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RESUMO

O Mayaro virus (MAYYV) pertence a familia Togavidae, género Alphavirus e faz parte
do grupo dos arbovirus que possuem como vetores os artropodes. O MAYV causa a
Febre Mayaro, que possui um diagnéstico dificil pelo fato de apresentar sintomas
parecidos com os de outras arboviroses como Dengue, febre amarela e Zika. Depois
de um aumento nos casos em algumas regifes metropolitanas do Brasil nos ultimos
anos, esse virus foi considerado emergente. Nao existem vacinas ou tratamento para
combater a febre Mayaro, o que justifica a busca e o desenvolvimento de antivirais.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito citotdxico realizar a prospecc¢éo de
atividade antiviral em compostos isolados de Tontelea Micrantha contra o MAYV.
Primeiramente, foi realizado o ensaio de citotoxicidade para determinar a
concentracao citotoxica para 50% das células hospedeiras (CCsp). As células de rim
de macaco, Vero, foram implantadas em placas de 96 pocos (4x10° células/poco),
tratadas com diferentes concentracées dos compostos e incubadas por 48 horas. A
revelacao foi feita pelo método do metil-tiazol-tetrazoélio (MTT). Os valores da CCs,
para os compostos TME, TMF, TMG e TMH foram 4.053,72, 464,93, 722,12 e 914,5
pug/mL, respectivamente. Foi possivel avaliar que nenhum dos compostos se mostrou
toxico as células. Para o ensaio antiviral, as mesmas células Vero, implantadas em
microplacas (4x10° células/pogo), infectadas com o MAYV (titulo viral
8,9x10%/Unidades Formadoras de Placas/UFP/mL) e tratadas os compostos, foram
avaliadas apés 48 horas de infeccdo. A concentracdo dos compostos, capaz de
proteger 50% das células da infeccao (CEs,) foi determinada. Os valores encontrados
da CEs, para os compostos TME, TMF, TMG e TMH foram de 406,17, 410,64, 554,59
e 8,43ug/mL, respectivamente. Pela relacdo CCso/CEso, foi determinado o indice de
seletividade (1S), e os compostos TME e TMH, com IS acima de 4, de acordo com a
literatura, mostraram potencial antiviral. A mesma acdo seletiva antiviral ndo foi
observada para os compostos TMF e TMG. Pode-se concluir que extratos da planta
objeto do estudo apresentam promissora acao antiviral em alguns de seus compostos.
Caracterizacdo mais detalhada desses compostos e mecanismos de acao tém sido
objeto de estudo no grupo de pesquisa.

Palavras chave: Mayaro, citotoxicidade, antiviral.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO JOAO DEL-REI - UFSJ
Instituida pela Lei N° 10.425 de 19/02/2002 — D.O.U. de 22/04/2002
Universidade Federal CURSO DE ENGENHARIA DE BIOPROCESSOS
de Sao Joao del-Rei  Campus Alto Paraopeba — Rod. MG 443, km 7, Caixa Postal 131. Ouro Branco, MG.

ABSTRACT

Mayaro virus belongs to the family Togavidae and to the Alphavirus gender, and is part
os the arbovirus group that has arthropods as vectors. The Mayaro virus causes the
Mayaro Fever, that has a difficult diagnosis due to the fact that it has similar symptoms
with other arboviruses like Dengue and Zika. After na increase in cases in metropilitan
areas, this virus was considered emerging. There are no vaccines to prevente and no
treatment to fight the disease, that is why it's importante to develop this research. Thus,
we sought to research the antiviral activity of isolates of Tontelea Micrantha . Before
the antiviral activity assay, the citotoxicity assay was performed to determinated the
cytotoxic concentration of 50% of the cells CCs,. To perform the tests, Vero cells were
added to 96-well plates and distributed so that a concentration could be 4x10° cells/well
and after 24 hours the compouds were added to treat the cells and the plates were
incubated for 48 hours. Plates reading were performed using the MTT method. The
concentrations of CCs, for the compounds TME, TMF, TMG and TMH were
respectively 4.053,72 ug/mL, 464,93 pg/mL, 722,12 pg/mL, 914,5 pg/mL, with these
values it was possible to evaluate that none of the compounds was cytotoxic to the
cells. For the antiviral activity assay, Vero cells were added to 96-well plates and
distributed so that they would be at a concentration of 4x10° cells/wll and after 24 hours
the compounds and 100puL of virus were added and the plates were incubated for 48
hours. Plates reading were performed using the MTT method. The effective protective
concentration for 50% of the cells (CEs,) for the compounds TME, TMF, TMG e TMH
were respectively 406,17 pg/mL, 410,64 pg/mL, 554,59 pg/mL and 8,43 pg/mL. The
selectivity indices obtained for the compounds TME and TMH were greater than 4,
wich indicates thet they have na antiviral potential, while for the compounds TMF and
TMG the sectivity indices were below 4, which indicates thet there is lower inhibitory
action than the cytotoxic action. It was concluded that extracts of the plat under study
have promising antiviral action on some of this compounds. The more detailed
characterization of these isolates regarding the antiviral action will also be the subject
of new studies in the group.

Keywords: Mayaro, citotoxicity, antiviral.
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LISTA DE ABREVIATURAS

MAYV — Mayaro virus

U - Micro

CCs;, - Concentracao citotoxica para 50% das células
CEso - Concentracao protetiva para 50% das células
ISso — Indice de seletividade para 50% das céulas
CMC — Carboximetilcelulose

SBF — Soro fetal bovino

UFP — Unidades formadoras de placas

DMSO - Dimetil Sulfoxido

MTT — Brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol
PBS — Tampé&o fosfato-salino

TME - 3-0x0-30-hidroxifriedelano

TMF - 3,2i-dioxofriedelano

TMG - 3-0x0-28-ofriedelanal

TMH - 3-0x0-28-hidroxifriedelano

m/v — Porcentagem massa/volume

v/v — Porcentagem volume/volume
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1. INTRODUCAO
O Mayaro virus (MAYYV) isolado pela primeira vez em 1954 de trabalhadores rurais
infectados, € um virus da Familia Togaviridae, Género Alphavirus e pertence ao grupo
dos Arbovirus (Arthropod-Born-Virus), sendo transmitidos por artropodes. O MAYV é
o causador da Febre Mayaro, era considerado um virus de circulagao tipicamente de
zonas de florestas umidas da América do Sul. Porém, nos ultimos anos, foram
apresentados relatos de surtos humanos e zoonoses da Febre Mayaro em algumas
regides metropolitanas, principalmente da regido centro oeste do pais, levando-o ao
conceito de virus emergente (MOURAO et al., 2012; FIGUEIREDO, 2007; TESH et
al., 1999; SANTOS, 2020 P).
A Febre Mayaro possui sintomas similares aos da Chikungunya, Zika e a outras
arboviroses, sendo eles cefaleia, mialgias, calafrios, ndusea, dor ocular, erupcdes
cutaneas. A Febre tem sua fase aguda entre 3 e 5 dias apds a infec¢do. Devido a
similaridade sintomatica, o diagndstico preciso da infec¢do fica comprometido, uma
vez que nao possui teste especifico para tal virose e, portanto, a quantificacdo dos
casos torna-se ainda mais complicada (TESH et al., 1999).
Como outras arboviroses, a Febre Mayaro ainda ndo possui vacinas ou tratamento
antiviral, ha o uso de analgésicos simples e/ou anti-inflamatoérios sem esteroides para
tratamento sintomatico. O desenvolvimento de farmacos para o tratamento da doenca
€ de extrema importancia, visto que o virus € classificado como emergente e € um
caso de salde publica (SANTOS, 2017 ©).
O tratamento de doencas utilizando plantas medicinais vem crescendo cada vez mais,
devido as plantas sintetizarem substanciais com grandes propriedades
farmacoldgicas. As plantas da familia Celastraceae apesenta 85 géneros e cerca de
900 espécies, geralmente encontradas no Cerrado brasileiro. As espécies do género
Tontelea tém sido utilizadas como tratamento medicinal, os extratos alcodlicos da
casca do seu caule séo utilizados como tratamento para problemas renais, o 6leo
proveniente das sementes tem efeitos anti-inflamatérios. Devido a essas propriedades
do género, cada vez mais, tem surgido pesquisas como o potencial para atividade
antibacteriana e antiviral (ESTEVAM et al., 2009; MERCADANTE-SIMOES et al.,
2014; FERREIRA, 2019 A). O trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antiviral
de compostos isolados de Tontelea Micrantha (Celestraceae) contra o virus Mayaro.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antiviral de compostos isolados de extratos de folha de Tontelea
Micrantha (Celestraceae) contra o virus Mayaro.

2.2. Objetivos especificos

° Avaliar a citotoxicidade dos isolados a fim de determinar a
concentracéo citotoxica para 50% das células (CCso).
° Avaliar a atividade antiviral a fim de determinar a dose protetiva para

50% das células (CEso) infectadas pelo virus

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. O virus Mayaro

O virus Mayaro, causador da febre de mesmo nome, tem como principal transmissor
0 mosquito do género Haemagogus, espécie Haemagogus janthinomys de habitat
predominantemente silvestre. A transmissdo em humanos geralmente ocorre de forma
acidental que, ao adentrar em um ambiente silvestre, fica susceptivel. A propagacao
da doenca em é&reas urbanas ou periurbanas ocorre quando pessoas infectadas em
areas rurais migram para areas proximas ao homem e 0s vetores presentes em

ambientes urbanos disseminam a febre (PEREIRA, 2017).

Um fato que teve grande repercussao em um estudo que mostrou, em 2011, que o
Aedes aegypti, vetor de transmissdo urbano e vetor do Dengue virus, Zika virus e
Chikungunya virus, é potencialmente transmissor do Mayaro em centros urbanos o
que significa que a transmissdo deste deixou de estar restrita ao mosquito
Haemmagogus sp. de habito silvestre. Existem evidéncias de que a febre Mayaro esta
circulando silenciosamente durante os surtos de Dengue no Brasil. A observacéo veio
do fato de que 2,5% dos individuos urbanos avaliados com supostos casos de Dengue
estavam, na verdade, infectadas pelo virus Mayaro (LONG et al., 2011; ZUCHI et al.).

O Mayaro virus foi identificado pela primeira vez em trabalhadores rurais em Trindad
e Tobago em 1954 e posteriormente foi encontrado em alguns paises da América
Central e do Sul. Em 1955, houve o primeiro relato do virus no Brasil no estado do
Para, onde 100 trabalhadores foram atingidos. Posteriormente, outros casos foram

identificados em outros estados brasileiros. Por ser uma doenca com sintomas
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parecidos com outras arboviroses, seu diagndstico é mais dificil de ser realizado
(SANTOS, 2017 ©; PILATTI, et al., 2016).

Atualmente, ndo ha vacinas ou tratamentos para a febre Mayaro, logo medidas de
prevencao precisam ser adotadas para evitar a propagacao do virus (BARROS et al.,
2021). De maneira semelhante, busca de medidas terapéuticas também precisam ser

incentivadas. Entre elas, a busca por antivirais especificos.

Os virus da familia Togaviridae possuem formato esférico e RNA de cadeia simples
envelopado. Os virus do género Alphavirus sdo compostos por 40 membros com
70nm de diametro, o capsideo possui um formato esférico e genoma de RNA de fita
simples linear de polaridade positiva de aproximadamente 11,8 kb que funciona como
RNA mensageiro (PUGLIA, 2018; SANTOS, 2017 ©).

3.2. A familia Celastraceae

A familia Celastraceae é encontrada em regides tropicais e subtropicais e abrange um
grande numero de géneros. A familia conta com plantas arbéreas, lenhosas e ou
arbustivas, as folhas sao inteiras, sem estipulas e possuem disposicdo oposta ou
alterna. No Brasil foram registrados os géneros Maytenus Juss, Austroplenckia Lund,
Gouppia Reissek e Fraunhofera Mar (DIAS, et al., 2005; LIMA, et al., 2013).

O uso de plantas para fins medicinais € uma das formas mais antigas para tratar
doencas. Além disso, os isolados naturais sdo necessarios para a descoberta e
desenvolvimento de férmulas quimicas para a sintese de medicamentos mais
especificos e eficientes (MENEGUETI, et al., 2014).

As substancias isoladas de plantas da familia Celastraceae possuem atividades
biolégicas e, entre elas, pode-se destacar os maitansinoides com atividade antitumor,
alcaldides piridinicos sesquiterpendides com atividade fagorrepelente e
imunossupressora, triterpenos quindides e dimeros triterpenos com atividade

citotoxica e poliésteres sesquiterpenos com atividade antitumor (DIAS, et al., 2005).

A espécie Tontelea Micrantha, popularmente conhecida como “rufao”, pertentecente
ao grupo taxonémico, é encontrada no Cerrado brasileiro e tem porte arbustivo. O

extrato alcoolico das cascas do seu rizoma é utilizado para realizar o tratamento de
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problemas renais e o Oleo das sementes € utilizado como anti-inflamatério e no
tratamento de doencas respiratdrias. O 0Oleo é utilizado no tratamento de célicas
intestinais e dores nas articulacdes (FERREIRA, 2019 B; CAMARGO, et al., 2019).

4. METODOLOGIA

4.1. Compostos de Tontelea micrantha

Os compostos, isolados e caracterizados, a partir de folhas de Tontelea Micrantha
foram cedidos pelo Nucleo pesquisa em plantas medicinais (Neplam/UFMG). Para
obter a solucdo estoque utilizada para o trabalho, foi necessario ressuspender 0s
sedimentos em DMSO 10% (v/v) a uma concentragédo final de 10 mg.mL™.

4.2. Virus Mayaro

O virus Mayaro, cepa BeAr 20290, foi cedido pelo professor Mauricio Nogueira
(Famerp/RP/SP). O virus foi amplificado para o estoque trabalho em culturas de
células pelo grupo de pesquisa do prof. José Carlos de Magalhdes no Laboratério de
Virologia e Tecnologia Celular (Lavitec) do Campus Alto Paraopeba/UFSJ, estando
com um titulo de 8,9x10%/Unidades Formadoras de Placas/UFP/mL.

4.3. Células Vero

As células utilizadas no trabalho foram as células Vero, que sao fibroblastos de
linhagem continua derivadas do rim do macaco verde africano (Cercopithecus
aethiops). As células foram cultivadas em meio minimo essencial modificado por
Dulbeco (DMEM), com 5% de soro fetal bovino e um coquetel de antibioticos contendo
gentamicina (50ug/mL), penicilina potassica (200U/mL) e anfotericina B (2,5ug/mL).
As células foram mantidas em estufa com a concentracdo de CO, a 5% e temperatura

a 37°C. A cada 3 dias era feito o repique das células.

4.4. Ensaio de citotoxicidade

Para realizar o ensaio de citotoxicidade, células Vero foram implantadas em placa de
96 pocos de com meio DMEM, as placas foram deixadas na estufa por um periodo de
24 horas para que as celulas se multiplicassem e ficassem na concentracao desejada

(4x10° células/100uL/pogo). Apds as 24h, o meio foi retirado e foi colocado 100uL de
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meio DMEM com 2% de soro fetal bovino e os compostos em triplicata. As placas
foram incubadas por 48 horas, apds passar o tempo necessario o meio da placa foi
descartado e em seguida foi adicionado 25uL da solugdo de brometo 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (2 mg/mL em PBS), e a placa foi novamente
incubada a 37°C por 90 min. Em seguida, foram adicionados 130uL de Dimetil
Sulfoxido (DMSO) por poco para dissolver os cristais de farmazan, mantendo as
culturas sob agitacéo constante a 150 rpm por 15 minutos. A placa foi lida no leitor de
placas com absorbancia no comprimento de onda de 490nm. A toxicidade celular foi
determinada pela CCs, (FERREIRA et al., 2019 A).

Para determinar a CCs,, foi calculado [B*100/A], onde A e B sdo as absorbancias a

490nm dos pogos com células nao tratadas (A) e células tratadas (B).

4.5. Ensaio de atividade antiviral

Para realizar o ensaio de atividade antiviral, células Vero foram implantadas em placa
de 96 pocos de com meio DMEM, as placas foram deixadas na estufa por um periodo
de 24 horas para que as células se multiplicassem e ficassem na concentracao
desejada (4x10° células/100uL/pogo). Apds as 24 horas o meio foi retirado e foi
colocado 100pL de meio DMEM com 2% de soro fetal bovino e os compostos em
diferentes concentragdes, em triplicata juntamente com 100uL de suspenséo viral com
MOI de 0,1. As placas foram incubadas por 48 horas, apGs passar o tempo necessario
o0 meio da placa foi descartado e em seguida foi adicionado 25uL da solucéo de
brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (2 mg/mL em PBS), e a
placa foi novamente incubada a 37°C por 90 min. Em seguida, foi adicionado 130puL
de Dimetil Sulfoxido (DMSO) por pogo para dissolver os cristais de farmazan,
mantendo as culturas sob agitacdo constante a 150 rpm por 15 minutos. A placa foi
lida no leitor de placas com absorbancia no comprimento de onda de 490nm. A
concentracdo do efeito antiviral foi determinada pela CEs, (FERREIRA et al., 2019 4).
Para determinar a CEs, foi calculado [(A-B)/C-B]*100, onde A, B e C sédo as
absorbancias a 490nm dos poc¢os com células tratadas e infectadas (A), nao tratadas
e infectadas (B) e néo tratadas e nédo infectadas (C).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaio citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade busca mostrar a viabilidade dos compostos em células in
vitro, para posteriormente serem utilizadas in vivo. Quando um composto apresenta
toxicidade para uma célula in vitro, ele induz também esse comportamento in vivo.
Além disso, € possivel determinar se € viavel a utilizacdo do composto ou se é melhor
descarta-lo. Por isso é importante a realizacao do ensaio (MARTINS et al., 2009).

A primeira etapa realizada foi a concentracdo citotoxica de cada composto em
diferentes concentracfes nas células. Os compostos foram colocados em triplicata
nas placas com a concentracao inicial de 500 pg/mL, e em seguida foi feita a diluicéo
seriada até a concentracao de 3,84 pg/mL. A concentracao citotoxica foi expressa em
termos de CCs;q, 0s resultados obtidos através da regressao linear estdo expressos

na Tabela 1 a sequir:

Tabela 1: Concentracéo citotdxica dos compostos para 50% das células.
TME TMF TMG TMH

CCso (Hg/mL) 4.053,72 464,93 722,12 914,5

Na Figura 1 é possivel observar o resultado do ensaio de citotoxicidade, visto que ha
uma coloracao escura pela placa é possivel perceber que ha grande quantidade de

células viaveis, mostrando assim que néo ha efeito citotoxico dos compostos.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 1: Ensaio de citotoxicidade realizado pelo método do MTT, os compostos nédo sdo toxicos para
as células devido a presenca da coloracdo escura mostrando que ha células viaveis. Colunas 1 e 2:
composto TMH, colunas 3 e 4: composto TMG, colunas 6 - 8: composto TME, colunas 9-11:
composto TMF e coluna 12: controle celular.

Segundo estudos de Ramos e colaboradores (2008), valores obtidos maiores que
100ug/mL mostram que os compostos nao tendem a ser toxicos para as células.
Considerando os dados obtidos na Tabela 1 e na figura 1, € possivel perceber que os
compostos ndo apresentam carater téxico para as células. Sendo assim, é viavel a
utilizacdo dos mesmos para a realizacdo dos demais experimentos.

Segundo Ferreira e seus colaboradores (2018), compostos de outro género da familia
Celastraceae foram testados contra o virus Mayaro e apresentaram baixo efeito
citotoxico para 50% das células. Isso mostra que os compostos estudados dessa
familia possuem baixa citotoxicidade para as células. Dessa forma, na etapa seguinte
do trabalho, abordamos os ensaios antivirais.

5.2. Ensaio de atividade antiviral

Para o ensaio de atividade antiviral, partiu-se de uma concentracao inicial de 250
pug/mL de cada composto, sendo procedida a diluicao seriada até a concentracéo de
1,89ug/mL. A 100 uL de cada uma dessas diluicdes foram adicionados 100uL de virus

estoque de modo que a infec¢do se desse com um total de 0,1 virus/célula, o suficiente
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para lisar 100% delas em 48h. A concentracdo protetora para 50% das células
infectadas foi expressa em termos de CEs,. O resultado do ensaio foi obtido por meio

da regresséo linear e esta exposto na Tabela 2.

Tabela 2: Concentracao efetiva protetora dos compostos para 50% das células em pg/mL
(CEso).

TME TMF TMG TMH

CEso (Mg/mL) <250 <250 <250 8,43

Podemos observar que, dentro das concentragcbes que puderam ser testadas, os
compostos TME, TMF e TMG ndo mostraram acao antiviral, pois 0 ensaio teve seu
inicio com concentracdo de 250 pg/mL e eles so teriam possiveis efeitos de protecéo
de 50% das células com as concentracdes de 406,17 (TME), 410,64 (TMF) e 554,59
(TMG). Somente o composto TMH mostrou atividade dentro da concentragao testada.
Pode-se dizer que um dos compostos presentes na planta é bastante promissor como
antiviral. Porém serdo necessarios mais testes dentro da concentracéo indicada de
forma a confirmar a acéo e obter a sua concentracéo precisa.
A sequir, foi calculado o indice de seletividade (ISso) que representa a razao entre a
CC;, e a CEg,.
Tabela 3: indice de seletividade expresso em CCs,/CEsq

TME TMF T™MG TMH

ISs0 9,98 1,57 1,31 108,48

Conforme Barros e colaboradores (2011), os indices de seletividade acima de 4
indicam que a acao inibitoria do virus ocorre no minimo duas vezes mais baixa que a
acao citotoxica. De acordo com os dados apresentados os compostos TMF e TMG
possuem IS5, menores que 4 possuindo assim acao inibitéria mais baixa que a agéo
citotoxica. Os compostos TME e TMH possuem IS5, maiores que 4 o gque indica que
possuem potencial antiviral.

Em sua pesquisa, utilizando extratos e isolados de Tontelea Micrantha conta o Zika

virus, Hauck (2019) encontrou excelentes resultados de concentracdo protetora
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(CEso) e também valores do indice de seletividade préximos aos valores
recomendados. Portanto, a pesquisa corrobora que 0s compostos da planta sao

promissores antivirais tanto contra o virus Zika quanto contra o virus Mayaro.

6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

De acordo com os dados apresentados, € possivel perceber que 0os compostos
isolados de Tontelea Micrantha ndo apresentam efeito citotoxico sobre as células e
podem ser classificados como potenciais antivirais no tratamento do Mayaro virus.
Porém, sdo necessarios mais testes com outras concentracdes de CEso.

As perspectivas para novos trabalhos do grupo séo realizar testes de modo a avaliar
a atividade virucida, avaliar a atividade dos compostos na adsorcao viral, avaliar a
atividade dos compostos na penetracdo viral e avaliar por meio de sinergismo entre

compostos e antivirais de referéncia como ribavirina e cloroquina.
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