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Resumo:

A febre Mayaro, causada pelo Mayaro
virus (MAYV), € uma doenga subletal, com
sintomas que sdo confundidos aos de Dengue,
Chikungunya, Zika e outras arboviroses.
Excecado se faz aos sintomas de poliartralgias
e artrites persistentes, que associados ao
Mayaro, causam deficiéncia incapacitante. Nao
existe, até o momento, vacina ou terapia
direcionada ao MAYV, justificando
investimentos em pesquisa e prospec¢do de
antivirais. Entre os milhares de espécies de
plantas brasileiras com propriedade medicinal,
destaca-se Psychotria sp para a qual séo
descritos diversos componentes bioativos.
Dessa forma, nesse estudo foram feitas a
analise da concentracdo citotoxica para 50%
das células (CCs) do extrato e de dois
isolados da planta, assim como a
concentracdo efetiva, protetiva para 50%
(CEsp) das células infectadas pelo MAYV. Os
compostos mostraram atividade antiviral, com
CEso abaixo de 20 pug/mL e indice de
seletividade acima de 1, indicando agéo
direcionada ao virus e ndo a ceélula
hospedeira.

Autorizacdo legal: O uso dessa planta em
rituais religiosos foi reconhecido como legitimo
pelo Conselho Nacional de Politicas de Drogas
(CONAD), através da Resolugédo n° 1, de 25
de janeiro de 2010 (D.O.U. 2010). A utilizagéo
na pesquisa foi autorizada pela Policia
Federal. Informacdo obtida junto ao
NEPLAM/UFMG.
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Introducdo:

O virus Mayaro (MAYV), pertencente a
Familia Togoviridae e género Alphavirus, é
também conhecido como membro do grupo
dos Arbovirus (Arthropod-born virus), o qual
engloba todos os virus transmitidos por
artrépodes hemato6fagos, com outros exemplos
relevantes, entre eles, o virus da encefalite, da
Dengue, da Febre amarela, da Meningite, da
Zika e Chikungunya (Coimbra et al., 2007
Vieira et al., 2015).

O ciclo de manutencdo de Mayaro virus
na natureza € enzodtico e analogo ao ciclo do
virus da febre amarela (YFV). Durante o ciclo
silvestre, artrépodes podem transmitir o virus a
primatas ndo humanos e outros mamiferos de
vida livre (Forshey et al., 2010). O principal
vetor é o mosquito Haemagogus janthinomys,
de habito diurno e encontrado em copas de
arvores. Entretanto, o envolvimento de vetores
secundarios, como mosquitos dos géneros
Aedes e Culex, e também outros hospedeiros,
como passaros e roedores sdo importantes
potenciais meios de propagacdo do MAYV
(Mufioz e Navarro, 2012; Napoledo-Pego et
al., 2014).

Segundo o Ministério da Saude (2015),
no Brasil, no periodo de dezembro/2014 a
janeiro/2016, foram notificados 343 casos
suspeitos de infecgcdo em humanos por MAYV,
distribuidos em onze estados da regido Norte,
Nordeste e Centro-Oeste, sendo Goidas o
estado com 53% das ocorréncias. Dos casos
registrados, 70 foram confirmados, 29
descartados e 244 ainda se encontravam em
analise.

Apesar de ndo haver relatos de morte
associada a infec¢cdo por MAYV, e esta ser
uma arbovirose menos grave que a Dengue, a
febre Mayaro é doenca altamente debilitante,
na qual artralgias graves podem persistir por
meses apos infecgdo, acarretando em perda
de produtividade (Theilacker et al., 2013;
Sleger et al., 2014).

Considerando o numero de visitantes
nos trépicos, a rapidez do transporte aéreo e a
possivel disseminacdo do virus para outros
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locais, além da inexisténcia de terapia ou
vacina, o desenvolvimento de farmacos contra
a febre Mayaro se faz necessario. Ainda, com
a emergéncia e re-emergéncia dos arbovirus,
durante a infec¢cdo de diferentes organismos o
virus pode ser selecionado pelo hospedeiro,
produzindo cepas mais virulentas ou mais
adaptadas. Em funcéo desses fatores e pela
caréncia de estudos investigando a presenca
de atividade antiviral no género Psychotria, e
nenhum avaliando a atividade contra MAYV, o
presente estudo teve como objetivo efetuar a
prospeccéo da atividade antiviral em extrato e
compostos isolados, a partir da Psychotria sp,
contra o virus Mayaro.

Metodologia:

Os compostos candidatos a antivirais
foram obtidos por meio de extragdo metandlica
de folhas de Psychotria sp e cedidos pelo
grupo de pesquisa Neplam/UFMG, sendo a
concentracao estoque igual a 50 mg/mL.

Duas linhagens continuas de células
foram cultivadas para que 0s ensaios
pudessem ser realizados. As células de larvas
de mosquito Aedes albopictus, C6/36, foram
mantidas em temperatura ambiente, meio L -
15 contendo 5% de SFB e um coquetel de
antibiéticos, sendo repicadas semanalmente.
Ja as células de mamifero, BHK-21, sao
fibroblastos derivados de rim Mesocricetus
auratus e foram mantidas em meio DMEM com
5% de SFB, juntamente com os antibioticos
usuais, sendo repicadas em intervalos de 3,5
dias e mantidas a 37°C, em estufa de CO..

O virus Mayaro, cepa BeAr 20290
(Cedeido pelo Prof. Dr. Mauricio
Nogueira/FAMERP/SP), foi multiplicado em
células VERO (Rim de Macaco Verde), a uma
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,1 virus
por célula. Apos 48 horas de infeccdo, e com
90% de efeito citopatico (ECP), o
sobrenadante das culturas foi transferido para
tubos, centrifugado a 3000 rpm a 4°C por 5
min e, aliquotadoe mantido em freezer a -
80°C. O titulo do estoque de virus foi expresso
em numero de unidades formadoras de placas
(UFP)/mL, utilizando-se as células de
mamifero, BHK-21, as quais foram também
utilizadas para os ensaios antivirais.

Para determinacdo da concentracdo
citotoxica para 50% das células (CCs), as
culturas celulares foram implantadas em
microplacas de 96 pocos
(2x10° células/100 pL/pogo) e incubadas a
37°C por 24h, sobre as quais foram
adicionadas diferentes concentracbes dos
compostos.

A revelacdo foi feita pelo ensaio

colorimétrico com MTT (metil-tiazol-tetrazolio)
e as absorbancias, em cada poco, foram
medidas em espectrofotbmetro de ELISA a
492nm. A toxicidade celular foi expressa em
termos CCg, e a porcentagem de células
vidveis foi calculada como [(B*100)/A], sendo
A e B as absorbéncias das cavidades com
células nédo tratadas (A) e células tratadas (B),
respectivamente.

Para o ensaio antiviral global, foram
preparadas microplacas de 96 pocos, sendo
gue as células implantadas e pré-tratadas com
diluicbes dos compostos candidatos a antiviral
por 30 min antes da adicdo do virus (também
pré-tratado com os compostos). Ap6s 48h de
infeccdo, fez-se a revelagdo pelo ensaio com
MTT. A concentracdo efetiva, protetiva para
50% das células infectadas (CEso) foi
calculada pela equacédo [(A-B)/( C-B)] x 100,
sendo que A, B, C representam a densidade
Gtica (492nm) das cavidades nas quais estado
presentes células tratadas e infectadas (A),
nao tratadas e infectadas (B) e nédo tratadas e
nao infectadas (C), respectivamente.

Resultados e Discusséo:

O ensaio de citotoxicidade foi realizado,
utilizando-se células BHK-21 e C6/36, sendo a
citotoxicidade in vitro empregada para definir
apenas efeito tdxico basal, em que a
substancia provoca danos nas funcdes basicas
da célula, levando-a a morte. Para melhor
visualizacdo dos resultados, o grafico da figura
1 apresenta a comparacao entre os valores de
citotoxicidade dos compostos em ambas as
linhagens empregadas no estudo.

600 -
497,1

41500 47,66

E T m BHK-21

(=]

2400 C6/36

@© 281,91

$300

=

§200

5 2,85 86,6

G100 A A s
0 . . -1—=

D4 DMT TRIP

Figura 1: Valores obtidos de CCsy para o extrato
metanodlico (D4) e os isolados DMX e TRIX,
empregando-se a linhagem de células de mamifero
BHK-21 e células de mosquito C6/36,
respectivamente.

O ensaio antiviral foi realizado,
utilizando-se as células de mamifero BHK-21
e, apos 48h da adicdo dos compostos e da
suspensdo viral, pode-se notar que para 0s
trés compostos teste a viabilidade celular das
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células tratadas e infectadas estava maior que
a viabilidade das células apenas infectadas
pelo virus Mayaro. Houve reducéo significativa
do efeito citopatico viral (ECP), principalmente
nas células que foram tratadas com os
isolados de D4. Sendo assim, o resultado de
CEs, foi igual a 18,23 +3,72 g mL™* para
extrato D4, 9,16 + 7,43 yg mL™ para DMX e
16,36 + 1,66 ug mL™ TRIX, este valores foram
obtidos pelas médias das triplicatas realizadas.

Os valores obtidos de CEzy foram bem
menores que o0s encontrados de CCsy, em
todos os casos, ou seja, a concentracao ativa
dos compostos candidatos é bem menor que a
concentracao necessaria para matar as células
por efeitos citotdxicos. Desse modo, o indice
de Seletividade (IS), razédo entre CCsy € CEsy,
do extrato D4 e os dois isolados foram maior
gque 1, indicando que a bioatividade
apresentada por estes ndo é consequéncia
dos efeitos téxicos gerais dos constituintes que
estdo presentes do extrato/isolado, e que eles
sdo seletivos para o virus em questéo.

Conclusdes:

Os compostos testados de Psychotria
sp se mostraram eficazes contra MAYV a uma
MOI de 0,01, sendo a concentracdo efetiva
(CEgp) igual a 18,23 + 3,72; 9,16 + 7,43 e
16,36 + 1,66 yg mL™ para D4, DMX e TRIX. O
indice de Seletividade (IS) foi maior que 1,
conforme recomenda a literatura, mostrando
gue a dose ativa é segura para as células,
uma vez que janela entre dose efetiva e dose
toxica foi bem grande em todos os casos.

Como os resultados foram promissores,
estudos serdo conduzidos em nOSsO
laboratério no sentido de elucidar possiveis
acles sinérgicas entre os compostos, o efeito
virucida, além de tentar encontrar os possiveis
mecanismos de acao antiviral.
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