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RESUMO

LIVIA GRACA POZZ1

AVALIACAO IN VITRO DA DOPAMINA COMO POTENCIAL ANTIVIRAL
CONTRA A INFECCAO PELO VIRUS CHIKUNGUNYA

Orientadora: Luciana Jesus da Costa
Co-orientador: Pedro Telles Calil

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacio no RCS Trabalho de Conclusido de Curso.

O virus Chikungunya (CHIKV) € um arbovirus que ocasiona uma doenca febril aguda
com alta morbidade, que pode evoluir para a cronicidade e afetar a qualidade de vida dos
pacientes. A dopamina (DA) é um neurotransmissor monoaminérgico que atua através da
interacdo com os seus receptores (DRs), divididos em duas familias: tipo 1 (DR1 e DRS) e
tipo 2 (DR2, DR3 e DR4). Os DRs apresentam diversas funcdes metabdlicas, como a redugdo
do estresse oxidativo. A infec¢do por CHIKV induz o estresse oxidativo, o que tem sido
associado com a ativacdo da autofagia, sendo benéfico para a replicacdo viral. A hipétese do
trabalho apresentado € que a DA limitaria a infec¢do por CHIKV devido a capacidade de
reduzir o estresse oxidativo. O objetivo € avaliar o impacto do tratamento com a DA sobre a
infeccdo por CHIKV. Em mamiferos, a DA atua principalmente no sistema nervoso central
(SNC). Portanto, o modelo ideal para o estudo in vitro sao células de origem neuronal, a
exemplo da linhagem celular SH-SYSY, que sdo células ndo diferenciadas de neuroblastoma
de origem humana. Inicialmente, foi caracterizada a infeccdo por CHIKV nessa linhagem.
As células foram infectadas com a cepa brasileira BHI3745 isolada na Feira de Santana na
Bahia e a RJ-IB1 isolada na epidemia de CHIKV de 2016 no Rio de Janeiro. A infec¢ado foi
realizada em diferentes multiplicidades de infec¢ao (MOIs), como 0.01, 0.05 e 0.1, e
apresentaram producio de progénie viral, atingindo mais de 1x10'® PFU/mL. Além disso,
ambos os isolados induziram inibi¢ao da sintese proteica global da célula hospedeira e morte
celular, o que evidencia que a linhagem SH-SY5Y ¢ altamente permissiva ao CHIKV. A
expressdo dos 5 DRs também foi confirmada nessas células através de RT-qPCR, tendo
maior expressdo de DR2 e DR4. Para avaliar o efeito da DA sobre a infeccdo, primeiro foi
necessdrio saber se somente o composto pode afetar a viabilidade celular. Através do ensaio
de MTT, até 200 uM de DA, observa-se que a viabilidade celular permanece superior a 80%.
Em seguida, foi analisado o impacto da DA sobre a replicacdo viral na linhagem SH-SYSY.
Essas células foram infectadas com o CHIKV na MOI 0.01 e tratadas antes ou depois da
infeccdo com diferentes concentragdes de DA. A producdo de particulas virais infecciosas
foi quantificada por ensaio de Plaque. Em 24 h.p.i., tanto o pds-tratamento por 24 horas,
quanto o pré-tratamento por 5 minutos, com 10 pM de DA, inibiu mais de 70% a replicag@o
viral. A DA também apresentou efeito antiviral sobre a infec¢do por CHIKV na linhagem
celular HEK293T, que sdo células renais humanas com alta permissividade ao CHIKV, além
de serem um importante modelo para estudo sobre os DRs devido a presenga do sistema
dopaminérgico renal. Nessas células, o tratamento com 10 e 50 uM de DA inibiu a replicacio
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viral em 24 h.p.i. em 86%, tendo indug¢ao da expressao dos DRs. Dessa forma, conclui-se que
o aumento da expressdo dos DRs possivelmente estd associado com a reducdo da infecgdo
na linhagem celular HEK293T. Ademais, a DA apresenta atividade antiviral em diferentes
linhagens celulares humanas, mas ainda nao se sabe quais vias estdo relacionadas com esse
efeito.

Palavras-chaves: Chikungunya; Dopamina; Antiviral; Receptores para Dopamina; Estresse
Oxidativo.
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IN VITRO EVALUATION OF ANTI-CHIKUNGUNYA VIRUS ACTIVITY OF
DOPAMINE

Orientadora: Luciana Jesus da Costa
Co-orientador: Pedro Telles Calil

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

The Chikungunya virus (CHIKYV) is an arbovirus that causes an acute febrile disease
with high morbid, which can lead to chronicity, affecting patients’ quality of life. Dopamine
1S a monoaminergic neurotransmitter that acts through the interaction with its receptors,
which are divided into two families: D1-like (DR1 and DR5) and D2-like (DR2, DR3 and
DR4). The dopamine receptors (DRs) have many metabolic functions, including the
reduction of oxidative stress in cells. CHIKYV infection leads to oxidative stress, which has
been associated with autophagy induction and a delay in caspase-dependent cell death being
beneficial to virus replication. Because of that, we hypothesized that DA reduction of
oxidative stress in infected cells could limit CHIKV replication. The objective was to
evaluate the DA treatment impact on CHIKV infection. In mammalian organisms, DA acts
specially in central nervous system. Thus, the best in vitro model is cell linages of neuronal
origin that express all DRs, as the cell line SH-SYSY, that are undifferentiated human
neuroblastoma cells. First of all, it was characterized the infection by CHIKYV in this cell line.
Cells were infected with the CHIKV ECSA BHI3745 and RJ-IB1 Brazilian isolate that was
obtained during the CHIKYV epidemic in Rio de Janeiro in 2016. The infection was performed
in different multiplicities of infection (MOIs), 0.01, 0.05 and 0.1, and showed production of
infectious viral particles, peaking at 24 hours post-infection (h.p.1.) for BHI3745 and 36 h.p.i.
Both cell lines induced host-cell translation inhibition and apoptosis cell-death, which shows
that are very permissive to CHIKYV infection. Also, the expression of all 5 DRs was confirmed
in those cells by RT-qPCR. DR2 and DR4 were the most expressed. To evaluate the effect
of DA on viral replication, first it was necessary to characterize the DA effect in cell’s
viability. It was shown by MTT assays that cell viability was above 80% up to 300 uM of
DA. Next, the impact of DA on viral replication in SH-SYSY cells was observed. These cells
were infected with CHIKV at a MOI of 0.01 and treated for 5 minutes before or 24 hours
after initial infection with different concentrations of DA. The production of infectious viral
particles was quantified by Plaque assay. At 24 h.p.i., both DA pre- and post-treatment at 10
puM inhibited 70% of viral replication. Moreover, DA showed anti-CHIKV activity in
HEK293T cell line, which are a human embryonic kidney cell highly permissive to CHIKV
infection and being an important model to study DRs for its role in the renal dopaminergic
system. In these cells, the treatment with 10 and 50 uM of DA reduced viral replication by
86% at 24 h.p.i. When compared to untreated infectious HEK293T cells, expression of DRs
was increased by 2 to 4-fold upon DA treatment. In conclusion, the increase in DRs
expression could be related to infection reduction in HEK293T cells. Also DA had antiviral



effect in different human cell lines, but the targets involved with this activity are still
unknown.

Keywords: Chikungunya; Dopamine; Antiviral; Dopamine Receptors; Oxidative Stress.
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O virus Chikungunya (CHIKV) causa uma doenca em que, na maioria dos casos, 0s
pacientes sentem uma dor no corpo muito forte a ponto de ndo conseguir fazer as suas
atividades normalmente, como andar! A doenc¢a pode durar por meses e at€ mesmo anos,
prejudicando ainda mais a vida do individuo. Outra coisa muito prejudicial € que ndo existem
medicamentos para combater diretamente o virus, entdo o nosso grupo buscou compostos
que poderiam ter esse efeito, como a dopamina. A dopamina é uma molécula que tem a
capacidade de enviar um sinal para as células. Ela faz isso ao se ligar com moléculas muito
especificas e de grande afinidade, chamadas receptores. Para a dopamina, tem dois tipos de
receptores: o tipo 1 (DR1 e DRS) e o tipo 2 (DR2, DR3 e DR4). Os dois tipos diminuem um
processo fisiolégico chamado de estresse oxidativo, que é um desequilibio no nimero de
compostos oxidantes e ndo oxidantes nas células. O interessante é que o CHIKV faz o
contrério: ele induz o estresse oxidativo e isso € benéfico para ele! Ou seja, talvez a dopamina,
por interagir com os seus receptores, poderia prejudicar a acdo do virus por reduzir um
processo importante para a infec¢do. Por isso, o objetivo € ver se a dopamina prejudica a
infeccdo pelo CHIKV. Em seres humanos e animais, a dopamina tem uma grande atuag@o no
sistema nervoso central, nos neurdnios. Entdo primeiro foram utilizadas células de origem
neuronal (células de neuroblastoma humano), que é o melhor modelo para estudar a
dopamina. Um virus ndo é capaz de infectar todos os tipos de célula e no caso do CHIKYV,
nao se sabia se ele poderia infectar as células de neuroblastoma humano utilizadas no estudo.
Por isso, nés fizemos um ensaio para observar se essas células, quando infectadas com o
CHIKYV, podem liberar virus infeccioso. Ocorre liberacdo de virus infeccioso e o CHIKV
também leva a uma intensa morte das células. Outro fato interessante € que essas células
expressam todos os 5 receptores para dopamina. Ao avaliar o efeito da adicdo dopamina antes
ou apds a infec¢do nessas células, foi observado que nessas duas condi¢des, a dopamina
impediu o estabelecimento do virus, chegando a inibir a infeccdo em mais de 70%! Essa
efeito pdde ser visto em outra célula também, como células renais. Nesse caso, a dopamina
inibiu a infec¢do em 86%. Nessas células renais infectadas e tratadas com a dopamina, houve
um aumento dos receptores para dopamina em comparac¢ao com células apenas infectadas, o
que mostra uma grande possibilidade dos receptores contribuirem para a reducao da infecgao.
Intrigantemente, a dopamina combateu o CHIKV em duas células diferentes! Mas ainda ndo
se sabe como isso ocorre € o0 que estaria associado com a atividade do neurotransmissor.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Virus Chikungunya (CHIKY)

O CHIKYV, agente etiolégico da Febre Chikungunya (CHIKVF) e da Doenca
Artritrogénica Incapacitante, pertence ao género Alphavirus da familia Togaviridae (Khan et
al., 2002). A transmissdo ocorre pela picada da fémea do mosquito Aedes spp infectada
(Mabharaj et al., 2015). Ap6s o periodo de incubagdo, que consiste em 2 a 4 dias, inicia-se a
fase aguda da infec¢do, com duracdo de até 21 dias (Frutuoso et al., 2020). O paciente
apresenta, principalmente, febre e dores articulares € musculares intensas; além de cefaleia,
rash cutaneo e mialgia (Raghavendhar, 2019). A doenga também pode evoluir para a
cronicidade, sendo caracterizada por uma artralgia incapacitante, que perdura por meses ou
anos (Medina-Citrén et al., 2021).

O virus foi descrito pela primeira vez em 1952, durante um surto no sul da Tanzania
(Lumsdem, 1955). Desde entdo, casos da infec¢do foram reportados em paises da Africa,
como a Uganda e a Nigéria, e no sudeste da Asia, como a India (Carey et al., 1969; Moore et
al., 1974). Contudo, em 2004 e 2005 houve um aumento do nimero de surtos de CHIKVF
em Ilhas do Oceano Indico, afetando grande parte da populagio (Pfeffer et al., 2008; Sergon
et al., 2008). Entre 2005 e 2006, a infeccao atingiu a ilha La Reunion (Tsetsarkin et al., 2007).
Neste surto, foi caracterizada pela primeira vez a presenga de uma mutagio na regido génica
da proteina do envelope 1 (E1) na maior parte dos individuos infectados (Tsetsarkin et al.,
2007). A mutacdo que acarretou a substituicdo A226V na El, a qual levou ao aumento da
infecciosidade, da transmissibilidade e da disseminagdo do CHIKV em mosquitos da espécie
Aedes albopictus, contribuindo para o espalhamento do virus para outras regides do globo
terrestre (Tsetsarkin et al., 2007).

Com os diversos surtos da CHIKVF relatados a partir de 2004, houve uma
disseminac¢do do virus no ocidente e em dreas subtropicais (Petersen e Powers, 2016; OMS,
2022). Houve um aumento dos casos da doenca em viajantes nas Américas, sendo
documentados 28 casos por ano da infec¢do por CHIKV nos Estados Unidos entre 2006 e
2013 (Yactayo et al., 2016). A partir de dezembro de 2013, o CHIKV foi considerado
emergente no continente americano, quando os primeiros relatos da CHIKVF foram feitos

nas Ilhas do Caribe (Yactayo et al., 2016).
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Entre 2013 e 2022, mais de 270 mil casos confirmados, em laboratério, da infeccao
por CHIKYV foram notificados nas Américas, principalmente no Brasil (Fritsch et al., 2022).
Os primeiros casos autoctones da CHIKVF notificados no Brasil foram em julho de 2014,
nos estados de Amapd e Bahia (Frutuoso et al., 2020). O CHIKYV, contudo, se disseminou
pelo pais, afetando aproximadamente 60% dos municipios nacionais e levando ao
desenvolvimento de epidemias reportadas até 2022 (Souza et al., 2023).

Nos ultimos anos, os surtos de CHIKVF foram relatados também na Europa, na
Africa e nas Ilhas Pacificas, o que configurou um grande problema 2 satide publica (Petersen
e Powers, 2016). Apesar da CHIKVF apresentar baixa taxa de mortalidade, os relatos de
infeccdo por Chikungunya foram acompanhados por uma alta morbidade e pelo
desenvolvimento de manifestacdes clinicas graves (Petersen e Powers, 2016; Vidal et al.,
2020). Além disso, o tratamento e a prevencdo contra a CHIKVF s3o muito limitados,
consistindo na administra¢do de anti-inflamatérios e no controle do inseto vetor (Jeengar et

al., 2021; Millsapps, Underwood e Barr, 2022).

1.1.1.  Genoma e Particula Viral

O CHIKYV possui genoma de RNA fita simples polaridade positiva ndo segmentado
de 11,8 Kb de comprimento (Khan et al., 2002). O terminal 5’ ¢ modificado pela adi¢ao da
7-metilguanosina (Cap) e o terminal 3’ ¢ poliadenilado (Khan et al., 2022). O genoma possui
duas open Reading frame (ORFs), ou seja, duas fases de leitura abertas que codificam para
duas poliproteinas, e trés regides ndo traduzidas (UTRs), que se encontram entre as ORFs e
nas extremidades 5 e 3 (Li et al., 2023). A primeira ORF, localizada em dois tercos do
genoma proximos a extremidade 5’ codificam para proteinas nao estruturais (Fig. 1) (Khan
et al., 2002). J4 a segunda OREF, localizada em um terco do genoma proximo a extremidade
3’°, que sera sintetizado como um RNA subgenomico (sgRNA), codifica para as proteinas
estruturais (Khan et al., 2002).

As proteinas ndo estruturais podem ser sintetizadas em duas poliproteinas: P123 e
P1234 (Fig. 1) (Shirako e Strauss, 1994). No genoma viral, o cdon de parada UGA encontra-
se no c-terminal de nsP3, no local de clivagem entre nsP3 e nsP4 (Jones et al. 2017; Li et al.,
2023). Dessa forma, ocorre a sintese da poliproteina nsP123 (Jones et al., 2017; Li et al.,

2023). Entretanto, a sintese de nsP1234 ocorre a partir do mecanismo de read-through, no
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qual o RNA transportador (tRNA) insere na regido do c6don de parada um nucleotideo, nao
sendo formado o cédon de parada UGA no local de nsP3 (Jones et al., 2017). Nesse contexto,
sintese proteica continua até atingir o proximo cédon de parada UGA localizado ao final de
nsP4, permitindo a sintese da poliproteina nsP1234 (Jones et al., 2017; Li et al., 2023).

As proteinas estruturais correspondem a proteina do capsideo (CP), proteina do
envelope 3 (E3), proteina do envelope (E2), peptideo viral 6K (6K) e E1; que serdo traduzidas
em uma unica poliproteina (Fig. 1) (Khan et al., 2002). Contudo, no motivo presente na
sequéncia que codifica para 6K, pode ocorrer o fendmeno de Frameshift, que consiste em
uma mudancga na fase de leitura do mRNA viral (Firth et al., 2008). Durante a sintese das
proteinas estruturais, o ribossomo pode encontrar uma estrutura secunddria no RNA
complexa, tendo a interrup¢do da traducdo para desfazer essa estrutura (Adreu-Sanchez et
al., 2021). Apds a resolucdo, a sintese proteica retorna, mas hé a possibilidade do ribossomo
voltar ou adiantar um nucleotideo, alterando a fase de leitura (Andreu-Sanchez et al., 2021).
Desse modo, ocorre a sintese de uma proteina estrutural adicional, o peptideo TransFame

(TF), que esta fusionado a proteina 6K (Firth et al., 2008).

5'Cap -—i Poliproteina ndo estrutural ] Poliproteina estrutural = 3'Pplid3")

gRNA i— PoliA3
5'Cap —| SERNA —(3PoliAT

nsP1 nsp2 nsP3 nsP4 PG| E3 | B2 | 6K | EX

5Cap

Figura 1. Genoma do CHIKYV. O CHIKYV apresenta uma fSRNA polaridade positiva como genoma. 2 tercos
proximos a extremidade 5’ codificam para a poliproteina ndo estrutural, que sera posteriormente processada em
nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4. 1 ter¢o proximo a extremidade 3°, que corresponde ao sgRNA, codifica para a

poliproteina estrutural, que serd posteriormente processada em PC, E3, E2, 6K e E1.

O RNA gendmico viral € envolto pelo capsideo, constituido de 240 copias da proteina
C em arranjo icosaédrico na simetria T4 (Fig. 2) (Metz et al., 2013). Delimitando o capsideo,
ha o envelope, que ¢ uma membrana fosfolipidica, formado pelas glicoproteinas E1 e E2
(Fig. 2) (Metz et al., 2013). As proteinas E1 e E2 formam um heterodimero e estdo arranjadas

em spikes triméricas (Metz et al., 2013). Apesar da proteina E3 ndo compor as particulas
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virais maduras, ela é de grande importancia para o ciclo viral (Simizu et al., 1984). A particula

viral € esférica e possui aproximadamente 70 nandmetros de didmetro (Fig. 2) (Khan et al.,

2002).
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Figura 2. Particula do CHIKYV. O vgRNA ¢ envolto por 240 cépias da PC, formando o nucleocapsideo. O

capsideo € delimitado por uma membrana fosfolipidica constituida de heterodimeros das proteinas E1 e E2,

formando uma particula viral esférica.

1.1.2.  Ciclo replicativo
No organismo humano, o CHIKV € capaz de exercer o seu ciclo replicativo em

diversos tipos celulares, como células endoteliais, epiteliais e musculares; fibroblastos,

queratindcitos e macrofagos (Sourisseau et al, 2007). A replicacdo € citopdtica, estando

associada com a indugdo de apoptose em células infectadas (Sourisseau et al., 2007).
Inicialmente, o virus realiza a adsor¢do na superficie de uma célula hospedeira

susceptivel a infeccao (McAllister et al., 2020; Kiuri et al., 2021). O CHIKV interage com
receptores de adesdo, como os receptores de fosfatidilserina, a exemplo do dominio de
mucina e imunoglobulina de células T (TIM-I), e os glicosaminoglicanos (McAllister et al.,
2020; Kiuri et al., 2021) (Fig, 2). Em seguida, através do dominio B da proteina E2, o CHIKV
se liga ao seu receptor de entrada presente na membrana celular (Silva et al., 2014). Em 2018,
Zhang e colaboradores evidenciaram que a Proteina de Matriz associada a remodelamento 8
(Mxra8) atua como receptor de entrada para o CHIKYV, ja que na deficiéncia dessa molécula,
houve reducao da patogé€nese e dos niveis da infec¢ao por CHIKV (Zhang et al., 2018).
Ao ocorrer a ligacao da proteina E2 com o Mxra8, ha o estimulo para a internalizacao

da particula viral na célula por endocitose mediada pela formacao de vesiculas revestidas de
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clatrina (Fig. 3) (Hoornweg et al., 2016; Li et al., 2010; Zhang et al., 2018). O escape do
capsideo viral do interior do endossoma € dependente de pH. O pH dacido no interior do
endossoma tardio leva a uma mudanca conformacional irreversivel na estrutura das proteinas
do envelope viral, tendo a dissociagdo do heterodimero E1-E2 (Li et al., 2010). A proteina
El forma heterotrimeros e induz a fusio da membrana do virus com a membrana do
endossoma, permitindo a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma celular (Fig. 3) (Li et
al., 2010). Em seguida, a CP interage com ribossomos da célula hospedeira, ocorrendo o
desnudamento do vgRNA (Singh e Helenius, 1992).

Inicialmente, ha a sintese de proteinas ndo estruturais em duas poliproteinas: P123 e
P1234 (Fig. 3) (Shirako e Strauss, 1994). No RNA mensageiro (mRNA), o stop codon UGA
estd presente no c-terminal de nsP3 e determina a sintese da poliproteina P123 (Jones et al.,
2017). No entanto, em uma frequéncia de 5 a 20% pode ocorrer o mecanismo read-through,
tendo a sintese da poliproteina P1234 (Shirako e Strauss, 1994; Jones et al., 2017; Miiller et
al., 2023).

As poliproteinas sdo processadas pela protease viral, nsP2, e as proteinas individuais
originadas consistem no complexo de replicagdo (Fig. 3) (Shirako e Strauss, 1994). O
complexo de replicacdo € translocado para a membrana plasmaética, formando as esférulas de
replicacdo, que contém a fita simples negativa de RNA e o intermedidrio de replicacdo, a fita
dupla de RNA (dsRNA) (Spuul et al., 2011). As esférulas de replicacdo protegem a sintese
do RNA gendmico viral do reconhecimento pela resposta imune inata do hospedeiro, uma
vez que a dsSRNA € reconhecida como padrao molecular de patdgeno (PAMP) por sensores
citosodlicos do sistema imune (Meurs et al., 1990).

As proteinas do complexo de replicac@o sdo muito importantes para a sintese do RNA
gendmico (Fata et al., 2002). A nsP1 faz o ancoramento do complexo de replicagdo na
membrana plasmadtica para a formagdo das esférulas, e também atua no capeamento da
extremidade 5° do RNA viral através da sua atividade guanilil-metiltransferase na por¢do N-
terminal (Jones et al., 2020). A nsP2, além de ser responsdvel pelo processamento das
poliproteinas através da sua atividade cisteina protease na por¢do C-terminal, apresenta um
dominio helicase na por¢do N-terminal (Law et al., 2021). A nsP3 induz o remodelamento

na membrana necessdrio para a formacdo das esférulas e € essencial para o inicio da
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replicacdo (Abraham et al., 2018). A nsP4 ¢ a RNA polimerase viral e € o fator chave para a
eficiéncia da sintese do genoma do CHIKV (Tomar et al., 2006).

A nsP4 sintetiza uma fita negativa de RNA a partir do RNA gendmico ao reconhecer
a extremidade 3'. A nsP4 pode reconhecer tanto a extremidade 3’do RNA negativo, quanto
uma sequéncia interna, conhecida como sequéncia promotora do RNA subgendmico. Logo,
o RNA negativo sera utilizado como molde para a produ¢do de novas fitas positivas de RNA,
sintetizando tanto o mRNA gendmico quanto o subgendmico, respectivamente (Fig. 3) (Lie
Stollar, 2007). Em seguida, ocorre a sintese da poliproteina estrutural a partir do sgRNA no
citoplasma celular (Fig. 3) (Shin et al., 2012).

Ap0s a tradugdo do sgmRNA, ocorre o processamento da poliproteina por proteases
virais e celulares (Fig. 3) (Ou et al., 1982; Melton et al., 2002). A proteina estrutural C,
responsavel pelo empacotamento do genoma do CHIKV, apresenta um dominio serino-
protease que possibilita a sua auto-clivagem. Essa proteina se ligard ao vgRNA para a
formacdo do nucleocapsideo (Fig. 3) (Thomas et al., 2010). A proteina E3 possui uma
sequéncia sinal para a transloca¢@o da poliproteina viral do citoplasma celular para o reticulo
endoplasmatico, onde € clivada por proteases celulares em E3-E2 (p62), 6K e E1 (Lobigs et
al., 1990; Liu e Brown, 1993; Ren et al., 2021). A proteina 6K atua no brotamento da particula
viral da célula hospedeira (Melton et al., 2002). Destaca-se que durante a sintese da
poliproteina estrutural, pode ocorrer o fendmeno de frameshift em uma frequéncia de 10 a
18%, resultando na sintese da proteina TF, que participa da montagem viral, substituindo a
sintese da proteina E1 e 6K (Firth et al., 2008; Harrington et al., 2020).

No reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi, as proteinas p62 e El serdo
glicosiladas, uma modificacdo pds-traducional (Fig. 3) (Ren et al., 2021). Essas duas
proteinas formam um heterodimero dentro do reticulo, sendo importante para o
enovelamento e o transporte de E1 para a membrana plasmdtica durante a liberagdo da
particula viral (Curtis e Simon, 1988). A formacdo do dimero também ¢é relevante porque
protege a proteina E1 da fusdo a membrana prematuramente, uma vez que, nesta
conformacdo, apresenta maior estabilidade a variacdo do pH (Fields e Killian, 2015). No
transporte para a membrana plasmatica, p62 serd clivada por uma protease da célula
hospedeira, a furina, em proteina E2 e E3, que ainda permanecem associadas, protegendo a

proteina E1 da fusdao prematura (Fields e Killian, 2015). Essas proteinas sao transportadas
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para a membrana plasmatica, finalizando a formacdo de novas particulas virais e tendo o
brotamento do CHIKV (Fig. 4) (Lu e Kiellian, 2001). A libera¢do da proteina E3 ocorre
somente no ambiente extracelular, onde o pH € neutro, completando o processo de maturacao

da particula viral e permitindo que ela esteja pronta para infectar em uma nova célula
hospedeira (Fields e Killian, 2015).
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Figura 3. Ciclo replicativo do CHIKYV. O CHIKYV interage com seu receptor celular, o Mxra8, tendo a
adsor¢do (1). Em seguida, ocorre uma sinalizacdo para a entrada da particula viral para a célula hospedeira
mediada por vesiculas revestidas de clatrina (2). Depois ocorre a fusdo entre a membrana do endossomo e a
membrana viral, liberando o nucleocapsideo no citoplasma (3). Com a libera¢do do nucleocapsideo, o gRNA
fica exposto no citoplasma, sendo traduzido e tendo primeiro a producao de proteinas ndo estruturais (4). Apos
a sintese das proteinas estruturais, € formado o complexo replicase, que se direciona até a fita de RNA positiva
(5). Em seguida, ocorre produgdo de sgRNA (6). Posteriormente, hd a traducdo do sgRNA, tendo sintese da
poliproteina estrutural (7). Com a sintese da poliproteina estrutural, hé a dissociagdo de C da poliproteina, que
se associa a0 RNA positivo tendo a formacdo do nucleocapsideo, restando p62-6K-E1, que modula a sintese de
lipideo (8). A poliproteina estrutural entra no reticulo endoplasmético, permitindo a clivagem dessas proteinas
(9). Posteriormente, p62 e E1 seguem para o complexo de Golgi, sofrendo glicosila¢do (10). Por fim, hd a nova
formagao de particulas virais (11). Essas particulas irdo brotar da célula (12) e serdo liberadas de forma madura

(13).
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1.1.3.  Efeito da infeccao por CHIKY na célula hospedeira

A infeccao pelo CHIKV modula a transcricdo e a traducdo na célula hospedeira com
o intuito de favorecer a replicacdo do genoma e a sintese proteica viral, além de modular a
resposta antiviral (Joubert et al., 2015). O virus tem a capacidade de induzir o shutoff
transcricional, ou seja, interrompe a transcricdo do genoma, o que afeta a resposta imune
celular a infeccdo (Akhrymuk et al., 2012). A nsP2 do CHIKYV bloqueia a transcricdo na
célula hospedeira ao levar a degradacdo da Rbp1, que consiste em uma subunidade catalitica
do complexo da RNA polimerase II, tendo efeito citopatico evidente (Akhrymuk et al., 2012).

Com o shutoff transcricional, as células t€ém menos eficiéncia em ativar a respostalFN,
uma vez que a transcricdo dos genes de proteinas intermedidrias das diferentes vias celulares
foi interrompida (Fros et al., 2010). Nesse contexto, a nsP2 bloqueia a ativacdo de IFN
mediada por JAK/STAT, que por sua vez consiste em uma das vias de sinalizacao de IFN
(Fros et al., 2010; Hu et al., 2021). Além disso, em tempos iniciais da infec¢do, a transcricao
celular ndo € alterada pela presenca do CHIKV (White et al., 2011). Contudo, em momentos
tardios da infeccdo, como em 24 h.p.i., o RNA total da célula encontra-se em niveis muito
baixos, praticamente nulos (White et al., 2011). Destaca-se que em 24 h.p.i., ndo ha
transcritos de IFN-I e ISGs (White et al., 2011).

O virus também induz shutoff traducional, inibindo a maquinaria de traducdo da
célula hospedeira (Berglund et al., 2007). O CHIKYV induz a fosforila¢ao do fator de tradugao
EIF2a devido a ativagdo de PKR pela sintese de f{dRNA, desestruturando o complexo ternario
(EIF2-GTP-tRNAiMet) (Berglund et al., 2007). Este € essencial para a tradu¢do dependente
de CAP e leva ao desligamento da sintese de proteinas da célula hospedeira (Berglund et al.,
2007). Nesse contexto, a infec¢do pelo CHIKV também bloqueia o alvo da rapamicina em
mamiferos (mTOR), que € um importante sensor envolvido na traducdo dependente de CAP
(Joubert et al., 2015).

mTOR € uma proteina que regula processos celulares de sintese e degradacao, estando
associada com a proliferacdo celular, a sintese proteica e a autofagia (Hara et al., 1997;
Nishiuma et al., 1998; Hosoi et al., 1999). mTOR possui dois complexos: mTORCI1 e
mTORC?2 (Toschi et al., 2009). De modo geral, mTORC]1 é composto por mTOR e a proteina
regulatoria associada a mTOR (Raptor) (Toschi et al., 2009). J4a mTORC?2 é composto por

mTOR e a proteina associada a mTOR insensivel a rapamicina (Rictor) (Toschi et al., 2009).
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mTORCI1 esté associado com a regulacao do metabolismo e do crescimento celular, enquanto
mTORC?2 esté associado principalmente com a sobrevivéncia e a proliferacdo celular, além
de ter uma resisténcia menor a rapamicina quando comparado com mTORCI (Unni e
Arteaga, 2019).

Em tempos iniciais da infeccao, o CHIKV inibe mTORCI1, o que contribui para o
estabelecimento da infeccao (Joubert et al., 2015). Diante da inibi¢do desse complexo, a
producdo de proteinas ndo estruturais € o nimero de fibroblastos murinos infectados sio
maiores (Joubert et al., 2015). Além disso, em tempos tardios da infec¢dao, como 24 h.p.i.,
ocorre reducdo do nivel global de proteina quando diferentes tipos celulares (fibroblastos
murinos e células epiteliais humanas) sdo tratados com inibidor de mTOR (Joubert et al.,
2015). Contudo, a sintese de proteinas virais estruturais permanece (Joubert et al., 2015).

Ademais, a inibicdo de mTOR também impacta na replicacdo do vgRNA, uma vez
que fibroblastos murinos tratados com um inibidor de mTOR apresentaram aumento nos
niveis de VgRNA e vsgRNA (Joubert et al., 2015). Diferentemente do observado com a
inibicdlo de mTORC, a inibicdo de mTORC?2 ndo teve impacto na infec¢cdo por CHIKV
(Joubert et al., 2015).

mTORCI esta relacionado a iniciagdo da traducao dependente de CAP (Joubert et al.,
2015). A tradu¢ao CAP-dependente consiste na associacdo do ribossomo 40S aos fatores de
iniciacdo da traducdo elF3 e eIF1A (Merrick, 2003). Este complexo formado se liga ao tRNA
iniciador, que carreia uma molécula de metionina (Met-tRNA1) e estd associado ao elF2 e
GTP (Merrick, 2003). Em seguida, ocorre a ligacdo do ribossomo 40S ao mRNA, o que é
regulado pela formacao do complexo de inicia¢ao da traducdo elF4F (elF4E-elF4A-elF4G)
e a associagao com a estrutura CAP na extremidade 5° (Merrick, 2003). Assim, a tradugao é
iniciada (Merrick, 2003).

Além disso, mTORCI regula elF4E, que € a proteina do complexo de iniciagdo da
traducdo que vai se ligar ao CAP e iniciar a tradu¢do do mRNA (Tcherkezian et al., 2014).
Apesar do CHIKYV inibir mTORCI, a tradugao viral ocorre dependente de CAP (Joubert et
al., 2015). Um mecanismo presente em muitas células tumorais para contornar a inibi¢do de
mTORCI € induzir a fosforilacdo da serina na posi¢cao 209 no eIF4E, aumentando a afinidade
dessa proteina a0 mRNA (Joubert et al., 2015). Nesse contexto, diante da infeccdo por

CHIKYV, fibroblastos murinos tratados com um inibidor de mTOR, apresentaram aumento de



27

elF4E fosforilado em comparacdo com células nao tratadas (Joubert et al., 2015). Sendo
assim, a fosforilagdo de eIFAE em altos niveis diante da inibicdo de mTORC]1 ¢é de grande
importancia para o estabelecimento da infeccdo viral (Joubert et al., 2015). Outrossim, como
a sintese proteica global € reduzida diante da infeccdo por CHIKV, conclui-se que a
fosforilagao de eIF4E estd sendo direcionada para a sintese proteica viral (Joubert et al.,
2015).

Sabe-se que mTORCI1 estd associada com a regulacdo de diversos processos
celulares, como a autofagia, que consiste na degradacio e na reciclagem dos componentes
do citoplasma, como proteinas e organelas, a fim de garantir a sobrevivéncia da célula em
condicdes de estresse (Mizushima et al., 2010; Georgila et al., 2020). Existem diferentes
fatores relacionados com a ativacdo da autofagia e um deles € a indisponibilidade de
nutrientes e a reducdo da sintese proteica celular (Georgila et al., 2020). mTORCI esta
associado a tradugdo da célula hospedeira, levando a fosforilacdo de quinases e moléculas
efetoras envolvidas na sintese proteica (Georgila et al., 2020). Ademais, mTORCI1 inibe a
autofagia diretamente pela acdo em determinadas moléculas, como a inibicdo de ULKI, o
que impede a ativagdo da autofagia (Wang et al., 2018; Georgila et al., 2020). Dessa maneira,
em um contexto em que ocorre inibicdo de mTORCI, a ativacdo da autofagia € estimulada
(Georgila et al., 2020).

Durante a replicacdo do CHIKYV, ocorre formacdao de dfRNA, que € reconhecido
como padrao molecular de patdgeno (PAMP) por receptores de reconhecimento de padrdo
(PRRs), levando a ativacdo do o sistema imune inato celular (Choi et al., 2010). Ocorre a
ativacdo de sensores citoplasmaticos, como RIG-1 e MDA-5, que reconhecem o RNA viral
e vao levar a ativacdo do fator de transcricao IRF-3 e IRF-7 (White et al., 2011). Dessa forma,
ocorre um estimulo para a transcri¢do de IFN-I (White et al., 2011). Apesar da ocorréncia da
transcri¢do desses genes, o CHIKYV induz o shutoff tradicional da célula hospedeira e nao
ocorre a traducao do transcrito de IFN-I, evidenciando mais uma vez que a infeccao prejudica
o estabelecimento da resposta antiviral (White et al., 2011).

Na resposta imune, o CHIKYV leva a reducdo da producdo de quimiocinas € citocinas,
de genes estimuladores de Interferon (ISGs) e dos niveis de Interferon do tipo I (IFN- I)
(Florova et al., 2002). O IFN-I consiste em uma das principais respostas do sistema imune

contra a infec¢do por CHIKV (Schilte et al., 2010). Schilte e colaboradores evidenciaram que
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camundongos com deficiéncia em receptores para IFN-I (IFNAR) apresentaram maiores

taxas de mortalidade em comparagdo com animais selvagens (Schilte et al., 2010).

1.1.3.1. A infeccao por CHIKYV e o Estresse Oxidativo

Um dos efeitos do CHIKV na célula hospedeira € a inducao do estresse oxidativo, o
que esta associado com o sucesso da infec¢do (Joubert et al., 2012; Kumar, Shrinet e Sunil,
2023). O estresse oxidativo consiste em um desbalango no controle redox da célula causado
pelo excesso de radicais livres, como espécies reativas de oxigénio (ROS) (Harman, 1956).
O estresse do reticulo endoplasmético ou da mitocondria contribuem para a acentuagdo do
estresse oxidativo (Jensen, 1966; Haynes, Titus e Cooper, 2004). Durante o enovelamento de
proteinas no reticulo endoplasmatico, pode ocorrer acimulo de proteinas mal enoveladas,
prejudicando diversos processos celulares (Haynes, Titus e Cooper, 2004). Um dos impactos
€ o desequilibrio nos niveis de compostos oxidantes e anti-oxidantes, gerando ROS (Haynes,
Titus e Cooper, 2004). A mitocondria, por sua vez, € uma das maiores geradoras de ROS,
contribuindo para o dano mitocondrial (Jensen, 1966; Hoeks et al., 2008).

O estresse oxidativo em mosquitos do género Aedes pode ser induzido por uma série
de fatores, como a geracdo de ROS em resposta a infecgdes virais (Kumar, Shrinet e Sunil,
2023). O inseto responde a esse processo pela indu¢do de moléculas com fungdes anti-
oxidantes, como as Glutationa-S-Transferases, que reduzem a geracdo de radicais livres
(Kumar, Shrinet e Sunil, 2023).

O CHIKYV ¢€ capaz de induzir o estresse oxidativo em mosquitos A. aegypty (Kumar,
Shrinet e Sunil, 2023). Em 6 e 24 h.p.i., ocorre aumento nos niveis de proteinas carboniladas,
que sdo estimuladas pelo estresse oxidativo, em comparacdo com mosquitos nao infectados
(Kumar, Shrinet e Sunil, 2023). Ademais, ao tratar mosquitos A. aegypti com L-cicteina, uma
importante molécula do metabolismo da glutationa que regula negativamente a infec¢do por
CHIKYV, ocorre reducao da carbonilagdo de proteinas (Kumar, Shrinet e Sunil, 2023). Isso
estd associado a diminuicdo do estresse oxidativo, indicando que se correlaciona com a
inibi¢do da infeccdo (Kumar, Shrinet e Sunil, 2023).

O estresse oxidativo também pode induzir a autofagia (Mizushima et al., 2010). Em
células renais e de adenocarcinoma humano, além de fibroblastos murinos, a infec¢do por

CHIKYV induz a autofagia (Joubert et al., 2012). Em fibroblastos murinos infectados com
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CHIKYV, houve aumento da lipidag¢ao da proteina LC3 (conversao LC3-I para LC3-II), que
estd associada a membrana interna do autofagossomo, vesicula que posteriormente ird se
fundir ao lisossoma (autofagolisossomo) para a degradacdo dos componentes citoplasméticos
(Joubert et al., 2012). Dessa forma, o CHIKV induz a formacdo do autofagossoma,
evidenciando que ocorre ativacdo de vias autofdgicas (Joubert et al., 2012). Essa ativacdo é
corroborada pelo fato do virus estimular tanto a formagdo do autofagossomo quanto do
autofagolisossomo (Joubert et al., 2012).

Diante da infec¢ao em fibroblastos murinos, ha fosforilacao de IREla, que é uma
proteina quinase transmembranar que responde ao mal enovelamento de proteinas (Joubert
et al., 2012). Essa fosforilagdo € um marcador para a ativagcdo da via de IREla, que estad
associada com o estresse do reticulo endoplasmético (Joubert et al., 2012). Este contribui
para a ativacdo da autofagia, uma vez que diante do silenciamento de IRE1a, ha reducao nos
niveis de L3-II e na formacgdo de autofagossomo (Joubert et al., 2012).

A indug¢do da autofagia diante da infeccdo por CHIKV também tem sido associada
negativamente com a apoptose, que consiste em um dos mecanismos ativados em resposta a
infeccdo por CHIKV (Joubert et al., 2012). Na deficiéncia de importantes proteinas
envolvidas na autofagia, como Atg5, que participa da formacdo da membrana do
autofagossomo, fibroblastos murinos infectados com CHIKV apresentaram maior morte
celular em comparacdo com fibroblastos ndo deficientes de Atg5 (Joubert et al., 2015). Tal
fator pode ser observado nos dois primeiros dias apds a infec¢ao, mas no terceiro dia, a morte
celular tanto em células selvagens quanto em células deficientes de Atg5 € igualada (Joubert
et al., 2015). Além disso, os niveis de LC3-II em fibroblastos murinos ndo deficientes de
nenhum componente envolvido em vias autofdgicas foram reduzidos no terceiro dia apds a
infec¢do, 0o mesmo momento no qual os niveis de apoptose, que € a morte celular dependente
de caspase, aumentam (Joubert et al., 2012). Nesse contexto, a autofagia estd associada com
o atraso na morte celular dependente de caspase (Joubert et al., 2012).

O CHIKYV também induziu o estresse oxidativo na célula hospedeira, tendo aumento
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), a0 mesmo tempo em que inibiu
mTORCI1, um dos complexos de mTOR, que por sua vez bloqueia a autofagia (Joubert et al.,
2012). Outrossim, Krejbich-Trotot e colaboradores evidenciaram que a autofagia € induzida

pelo CHIKYV e estd associada com o sucesso da infec¢do na linhagem celular HEK293T
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(Krejbich-Trotot et al., 2011). O trabalho mostrou que ao bloquear a autofagia através de um
inibidor, tanto o nimero de células infectadas quanto a quantidade de RNA viral no
sobrenadante foram reduzidos (Krejbich-Trotot et al., 2011). Ademais, ao tratar as células
com rapamicina, que inibe a via de mTOR e ativa a autofagia, h4 um aumento do nimero de

células infectadas (Krejbich-Trotot et al., 2011).

1.2. Dopamina (DA)

A dopamina (3-hidroxitiramina) € um neurotransmissor monoaminérgico pertencente
a familia da catecolamina (Burn e Rand, 1958). As inervacOes dopaminérgicas sao
encontradas, sobretudo, no cérebro, tendo destaque para 4 vias de sinaliza¢do: mesolimbica,
mesocortical, nigroestriatal e tuberoinfundibular (Demarest e Moore, 1979).

Tanto a via mesolimbica, relacionada ao prazer e recompensa, quanto a mesocortical,
associada a cogni¢ao e memdria, se iniciam na drea tegmental ventral, que contém neurdnios
dopaminérgicos e irdo transmitir a acdo da DA para diversas dreas do cérebro (Elliot et al.,
1986; Legault et al., 2002). A via nigroestriatal estd envolvida com o movimento, e a
projecdao dopaminérgica comeca na substancia negra, seguindo para regides dos ganglios da
base (Korf, Grasdijk e Westerink 1976). Por fim, a via tuberoinfundibular € iniciada no
nicleo arqueado e envia projecdes dopaminérgicas para a regido tuberal do hipotdlamo,
sendo relacionada a regulacdo da prolactina (Habibi, 2010).

A DA pode ser encontrada em uma variedade de neurdnios do sistema nervoso central
(McLennan e York, 1966; Andén et al., 1966). Contudo, também estd envolvida na regulacao
de uma série de processos na periferia, como sistema imune, olfato e fungdes hormonais,
cardiovasculares e renais (Clark, 1981; Bernardo, Baldus, Maher, 1970; Yan et al., 2015).

Classicamente, a biossintese da DA se inicia no citosol de neurdnios
catecolaminérgicos, tendo primeiro a hidroxilagdo da L-tirosina em seu anel aromadtico pela
Tirosina Hidroxilase (TH), produzindo a L-dihidroxifenilalanina (L-Dopa) (Goldstein e
Weiss, 1965). Em seguida, a L-Dopa é descarboxilada pela L-aminodcido aromético
descarboxilase (AADC/ dopa descarboxilase), sendo convertida em dopamina (Euler e
Helnner, 1951; Wassenberg et al., 2011).

Durante a sua biossintese, a DA possui capacidade auto-oxidante e esse processo

ocorre em ambiente aquoso, tendo primeiro a reagdo do composto com moléculas de
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oxigénio, gerando espécies de quinona e superdxido, que por sua vez origina uma série de

ROS, podendo contribuir para a ocorréncia do estresse oxidativo (Umek et al., 2018).

1.2.1. Receptores para dopamina (DRs)

A DA atua através da ligacdo com os seus receptores, que sdo transmembranares e
acoplados a proteina G (GPCRs) — sitio de ligacdo a nucleotideos de guanina, podendo ser
tanto GDP quanto GTP (Hoffman et al., 1983). A proteina G é composta por subunidades o,
B e v, sendo heterotrimétrica (Li et al., 2002). A subunidade a interage com o GDP, quando
a proteina G estd inativa, ou com o GTP, quando a proteina G est4 ativa (Li et al., 2002). No
momento em que ocorre a ligacdo de uma molécula sinalizadora ao GPCR, ele sofre uma
mudanca conformacional, ativando a proteina G na membrana plasmatica (Li et al., 2002).
Com isso, a subunidade o passa a interagir com o GTP e ndo com o GDP (Li et al., 2002).
Assim, a subunidade o ligada ao GTP se dissocia do heterotrimero, resultando na formagao
de um dimero P/y (Li et al., 2002). Apés a ativagdo da proteina G, diferentes vias celulares
podem ser sinalizadas, dependendo de qual sitio da proteina interagiu com o GPCR (Li et al.,
2002).

Os DRs estdo distribuidos em duas familias, D1 e D2, de acordo com a interagdo com
a proteina G, que pode ser estimulatdria ou inibitéria (Grandy et al., 1989). A familia do tipo
D1 € composta por DR1 e DRS, e interage com a proteina G estimulatéria (Gas/olf) (Fig. 4)
(Qu et al., 1989). Dessa forma, ha ativacdo da adenil ciclase (AC), estimulando a sinalizacao
de AMP-ciclico (cAMP) e fosfatidil cinase A (PKA) (Fig. 4) (Qu et al., 1989). Muitos
substratos da PKA podem afetar a ativacdo dos DRs, como a fosfoproteina DARPP-32, que
estd relacionada com a regulacdo da sinalizagdo celular em resposta a DA e a demais
neurotransmissores (Fienberg et al., 1998). Com a ativacdo dos receptores do tipo D1, os
niveis de PKA s3o maiores e, consequentemente, a fosforilacdo de DARPP-32 aumenta (Fig.
4) (Hemmings et al., 1984). DARPP-32 inibe a proteina fosfatase 1 (PP1), contribuindo para
a eficdcia da sinalizacdo por PKA (Fig. 4) (Hemmings et al., 1984). Com a inibi¢do de PP1,
ndo ocorre a fosforilagdo, em residuos de tirosina, da proteina fosfatase enriquecida no
estriado (STEP), que por sua vez ndo vai ativar ERK, que € uma das vias de sinalizacio de
MAPK e contribui para a ativacao de uma resposta imune pré-inflamatéria (Fig. 4) (Valjent

et al., 2005).



32

A familia do tipo D2 € composta por DR2, DR3 e DR4 (Montmayeur e Borrelli,
1991). Quando a DA se liga a esses receptores, eles interagem com a proteina G inibitdria
(Gai/o), levando a inibi¢do da AC e a regulacdo negativa de cAMP, o que reduz os niveis de
PKA e a fosforilacio de DARPP-32 (Fig. 4) (Montmayeur e Borrelli, 1991). Assim, ocorre
ativacdo de PP1, tendo fosforilacdo de STEP e indu¢ao de ERK (Fig. 4) (Valjent et al., 2005).

Receptores do tipo D1 Receptores do tipo D2
(DR1 e DR5) (DR2, DR3, DRA)
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Figura 4. Sinalizacio dos receptores para dopamina. A DA pode interagir com receptores da familia do tipo
D1 (DRI e DRS), tendo a interacdo dos DRs com sitios estimulatérios da proteina G. Dessa forma, ha ativagdo
da AC, sinalizando para cAMP e PKA. A ativacio de PKA leva ao aumento dos niveis de DARPP-32, inibindo
PP1. Dessa forma, ndo h4 ativacdo de STEP, impedindo a ativagdo de ERK. Quando a DA interage com
receptores da familia do tipo D2, ocorre interacdo dos DRs com sitios inibitdrios da proteina G, tendo inibi¢do
da AC, reduzindo os niveis de cAMP e PKA. Assim, ha diminuicdo de DARPP-32, ndo tendo inibi¢do de PP1.

Consequentemente, STEP e ERK sdo ativadas.

Em organismos mamiferos, os DRs estdo altamente expressos no sistema nervoso
central e na periferia, como no coracio, nos rins e no trato gastrointestinal (Hartman et al.,

1972; Adam, Danks e Goland, 1980; Cavallotti et al., 2010). Uma das fun¢des dos DRs na
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periferia executada por ambas as familias de receptores € o controle da pressao arterial, uma
vez que alteragcdes no sistema dopaminérgico, de modo geral, contribui para o
desenvolvimento de hipertensao (Staudacher et al., 2007). Camundongos deficientes de DR3
e DRS, por exemplo, apresentaram aumento da pressdo arterial (Staudacher et al., 2007; Lu
et al., 2013).

Outro efeito dos DRs na periferia € a reducao do estresse oxidativo no rim através da
inibicdo de receptores relacionados ao estresse oxidativo, e do estimulo da expressao de
receptores relacionados ao bloqueio do estresse oxidativo (Qaddumi e Jose, 2021). E
importante destacar que ambas as familias de receptores estdo associadas com a regulacao de
diversos processos fisiologicos, incluindo a reducio do estresse oxidativo, apesar da DA ser
um composto com capacidade auto-oxidante (Yang et al., 2014; Yang et al., 2015; Umek et
al., 2018). A diminuicdo do estresse oxidativo pelos DRs ocorre através da inibicdo de
NADPH oxidase (NOX), que consiste em um dos maiores reguladores positivos de ROS
(Yang et al., 2005; Lu et al., 2013; Liu et al., 2021).

Agonistas de DR1, por exemplo, bloqueia a atividade de NOX na linhagem celular
HEK293T (Yu et al., 2011). Tal fato tem sido associado com a ativacdo de PKA, uma vez
que diante do tratamento com inibidores de PKA, ndo houve reducao da atividade da oxidase
(Yuetal., 2011). Além disso, hd uma relacao negativa entre o DR1 e o estresse oxidativo, ja
que ao tratar células renais com um pré-oxidadante, ocorre reducado da expressao de DR1 na
superficie celular (Banday e Lokhandwala, 2015). DRS, outro receptor da familia do tipo 1,
também levou a reducdo de NOX através do aumento dos niveis da enzima heme-oxigenase
1, que possui propriedades antioxidantes (Lu et al., 2013).

Ademais, os receptores da familia do tipo D2 também foram relacionados
negativamente com a producdo de NOX (Armando et al.,, 2007; Liu et al., 2021). A
deficiéncia de DR2 foi associada ao aumento da producdo de NOX e do estresse oxidativo
no rim; e o aumento dos niveis de DR3 e DR4 levaram a redu¢do da producido de ROS
(Armando et al., 2007; Liu et al.,, 2021). Além disso, a ativacio de DR4 regulou

negativamente a expressao de receptores pro-oxidantes (Liu et al., 2021).

1.2.2.  Atuacao da DA sobre infec¢oes virais
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Na literatura, é possivel encontrar, embora sejam limitados, relatos da atuagdo
aparentemente promissora da DA contra infec¢des virais (Frakolaki et al., 2019; Limanaqi et
al., 2022). Na infeccao por SARS-CoV-2, a administrac¢io de diferentes doses de DA diminui
a replicacdo viral (Limanaqi et al., 2022). Células epiteliais pulmonares humanas infectadas
com SARS-CoV-2 apresentaram menores niveis de liberacao de VRNA em comparagdo com
células nao infectadas, especialmente nas concentragdes de 50 e 100 uM (Limanagqi et al.,
2022). A inibicdo de pelo menos 50% da replicacdo viral foi observada ndo sé diante do
tratamento com 50 uM de DA, mas também com 10 uM de agonistas de DR1 e DR2
(Limanaqi et al., 2022). Destaca-se ainda que na combinacdo de 50 uM de DA e 10 uM de
DR2, a inibicdo da replicagdo viral foi superior a 80% (Limanagqi et al., 2022).

Ha também uma relacdo da DA com os virus da Dengue (DENV) e da Hepatite C
(HCV), ambos capazes de infectar os hepatdcitos; e uma das regides periféricas na qual a
dopamina estd presente € o figado, onde desempenha fun¢bes ainda ndo conhecidas
(Frakolaki et al., 2019). A L-Dopa-Descarboxilase € regulada de forma negativa na infeccao
por DENV e HCV, j4 que foi evidenciado que tanto o RNA mensageiro viral quanto a L-
Dopa-Descarboxilase apresentam niveis inversamente proporcionais aos niveis do genoma
do HCV nos hepatocitos (Frakolaki et al., 2019). A superexpressdo da L-Dopa-
Descarboxilase reduziu a propagacdao do DENV e do HCV, enquanto menores niveis dessa

enzima aumentaram a disseminac¢do viral (Frakolaki et al., 2019).

1.3. Modelo de infec¢ao por CHIKY in vitro

De modo geral, células neuronais configuram uma importante ferramenta para
estudos sobre a DA porque as funcdes exercidas pelo neurotransmissor estdo relacionadas
majoritariamente ao sistema nervoso central (McLennan e York, 1966; Andén et al., 1966).
Com o intuito de avaliar a acdo da DA sobre a infecgdo por CHIKV, uma das principais
maneiras € utilizar linhagens de origem neuronal caracterizadas para estudos sobre o
neurotransmissor, como a linhagem celular SH-SYSY (McMillan et al., 2007; Bondi et al.,
20006).

A SH-SYSY, células ndo diferenciadas de neuroblastoma humano, expressa todos os
cinco DRs, que s@o necessdrios para que a DA exerca a sua funcio sobre a célula (Zhou et

al., 2022). Nesse contexto, células SH-SYSY poderiam ser utilizadas para avaliar se a
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infec¢do por CHIKYV e os DRs poderiam apresentar uma correlagdo. Ademais, essas células
podem ser diferenciadas por dcido retindico a neurdnio maduro com fenétipo dopaminérgico,
apresentando aumento de genes associados ao transportador de DA e a sintese e degradagao
de DA (Cheung et al., 2009; Lopes et al., 2017). Assim, diante do aumento de caracteristicas
dopaminérgicas, seria possivel analisar melhor o impacto da DA sobre a infec¢do por
CHIKV.

Um ponto negativo para o uso das SH-SYSY nesse cendrio € a auséncia de
caracterizacdo da infec¢do por CHIKYV nas células. A infec¢do por CHIKV foi evidenciada
somente em células diferenciadas, mas nao em células nao diferenciadas (Dhanwani et al.,
2012). Células SH-SYSY diferenciadas e infectadas com CHIKV apresentaram efeito
citopatico (Dhanwani et al., 2012). Contudo, importantes etapas do ciclo replicativo ndao
foram avaliadas nessas células, como a quantifica¢do de particulas virais totais no interior da
célula e a liberacio de particulas virais infecciosas, tornando esse modelo muito limitado
para estudos sobre o CHIKV (Dhanwani et al., 2012).

Utilizar células permissiveis ao CHIKV também sdo de grande importancia, sendo
possivel avaliar o efeito da DA em um modelo no qual a infeccao € estabelecida com sucesso.
Células de rim embrionario humano (HEK293T) sdo altamente permissiveis a infec¢do por
CHIKYV, uma vez que em 24 h.p.i., a infec¢cao dessas células é superior a 60% e em 72 h.p.i.,
atinge 100% (Wikan et al., 2012). Krejbich-Trotot e colaboradores evidenciaram que em 48
h.p.1., a porcentagem de células em que foi identificada a proteina E1 do CHIKYV fo1 de 80%,
evidenciando também o sucesso da infec¢do nessas células (Krejbich-Trotot et al., 2011).

Além disso, as células HEK foram utilizadas como modelo para avaliar a relacdo da
infeccdo por CHIKV com a autofagia e o estresse oxidativo (Joubert et al., 2012).
Considerando que o estresse oxidativo favorece a replicagdo viral e os DRs inibem esse
mecanismo, seria possivel avaliar o impacto da DA e dos DRs sobre a infec¢do por CHIKYV,
avaliando se o estresse oxidativo € importante nesse processo. Destaca-se que células renais
expressam os DRs, o que corrobora para a relevancia dessa linhagem celular para estudos
sobre o efeito da DA sobre o CHIKV (Armando et al., 2007; Yu et al., 2011). Entretanto, as
vias dopaminérgicas ndo sdo caracterizadas na linhagem celular HEK293T, além dessas
c€lulas ndo serem utilizadas como modelo de estudo sobre DA, o que traz uma limitagdo para

o estudo.
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Ademais, o impacto da DA sobre o virus também pode ser avaliado em modelos
celulares relevantes para a infec¢do, como células fibroblésticas e células musculares (Wichit
et al., 2017; Liu et al., 2022). Os fibroblastos consistem no primeiro sitio de replicagdo do
CHIKYV, evidenciando a importancia de utilizar linhagens de fibroblastos, como fibroblastos
embrionarios de murinos (MEF), como ferramenta in vitro (Wichit et al., 2017). Ademais, a
MEEF foi utilizada para estudos sobre a inducdo de autofagia pela infeccio por CHIKV,
podendo também ser utilizados como ferramenta para compreender a relagdo do estresse
oxidativo com o efeito da DA sobre o CHIKYV (Joubert et al., 2012).

Os misculos configuram um dos principais sitios de estabelecimento do CHIKV
durante a fase cronica da infec¢do, atuando possivelmente como um reservatério viral (Liu
et al., 2022; Jaquet et al., 2023). Portanto, estudos futuros sobre o impacto da DA sobre a
infeccdo cronica por CHIKV em modelos in vivo, como camundongos, um dos sitios de
maior relevancia sdo os musculos. Nesse contexto, estudos in vitro em células musculares
precisam ser desenvolvidos inicialmente. Uma relevante linhagem celular que poderia ser
utilizada é a C2C12, que sdo fibras musculares imaturas de murinos. Essas células também
sdo pouco caracterizadas para a infeccao por CHIKV. Contudo, Chatterjee e colaboradores
evidenciaram que em 15 h.p.i., hd uma robusta expressdo de nsP2 na C2C12, evidenciando
a permissividade dessas células a infecc@o (Chatterjee et al., 2022). Assim, seria possivel

analisar o efeito da DA sobre o CHIKV em diferentes e importantes modelos celulares.
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2.  JUSTIFICATIVA

A emergéncia e a disseminacdo do CHIKYV para diversas regides do mundo levaram
a ocorréncia de novos surtos. Isso configurou um problema a saide publica, pois os relatos
de infeccdo foram acompanhados por uma alta morbidade e pelo desenvolvimento de
manifestacdes clinicas graves.

A fase aguda da doenca é caracterizada por febre, dores articulares e musculares,
cefaleia e diarreia. Cerca de 4 a 6 dias depois do inicio dos sintomas, hd uma alta viremia,
através da qual o virus pode atingir diferentes sitios. A doenca ainda pode evoluir para a
cronicidade, tendo destaque para a artralgia, que esta presente em mais da metade dos casos
de infec¢do cronica. Portanto, € de grande importancia avaliar a patogénese do virus, o que
pode ser feito através da utilizacdo de modelos in vitro de infec¢do e buscar formas de
combaté-lo.

Embora os surtos mais relevantes de infeccao por CHIKYV foram relatados ha quase
duas décadas, o tratamento contra a doenca é genérico. Ele é configurado na ingestdo de
fluidos, no descanso e na administracdo de medicamentos para tratar os sintomas. Na fase
cronica ha a administragdo de anti-inflamatorios. Desse modo, ndo ha um antiviral que
poderia agir contra o CHIKV. Assim, faz-se necessario buscar novos compostos ou
redirecionar farmacos ja formulados que estdo sendo empregados no tratamento de outras
doencas.

Sabe-se que a DA impactou negativamente o curso de infec¢des virais, entdo seria de
grande importancia explorar a acdo desse neurotransmissor. Foi evidenciado que os DRs
estdo relacionados com a regulacdo de diversas funcdes fisioldgicas, inclusive na reducdo do
estresse oxidativo, que por sua vez configura um dos processos celulares envolvidos com o
curso da infeccdo por CHIKV. O CHIKYV € capaz de levar ao estresse oxidativo na célula
através da indugdo de ROS, podendo ativar a autofagia. Portanto, como o estresse oxidativo
¢ inibido pelos DRs, mas relacionado com o sucesso da infec¢do, é preciso avaliar o efeito
da dopamina sobre o CHIKV pode apresentar resultados promissores.

Além disso, os DRs estdo presentes em diversas linhagens celulares, incluindo
aquelas que podem ser susceptiveis e permissiveis a infecgdo por CHIKV, o que também
poderia favorecer o combate a infec¢do pela acdo do neurotransmissor. Ademais, resultados

prévios do nosso grupo mostraram a redu¢do da infec¢do por CHIKV na linhagem celular
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HBMEC ap6s o tratamento com a DA (dados ndo publicados). Tal resultado pode ser
correlacionado com o efeito antiviral da dopamina na infec¢do por SARS-CoV-2, como
evidenciado nos dados apresentados pelo grupo de pesquisa italiano (Limanaqi et al., 2022).
Ambos os resultados, juntamente a evidéncia de que os niveis da DDC foram reduzidos
diante da presenca de flavivirus, mostram que a dopamina possivelmente apresenta um papel
inibitério diante de infecc¢des virais (Frakolaki et al., 2017). Investigar o papel da DA diante
da presenga do CHIKV pode ser de suma importancia para o desenvolvimento de um

antiviral.
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3.1. OBJETIVO GERAL

Estabelecer um modelo in vitro para o estudo sobre a relagdo entre a dopamina e a

infeccdo pelo virus Chikungunya e, portanto, avaliar a acdo antiviral deste composto.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.
3.24.

Caracterizar a infec¢do pelos isolados BHI3745 e RJ-IB1 do genétipo
ECSA do CHIKYV na linhagem celular SH-SYSY.

Avaliar a citotoxicidade da DA sobre linhagens celulares de interesse,
como SH-SY5Y e HEK293T.

Analisar a expressdo dos DRs nas linhagens celulares de interesse.
Avaliar a liberagdo de particulas virais infecciosas do CHIKV diante

do tratamento com DA em SH-SY5Y e HEK293T.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Cultura de células
A linhagem celular SH-SYS5Y (ATCC CRL-2266) foi cultivada em Dulbecco's
Modified Eagle Medium (Glibco): Nutrient Mixture FI12 (DMEM F12) suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de Penicilina/Estreptomicina a 37°C atmosfera 5%
COas. As linhagens celulares HEK293T/17 (ATCC CRL-11268) e Vero E6 (ATCC CRL-
1586) foram cultivadas em Dulbecco’s modified Eagle medium (Glibco) suplementado com

10% de Soro Fetal Bovino e 1% de Penicilina/Estreptomicina a 37°C atm 5% COa.

4.2. Estoque viral

Os isolados brasileiros utilizados do CHIKV foram BHI3745/H804709 (acesso
GenBank #KP164570.1) e RJ-IB1 (acesso GenBank #KY124328.1), ambos oriundos da
linhagem ECSA e foram propagados na linhagem celular Vero E6. A cultura das células foi
realizada em Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) nao suplementado com SFB. A
linhagem celular foi infectada com o CHIKV em uma multiplicidade de infeccao (MOI) de
0.05 e incubada a 37°C atmosfera 5% COz por 1 hora e 30 minutos. Em seguida, a
monocamada de células foi lavada com PBS 1x e foi adicionado DMEM suplementado com
2% de SFB. As células foram incubadas a 37°C atmosfera 5% CO- por 36 horas. Realizou-
se a coleta do sobrenadante celular, que foi centrifugado a 400 RCF por 10 minutos e depois
passado em um filtro para membrana PES 0,22 um, 30 MM. Os virus produzidos foram
armazenados a -80°C. Para saber o titulo do virus, foi realizado um ensaio de Plaque na
linhagem celular Vero E6. O titulo do isolado BHI3745 foi 1,3x10% PFU/mL e do RJ-IB1 foi
6,2x 10’ PFU/mL.

4.3. Dopamina

No estudo, utilizou-se o Hidrocloridrato de dopamina (SKU H8502-5G Sigma-
Aldrich), que foi armazenado a 4°C. Na auséncia de luz, 3.8 mg do composto foi diluido em
5 mL de H>O ultrapura livre de DNase e RNase, sendo entdo a concentragdo estoque de 10
mM. A diluicdo foi realizada no momento do experimento com a DA para evitar os riscos de

auto-oxidagdo. A DA diluida é descartada logo apds o uso.
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44. Cinética da infeccao por CHIKV

Em uma placa de 12 pogos, a linhagem celular SH-SYSY foi cultivada com 3x10°
células por poco em DMEM F12 suplementado com 10% de SFB, adicionando 1000 uL por
poco. As células foram incubadas a 37°C atmosfera 5% CO; por 24 horas. As células foram
infectadas com os isolados BHI3745 e RJ-IB1 nas MOIs 0.01, 0.05 ¢ 0.1 em 200 uL por pogo
de DMEM F12 néo suplementado por 1 hora e 30 minutos a 37°C atmosfera 5% CO.. O
meio da infeccdo foi substituido por 1000 uL por poco de DMEM F12 suplementado com
10% de SFB. Em 0, 6, 12, 24 e 36 h.p.i., o sobrenadante celular foi coletado para avaliar a

producdo de particulas virais infecciosas por ensaio de Plaque.

4.5. Microscopia de Fluorescéncia

Em uma placa de 24 pogos, células SH-SY5Y cultivadas com 8x10* células por pogo
sobre uma laminula foram infectadas com os isolados BHI3745 e RJ-IB1 na MOI 0.5 em 200
puL de F12 ndo suplementado. As células foram incubadas a 37°C atmosfera 5% de CO> por
1 hora e 30 minutos. Em seguida, o meio da infec¢do foi descartado e adicionou-se 1000 uLL
de F12 suplementado com 10% de SFB. Apds 6, 12 e 24 h.p.i., o sobrenadante celular foi
descartado e as células foram fixadas com formaldeido 4% por 15 minutos. As células foram
lavadas com PBS 1x. Fez-se o bloqueio com uma solu¢do de Albumina Sérica Bovina (BSA)
3% (A7906 Sigma-Aldrich) e Triton (108603 MERCK) 0,1% diluida em PBS 1x por 30
minutos a temperatura ambiente. Depois as c€lulas foram novamente lavadas com PBS 1x e
marcadas com o anticorpo primdrio monoclonal (IgG) de camundongo J2 (10010200 Scicons
- 1:1000), diluido em PBS 1x com BSA 3%. A incubagdo foi o anticorpo foi de 1 hora na
auséncia de luz a 4°C. As células foram lavadas e posteriormente incubadas com o anticorpo
(IgG) secundario anti-IgG, que € anti-camundongo (A21202 Sigma Aldrich - 1:1000), e com
o marcador fluorescente DAPI (711509 Invitrogen - 1:10000). Os reagentes foram diluidos
em PBS 1x com BSA 3%. A incubacdo ocorreu por 1 hora na auséncia de luz a 4°C. Em
seguida, as laminulas foram seladas as laminas e entdo direcionadas ao Microscépio de
Fluorescéncia (OLYMPUS IX81) para observagdo da emissao de fluorescéncia. 2 campos de
cada condi¢do experimental foram selecionados para a anédlise dos resultados e todos os

campos possuiam um nimero de células superior a 100 células. O nimero de células positivas



42

para a marcacao de J2 foi calculado no software ImageJ (ImageJ, U. S., National Institutes

of Health, Bethesda, Maryland, USA, v 1.8.0 4.1). A barra de escala corresponde a 30 um.

4.6. SUnSET

Em uma placa de 12 pocos, células SH-SY5Y cultivadas com 3,5x10° células por
poco foram infectadas com os isolados BHI3745 e RJ-IB1 no MOI de 0.5 em 200 uL de F12
ndo suplementado. As células foram incubadas a 37°C atmosfera 5% de CO2 por 1 hora e 30
minutos. Em seguida, o meio da infeccdo foi descartado e adicionou-se 1000 uL de F12
suplementado com 10% de SFB. Apos 6, 12 e 24 h.p.i., o sobrenadante celular foi descartado
e as células foram tratadas com 10 pg/mL de puromicina (P9620 Sigma Aldrich) por 1 hora.
As células foram lisadas com 100 uL. de RIPA por pogo e o lisado celular foi armazenado a
-20°C. A detec¢do da puromicina foi avaliada por Western Blotting.

Inicialmente, fez-se o preparo das amostras em tampao de amostra, contendo Azul de
Bromofenol 0.1% (Isofar, Indusfria de Comércio e Produtos Quimico, LTDA), 50 mM Tris-
Cl pH 6,8 (BioRad, EUA), 100 mM [B-mercaptoetanol (Isofar, Industria de Comercio e
Produtos Quimico, LTDA), 2% SDS (Sigma-Aldrich, EUA) e 10% glicerol (Isofar, Industria
de Comercio e Produtos Quimico, LTDA. Foram adicionados 8 uL. do tampao de amostra
em 30 uL. de amostra. As amostras foram incubadas a 98°C por 5 minutos.

Foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida, em que as proteinas foram
separadas por tamanho. O gel separador utilizado foi o SDS-PAGE 10%, consistindo em
SDS 0,1% (Sigma-Aldrich, EUA); acrilamida 10% (BioRad, EUA); bis-acrilamida 0,04 -
0,05% (BioRad, EUA); Tris-HC1 0,38M, pH 8,8; TEMED 0,02% (Sigma-Aldrich, EUA) e
persulfato de amonio 0,5% (BioRad, EUA). Em cima do gel separador, foi adicionado um
gel de empilhamento, que fazer com que as proteinas estejam alinhadas. Esse gel € composto
por SDS 0,1%; acrilamida 5%; bis-acrilamida 0,25%; Tris-HCI 0,22 M pH 6,8; TEMED
0,04% e persulfato de amonio 0,08%). Na cuba de eletroforese contendo o Tris-Glicina pH
8.8, foi adicionado o volume total das amostras. Em seguida, iniciou-se a eletroforese no gel
SDS-PAGE, sendo conduzida a voltagem constante de 90V por 90 minutos.

Ap6s a eletroforese em gel SDS-PAGE, foi realizada a transferéncia das amostras do

gel para a membrana de nitrocelulose (Amersham™ Protran™ 10600002) com o auxilio de
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uma corrente elétrica a 15V por 16 horas no tampao de transferéncia Tris-Glicina pH 8 com
20% de metanol (Isofar, Indudstria de Comercio e Produtos Quimico, LTDA).

Fez-se uma solugdo de bloqueio contendo 10% de leite desnatado (Molico Desnatado,
Nestlé) em TBS com Tween 20 0.1% (TBS-T), sendo adicionada a membrana por 30 minutos
a temperatura ambiente no shake e para evitar ligacdes especificas. A membrana foi incubada
com o anticorpo (IgG) primdrio anti-puromicina de camundongo (#MABE343 MERCK -
1:20000) a 4°C por 16 horas. Em seguida, apds a lavagem de 3 vezes de 5 minutos com TBS-
T, a membrana foi incubada com o anticorpo secunddrio anti-camundongo (Sigma Aldrich —
1:10000), que € conjugado a enzima peroxidase HRP, por 1 hora a temperatura ambiente no
shaker. Como controle de loading, a membrana posteriormente foi marcada com o anticorpo
pimdrio anti-B-Actina de camundongo (Sigma Aldrich — 1:30000) e com o anticorpo
secundério anti-camundongo (Sigma Aldrich — 1:10000). Depois, a revelagdo do perfil
proteico foi realizada por deteccio de quimiluminescéncia, utilizando Per6xido de

Hidrogénio e Luminol (PierceTM ECL Western Blot Substrate, Thermo Scientific, EUA).

4.7. Citometria de Fluxo

Em uma placa de 12 pogos, células SH-SY5Y cultivadas com 3,5x10° células
poco foram infectadas com os isolados BHI3745 e RJ-IB1 nos MOIs de 0.01, 0.05 e 0.1 em
200 uL de F12 nao suplementado. As células foram incubadas a 37° C atmosfera 5% de CO2
por 1 hora e 30 minutos. Em seguida, o meio da infec¢do foi descartado e adicionou-se 1000
puL de F12 suplementado com 10% de SFB. 24 horas depois, o sobrenadante celular foi
descartado e as células foram ressuspendidas em binding buffer 1x caseiro. Em seguida, as
células foram marcadas com PI (556547 BD PHARMINGEN) e Anexina V conjugada a
FITC (556547 PHARMINGEN), adicionando 5 uL de cada reagente por amostra. As células
foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos e posteriormente foi avaliada a
deteccao de PI e Anexina através de citometria de fluxo no citometro (FACSCalibur). O
programa utilizado para andlise dos resultados foi o FlowJo (v.10.7.1; Becton Dickson

Immunocytometry System; LCC, Ashland, USA).

4.8. Ensaio de viabilidade celular
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Em uma placa de 96 pocos, as linhagens celulares SH-SYS5Y e HEK293T foiram
cultivadas com, respectivamente, 3,5 x10* e 3 x10* células por pogo em 100 uL. de DMEM
F12 ou DMEM suplementado com 10% de SFB e incubadas a 37°C atmosfera 5% CO; por
24 horas. As células foram tratadas com a DA em diferentes concentragdes. O composto foi
diluido em DMEM F12 ou DMEM suplementado com 10% de SFB, adicionando 100 puL do
meio do tratamento por po¢o. O meio da cultura celular foi substituido pelo meio do
tratamento. Em seguida, as células foram incubadas a 37°C atmosfera 5% CO; por 24 e 48
horas. Apds os respectivos tempos de incubacdo, células nao tratadas foram lisadas com
Triton 0,1%, sendo consideradas o controle de morte. Os po¢os ndo tratados que ndo foram
lisados foram utilizados como controle de vida. Adicionou-se 20 uL. do reagente CellTiter
Blue (Promega) por pocgo, tanto para células tratadas quanto para células ndo tratadas. As

placas foram incubadas a 37°C no leitor de placas GlowMax Explorer (GM3500 Promega).

4.9. Cinética de expressao dos DRs

As linhagens celulares SH-SYS5Y e HEK293T foram mantidas em cultura,
respectivamente, por 72 € 96 horas. Em seguida, fez-se a passagem dessas cé€lulas, que logo
depois foram cultivadas em placas de 6 com 5x10° células por poco em DMEM F12
suplementado com 10% SFB para a SH-SY5Y e DMEM suplementado com 10% SFB para
a HEK293T, adicionando 2000 puL por pogo. As placas foram incubadas a 37°C atmosfera
5% COz. Em 6, 12 e 24 horas ap6s o plaqueamento, as cé€lulas foram lisadas em 500 puL de
trizol para RT-qPCR e as amostras foram armazenadas a -20°C.

Além disso, apds 24 horas do plaqueamento das células, a linhagem celular HEK293T
foi infectada com o isolado RJ-IB1 na MOI 0.01 em 1000 uL por poco de DMEM nao
suplementado por 1 hora e 30 minutos a 37°C atmosfera 5% COz. Apos o tempo de adsor¢ao
do virus, o meio da infeccdo foi substituido pelo respectivo meio suplementado com 10% de
SFB. Em 0, 6, 12 e 24 horas apds a infeccao, as células foram lisadas em 500 pL de trizol
para RT-qPCR e as amostras foram armazenadas a -20°C.

A linhagem HEK293T também foi tratada, apos 24 horas do plaqueamento, com a
DA nas concentragdes de 10 e 50 uM. Em 0, 6, 12 e 24 horas ap0s o tratamento, as células

foram lisadas em 500 pL de trizol e as amostras foram armazenadas a -20°C.
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4.10. Tratamento com a DA sobre a infecciao por CHIKY in vitro
4.10.1. Linhagem celular SH-SYSY

Em uma placa de 12 pocos, a linhagem celular SH-SYSY foi cultivada com 3x10° células
por poco em DMEM F12 suplementado com 10% de SFB, adicionando 1000 puL por poco.
As placas foram incubadas a 37°C atmosfera 5% CO2 por 24 horas. O tratamento com a DA
na linhagem celular SH-SYS5Y foi realizado em duas condicdes distintas (Fig. 5).
Primeiramente, as células foram infectadas com RJ-IB1 na MOI 0.01 em 200 uL. de DMEM
F12 nao suplementado por 1 hora e 30 minutos a 37°C atmosfera 5% CO2. Apds o tempo de
adsorc¢do viral, o meio da infeccdo foi substituido por DMEM F12 suplementado com 10%
de SFB com adi¢do da DA nas concentracdes de 1, 10, 50 e 100 uM. Em 24 horas apds a
infeccdo, o sobrenadante celular foi coletado para ensaio de Plaque e as amostras foram
armazenadas a -80°C.

Em segundo lugar, 24 horas apds o plaqueamento, foi realizado o tratamento com a DA
nas concentracdes de 1 e 10 uM por 2 horas ou nas concentragdes de 1, 10, 50 e 100 uM por
5 minutos em DMEM F12 suplementado com 10% de SFB. Imediatamente apds os
respectivos tempos de tratamento, a linhagem celular SH-SYSY foi infectada com RJ-IB1 na
MOI 0.01 em 200 uL. de DMEM F12 ndo suplementado por 1 hora e 30 minutos a 37°C
atmosfera 5% CO2. Apds o tempo de adsor¢do viral, o meio da infec¢do foi substituido por
DMEM F12 suplementado com 10% de SFB. As células foram incubadas a 37°C atmosfera
5% COa. Em 6 e 24 horas ap0s a infec¢do, o sobrenadante celular foi coletado para ensaio de

Plaque e as amostras foram armazenadas a -80°C.
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Plaqueamento das células
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Figura 5. Tratamento com a DA na linhagem celular SH-SYSY. Apds o plaqueamento das células, a
linhagem celular SH-SYSY foi infectada com CHIKV e posteriormente tratada com a DA em diferentes
concentragdes. A coleta do sobrenadante viral no pds-tratamento foi realizada em 24 horas apds a infecgéo

enquanto no pré-tratamento foi realizada em 6 e 24 horas apds a infeccio.

4.10.2. Linhagem celular HEK293T

Em uma placa de 6 pogos, a linhagem celular HEK293T foi cultivada com 6,5x10°
células por placa em DMEM suplementado com 10% de SFB. As células foram incubadas a
37°C atmosfera 5% CO> por 24 horas. Fez-se a infeccao com RJ-IB1 na MOI de 0.01 em
DMEM nao suplementado. O meio da cultura foi substituido pelo meio da infeccdo e as
c€lulas foram incubadas a 37°C atmosfera 5% CO: por 1 hora e 30 minutos. Apos o tempo
de adsorcdo do virus, o meio da infecgao foi substituido por DMEM suplementado com 10%
de SFB com adi¢do da DA nas concentracdes de 10 e 50 uM. Depois as células foram
incubadas a 37°C atmosfera 5% CO,. Em 24 horas ap6s a infec¢@o, o sobrenadante celular
foi coletado para ensaio de Plaque e o lisado celular foi coletado em 500 pL de trizol para
RT-gqPCR. As amostras de sobrenadante e lisado foram armazenadas a -80°C e -20°C,

respectivamente.

4.11. Dosagem de ROS
Em uma placa de 96 pocos, a linhagem celular SH-SYSY e HEK293T foram

plaqueadas com 3,5x10* e 3x10* células por pogo, respectivamente, e incubadas a 37°C
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atmosfera 5% CO2 por 24 horas. As células foram tratadas com 1, 10, 50 e 100 uM de DA
em 100 pL de meio suplementado com 10% de SFB por 24 horas ou infectadas com o RJ-
IB1 na MOI 0.01 em 30 pL meio ndo suplementado com SFB por 1 hora e 30 minutos. Apos
o tempo de adsorcao viral, o meio da infec¢@o foi descartado e adicionou-se 100 pL de meio
suplementado com 10% de SFB.

Os pocos de SH-SYSY infectados com o RJ-IB1 foram pré-tratados com 10 uM de
DA por 5 minutos ou 1pM por 2 horas; ou ndo foram pré-tratados, e sim tratados apds a
adsor¢ao viral com 100 uM de DA por 24 horas. Os pogos de HEK293T infectados com o
RJ-IB1 foram tratados apds a adsorc¢ao viral com 10 e 50 uM de DA por 24 horas.

24 horas ap6s a infecgdo, os pogos foram lavados com 100 pL. de PBS 1x e foram
tratados ou ndo com Heme diluido em NaOH 0,1 M por 30 minutos como controle positivo
da producdo de ROS. Em seguida, as células foram incubadas com 2 pM da sonda
fluorescente CM-H2DCFDA (C6827 ThermoFisher) diluida em PBS 1x para 1x10° células

por 30 minutos. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada no fluorimetro.

4.12. RT-qPCR

Fez-se a extracdo de RNA total por TRIzol (Invitrogen), seguindo as instrucdes do
fabricante, e em seguida, o RNA foi armazenado a -80°C. Utilizando o kit de transcri¢ao
reversa de DNA complementar (cDNA) de alta capacidade (Applied Biosystems), seguindo
as instrucdes do fabricante. Posteriormente, foi realizado o PCR quantitativo em tempo real
(gPCR) das amostras de cDNA para avaliar os niveis dos transcritos dos DRs (DRs). As
andlises foram realizadas no sistema de qPCR AriaMx (Agilent).

Na quantificacdo dos transcritos dos DRs, foram utilizadas sequéncias especificas
como iniciadores para DR1, DR2, DR3, DR4 e DRS. Como controle interno para
normalizag¢do das amostras, foram utilizados como iniciadores sequéncias especificas para o
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) humano em uma reagdao de qPCR com Sybr
Green, utilizando o MasterMix PCR Tempo Real - Sybr Green/Rox (quatroG), seguindo as

instrucdes do fabricante.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para a reacdo de gPCR

Iniciador senso Iniciador Antisenso
DRI | GACCACCACAGGTAATGGAAAG | AAGAAAGGTAGCCAACAGCACA
DR2 CGAGCATCCTGAACTTGTGTG GCGTTATTGAGTCCGAAGAGG
DR3 GTACAGCCAGCATCCTTAATCTCT ACAGAAGAGGGCAGGACACA
DR4 GACGCCCTTCTTCGTGGT GACAGTGTAGATGACGGGGTTG
DRS5 CTGGGCTAACTCCTCACTCAAC ATTGCTGATGTTCACCGTCTC
GAPDH AATCCCATCACCATCTTCCA AAATGAGCCCCAGCCTCC

4.13. Ensaio de Plaque

Em uma placa de 24 pogos, a linhagem celular Vero E6 foi cultivada com 8x10*
células por ppoco em 500 uL. de DMEM High suplementado com 10% de SFB. As células
foram incubadas a 37°C atmosfera 5% CO: por 24 horas e depois fez-se a diluicao seriada
das amostras na base 10. Em seguida, o meio da cultura foi substituido por 200 uL. do meio
da infecc¢do por poco. As células foram incubadas a 37°C atmosfera 5% CO: por 1 hora e 30
minutos. Apds o tempo de adsorcdo, o meio da infeccao foi substituido por 500 uL. do meio
semissOlido por poco, consistindo em DMEM High 1X, CMC 2% + 1% SFB + 0.5%
Penicilina-Estreptomicina. As células foram incubadas a 37°C atmosfera 5% CO2 por 48
horas. Apds a incubagdo, as células foram fixadas com 1000 pL de formol 10% por 2 horas.
Posteriormente, o formol foi descartado e adicionou-se 500 uL de cristal violeta 1% por 5
minutos. O cristal foi descartado e, por fim, fez-se a contagem dos plaques, utilizando a

formula: namero de plaques x diluigdo x 5.

4.14. Estatistica
As andlises foram realizadas com o software GraphPrism, versao 8.0, com o teste de
T ndo pareado para comparacdes duplas e teste de T multiplos para multiplas comparacdes.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi

menor que 0.05.
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S.  RESULTADOS

5.1. Caracterizacao da infeccao por CHIKYV na linhagem celular SH-SYSY

Para compreender o papel da DA in vitro sobre a infeccio por CHIKV, o melhor
modelo para o estudo ¢ utilizar células de origem neuronal, uma vez que as fung¢des do
neurotransmissor estdo relacionadas, sobretudo, ao sistema nervoso central (Demarest e
Moore, 1979). Uma linhagem celular muito bem caracterizada para anélises sobre DA e seus
receptores € a SH-SYSY, que ¢ uma linhagem de células epiteliais neuronais ndo
diferenciadas derivadas de neuroblastoma humano (Kovalevich e Langford, 2013).

Entretanto, ndo hd evidéncias na literatura dessa linhagem celular ndo diferenciada
ser permissiva a infec¢do por CHIKV. Sendo assim, foi necessdrio avaliar primeiramente se
o CHIKYV ¢ capaz de infectar com sucesso essas células. Nesse contexto, as células foram
infectadas com os isolados BHI3745 e RJ-IB1 nas MOIs de 0.01, 0.05 e 0.1. Em diferentes
tempos ap0s a infec¢do, o sobrenadante foi coletado para avaliar a liberagdo de particula viral
infecciosa por ensaio de Plaque.

Observou-se que o CHIKYV foi capaz de infectar com sucesso a linhagem SH-SYSY,
produzindo altos titulos (Fig. 6). Para a menor MOI, o RJ-IB1 produz maior numero de
particulas virais infecciosas em comparacao com o BHI3745 em 6 e 24 h.p.i., tendo 10,8
vezes maior producdo em 24 h.p.i (Fig. 6A), porém ambos atingem o mesmo nivel de
producdo de progénie infecciosa em 36 horas, o qual para esta MOI € o pico de infeccdo (Fig.
6A). Ja nas MOIs de 0.05 e 0.1, no tempo inicial de 6 h.p.i., o isolado BHI3745 apresenta
uma liberacdo de particulas virais infecciosas maior do que o isolado RJ-IB1 (Fig. 6B, 6C).
Contudo, para essas duas MOIs, a partir de 12 h.p.i., o RJ-IB1 supera o BHI3745 nos niveis
de producio de particulas virais infecciosas, tendo o pico em 24 h.p.i. (Fig. 6B, 6C).

Em 24 h.p.i., o RJ-IB1 atinge 10'° particulas virais infecciosas em todas as MOIs,
enquanto o BHI3745 atinge 10°, evidenciando uma diferen¢a de cerca de 10 vezes na
liberacdo de particulas virais infecciosas entre os isolados neste tempo (Fig. 6A, 6B, 6C).
Nesse contexto, o isolado RJ-IB1 apresenta uma infecciosidade maior nas células SH-SYSY
quando comparado com o isolado BHI3745, independente do MOI (Fig. 6A, 6B, 6C).

A infec¢do € diferente de acordo com a MOI. Houve producdo de niveis mais
elevados de particulas virais infecciosas na MOI 0.01 a partir de 12 h.p.i. na infeccio pelo

BHI3745 em comparagdo com os demais isolados, sendo 7,3 vezes maior em relacdo a MOI
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0.05 e 4,4 vezes maior em relacdo a MOI 0.1 neste ponto (Fig. 6F, 6G, 6H). Em 24 h.p.i.,
esse aumento € de 2,1 vezes em comparacdo com a MOI 0.05, mas em relagdo a MOI 0.1, a
diferenca é de 20,66 vezes (Fig. 6G). Em 36 h.p.i., a produc¢do de particulas virais infecciosas
continua mais elevada na MOI 0.01, sendo 290,9 vezes maior em comparacdo com a MOI
0.05 e 228,57 vezes maior em relagdo a MOI 0.1 (Fig. 6H).

Para o RJ-IB1, a diferenca observada entre as MOIs ocorre em 6 h.p.i. (Fig. 6H). Na
MOI 0.01, a producdo de particulas virais infecciosas é 3 vezes maior em relacdo a MOI 0.05
(Fig. 6H). E na maior MOI, a producio de particulas virais infecciosas € 3,9 vezes maior
também em relacao a MOI 0.05 (Fig. 6H). Em 12 h.p.i., a produc¢do de progénie infecciosa é
significativamente maior na maior MOI em comparagdo com as demais, estando em uma
diferenca de 16,6 vezes para a MOI 0.01 e de 13,6 vezes para a MOI 0.05 (Fig. 6]).
Entretanto, em 24 h.p.i., a producdo de particulas virais infecciosas € diferente entre as MOIs
0.05 e 0.1, tendo uma producao de 1,55 vezes maior na MOI 0.05 (Fig. 6J). Em 36 h.p.i., a
producdo de particulas virais infecciosas entre as 3 MOIs € diferente, sendo mais elevada na
menor MOI (Fig. 6K).

Para ambos os isolados, 0o momento no qual houve maior producgdo de particulas virais
infecciosas também foi diferente de acordo com a MOI (Fig. 6). Na MOI de 0.01, a producao
de progénie infecciosa pelo BHI3745 foi maior em 36 h.p.i., o tempo mdximo analisado,
sendo de 3x10'" particulas virais infecciosas (Fig. 6G). Neste mesmo isolado, mas na MOI
de 0.05, houve producdo de 7,3x10® particulas virais infecciosas em 24 h.p.i., atingindo o
pico da infecgdo (Fig. 6F). Em 36 h.p.i., a produgio de progénie infecciosa reduz para 5,5x10’
na MOI de 0.05 (Fig. 6G). Na maior MOI (0.1), a producdo de progénie infecciosa € de
7,5x107 e 7x107 particulas virais infecciosas em 24 e 36 h.p.i., respectivamente, na infeccio
pelo BHI3745 (Fig. 6F, 6G).

Na infeccdo pelo RJ-IB1 na menor MOI, 0.01, a producao de progénie infecciosa foi
de 1,55x10'° particulas virais infecciosas em 24 h.p.i. e 3x10!° particulas virais infecciosas
em 36 h.p.i. (Fig. 6], 6K). Na MOI de 0.05, foram produzidos 2,25x10'° particulas virais
infecciosas em 24 h.p.i., tendo uma queda em 36 h.p.i. para 8,5x10° particulas virais
infecciosas produzidas pelo RJ-IB1 (Fig. 6J, 6K). Na infeccdo por este mesmo isolado, mas
na MOI de 0.1, os maiores niveis de particulas virais infecciosas sdao detectados em 24 h.p.i.,

sendo de 1,45x10!° particulas virais infecciosas (Fig. 6J). Em 36 h.p.i, hd uma produgio de
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5,5x108 particulas virais na MOI de 0.1, sendo 26,36 vezes menor quando comparado a 24
h.p.i. (Fig. 6J, 6K).

Dessa forma, ao evidenciar a alta permissividade da linhagem SH-SYS5Y a infeccao
por CHIKYV, € possivel utilizd-la como modelo de estudo para compreender o efeito da DA

sobre a infecgdo até 24 h.p.i.
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Figura 6. A linhagem celular SH-SY5Y é permissivel a infeccdo por CHIKYV. Células SH-SYS5Y foram
infectadas com os isolados brasileiros BHI3745 e RJ-IB1 do CHIKV no MOI de 0.01, 0.05 e 0.1 e apds
diferentes tempos, o sobrenadante celular foi coletado para avaliar a libera¢do de particulas virais infecciosas
por ensaio de plaque. A liberag¢do de particulas virais infecciosas foi analisada comparando os isolados entre si
(A, B, C) ou entre as MOIs de cada isolado por tempo (D, E, F, G, H, I, J, K). Os dados indicam a média +
SEM de 2 replicatas biolégicas com 3 replicatas técnicas. Miiltiplo teste-t. p-valor < 0.05 (*), < 0.01 (*¥*), <
0.001 (*¥**), < 0.0001 (***%*),

Em seguida, foram avaliadas outras etapas da infec¢cdo por CHIKYV, analisando as

diferencas entre os isolados virais. Durante a replicacio do mRNA genémico do CHIKYV, é



52

produzido o intermedidrio de replicacdo, o RNA dupla-fita (dsSRNA) (Spuul et al., 2011).
Ademais, a literatura ja mostrou que o CHIKYV inibe a sintese proteica global da célula
hospedeira (shutoff traducional). E isso poderia ser um mecanismo de evasdo do sistema
imune, uma vez que a traducio de mRNAs envolvidos em uma resposta antiviral, por
exemplo, estaria inibida (White et al., 2021).

Nesse contexto, células SH-SYSY infectadas com ambos os isolados do CHIKV na
MOI 0.5 foram marcadas com um anticorpo especifico que reconhece dsSRNA (anticorpo J2),
e fez-se a andlise da producdo de SRNA por Microscopia de Fluorescéncia (Fig. 7A, 7B, 7C,
7D). Além disso, as células infectadas nessa mesma MOI também foram tratadas com
puromicina, um andlogo do tRNA com capacidade de ser incorporada na cadeia polipeptidica
nascente (Schmidt et al., 2009). Dessa maneira, a puromicina € incorporada em toda a cadeia
polipeptidica nascente enquanto estiver presente no meio (Schmidt et al., 2009). Assim, apds
a seoaracdo das proteinas totais por SDS-PAGE e transferéncia para a membrana de
nitrocelulose, esta foi incubada com anticorpo anti-puromicina para avaliar a sintese proteica
global da célula hospedeira diante da infec¢dao por CHIKV (Fig. 7E).

Células SH-SYSY infectadas com ambos os isolados do CHIKV apresentam dsRNA
a partir de 12 h.p.i. (Fig. 7B, 7D). Em 24 h.p.i., aproximadamente 100% das células estdo
positivas para a deteccao de dsRNA (Fig. 7C, 7D). Nao ha diferenca estatistica significativa
na produ¢do de dsRNA entre os isolados (Fig. 7D). Também em 12 h.p.i., é possivel observar
uma diminui¢do da sintese proteica celular global diante da infec¢do pelos dois isolados do

CHIKYV quando comparado com o0 MOCK, o que permanece em 24 h.p.i. (Fig. 7E).
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Figura 7. O CHIKY produz dfRNA e induz o shutoff traducional na linhagem celular SH-SY5Y. Células
SH-SYSY foram infectadas com os isolados brasileiros BHI3745 e RJ-IB1 do CHIKV no MOI de 0.5 e apds
diferentes tempos, avaliou-se a producdo de dfRNA e a sintese proteica global da célula hospedeira por
Microscopia de Fluorescéncia (A, B, C, D) e ensaio de SUnSET (E), respectivamente. Barra de escala: 30 uM.
Os dados indicam a média + SEM de 1 replicata biolgica com 2 replicatas técnicas. Miltiplo teste-t. p-valor >
ns.
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A replicagdo do CHIKV ¢ citopdtica, estando associada com a morte celular
(Sourisseau et al., 2007). Um mecanismo de morte celular muito relacionado a infec¢do por
CHIKYV ¢ a apoptose (Sourisseau et al., 2007; Joubert et al., 2012). Nesse contexto, foram
avaliados os niveis de morte celular em 24 h.p.i. (Fig. 8). Utilizou-se PI, uma molécula
fluorescente que se liga ao DNA, sendo capaz de passar pela membrana plasmética apenas
diante da perda de integridade da mesma (Sawai e Damae, 2009). Também foi utilizada a
Anexina conjugada a FITC, que se liga a fosfatidilserina, um marcador de apoptose (Sawai
e Damae, 2009).

Em todos as MOIs avaliadas, € possivel observar morte celular superior a 30% (Fig.
8). Essa morte celular é ainda mais evidente na maior MOI na infec¢do por ambos os isolados,
estando acima de 70% (Fig. 8G, 8H, 8I). Na MOI 0.1, a morte celular € de 75,6% para isolado
BHI3745 e 71% para o isolado RJ-IB1 (Fig. 8G, 8H, 8I).

Apesar de ambos os isolados do CHIKYV apresentarem produgdo de dsRNA, inibi¢do
da sintese proteica celular global e indu¢@o de morte celular, a infec¢do pelo isolado RJ-IB1
produziu maiores niveis de particulas virais infecciosas. Portanto, decidimos utilizar esse

isolado para as analises do efeito da DA sobre o CHIKV.
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Figura 8. O CHIKYV induz morte celular na linhagem celular SH-SYS5Y. Células SH-SY5Y foram
infectadas com os isolados brasileiros BHI3745 e RJ-IB1 do CHIKV nos MOIs de 0.01, 0.05 ou 0.1 e ap6s
diferentes tempos, avaliou-se a morte celular por Citometria de Fluxo, utilizando os marcadores de morte celular
Anexina e PI. Os dados mostram 1 replicata biolégica com 1 replicata técnica. Nao foi possivel realizar analise
estatistica.

5.2. Cinética de expressao dos DRs na linhagem celular SH-SYSY apés o
plaqueamento

A DA exerce o seu papel sobre a célula através de uma sinalizagdo mediada por seus

receptores presentes na membrana plasmatica (Hoffman et al., 1983). Esse neurotransmissor

€ capaz de induzir a ativacdo de vias de sinalizacdo distintas dependendo do receptor no qual

se ligou, uma vez que os receptores da familia do tipo D1 (DR1 e DRS) estdo acoplados a
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proteina G estimulatdria, enquanto os da familia do tipo 2, a proteina G inibitéria (Grandy et
al., 1989). Inicialmente, caracterizamos a expressdo dos diferentes DRs sobre a linhagem
celular SH-SYSY.

Para isso, apds diferentes tempos do plaqueamento das células SH-SYS5Y, fez-se a
coleta do lisado celular para avaliar, por RT-qPCR, a expressao relativa dos DRs utilizando
o gene GAPDH como normalizador através do método ACt (Fig. 9). Observa-se que a SH-
SYSY expressa todos os DRs e em altos niveis (Fig. 9A, 9B, 9C, 9D, 9E), tendo maior
expressdo de DR2 e DR4 (Fig. 9B, 9D).
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Figura 9. Expressao dos DRs na linhagem SH-SYSY apés o plaqueamento das células. Apds o
plaqueamento da linhagem SH-SYS5Y, o lisado celular foi coletado em 6, 12 e 24 horas para avaliar, por RT-
gPCR, a expressdo relativa dos receptores (A, B, C, D, E), comparando os niveis dos DRs entre si (F). Os dados
indicam a Média + SEM de 2 replicatas biolégicas com 3 replicatas técnicas. Teste de t ndo pareado, p-valor <

0.05 (¥), < 0.01 (**), < 0.001 (¥+%).

5.3. Citotoxicidade da DA sobre a linhagem celular SH-SYSY
Para avaliar o efeito do tratamento com a DA sobre a infec¢do por CHIKV na
linhagem celular SH-SYS5Y, avaliou-se a citotoxicidade do composto sobre essas células com

o intuito de determinar uma faixa de concentragdo segura para os estudos com o composto.
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As células foram tratadas com diferentes concentragdes de DA e a viabilidade celular
se manteve superior a 80% mesmo na maior concentracio analisada, independente do tempo
(Fig. 10). Em 150 e 200 uM de DA no ponto de 48 horas pds-tratamento, a viabilidade
celular estava muito préxima a 80% (Fig. 10). Desse modo, considera-se até 100 uM uma
faixa de concentracdo segura para o uso do composto. Como nenhuma das concentragdes
analisadas levou a alta perda da viabilidade celular, ndo atingindo nem mesmo valores
proximos a viabilidade de 50%, nao foi possivel estabelecer o CCso. O CCso consiste na
reducdo de 50% da viabilidade celular diante do tratamento com o composto (Indrayanto,

Putra e Suhud, 2021).
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Figura 10. Citotoxicidade da DA sobre a linhagem celular SH-SYSY. A linhagem SH-SYS5Y foi tratada com
diferentes concentracdes de DA e depois de 24 e 48 horas, fez-se a andlise da viabilidade celular por CellTiter-
Blue para avaliar o efeito citotéxico do composto sobre as células. A partir disso, foi possivel identificar a
concentragdo méaxima ndo téxica do composto, que seria da manutencdo da viabilidade celular de 80%. Os
dados indicam a Média + SEM de 1 replicata biol6gica com 4 replicatas técnicas. A andlise estatistica nao foi

realizada.

5.4. Efeito da DA sobre a infeccao por CHIKYV na linhagem celular SH-SYSY

Uma vez que as células de neuroblastoma humano sdo permissiveis ao CHIKV e
expressam todos os DRs constitutivamente, o préximo objetivo foi avaliar o impacto do
tratamento com a DA sobre a cinética de infecg¢ao.

No pés-tratamento, em que as células foram primeiramente infectadas com CHIKV
e tratadas com diferentes concentragdes de DA apds o tempo da adsorcdo viral, a DA teve
um efeito dose-dependente na inibi¢do da liberagcdo de particulas virais infecciosas, tendo a

menor concentracdo reduzido a produgdo viral em 70%, e atingido 92% em 100 uM, na maior
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concentracdo, (Fig 11A). Ademais, no pds-tratamento foi avaliada a concentracio inibitdria
de 50% (ICso), que consiste na concentracdo do composto que inibe a replicacdo viral em
50% (Swiney, 2011). O IC50 no pds-tratamento foi de 0.028 uM, evidenciando que mesmo
em baixas concentragdes, ocorrerd inibi¢ao de pelo menos 50% da infec¢do (Fig. 11A). Como
em 100 uM houve maior potencial de inibi¢dao, avaliou-se a inducdo de ROS, a fim de
compreender se o estresse oxidativo estd associado com o efeito antiviral da DA. Nao houve
producdo de ROS diante da infeccdo por CHIKV em compara¢do com o MOCK (Fig. 11B).
Diante do tratamento com 100 uM de DA em células infectadas, houve uma indugdo de 1,5
vezes na producdo de ROS em comparacdo com células infectadas e com o MOCK (Fig.
110).

Outrossim, no pré-tratamento com 5 minutos, em que as células foram tratadas com
diferentes concentracdes de DA por 5 minutos e em seguida infectadas com CHIKV, a menor
concentracdo de DA levou a uma baixa redugdo da replicacdo viral em 6 h.p.i., mas em 24
h.p.i., a faixa de inibicdo foi de 50%; assim como na maior concentrac¢do, na qual a redugdo
da infec¢do foi de aproximadamente 50% tanto em 6 quanto em 24 h.p.i. (Fig. 11D). Contudo,
com 10 uM de DA, € notoria uma significativa diminui¢@o da infec¢do por CHIKV em ambos
os tempos analisados, principalmente em 24 h.p.i., em que a inibi¢do é acima de 80% (Fig.
11D). O mesmo efeito é observado diante do tratamento com 50 uM, em que apesar da
inibicdo ser relativamente baixa em 6 h.p.i., ela alcanca 80% em 24 h.p.i. (Fig. 11D). Nao
houve alteracdo nos niveis de ROS em células infectadas e células infectadas e pré-tratadas
com 10 uM (Fig. 11E, 11F).

Por fim, com 2 horas de pré-tratamento, tanto na concentrac¢io de 1 quanto de 10 uM
de DA, houve uma inibi¢do da replicacao viral superior a40% em 24 h.p.i. (Fig. 11G). Nessas
condigdes, a inibi¢do da infeccdo € observada principalmente na menor concentracdo de DA
(1 uM), sendo acima de 90% em 24 h.p.i. (Fig 11G). Células infectadas e pré-tratadas com 1
UM apresentaram um aumento de 1,5 vezes nos niveis de ROS em compara¢do com o mock
e com células somente infectadas (Fig, 11G, 111).

Dessa maneira, os resultados evidenciam que a DA apresenta um efeito antiviral
contra a infec¢do pelo CHIKYV, independente do momento no qual o tratamento € realizado.
No entanto, para o pré-tratamento, as maiores inibi¢cdes sdo atingidas com as menores

concentracdes de DA, ao contrdrio do que acontece no pds-tratamento.
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Figura 11. Impacto do tratamento com a DA sobre a replicacio do CHIKYV. A linhagem celular SH-SY5Y
foi infectada com CHIKYV e antes ou apds a infec¢do, as células foram tratadas com diferentes concentragdes
de DA. Em 6 e 24 horas ap6s a infec¢@o, o sobrenadante celular foi coletado para avaliar a porcentagem de
inibicdo da DA através da liberacdo de particulas virais infecciosas por ensaio de Plaque em comparagdo com
células apenas infectadas. Os dados indicam a Média + SEM de 1 replicata biolégica com 3 replicatas técnicas.

A analise estatistica nio foi realizada.
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5.5. Cinética de expressao dos DRs na linhagem celular HEK293T apés o

plaqueamento

Para saber se o efeito antiviral da DA se restringe a um tipo celular especifico ou ndo,
objetivou-se reproduzir as andlises realizadas na linhagem celular SH-SYS5Y agora na
linhagem celular HEK293T, que s@o células de rim embriondrio humano. Ja se sabe na
literatura cientifica que essas células sdo altamente permissiveis a infec¢do por CHIKV
(Fonseca, 2021). Além disso, vale destacar que existe um sistema dopaminérgico no rim € a
DA também estd associada com a regulac@o de fung¢des renais (Carey, 2001).

Para que as andlises sejam realizadas, avaliou-se inicialmente se essas células
expressam os DRs. Apds a passagem, as células foram plaqueadas em diferentes tempos
depois do plaqueamento e o lisado celular foi coletado para avaliar, por RT-qPCR, a
expressao relativa dos receptores utilizando o gene GAPDH como normalizador através do
método ACt (Fig. 12). A HEK293T expressa todos os DRs, (Fig 12A, 12B, 12C, 12D, 12E),

tendo maior expressdao de DR4 em comparagdo com os outros DRs (Fig. 12F).
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Figura 12. Expressao dos DRs na linhagem celular HEK 293T apés o plaqueamento das células. Em 6, 12
e 24 horas ap6s o plaqueamento das células, o lisado celular foi coletado para avaliar, por RT-qPCR, a expressdo
relativa dos receptores (A, B, C, D, E), comparando os niveis dos DRs entre si (F). Os dados indicam a Média
+ SEM de 2 replicatas bioldgicas com 3 replicatas técnicas. Teste de t ndo pareado, p-valor > 0.05 como ndo

significativo estatisticamente.
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5.6.  Citotoxicidade da DA sobre a linhagem celular HEK293T

Para realizar as andlises com a DA na linhagem celular HEK293T, avaliou-se o efeito
citotéxico do composto (Fig. 13). As células foram tratadas com diferentes concentragdes de
DA por 24 ou 48 horas e fez-se a andlise da viabilidade celular.

Em 24 horas apés o tratamento, a viabilidade celular se manteve acima de 80% em
todas as concentragdes analisadas (Fig. 13). Contudo, em 48 horas pds-tratamento, a
viabilidade celular se manteve exatamente em 80% em 100 uM de DA e foi inferior a 80%
na concentragcdo de 150 uM de DA (Fig. 13). As concentra¢des de DA que seguramente niao
levaram a reducao de 80% da viabilidade celular foram apenas 10 e 50 uM (Fig. 13). Assim,

as andlises posteriores com DA foram realizadas utilizando essas respectivas concentracgoes.

Concentracio maxima nio citotoxica

120 @ 24 horas pds-tratamento

100 4l 48 horas pés-tratamento
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<
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Figura 13. Citotoxicidade da DA sobre a linhagem celular HEK293T. A linhagem celular HEK293T foi
tratada com diferentes concentracdes de DA e em 24 e 48 horas apds o tratamento, fez-se a andlise da viabilidade
celular por CellTiter-Blue para avaliar o efeito citotéxico do composto sobre as células. Os dados indicam a

Média + SEM de 2 replicatas biol6gicas com 4 replicatas técnicas. A andlise estatistica ndo foi realizada.

5.7. Efeito da DA sobre a infeccao por CHIKYV em células HEK293T

ApOs caracterizar a expressdo dos DRs diante de diferentes condi¢des, as andlises
foram conduzidas para compreender o possivel efeito antiviral da DA sobre a infec¢do por
CHIKYV. A linhagem celular HEK293T foi infectada com o CHIKV e apds o tempo de
adsorcao viral foi tratada com 10 e 50 uM de DA por 24 horas.

Houve uma redugdo significativa de 84% na liberacao de particulas virais infecciosas
quando as células infectadas foram tratadas com ambas as concentragdes de DA (Fig 14A).
Além disso, o CHIKYV induziu em 3,7 vezes a produ¢do de ROS quando comparado ao

MOCK (Fig. 14B, 14C, 14D, 14E). Contudo, células infectadas e tratadas com 10 e 50 uM
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de DA apresentaram uma diminuig¢ao de 2,5 vezes na produc¢ido de ROS em comparacdo com
células apenas infectadas (Fig. 14B, 14C, 14D, 14E).

Em relagdo ao fold change, em que observa-se a alteracdo da expressdao do receptor
em células infectadas e tratadas em relacdo a células infectadas ndo tratadas, ocorreu um
aumento de aproximadamente 3 vezes da expressdo de DR1 (Fig 14B) e de 2 vezes da
expressdo de DRS (Fig 14F) diante do tratamento com 10 pM de DA. Além disso, nessa
mesma concentracdo, ocorre uma indugdo de cerca de 3 vezes de DR4 (Fig 14E). Em 50 uM

de DA, hd um aumento da expressdo de DR3 em 2 vezes (Fig 14D).
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Figura 14. Impacto do pés-tratamento com a DA sobre a infeccio pelo CHIKV. A linhagem celular

HEK293T foi infectada com CHIKYV e depois do tempo de adsorcdo, foi tratada com 10 e 50 uM de DA. Em

24 h.p.i., o sobrenadante celular foi coletado para o ensaio de Plaque (A) e o lisado celular foi coletado para

andlise do fold change em relagdo a células infectadas e ndo tratadas (B, C, D, E, F). Os dados indicam a Média

+ SEM de 2 replicatas bioldgicas com 3 replicatas técnicas. Teste de t ndo pareado, p-valor < 0.05 (*), < 0.01

(**), <0.0001 (),
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5.8. Efeito da infeccio por CHIKV e do tratamento com a DA sobre a

expressao dos DRs em células HEK293T

Como houve alteracio nos niveis de expressdo dos DRs diante do tratamento com a
DA em células infectadas por CHIKV, o objetivo foi avaliar se a express@o dos DRs poderia
ser modulada somente diante da infec¢do ou do tratamento com a DA.

Foi avaliado o fold change dos DRs ao longo da infec¢cdo em relagao ao MOCK, isto
€, avaliar se os niveis da expressdo dos DRs foram alterados diante dos diferentes tempos
apos a infec¢do. Houve indugdo de DR1 em 6 e 24 h.p.i. (Fig. 15A) e de DRS em 6 h.p.i.
(Fig. 15E), evidenciando que a infec¢do por CHIKV € capaz de modular a expressdao dos
DRs. Apenas os receptores do tipo 1 foram modulados, sendo necessérios mais estudos para

compreender como os DRs do tipo 1 estdo associados com a infec¢do por CHIKV.
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Figura 15. Expressao dos DRs diante da infec¢ao por CHIKYV. A linhagem celular HEK293T foi infectada
com MOCK ou com o isolado RJ-IB1 do CHIKV no MOI de 0.01. Em diferentes tempos depois da infeccdo, o
lisado celular foi coletado para avaliar os niveis de expressdo relativa dos DRs ao longo do tempo tanto no
MOCK (A, B, C, D, E), quanto na infeccdo por CHIKV (F, G, H, I, J); e para avaliar a modula¢do da expressdao
dos DRs pela infec¢do por CHIKV em comparacdo com o MOCK (K, L, M, N, O). Os dados indicam a Média
+ SEM de 2 replicatas biolégicas com 3 replicatas técnicas. Teste de t miiltiplo, p-valor < 0.05 (*), < 0.0001
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Ademais, a linhagem HEK293T foi tratada com 10 e 50 uM de DA e em diferentes
tempos apoés o tratamento, foi analisado o fold change dos DRs em relacio ao tempo inicial
de O horas apds o tratamento, momento em que a DA foi adicionada no meio de cultivo
celular. Nesse contexto, hd um aumento significativo de 1.5 vezes de DR2 em 6 horas apds
o tratamento e de cerca de 4 vezes desse mesmo receptor em 24 horas apds o tratamento (Fig
16B). Ocorre também uma diminui¢do de cerca de 0.5 vezes de DR3 em 6 horas apds o
tratamento (Fig 16C). Também ¢é evidenciado uma reducio de 0.5 vezes de DR4 em 24 horas
apos o tratamento (Fig 16D). O tratamento com 10 uM de DA modula somente a expressao
de receptores do tipo 2, mas afeta diferentemente os seus niveis de expressao.

No tratamento com 50 uM de DA, ocorreu inducdo da expressio de DRI de
aproximadamente 2 vezes em 24 horas apds o tratamento (Fig. 16F). Ademais, a expressao
de DR3 teve uma reducao significativa de aproximadamente 0.5 vezes em 6 e 12 horas apds
o tratamento (Fig. 16H). Também houve uma diminui¢do de 0.5 vezes de DR4 em 12 horas
apos o tratamento (Fig 16]). Diferente do tratamento com 10 uM de DA, em 50 uM de DA

houve alteracao dos niveis de expressao de receptores ambas as familias.
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Figura 16. Expressao dos DRs diante do tratamento com 10 ou 50 uM de DA. Em diferentes tempos apds
o tratamento da linhagem celular HEK293T com 10 e 50 uM de DA, o lisado celular foi coletado para avaliar
a a alterag@o dos seus niveis ao longo do tempo em relacio a 0 horas ap6s o tratamento. Os dados indicam a
Meédia + SEM de 2 replicatas bioldgicas com 3 replicatas técnicas. Teste de t ndo pareado, p-valor < 0.05 (¥),

<0.01 (¥%), < 0.001(¥%%), < 0.0001 (¥,



66

6. DISCUSSAO

A infec¢do por CHIKV causa uma doenga de alta morbidade, o que é ainda mais
agravado quando evolui para a cronicidade (Medina-Citrén et al., 2021). Assim, a qualidade
de vida do paciente diminui, justificando o fato do virus ocasionar uma doenga auto-limitante
(Medina-Citrén et al., 2021). Destaca-se, entao, a importancia de compreender quais fatores
poderiam estar associados com o sucesso ou com o controle da infec¢do, a fim de futuramente
buscar formas de combater o estabelecimento do CHIKV. Este trabalho procurou entender o
efeito da DA sobre a infeccao por CHIKV em células de neuroblastoma e de rim embriondrio
humano, uma vez que os DRs reduzem o estresse oxidativo, processo importante para o
sucesso da infec¢dao (Joubert et al., 2012).

Na literatura cientifica, ainda ndo foi demonstrada a permissividade de células SH-
SYSY a infec¢do por CHIKV. Contudo, essas células ndo-diferenciadas sdo permissiveis a
outros virus, como o virus da Zika (ZIKV), produzindo titulos de 107 em 48 h.p.i. no MOI
de 1 (Dias et al., 2023). Também s@o permissiveis aos virus do género Orthobunyavirus,
como o virus La Crosse e o virus Tahina, comumente associados com o desenvolvimento de
doengas neurolégicas (Evans, Winkler e Peterson, 2019). O titulo desses virus atinge 107 em
48 h.p.i. tanto no MOI de 0.01 quanto no MOI de 0.1 (Evans, Winkler e Peterson, 2019).
Tais resultados evidenciam a alta permissividade dessas células a outros virus de diferentes
familias (Evans, Winkler e Peterson, 2019; Dias et al., 2023).

Para o CHIKYV, independente das diferengas entre os isolados, a permissividade da
SH-SYSY a infeccdo € significativamente maior em relacdo aos demais virus citados. A
replicagdo do CHIKYV nessas células ocorre com muito sucesso, tendo uma grande liberacao
de particulas virais infecciosas (Fig. 6). O titulo atingiu 10'° particulas virais infecciosas em
24 h.p.i. e em 36 h.p.i. diante da infec¢do pelo isolado RJ-IB1 e BHI3745, respectivamente
(Fig. 6). Nao se sabe por que as células SH-SYS5Y sdo mais permissiveis a infec¢do por
CHIKYV em comparagao a infec¢@o por outros virus.

As células SH-SYSY, por exemplo, poderiam ser mais susceptives ao CHIKV, tendo
maior expressdo de Mxra8, molécula que atua como receptor para muitos membros do género
Alphavirus (Zhang et al., 2018). Zhang e colaboradores mostraram que a infec¢do por
Alphavirs foi prejudicada em diferentes tipos celulares diante da auséncia de Mxra8 (Zhang

et al., 2018). Nesse contexto, se a SH-SYSY apresenta uma alta expressao de Mxra8, esses
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receptores poderiam levar a internalizac@o da particula viral de maneira eficaz, contribuindo
para o estabelecimento de uma infeccdo mais produtiva. Para comprovar esse fator,
futuramente serd de grande importancia realizar técnicas que permitam observar a expressao
dessa proteina na membrana celular, como Western-Blot e Citometria de Fluxo (Zhang et al.,
2018).

Além disso, o CHIKYV induz o shutoff traducional na célula hospedeira, o que também
foi observado em outros modelos in vitro, como fibroblastos humanos primérios (White et
al., 2011). O CHIKVY inibiu a sintese proteica global em fibroblastos a partir de 8 h.p.i. no
MOI de 10, mas White e colaboradores afirmam que o shutoff também € observado nos MOIs
de 0.1 e 1 (White et al., 2011). A partir de 16 h.p.i., ndo € mais possivel observar sintese
proteica nessas células (White et al., 2011). Os dados da inibi¢do da sintese proteica celular
global em fibroblastos primarios sdo normalizados pelo GAPDH, enquanto os resultados
apresentados neste trabalho sdo normalizados pela B-Actina (Fig. 7E; White et al., 2011).
Tanto o GAPDH quanto a B-Actina sdao proteinas constitutivas da célula expressas
ubiquitinamente, sendo de grande relevancia para a sobrevivéncia celular (Sikand et al.,
2012).

Os niveis de GAPDH em fibroblastos primdrios e de B-Actina em SH-SYS5Y mostram
que a célula infectada estd viva e que a reducdo da sintese proteica ocorreu por um efeito
direto do CHIKYV sobre a tradugdo da célula hospedeira e ndo pela possibilidade de morte
celular como consequéncia da infec¢do (White et al., 2011). Ademais, em 8 e 16 h.p.i., €
possivel detectar a PC viral em fibroblastos primarios infectados com o CHIKV (White et
al., 2011). Quanto maior a expressdao da PC, maior a inibicdo da sintese proteica celular,
evidenciando que a replicacdo viral induz o shutoff traducional (White et al., 2011).
Posteriormente, pretendemos relacionar o shutoff com os niveis de expressao proteica viral,
a fim de comprovar que o virus inibe a sintese proteica celular para favorecer a sintese
proteica viral.

Destaca-se ainda que na infeccdo pelo isolado BHI3745, as MOIs de 0.01 e 0.1
apresentaram um cendrio de replicacao distinto entre si, 0 que ndo foi observado para os virus
do género Orthobunyavirus (Evans, Winkler e Peterson, 2019). Evans, Winker e Peterson
demonstraram que nio houve diferenca na producdo de particulas virais infecciosas entre

osas respectivas MOIs, enquanto o CHIKV a partir de 24 h.p.i. apresentou maior replicacao
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na MOI de 0.01 em comparacdo com a MOI de 0.1 (Evans, Winkler e Peterson, 2019). Por
outro lado, a quantidade de virus adicionada a cultura celular interfere diretamente no
estabelecimento da infec¢do. Altas doses de um determinado indculo ativam mais
rapidamente o sistema imune inato, acionando uma resposta pré-inflamatéria inicial capaz
de controlar a infec¢dao (Handel et al., 2018). Os nossos dados evidenciam que a adi¢ao de
CHIKY em altas concentracdes na cultura celular podem contribuir para a infec¢ao ser menos
produtiva em comparacdo com a adi¢do de CHIKV em baixas concentracdes (Fig. 6).

Por outro lado, no caso do CHIKYV, sabe-se que a replicagdo € altamente citopatica,
levando a alteragdes na membrana plasmatica da célula hospedeira e a morte da célula, por
exemplo (Sourisseau et al., 2007). Nesse contexto, utilizar MOIs maiores que 0.01 para
realizar a infeccdo com CHIKYV in vitro pode ser uma quantidade alta o suficiente para uma
intensa replicacdo viral, mas que levaria rapidamente a perda da viabilidade celular. Os dados
apresentados mostraram que diante da infec¢do por ambos os isolados do CHIKV, a morte
celular é mais elevada no maior MOI 0.1, sendo de 75,6% para o BHI3745 e 71% para o RJ-
IB1 (Fig. 8).

Vale lembrar que, especificamente, a infeccio por CHIKV em células de
neuroblastoma humano foi caracterizada para mesma linhagem (ECSA), mas com dois
isolados virais diferentes: BHI3745 e RJ-IB1. Em 24 h.p.i., em todas as MOlIs analisadas, a
infeccdo por RJ-IB1 apresentou maior titulo viral em relagdo ao BHI3745, e essa diferenca
fol mantida para os tempos posteriores (Fig. 6). Para outros tipos celulares, como células
renais humanas e fibroblastos murinos, essa diferenca também foi observada, tendo maior
replicagdo do RJ-B1 em comparagdo com o BHI3745 na MOI de 0.05 (Fonseca, 2021). Esses
dados também se reproduziram in vivo, em que ao analisar a viremia em camundongos
SV129 selvagens infectados com CHIKYV, houve maior producdo de titulo viral do RJ-IB1
em comparacdao com o BH3745 (Fonseca, 2021).

Os resultados, juntamente com os dados apresentados por Fonseca 2021, indicam que
o RJ-IB1 estabelece uma infeccao melhor nao sé em células de neuroblastoma humano, mas
também em outros tipos celulares distintos (Fonseca, 2021). O interessante € que a cepa
BHI3745 foi isolada na Feira de Santana, na Bahia, onde ocorreram os primeiros casos de
infeccdo autdctone por CHIKV (Frutuoso et al., 2020). J4 a cepa RJ-IB1 foi isolada no Rio
de Janeiro, durante a epidemia de 2016 (Cunha et al., 2017). O RJ-IB1 apresenta algumas
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mutagdes no genoma em relacdo a cepa BHI3745, como mutagdes tnicas na regido de nsP4
e na proteina estrutural E1 (Cunha et al., 2017). Nesse contexto, o RJ-IB1 pode ter adquirido
mutacdes que favoreceram a replicacio, produzindo maior titulo viral in vitro e in vivo.

Além disso, as células SH-SYSY podem ser diferenciadas a neurdnio maduro,
podendo expressar um fendtipo mais colinérgico ou dopaminérgico, ambos diferenciados
utilizando 4cido retinoico (Kovalevich e Langford, 2013). A diferenciacdo ocorre pelo uso
de 4cido retindico, mas os diferentes fenétipos dependem da adicdo de uma formulacao de
ésteres de forbol, que permitem a diferenciacio de neur6nios maduros com fendtipo
dopaminérgico (Kovalevich e Langford, 2013). Células SH-SYSY diferenciadas expressam
maiores caracteristicas dopaminérgicas e aumento nos niveis do transportador de dopamina,
configurando um modelo in vitro mais completo para estudos sobre a DA (Lopes et al., 2017).

Em neurdnios maduros originados da diferenciacdo de células SH-SYSY, a infec¢cdo
por CHIKYV induziu efeito citopético, tendo aumento de sincicio (Dwanwani et al., 2012).
Um ponto negativo foi a auséncia de dados evidenciando que ocorre liberagcdo de particulas
virais infecciosas nessa célula, ndo sendo possivel saber se 0o CHIKV € capaz de exercer todo
o seu ciclo replicativo nessas células com sucesso (Dwanwani et al., 2012). O nosso trabalho
apenas mostrou que o virus é capaz de infectar SH-SY5Y's ndo diferenciadas (Fig. 6, 7, 8).
Contudo, é de grande interesse caracterizar também a infeccdo em neurdnio maduro,
avaliando a produc¢do de virions e os niveis de particula viral total através do genoma do
CHIKV.

A infec¢do por ZIKV em células SH-SYSY diferenciadas por éacido retindico foi
estimulada quando comparada com a infec¢do em células nio diferenciadas (Martin et al.,
2018). O mesmo fendmeno poderia ser observado para o CHIKV, contribuindo para o
sucesso da infecgdo. Além disso, células SH-SYSY diferenciadas por &4cido retindico
apresentaram maiores caracteristicas dopaminérgicas (Lopes et al., 2017). Seria de grande
interesse caracterizar a infeccdo por CHIKV em células diferenciadas, ja que apresentam
caracteristicas dopaminérgicas, sendo possivel compreender melhor o efeito da DA sobre o
CHIKYV futuramente. O uso de células diferenciadas permitiria avaliar se a DA apresenta
atividade anti-CHIKYV nessas células ou se esse efeito € restrito a SH-SYSY nao-diferenciada.

A DA apresentou efeito antiviral in vitro contra a infeccdo por uma cepa do SARS-

CoV-2 isolada na Itdlia em 2019 em células epiteliais pulmonares (Limanagqi et al., 2022).
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Células infectadas e tratadas com a DA nas concentragdes de 10, 50 e 100 uM apresentaram
reducdo da liberacio de RNA viral no sobrenadante celular (Limanaqi et al., 2022).
Diferentemente do nosso trabalho, Limanagqi e colaboradores evidenciaram no sobrenadante
viral apenas a liberacdo de RNA gendmico, enquanto nés analisamos somente a liberacdo de
particulas virais infecciosas (Limanagqi et al., 2022). Nds conseguimos avaliar de fato o efeito
da DA sobre a producdo de virus infeccioso, ou seja, aquele que tem a capacidade de infectar
e exercer com sucesso o seu ciclo replicativo completo em outra célula. Contudo, precisamos
avaliar a producdo de particulas virais totais avaliando os niveis de RNA gendmico tanto no
sobrenadante quanto no lisado celular. No sobrenadante, avaliar os niveis de RNA gen6mico
¢ importante para saber se a liberacdo de particulas virais totais € afetada pela DA e para
estabelecer uma razdo entre a liberacdo de particulas virais totais e o de particulas virais
infecciosas. E no lisado, os niveis de RNA gendmico permitiria uma comparagao entre
células tratadas com a DA e células ndo tratadas, avaliando se o composto poderia ter um
impacto na producdo do vgRNA e, portanto, ser um indicativo de que a replicacdo estaria
sendo afetada.

Limanaqi e colaboradores evidenciaram que células infectadas e tratadas com 10 uM
DA antes do tempo de adsor¢do viral, apresentaram uma redugdo na liberacdo de vgRNA de
aproximadamente 2 vezes (Limanaqi et al., 2022). Os nossos dados mostram que o
tratamento com a mesma concentracdo de DA sobre a infecgdo por CHIKV na SH-SYSY
leva a uma inibi¢@o da replicacdo, atingindo aproximadamente 80% de inibicao (Fig. 11).

A principio, a DA apresenta um efeito inibitério mais evidente na infec¢do por
CHIKYV em relagdo a infeccdo por SARS-CoV-2 (Limanagqi et al., 2022). Entretanto, os
parametros utilizados no nosso trabalho para representar a inibi¢do da infec¢do viral e do
trabalho desenvolvido por Limanagqi e colaboradores sdo diferentes (Limanaqi et al., 2022).
Embora a inibi¢do da infec¢do seja, em um primeiro momento, menor para o SARS-CoV-2
e maior para o CHIKV, ndo se sabe se o efeito da DA ocorre majoritariamente sobre a
producdo de particulas virais totais ou somente sobre a liberacdo de particulas virais
infecciosas. Tal fato justifica a necessidade de avaliar os niveis de RNA genOmico intra e
extracelular.

Além disso, na SH-SYSY, os nossos dados evidenciam que o pré-tratamento dessas

células com a DA por 5 minutos na concentracdo de 10 uM inibiu a replicagdo viral em mais
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de 80% (Fig. 11). No entanto, no pré-tratamento com DA por um periodo mais longo, por
exemplo durante 2 horas, ndo levou a uma alta inibi¢do da infecc¢ao (aproximadamente 50%).

Quando as células pulmonares foram tratadas tanto com 50 uM quanto 100 uM de
DA, houve uma inibi¢do da infeccdo de 10 vezes (Limanagqi et al., 2022). Essas mesmas
concentracdes inibiram 80% da infeccao por CHIKV em células de neuroblastoma humano,
evidenciando que essas concentragdes possuem atividade inibitéria contra diferentes em
diferentes tipos ce célula (Fig. 11).

Além disso, o pré-tratamento de 5 minutos com 10 uM de DA inibiu em mais de
80% a produgdo de particulas virais infecciosas em 24 h.p.i. (Fig. 11). Contudo, o pré-
tratamento por um periodo maior de tempo induz uma inibicao de 50% da infeccdo (Fig. 11).
Tais dados sugerem que apenas por 5 minutos, a DA seria o suficiente para exercer o seu
efeito na célula e contribuir para a inibicao da infec¢do e que a agdo do composto seria tempo-
dependente. Mais estudos sdo necessarios para avaliar qual seria esse impacto sobre a célula
e como ele estaria relacionado com o controle da infec¢do.

Foi demonstrado também que a DA apresenta uma atividade antioxidante em plantas
(Gomes et al., 2014). Em plantas, os niveis de ROS, como O; e H2O2, diminuiram diante do
tratamento com 100 a 1000 uM de DA (Gomes et al., 2014). Com excecdo de H202, em que
nao ocorre reducdo dos seus niveis diante do tratamento com 1000 uM de DA (Gomes et al.,
2014). Esse cendrio pode estar acontecendo pela dessensibiliza¢do do receptor em resposta a
altas quantidades da DA, tendo a internalizacdo do DR (Laduron, 1997). Hipotetizamos,
portanto, que em um primeiro momento, com a internalizacdo do DR, a DA ndo conseguiria
exercer a sua atividade sobre a célula e ndo levaria a reducdo do estresse oxidativo. Essa
questao poderia justificar o motivo do pré-tratamento de células SH-SY5Y com a DA por 5
minutos na concentra¢do de 100 uM ndo induzir a redugdo da replicacdo viral em 24 h.p.i.,
diferentemente do observado com 10 e 50 uM (Fig. 11).

Outro fator a se considerar é que na infec¢ao por SARS-CoV-2, concentracdes de DA
menores que 10 UM nao apresenta atividade inibitéria da infec¢ao (Limanaqi et al., 2022).
Essas concentra¢des poderiam ndo ser o suficiente para levar a ativacdo de vias sinalizadas
pelos DRs. Entretanto, isso foi diferente do observado para células de neuroblastoma
humano, em que o tratamento apds a infeccdo com 1 uM de DA induziu uma inibi¢cdo da

infeccdo superior a 70% (Fig. 11). Além disso, quando essas células sao tratadas com 1 uM
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de DA por 2 horas e em seguida infectadas com o CHIKYV, a inibicdo da replicacdo viral
atinge 90% (Fig. 11). Portanto, a atividade anti-CHIKV da DA sobre o CHIKV em células
SH-SYS5Y pode ser observado em baixas concentracdes do composto, sendo necessario saber
se em concentragdes na faixa de nM, também pode ser observada uma inibi¢@o da infecgao.

Em células HEK293T também foi observada inibicdo de 86% da replicacdo viral
diante do pds-tratamento com a DA, tendo indugdo da expressdo dos DRs de ambas as
familias (Fig. 14). DR1 e DRS pertencem a mesma familia, enquanto DR3 e DR4 pertencem
a familia do tipo 2 (Qu et al., 1989). Portanto, esses receptores induzem a ativagdo de vias de
sinalizacdo distintas, mas ambos estdao associados com o efeito antiviral da DA sobre a
infeccdo por CHIKV na linhagem celular HEK293T. Estudos evidenciam que tanto os
receptores da familia do tipo D1 quanto os receptores da familia do tipo D2 inibem a
producdo de ROS, o que poderia ser uma limitacdo para a indugdo do estresse oxidativo e,
assim, prejudicaria o curso da infec¢do pelo CHIKV (Armando et al., 2007; Yu et al., 2011;
Luetal., 2013; Liu et al., 2021).

Os DRs podem ser modulados por uma série de fatores, como a exposicao ao fator de
crescimento de epiderme, que foi associado com o aumento dos niveis de mRNA de DR2
(Missale et al., 1991). Além disso, a administracdo de antipsicéticos eleva os niveis de
mRNA de DR2, mas ndo de DR1 (Bernard, Moine e Bloch, 1993). Nesse contexto, células
renais tratadas com a DA na concentragdo de 10 uM também apresentaram ao longo do tempo
alteracdo da expressdao de DRs somente da familia do tipo 2 (Fig. 16). Por outro lado, diante
da infeccdo por CHIKV em células renais, apenas a expressdao de DRs da familia do tipo 1
foram modulados (Fig. 15). Assim como representado na literatura, uma determinada
molécula pode levar a ativacdo de apenas uma familia de receptores, sendo importante
investigar futuramente o que define essa regulacdo isolada. Entretanto, o tratamento de
células renais com 50 uM de DA induziu, ao longo do tempo, a alterag@o tanto de receptores
da familia do tipo 1 quanto da familia do tipo 2, indicando que a quantidade do estimulo pode
influenciar na expressao dos DRs de modo geral (Fig. 16).

Células renais, especificamente a linhagem HEK293T, apresentaram redugdo de
enzimas associadas a indu¢do do estresse oxidativo quando tratadas com agonistas para os
DRs de ambas as familias (Yu et al., 2011). Sabe-se que a DA pode interagir com os DRs

tanto da familia do tipo 1 quanto do tipo 2 (Hoffman et al., 1993). Esse fator pode estar



73

relacionado com a reducdo da replicagdo viral na HEK293T tratadas apds a infec¢do com a
DA quando comparadas apenas com células infectadas (Fig. 14).

Além disso, o fato de agonistas e antagonistas reduzirem o estresse oxidativo nas
células HEK293T mostra uma outra possibilidade do efeito antiviral estar associado aos DRs
(Yu et al., 2011). Inclusive, durante a inibicao da infecgao viral e 24 h.p.i., ocorre a inducao
de DRs das duas familias de receptores nas células renais (Fig. 14). Um ponto negativo dessa
relacdo € que ainda ndo se sabe se o efeito antiviral estd, de fato, relacionado a ambas as
familias igualmente ou se estd mais associado a uma determinada familia de DRs. Diante
disso, pretendemos investigar se uma determinada familia de DR estd mais associada ao
efeito antiviral da DA em relac@o a outra familia, utilizando agonistas e antagonistas para
todos os DRs.

Além disso, células HEK293T consistem em uma importante ferramenta para estudar
o estresse oxidativo e a ativacdo de processos celulares envolvidos com esse mecanismo
(Joubert et al., 2012). Joubert e colaboradores evidenciaram que um mecanismo associado
com a ativacdo do estresse oxidativo pela infeccao por CHIKV € a inducdo da autofagia
(Joubert et al., 2012). Krejbich e colaboradores mostraram que a autofagia € um processo
necessario para o sucesso da infeccao, tendo aumento do nimero de células infectadas diante
da adi¢do de rapamicina, que inibe mTOR e contribui para a ativacdo de vias autofdgicas
(Krejbich-Trotot et al., 2011). Ademais, houve também uma inducao de cerca de duas vezes
da producdo de VRNA em HEK293T tratadas com rapamicina quando comparado com
células nao tratadas (Krejbich-Trotot et al., 2011). Maiores niveis da PC do CHIKV também
foram detectados apds o tratamento com rapamicina (Krejbich-Trotot et al., 2011).

Contudo, os estudos relacionando autofagia e infec¢do por CHIKV sdo muito
limitados (Krejbich-Trotot et al., 2011; Joubert et al., 2012). Por conseguinte, pretendemos
avaliar o impacto da autofagia sobre o CHIKYV, caracterizando a expressdo de proteinas
envolvidas em vias autofagicas, como LC3-I e LC3-II, como o observado em fibroblastos
murinos (Joubert et al., 2012). Essa andlise sera feita ndo sé na HEK293T, mas também na
SH-SYSY, com o intuito de compreender se a indugdo da autofagia ocorre também em outros
tipos celulares relevantes para estudar sobre o efeito da DA sobre a infeccao.

Outra ferramenta muito relevante para estudar a relagdo da autofagia com o CHIKV

¢ utilizar células knockout (KO), ou seja, modificadas geneticamente para ndo expressar
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moléculas importantes no processo autofagico. Joubert e colaboradores utilizaram
fibroblastos KO para Atg5, que é a proteina envolvida diretamente na formacgdo do
autofagossomo (Joubert et al., 2015). Inicialmente, utilizar células SH-SYS5Y e HEK293T
KO para Atg5 possibilita compreender se a autofagia impacta ndo sé na infec¢do por CHIKV
mas se ela também pode estar associada diretamente com o efeito antiviral da DA sobre a

infeccdo por CHIKV.
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7. CONCLUSAO

Os isolados BHI3745 e RJ-IB1 apresentam diferenga na infecgdo em células SH-SYSY
ndo diferenciadas. A infec¢do € mais produtiva para o isolado RJ-IB1, sendo necessério
compreender futuramente por qual motivo isso acontece.

A DA inibiu a infec¢do por CHIKV em diferentes linhagens celulares susceptiveis a
infeccdo dependendo da concentracdo e do momento no qual o tratamento foi realizado.
Nesse contexto, em células de neuroblastoma humano, o efeito antiviral da DA pode ser
observado em um pré-tratamento de 2 horas ou de somente 5 minutos e no pds-tratamento de
24 horas, tendo maior inibi¢cao no pré-tratamento de 2 horas com 1 uM de DA e de 5 minutos
com 10 uM de DA e no pés-tratamento com 100 uM de DA. Em células de rim embrionério
humano, a DA apresenta efeito antiviral em ambas as concentracdes analisadas, tendo
inducgdo da expressdo dos DRs.

Tanto na linhagem celular SH-SYSY quando na linhagem HEK?293T, os niveis dos DRs
sdo modulados temporalmente. Ademais, na linhagem HEK293T, hd uma inducdo da
expressao dos DRs de ambas as familias em células infectadas diante do tratamento com 10
e 50 uM de DA, que inibiram a produc¢do de particulas virais infecciosas. Desse modo, os
DRs possivelmente estdo associados com o efeito antiviral da DA sobre a infeccdo nesse tipo
celular, sendo necessdrio avaliar se na linhagem celular SH-SY5Y, o mesmo fendmeno ¢é
observado.

A diminui¢do do estresse oxidativo pode estar associada com o efeito antiviral da DA na
HEK293T, mas ndao na SH-SYS5Y. Contudo, vale destacar que o fendmeno observado na
HEK293T pode ser somente uma consequéncia da atividade da DA, que inibiu a producao
de particulas virais infecciosas, tendo menor produ¢do de ROS. Portanto, é necessario
investigar a relac@o do estresse oxidativo e a DA, e se isso de fato gera impactos na replicacdo

viral.
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