
oxidativo das células para se multiplicar, com isso foi avaliado se o tratamento com o

fulerol seria capaz de reduzir o titulo viral. Para isso, células U-87MG foram pré-tratadas
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com fulerol por 0, 2 e 3 horas e infectadas com ZIVK (MOI 1) por 24 horas. Apds o tempo
de incubacé&o os sobrenadantes foram recolhidos e titulados em células VERO. Os titulos
virais em unidades logaritmicas e a reducao da carga viral apos tratamento com o fulerol

encontram-se na Figura 18.

Figura 18: Efeito do tratamento do fulerol na multiplicacdo viral em células U-87TMG
infectadas com ZIKV. As células U-87MG foram pré-tratadas com fulerol por 0, 2 e 3 horas
seguido da infeccdo com ZIKV (MOI 1) por 24 horas. Os sobrenadantes das células foram
coletados e titulados em células VERO e ap6s 72 horas foram reveladas. Todos 0s tempos e
concentragBes apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle de virus utilizando o
one-way ANOVA com pds-teste de Tukey. (***) representa p>0,001; (**) p>0,01.
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Fonte: o autor.

O titulo viral obtido para o ZIKV foi de 5,12x10°. Apds o tratamento com o fulerol
observou-se uma reducdo no titulo viral para todas as concentracdes. Como pode ser
observado na Figura 18 houve uma reducdao significativa na producao de ZIKV, mostrando
o potencial do fulerol como antiviral, possivelmente devido ao mecanismo antioxidante. Na
concentracéo de 12,5 nM, o tempo 0 apresentou uma reducao de 93% de producéo viral,
no tempo de pré-tratamento de 2 horas 84% e no tempo 3 horas 70% de reducdo. Ja na
concentracao de 6,25 nM no tempo 0 a reducao foi de 87%, e nos tempos 2 e 3 horas de
pré-tratamento uma reducao de 83 e 65%, respectivamente.

O resultado demonstrou que o pré-tratamento nédo foi eficaz para reducéo da carga
viral, as redu¢fes mais significantes foram observadas com o tempo 0, em que 0 virus e

fulerol eram adicionados simultaneamente. Uma possivel explicacdo para esse resultado
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€ o tempo de vida do fulerol dentro da célula, esse dado ainda n&do é conhecido na
literatura. Outra explicacdo € que o fulerol esteja “sequestrando” as espécies reativas do
préprio metabolismo celular antes do momento da infeccdo, e no momento de maior
producdo de ERO pelo ZIKV ele ja esteja com uma alta taxa de oxidacdo, diminuindo sua
eficiéncia durante a infeccéo.

Para confirmacao dos resultados obtidos por titulacdo, foi realizado um ensaio de
gRT-PCR para analise da reducdo do numero de cépias de RNA viral apos tratamento
com o fulerol (Figura 19). Como o pré-tratamento ndo se mostrou eficiente, 0 mesmo nao

foi considerado para o proximo experimento.

Figura 19: Efeito da reducdo de genoma viral em células U-87MG infectadas com ZIKV apos
tratamento com fulerol. As células U-87MG foram tratadas com fulerol nas concentragfes de
12,5 e 6,25 nM seguido da infec¢cdo com ZIKV (MOI 1) por 24 horas. O RNA total das células e do
sobrenadante foi extraido e o RNA viral quantificado por TagMan® gRT-PCR. Em (A) pode-se
observar a quantificagdo de RNA viral do sobrenadante celular e em (B) a quantificagéo do lisado
celular. Todas as concentracdes apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle de
virus utilizando o one-way ANOVA com pés-teste de Tukey. (*) representa p>0,1.
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Tanto no sobrenadante como no lisado celular, foi possivel observar uma diferenca
consideravel entre 0 numero de cépias de genoma viral do controle viral e os tratamentos
com fulerol. Em (A) é possivel observar o nimero de cépias de RNA para o sobrenadante,
onde a concentracdo de 12,5 nM apresentou uma reducdo de 60% e a concentracao de
6,25 NnM uma reducédo de 65%. Em (B) a concentracdo de 12,5 nM mostrou uma reducao
de 56% e a de 6,25 uma reducdo de 75%, apontando um padréo de similaridade para o
resultado encontrado na titulagdo viral.

Na literatura foi encontrado apenas um estudo que tratou ZIKV no contexto de
estresse oxidativo. Vasireddi et al. (2019) mostraram que ao tratar células Vero e JEG-3
infectadas com ZIKV com uma formulacdo de aminoacidos especificos de forma livre
(FFAAP) capazes de sintetizar glutationa intracelular, uma das defesas antioxidantes mais
conservadas em todas as espécies, ocorreu uma inibicdo de 90% da multiplicacéo viral,
corroborando com os 6timos resultados encontrados para o fulerol.

Além disso, esses resultados reforcam a suposicdo que o ZIKV multiplica-se
melhor em condigbes de estresse oxidativo e o tratamento com agentes antioxidantes
diminui consideravelmente a producéo viral. Sendo assim, o tratamento de infec¢des por

ZIKV com antioxidantes se torna uma alternativa promissora.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apos a realizacdo deste estudo, foi possivel concluir que o fulerol apresenta
atividade antioxidante contra a infeccdo causada pelo ZIKV nas concentracdes de 12,5 e
6,25 nM. A partir de sua agdo antioxidante, ocorreu uma reducdo significativa na
multiplicacdo do virus, com inibicdo de até 90% da carga viral, contribuindo para a
hipétese de que o ZIKV multiplica melhor em condicbes de estresse oxidativo. Os
resultados sugerem que o fulerol ndo age modulando vias de sinalizacdo e que néo tem
acdo direta sobre o virus, seu principio de acdo possivelmente € apenas o de sequestro
de espécies reativas. Com isso, o fulerol se mostra uma substéncia potencial para o
tratamento de infeccdes pelo ZIKV.

Como varios virus causam estresse oxidativo, como revisado neste trabalho,
modulando positivamente a multiplicagéo viral, sugere que o fulerol possa agir de forma
semelhante para outros virus, atuando como uma substancia de amplo espectro, se
tornando um potente antiviral.

Este trabalho sugere como perspectivas a avaliagdo do fulerol em concentracdes
abaixo das testadas neste trabalho, uma vez que o seu potencial antioxidante frente a
infecgdes pelo ZIKV pode ser potencializado em menores concentragdes. Avaliar o efeito
do fulerol como tratamento apds a infec¢do. Investigar o mecanismo de acao do fulerol e
a modulacéo de outros fatores transcricionais. Além disso, avaliar a agdo do fulerol in vivo
frente a infecgbes pelo ZIKV, assim como a avaliagdo de sua atividade antioxidante no

contexto de outras viroses.
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ANEXOS

Anexo 1: Mapa genético do vetor pGL4.37 (Repérter da via de NRF-2/ARE)
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