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RESUMO

O virus Mayaro (MAYV) é um arbovirus causador de febre aguda e artralgias incapacitantes
e duradouras em humanos. No Brasil, a Febre Mayaro era tida como endémica da regido
Amazobnica, porém, nos Ultimos anos, os surtos de MAYV aumentaram consideravelmente
nas metropoles e sua presenca no sudeste do Brasil foi identificada recentemente. Além disso,
o potencial do mosquito Aedes aegypti em transmitir o MAYV contribui para que o virus possa
instalar um ciclo urbano em um futuro proximo. A Febre Mayaro € uma doenca negligenciada
e subnotificada, sem tratamento ou vacina até o momento. Nesse sentido, visto a emergéncia
do MAYYV, nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a estudar a acdo do
fitoterapico silimarina contra o MAYV, tanto in vitro como in vivo. Além de inibir o MAYV em
ambos os modelos, também foi demonstrado que a silimarina possui acdo hepatoprotetora,
antioxidante e anti-inflamatoria, protegendo os animais dos danos causados pelo MAYV,
principalmente no figado. Contudo, apesar dos avangos em Varios aspectos no estudo da
atividade anti-MAYV da silimarina, o mecanismo pelo qual ela inibe o virus ainda ndo havia
sido avaliado. Dessa forma, dando continuidade ao trabalho, o objetivo deste estudo foi avaliar
0 mecanismo de agdo antiviral da silimarina em células infectadas por MAYV. Para isso, foram
realizados experimentos em que a silimarina foi adicionada em diferentes momentos do ciclo
de multiplicacéo viral, a fim de avaliar se a atividade antiviral observada anteriormente seria
decorrente da inibicdo da etapa de adsorcdo, penetracdo ou mesmo apoés a infeccdo das
células pelo MAYV, além da avaliagdo da existéncia de atividade virucida. Ao final dos
ensaios, observou-se que a silimarina ndo apresenta atividade virucida, nem tem a¢&o durante
as etapas de adsorcéo e penetracdo. O principal mecanismo de acéo antiviral da silimarina
contra 0 MAYV ocorre na etapa pos-infeccao, no qual foi observado uma redugéo significativa
em todos os tempos de tratamento, mesmo quando iniciado 24 horas pés-infeccdo. Assim,
este trabalho agrega mais informacdes sobre a caracterizagdo do mecanismo de acao antiviral
da silimarina contra o MAYYV, contribuindo para o desenvolvimento de uma possivel
abordagem farmacoldgica contra a Febre Mayaro, que até entdo ndo possui um tratamento

especifico.



ABSTRACT

Alphavirus Mayaro (MAYV) is an arbovirus that causes acute fever and debilitating, long-
lasting arthralgias in humans. In Brazil, Mayaro fever was once considered endemic to the
Amazon region; however, in recent years, MAYV outbreaks have significantly increased in
metropolitan areas, and its presence in southeastern Brazil has been recently identified.
Furthermore, the potential of the Aedes aegypti mosquito to transmit MAYV contributes to the
possibility of the virus establishing an urban cycle in the near future. Mayaro fever is a
neglected and underreported disease, with no treatment or vaccine available so far. In this
context, given the emergence of MAYV, our research group has been dedicated to studying
the effects of the herbal compound silymarin against MAYV, both in vitro and in vivo. In addition
to inhibiting MAYYV in both models, it has also been demonstrated that silymarin possesses
hepatoprotective, antioxidant, and anti-inflammatory properties, protecting animals from
MAYV-induced damage, particularly in the liver. However, despite advances in various aspects
of the study of silymarin's anti-MAYV activity, the mechanism by which it inhibits the virus had
not yet been evaluated. Thus, continuing this work, the objective of this study was to evaluate
the antiviral mechanisms of action of silymarin in MAYV-infected cells. To this end, experiments
were conducted in which silymarin was added at different stages of the viral replication cycle
to assess whether the previously observed antiviral activity was due to the inhibition of
adsorption, penetration, or even after the infection of cells by MAYV, as well as evaluating the
potential for virucidal activity. At the end of the assays, it was observed that silymarin does not
exhibit virucidal activity nor has an effect during the adsorption and penetration stages. The
main antiviral mechanism of action of silymarin against MAYV occurs in the post-infection
stage, where a significant reduction in viral replication was observed at all treatment times, even
when initiated 24 hours post-infection. Therefore, this study provides further insight into the
characterization of silymarin’s antiviral mechanism of action against MAYV, contributing to the
development of a possible pharmacological approach for Mayaro fever, which currently lacks

a specific treatment.
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1. INTRODUCAO
1.1 A FEBRE MAYARO
1.1.1 Epidemiologia

Causada pelo MAYV, a Febre Mayaro é uma doenca viral infecciosa que provoca febre
aguda autolimitada em pessoas infectadas, caracteristica comum entre muitas arboviroses.
Apesar de ser um virus antigo, o MAYV é pouco diagnosticado, principalmente por apresentar
um quadro clinico semelhante a Dengue, Chikungunya e Zika, sobretudo na fase aguda da
doenca, onde os sintomas sao inespecificos (Calisher, 1994, Vieira et al., 2015).

Os dados epidemiologicos da doenga sdo escassos, tanto pela insuficiéncia de
supervisdo nas areas endémicas como também pelo aspecto generalizado das manifestagfes
clinicas que se assemelham muito as outras arboviroses e a falta de um sistema de
diagnostico eficaz (Weise et al., 2014). Entretanto, em maio de 2019, a Organizagdo Pan
Americana de Saude (OPAS) emitiu um boletim alertando sobre 0 aumento da incidéncia de
Febre Mayaro, incentivando os Estados membros a implementar meios de capacitacdo para
diagnostico da doenca e sensibilizacdo de profissionais de saude para o entendimento do
virus e sua patologia (OPAS, 2019).

O MAYYV foi isolado pela primeira vez em 1954 na cidade de Mayaro, em Trinidad e
Tobago, a partir do sangue de cinco pacientes sintomaticos, quatro dos quais eram
trabalhadores rurais (Anderson et al., 1957). No entanto, uma pesquisa de 1973 mostrou a
presenca do MAYV na América tempos antes, em soro de pacientes coletados durante a
construcao de canais no Panama e Colémbia entre 1904 e 1910 (Srihongse; Stancy; Gauld,
1973). O inaugural registro de Febre Mayaro no territério brasileiro ocorreu durante uma
epidemia em uma localidade rural situada em Belém no estado do Para, em 1955 (Aitken et
al.,1960). Posteriormente, em 1977, um surto de MAYV afetou aproximadamente 20% da
populacédo de Belterra, também localizada no estado do Paré (Causey, Maroja, 1957).

Em uma pesquisa de revisdo bibliografica realizada por Barros et al. (2021) sobre a
epidemiologia do MAYV na América Latina nos anos de 2009 a 2019, a literatura sinalizou a
presenca do virus em diferentes paises, como: Colémbia, Haiti, México, Panama, Argentina,
Peru, Uruguai, Venezuela, Brasil, Equador, Bolivia, Guatemala e Honduras.

No caso do Brasil, o pais se destaca por ter clima tropical e possuir uma grande
biodiversidade. Nesse contexto, o virus era identificado como endémico da regido Amazonica,
onde sua presenca se limitava a mamiferos silvestres ou pessoas que viviam proximas a
zonas florestais, distantes dos centros urbanos (Azevedo et al., 2009). A presenca do virus

era relatada predominantemente nas regides Centro-Oeste e Norte (Zuchi et al., 2014).



Contudo, um estudo realizado por Lorenz et al. (2019) mostrou que a presenca do
MAYV estd intimamente ligada a fatores como o tipo de bioma, densidade populacional,
precipitacdo anual, taxa anual de vapor e altitude. O bioma Cerrado, no Brasil, mostrou-se
particularmente associado a ocorréncia do MAYV, possivelmente devido as caracteristicas do
ciclo de vida do vetor Haemagogus e as concentracdes populacionais humanas. A ocorréncia
do MAYV no Brasil se destaca principalmente na regido Centro-Oeste, com énfase nos
estados do Goiés e Mato Grosso (Celone et al., 2024). A figura 1 mostra a incidéncia do MAYV
na América do Sul, dando énfase no Brasil.

Figura 1: Incidéncia do virus Mayaro no Brasil e na América do Sul.
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Figura 1 - Incidéncia do virus Mayaro no Brasil e na América do Sul

O mapa representa a América do Sul com énfase ao Brasil. Os circulos vermelhos apontam todos os
locais onde tiveram incidéncia de casos humanos de Febre Mayaro. E chamado atenc&o para o estado
de S&do Paulo, pois apesar de ndo de ter sido encontrado nenhuma pessoa doente, na cidade de Séo
Carlos foi encontrado evidéncias sorolégicas de infec¢éo por Mayaro no sangue de um dos doadores
do banco de sangue. Indicando que provavelmente o Mayaro atingiu também o sudeste do Brasil.
(Fonte: Adaptado por Romeiro, 2020).

Principalmente disseminado pelo mosquito Haemagogus janthinomys, os casos de
Febre Mayaro tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos. Esses surtos afetam tanto
humanos quanto animais em regides tropicais endémicas da Ameérica do Sul, inclusive
alcancando grandes &reas urbanas, recentemente chegando até no estado de Sao Paulo
(Romeiro et al., 2020).



Além disso, a identificacdo do potencial de transmisséo do vetor urbano Aedes aegypti
levou a classificacao do virus como emergente, no qual hi a possibilidade de estabelecimento
de um ciclo urbano, semelhante ao ocorrido com o virus Chikungunya (Long et al., 2011;
Figueiredo e Figueiredo, 2014). Diferentemente do ciclo silvestre, no qual os primatas nao
humanos séo os principais hospedeiros e ampliadores do virus, no ciclo urbano os seres
humanos sdo o alvo principal desses virus, se tornando o hospedeiro de importancia
epidemioldgica, como exemplifica a Figura 2. Dessa forma, caso o Aedes aegypti se torne o
principal vetor do MAYV, h& a possibilidade de estabelecimento de um cenério epidémico no
Brasil, assemelhando-se aos eventos ocorridos nos ultimos anos com os virus Zika e
Chikungunya (Long et al., 2011; Esposito et al., 2017; Dodero-Rojas et al., 2020).

Figura 2: Diferenca do ciclo urbano e ciclo silvestre das arboviroses e seus vetores.
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\Iertebrado
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.d‘» Haemagogus spp.

™

Potencial ciclo urbano
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Figura 2 - Diferenca do ciclo urbano e ciclo silvestre das arboviroses e seus vetores.

Arboviroses no ciclo silvestre sao transmitidas por vetores de carater silvestres e possuem os primatas
ndo humanos como hospedeiros principais. Ja no ciclo urbano, o virus possui o homem como principal
hospedeiro e é disseminado por vetores de habitos urbanos, como é o caso do Aedes aegypti.
(Fonte: Adaptado por por Abdullah, 2022)

z

Sendo assim, com base na literatura € muito provavel que devido a dispersao
geografica do MAYV, os humanos contraiam a infeccédo de forma acidental ao ter contato com
ambientes florestais. Portanto, individuos que trabalham ou residem nessas areas estédo sob
um risco substancialmente maior de infeccdo em comparacdo com aqueles que habitam

regides urbanas (Abad-Franch et al., 2012; Mota et al., 2015). Inclusive, o Ministério da Saude
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define a Febre Mayaro como uma doenga que se dissemina por um “virus de area de mata,
rural ou silvestre, e que geralmente afeta individuos susceptiveis que adentram espacos onde
macacos e vetores silvestres habitam” (Ministério da Saude, 2024). Porém, o MAYV representa
uma preocupacao crescente para a saude publica, devido ao processo de urbanizacao, que se
assemelha a trajetdria epidemiolégica do virus Chikungunya, um alfavirus intimamente
associado ao MAYV (Figueiredo E Figueiredo, 2014).

1.1.2 Patogenia

A patogénese do MAYV é caracterizada por um quadro clinico especifico, no qual o
paciente apresenta sintomas como febre aguda, exantema maculopapular e principalmente
artralgias incapacitantes e duradouras, podendo se estender por meses e até anos. Esses
sintomas se assemelham muito ao de outras arboviroses como Zika, Dengue e, sobretudo, ao
Chikungunya. O periodo de incubacéo oscila entre 7 e 12 dias, e 0os sintomas geralmente
perduram por um periodo de 2 a 5 dias. A evolugdo do quadro costuma resultar na
recuperacdo completa, sem deixar sequelas (Torres et al.,, 2004; Azevedo et al., 2009).
Entretanto, quadros mais graves ja foram descritos, como poliartrite cronica e, em casos
especificos, algumas complicagdes neuroldgicas, hemorragia, miocardite e morte (Navarrete-
Espinosa; Gomes-Dantés, 2006; Mourao et al., 2012).

A fase aguda da Febre Mayaro é caracterizada apés o periodo de incubacéo, seguida
de uma febre alta com temperaturas variando de 39°C a 40°C, acompanhadas de dores de
cabeca, artralgia, mialgia, edemas articulares, calafrios, mal-estar, erupgéo cutanea, vémitos
e diarreia (lzurieta et al.,, 2011). As artralgias podem se estender por meses afetando
principalmente os tecidos dos tornozelos, punhos e dedos do pé, sendo altamente
incapacitantes (Azevedo et al.,, 2009). No estudo realizado por Halsey et al. (2013), foi
evidenciado que em certos pacientes as dores articulares se estenderam por pelo menos 1

ano apos a fase aguda da doenca.

1.1.3 Diagnéstico, Tratamento e Profilaxia

Como dito, a Febre Mayaro é de dificil detec¢do por ser assemelhar muito a outras
arboviroses, como Dengue e Zika e, principalmente, Chikungunya. Porém, a suspeita de
infeccdo pelo virus se inicia quando ha os sintomas caracteristicos juntamente de um histérico de
exposicao as circunstancias de risco no periodo de 15 dias. O diagnéstico é dado através de
exames laboratoriais podendo ser direto ou indireto (Ministério da Saude, 2024).

O diagnostico direto é realizado por meio de isolamento viral ou biologia molecular. No
diagnéstico molecular o RNA viral pode ser identificado em até 5 dias ap6s os sintomas se

iniciarem, podendo ser utilizado métodos como PCR convencional ou PCR de transcricao
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reversa em tempo real (RT-gPCR). Ja o isolamento viral é realizado utilizando culturas
celulares, como células Vero (rim de macaco verde Africano) ou C6/36 (Aedes albopictus).
Apesar de nao ser uma metodologia utilizada como um diagndstico inicial, esse isolamento do
virus pode ser usado para ampliar a quantidade viral, podendo ser um meio que facilite sua
deteccao posteriormente (OPAS, 2019).

Além desses, ha também o diagnéstico indireto, sendo o mais comum deles o
sorolégico, no qual geralmente sdo detectados os anticorpos IgM ou IgG contra 0 MAYV.
Podem ser realizados ensaios imunoenzimaticos, inibicdo da hemaglutinacdo ou
soroneutralizacdo (OPAS, 2019).

Como medida profilatica ainda ndo ha vacina licenciada contra o MAYV e o tratamento
da doenca se baseia apenas no alivio dos sintomas do paciente pois ndo ha uma terapia
antiviral especifica. Entretanto, em um possivel cenario de epidemia da Febre Mayaro, a
busca por um tratamento especifico, ou seja, um antiviral direcionado a finalizar o ciclo de
multiplicacdo viral no hospedeiro € de suma importancia. Contudo, a busca por um antiviral
enfrenta desafios significativos, especialmente devido ao fato de a Febre Mayaro ser uma
doenca negligenciada, com poucos recursos investidos, e os medicamentos antivirais serem

altamente especificos para agentes infecciosos individuais (Littler, Oberg, 2005).

1.2 O VIRUS
1.2.1 Familia Togaviridae: Género Alphavirus

Taxonomicamente a espécie Alphavirus mayaro pertence ao reino Riboviria, a familia
Togaviridae e ao género Alphavirus. Género no qual também se encontram espécies como o
Alphavirus chikungunya (ICTV, 2024). Os alfavirus englobam espécies de RNA de fita simples
com sentido positivo e forma icosaédrica. S8o pequenos virus envelopados, 0s quais sdo
circundados por uma membrana lipoproteica que engloba lipidios e polipeptideos
provenientes da membrana plasmatica da célula hospedeira, podendo também abranger
glicopeptideos (Fenner et al, 1974).

Grande parte dos alfavirus sdo causadores de arboviroses, no qual os invertebrados
artropodes séo hospedeiros e vetores do virus (Chen et al., 2018). Os arbovirus sao um grupo
de virus, os quais possuem capacidade de se replicar tanto em hospedeiros invertebrados,
como em vertebrados, fazendo com que sua disseminacéo seja grande (Oliveira et al., 2008).
Comumente, os seres humanos atuam como hospedeiros acidentais devido a sua presenca
em regides florestais, sendo também muitas vezes classificados como hospedeiros finais. Isso
ocorre devido as graves consequéncias geradas por muitas infeccdes arbovirais, podendo
resultar na fatalidade do individuo, interrompendo assim o ciclo (Terzian et al., 2011).

A fita simples de RNA dos alfavirus tém a mesma funcdo que o RNA mensageiro, ou
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seja, servem de molde para traducdo proteica e as proteinas virais sdo sintetizadas pelo
ribossomo celular (Jose, Snyder, Kuhn, 2009; Figueiredo e Figueiredo, 2014). Os alfavirus
possuem entre duas e trés glicoproteinas que se agrupam para formar uma Unica projecao.
As extremidades carboxilas dessas glicoproteinas se conectam ao capsideo, resultando em
uma estrutura compactada, que assume a forma do capsideo (Murray, 2016). As proteinas do
capsideo em todos os alfavirus compartilham uma estrutura semelhante e exibem reatividade

cruzada antigenicamente (Murray, 2016).

1.2.2 Genoma e Estrutura do Virion

O material genético do MAYV é composto por uma fita simples de RNA de sentido
positivo, com aproximadamente 11.500 nucleotideos. Na extremidade 5' é identificado um
capping com 7-metilguanosina (CAP-5"), enquanto na extremidade 3' ha uma cauda
poliadenilada (3’-poli-A) (Lavergne et al., 2006). O RNA do MAYV é composto por duas janelas
de leitura, conhecidas como Open Reading Frame (ORF), sendo separadas por uma regido
intergénica. A primeira ORF abrange dois tercos do RNA gendmico, comegando pela
extremidade 5', e € diretamente traduzida como um RNA mensageiro (MRNA). Essa ORF
codifica uma poliproteina de 2436 residuos de aminoacidos, a qual, apds clivagem enzimatica,
origina quatro proteinas nao estruturais (nsP1 — nsP4) essenciais para a replicacdo e
transcricdo do RNA viral. Por outro lado, as proteinas estruturais (C, E1, E2, E3, 6k) sédo
derivadas do RNA subgendomico 26S, sendo transcrito desse subgenoma um RNA
intermediario de cadeia negativa, idéntico a um terco do RNA gendmico, a partir da
extremidade 3’. A poliproteina estrutural possui 1252 aminoacidos, conforme documentado
por Lavergne et al. (2006) e Napoledo-Pego et al. (2014).

A formacéo da particula viral envolve todas as proteinas derivadas do seu genoma,
cada uma desempenhando func¢des especificas em momentos e locais celulares particulares.
O nucleocapsideo icosaédrico do MAYV, com um didmetro de 65 a 70 nm, é composto por
240 copias da proteina do capsideo (C), encarregada de empacotar o RNA viral. Além disso,
apresenta uma bicamada lipidica originada da célula hospedeira, na qual as glicoproteinas

virais E1 e E2 s&o integradas (Ooi et al.,2015). A figura 3 mostra a estrutura do MAYV.

13



Figura 3: Microscopia eletronica e Estrutura Tridimensional do MAYV.

Figura 3 - Microscopia eletrénica e Estrutura Tridimensional do MAYV

E representado do lado esquerdo a microscopia eletronica do MAYV e do lado direito visdo geral da
superficie do virion e sua sec¢éo transversal, evidenciando a bicamada lipidica. (Fonte: Hotez e Murray,
2017).

1.2.3 Ciclo de Multiplicacéo

O processo de multiplicacdo dos alfavirus tem inicio com a penetracdo na célula
hospedeira por meio de endocitose, sendo esse processo mediado por clatrina (Carvalho et al.,
2017; Marsh E Helenius, 2006). Ja dentro dos endossomos, a diminuicdo do pH, ou seja, o
ambiente de carater 4cido, promove a dissociacéo e liberagdo do material genético viral (RNA
gendmico) no citoplasma da célula (Lescar et al., 2001). Em seguida, ocorre a tradugéo desse
RNA gendmico e a sintese de proteinas ndo estruturais. Essas proteinas entdo formam um
complexo de replicacdo, desempenhando a fungéo de facilitar a sintese do RNA intermediario
de sentido negativo. Esse RNA intermediario age como um molde para a producdo do RNA
subgendmico, do qual serdo traduzidas as proteinas estruturais (Schwartz E Albert, 2010; Lulla
et al.,, 2012). Ap6s a clivagem das proteinas estruturais da poliproteina, a sintese de RNA
intermediario é inativada e este complexo de replicacdo age na transcricao de novas cépias de
RNA genbémico, as quais irdo compor as novas particulas virais, sendo empacotado pelas
proteinas do capsideo (C) (Strauss, 1994). Algumas proteinas estruturais sao processadas,
sendo glicosiladas no reticulo endoplasmatico e Golgi e, logo apés, ha o transporte das
glicoproteinas do envelope (E1-E2) para a membrana plasmatica da célula, as quais irdo se
ligar ao nucleocapsideo para facilitar a unido do capsideo com a membrana plasmatica da
célula hospedeira no momento da aquisicdo do envelope lipidico (Sanz et al., 2003; Garoff,
Sjéberg, Chen, 2004). Por fim, as particulas recém formadas deslocam-se em direcdo a
membrana celular e sdo liberadas por brotamento, adquirindo o envelope lipidico durante esse
processo (Solignat et al., 2009). A Figura 4 representa todo esse processo de multiplicacdo

viral de um alfavirus.
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Figura 4: Ciclo de Multiplicagdo de Alfavirus.
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Figura 4 - Ciclo de Multiplicagéo de um Alfavirus

(1) Ligacdo do virion ao receptor celular; (2) Endocitose mediada por receptor; (3) Acidificacdo do
vacuolo; (4) Fusdo membranar; (5) Desmontagem do nucleocapsideo; (6a) Inicio da traducéo; (6b)
Continuacao da traducéo; (7) Processamento; (8) Complexo de replicagdo atua na transcricdo de um
RNA intermediario de sentido negativo; (9) Transcricdo; (10) Tradugédo; (11) Processamento; (12)
Processamento e maturacéo de glicoproteinas; (13a) Transporte de glicoproteinas processadas para a
membrana plasmatica; (13b) Ativagdo de furina nas espiculas do capsideo viral; (14) Empacotamento
do RNA gendmico; (15) Montagem do nucleocapsideo; (16) Liberacao de uma nova particula viral por
brotamento. (Fonte: Adaptado de MOTA et al., 2015).

Cada uma dessas etapas descritas sdo de extrema importancia em estudos de
pesquisa antiviral, ja que podem ser um alvo para o desenvolvimento de um antiviral e assim

contribuir para o fim da multiplicacdo do virus na célula hospedeira de forma especifica.

1.3 PLANTAS COMO FONTE FITOTERAPICA

A utilizacdo de medicamentos derivados de produtos fitoterapicos, em si, € uma pratica
com raizes milenares na pesquisa cientifica. Inimeras moléculas presentes nesses produtos
demonstram a capacidade de proporcionar beneficios & satde, sendo aplicaveis em diversas
doencas (Federico, Dallio, Loguercio, 2017). A codeina, morfina e aspirina sdo alguns
exemplos de medicamentos que atualmente s&o utilizados e que provém de moléculas isoladas
de fontes naturais (Taranto, 2006; Calland et al., 2012).

Ha uma hipétese que sugere que os metabdlitos secundarios das plantas, em razao de

sua sintese voltada para a prote¢do contra pragas, possam apresentar uma maior propensao
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a serem reconhecidos pelos receptores biolégicos em comparacdo com compostos
sintetizados de forma aleatéria, conforme apontado por Chin et al. (2006). Sendo assim,
diversas pesquisas como Braz (2009), Lani et al. (2015), Ferraz et al. (2021) apresentaram
extratos provenientes de plantas com acéao antiviral em células (in vitro) e em animais (in vivo),
sendo descritos principalmente flavonoides e taninos como componentes do metabolismo
secundario de plantas (Cecilio et al., 2012; Lee et al., 2016). Inclusive, a literatura mostra
diferentes extratos derivados de plantas que apresentaram atividade contra o MAYV, os quais
possuiam flavonoides e taninos (Spindola et al, 2014), como por exemplo a planta Silybum

marianum, ou cardo de leite.

7.1.1 Silybum marianum e silimarina

A Silimarina, um complexo de antioxidantes extraido da planta Silybum marianum
(Figura 5), destaca-se por possuir acdo biolégica principalmente contra doencas hepéticas
crbnicas, cirrose e carcinoma hepatocelular, devido ao seu poder antioxidante, anti-

inflamatorio e antifibrético (Federico, Dallio, Loguercio, 2017).

Figura 5 - Processo da planta ao extrato de Silybum marianum

(A) Silybum marianum, popularmente conhecida como cardo de leite mostrando suas folhas com
nervuras e aparéncia leitosa. (B) A flor, caracterizada por espigas duras e flores tubulares. (C) Flor seca
e (D) sementes de S. marianum. (E) Seu extrato extraido de sementes (flavonolignanas de silimarina).
(Fonte: Adaptado de Mohammadinejad et al., 2013).

A pratica do cultivo de Silybum marianum com propriedades benéficas para a saude
remonta ao periodo do Antigo Egito. A consideravel énfase dedicada a essa planta pelos
egipcios sugere, provavelmente, uma correlagdo com seu potencial impacto na satde humana
(Federico, Dallio, Loguercio, 2017). O principal composto ativo da Silimarina € chamado de
Silibina, e ja foi demonstrado na literatura que se destaca por suas propriedades antioxidantes,

anti-inflamatoéria e hepatoprotetora (Federico, Dallio, Loguercio, 2017).

Entre suas propriedades bioativas, a silimarina demonstrou impactos positivos no

tratamento de diversas condi¢fes, como cancer, diabetes, hepatites, doenca hepética
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gordurosa néo alcodlica, infeccbes pelos virus da hepatite B e C (HBC e HCV), sindrome
metabdlica, depresséo, doencas cardiovasculares e talassemia (Camini E Costa, 2020). Além
disso, outro estudo na literatura jA demonstrou que a silimarina possui atividade antiviral contra
Chikungunya, um alfavirus relacionado ao MAYV (Lani et al., 2015),

Com isso, nosso grupo de pesquisa demonstrou anteriormente que a Silimarina possui
atividade antiviral contra o MAYV, reduzindo a carga viral e que ela consegue restaurar a
homeostase redox nas células infectadas, tanto in vitro como in vivo (camundongos). Dessa
forma, este trabalho avaliou de que forma a silimarina atua no ciclo de multiplicacdo do MAYV
para que ocorra a inibicao viral observada nos estudos anteriores. Os resultados aqui obtidos
irdo reforgcar o potencial efeito antiviral da silimarina na infeccdo pelo MAYV e abrem
perspectivas do seu uso como abordagem farmacologica.

2. JUSTIFICATIVA

As viroses emergentes e reemergentes chamam a atengéo das autoridades sanitarias
em todo o mundo, pois surgem como problemas importantes de Saude Publica, tanto em areas
urbanas quanto em é&reas rurais. Alteracdes no ecossistema e, principalmente, no
comportamento humano podem propiciar a disseminacdo desses virus que, por sua vez,
afetam toda a sociedade. Nesse sentido, as doencas virais transmitidas por vetores artropodes
(arboviroses) estao entre as mais preocupantes, visto que elas apresentam grande capacidade
de disperséo. Dentro do cenario brasileiro atual, uma das preocupag¢fes dos Virologistas € a
emergéncia de viroses ainda nao caracterizadas, para as quais ndo se conhece a patogenia,
tratamento e formas de controle.

Portanto, tendo em vista que a Febre Mayaro é uma arbovirose em potencial
disseminacao, emergente, no qual um dos quadros clinicos é altamente debilitante e pode
persistir por meses e, ainda, que atualmente ndo ha tratamento disponivel ou vacina preventiva,
entdo estudos que visem melhor compreender 0s eventos que contribuem para a patogénese
da Febre Mayaro e as formas de controle e tratamento sdo de extrema importancia. Assim,
como ja haviamos demonstrado o potencial da silimarina em inibir o MAYV de forma seletiva,
tanto em célula como em modelo animal, fez-se necessario iniciar a caracterizacdo dos
mecanismos de acdo antiviral desse fitoterapico. Dessa forma, os dados desse estudo
certamente fornecem maior entendimento da acdo da silimarina, abrindo perspectivas em

relacdo a um possivel uso farmacologico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar os mecanismos de acao antiviral da silimarina contra o MAYV.

3.2 Objetivos Especificos:

3.2.1 Definir uma concentracéo de uso da silimarina para os ensaios.
3.2.2 Investigar a existéncia de atividade virucida da silimarina contra o MAYV.
3.2.3 Avaliar o efeito antiviral da silimarina em diferentes etapas do ciclo de
multiplicacdo do virus:
a) Na adsorcédo/interacdo da particula viral;
b) Na penetragéo do virus;

c) Em periodos precoces e tardios do ciclo de multiplicagé&o do virus.

4. METODOLOGIA

4.1 Células, virus e composto
Para obtencéo do estoque viral (amostras pool trabalho), o MAYV foi propagado em células de
rim de macaco verde africano (Vero) e, posteriormente, titulado pelo método de contagem das
unidades formadoras de placas (UFP). Tais células foram mantidas em estufa a 37°C, 5% de
CO;, com meio DMEM (Meio Minimo de Eagle Modificado por Dulbecco, Cultilab, Brasil)
suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cultilab, Brasil), penicilina/estreptomicina
(200 U/mL, Sigma-Aldrich, EUA) e anfotericina B (2,5 pg/mL, Sigma-Aldrich, EUA). A amostra
de MAYV (Acre27) utilizada neste trabalho foi gentilmente fornecida pelo Professor Dr. Mauricio
Lacerda Nogueira (Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, FAMERP, Sao Paulo), e
foi originalmente isolada de sangue de uma paciente febril e malaria negativo de Acrelandia —
Bacia Amazbnica, Acre, Brasil (cadastro SisGen n°A249753). A silimarina foi obtida
comercialmente da Sigma-Aldrich (EUA) e foi diluida em Dimetilsulféxido (DMSQO) puro, em uma
concentracdo de 25 mg/mL. Apos a diluicdo, o estoque foi armazenado até o momento do uso

em freezer -20°C.

4.2 Avaliagao de Atividade Virucida

Inicialmente foi investigado se a silimarina possui efeito virucida contra o MAYV. Virucida seria
aquele composto capaz de inibir/bloquear o virus antes mesmo do contato com as células,
independentemente dos mecanismos de multiplicacdo viral. Para isso, 100 pL de uma
suspensdo viral contendo 5x10° UFP/mL de MAYV foi incubada com igual volume de meio

DMEM sem SFB e contendo silimarina em uma concentracdo inibitoria, previamente
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determinada a partir da avaliagdo da concentracdo efetiva protetiva para 90% das células
infectadas (CEqo), a qual foi igual a 150 pg/mL. Em paralelo, a mesma quantidade de virus foi
adicionada em meio sem SFB e sem adi¢do de composto, mantida como controle viral. Apos 1
hora de incubagdo em estufa a 37°C, tanto o controle viral como o virus tratado foram diluidos
de 10? a 10° e inoculados em culturas semiconfluentes de células Vero contendo 1x10°
células/poco, implantadas previamente em uma placa de 6 pocos, para titulagdo viral pelo
método de placas de Dulbecco (Dulbecco, 1952). Posteriormente & etapa de adsorgcdo, com
agitacdo a cada 10 minutos por 1 hora, o inéculo foi removido, os pog¢os lavados com PBS 1x e
adicionado 3 mL/poc¢o de meio 199 semissolido acrescido de 1,25% CMC e 1,5% SFB, seguido
por nova incubacéo a 37°C em estufa com atmosfera umidificada e 5% de CO,. Apés 48 horas,
0 meio sera despejado e as células fixadas em solugéo formol 10% por 30 minutos. Por fim, a
monocamada foi corada com solucéo de cristal violeta 1% por 15 minutos e os pocos lavados
com agua para remocao do excesso de cristal violeta (Adaptado de Pujol et al., 2012).

4.3 Avaliagao de atividade antiviral na Etapa de Adsorgao

Neste experimento, a silimarina foi avaliada se seria capaz de impedir a ligacdo do MAYV as
células-alvo, ou seja, se apresenta alguma interagdo com receptores celulares responsaveis
pela entrada do MAYV, o que poderia bloquear a infecgdo viral nesta etapa. Para a realizagéo
do ensaio, uma placa de 12 pocos foi confeccionada com a contagem de 5x10° células/poco 24
horas antes, para que a monocamada apresentasse 90% de confluéncia no momento do ensaio.
Antes de se iniciar o ensaio, a placa contendo as células foi refrigerada a 4°C por 15 minutos.
Entdo, as células foram infectadas com MAYV (moi 1) na presenca de silimarina em uma
concentracdo de 150 ug/mL, enquanto nenhum inibidor foi adicionado as células usadas como
controle viral. A placa foi nhovamente incubada a 4°C por 1 hora. Em seguida, o composto e
indculo foram removidos e as monocamadas celulares lavadas com PBS 1x. ApGs a lavagem,
em cada poco foi adicionado 1 mL de meio DMEM 5% SFB fresco. A placa foi incubada em
estufa a 37°C e 5% de CO; por 24 horas, quando foi entdo coletado o sobrenadante dos pocos
para posterior quantificacao viral por titulacdo pelo método de placas de Dulbecco. A revelacéo

foi feita ap6s 48 horas pela mesma técnica descrita no item 4.2 (Adaptado de Pujol et al., 2012).

4.4 Avaliagéo de atividade antiviral na etapa de penetragéo

Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar se a silimarina apresentava interacdo no
momento da penetracdo viral, ap6s a adsor¢cdo, ou seja, se seria capaz de bloquear acdes
enzimaticas de componentes da membrana importantes na entrada do virus na célula. Da

mesma forma que a etapa anterior, para a realizacao do ensaio, foi confeccionada previamente
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uma placa de 12 pocos com 5x10° células/poco, para que a monocamada apresentasse 90%
de confluéncia no momento do ensaio. Para avaliar a atividade da silimarina nesta etapa, as
células Vero foram infectadas com 150 uL da suspensdo de MAYV (moi 1) sem nenhum
tratamento prévio e incubadas a 4°C por 1 hora, para que ocorresse somente a adsorcao e ndo
a penetracao viral, uma vez que esta sé ocorre com participacdo das enzimas ativas a 37°C.
Em seguida, o inéculo viral foi removido, as células lavadas com PBS 1x e adicionada silimarina
em uma concentracdo de 150 pug/mL, sendo as culturas incubadas a 37°C. Apenas 0S pocos
correspondentes ao controle celular e viral ndo tiveram as células tratadas. Ap6s 1 hora, as
células foram lavadas com tampé&o citrato pH 3.0, de modo que inativasse qualquer virus que
tenha apenas adsorvido e ndo penetrado, garantindo que caso 0 composto atuasse na
penetracao viral, ndo haveria possibilidade de qualquer virus entrar na célula apés a remocéao
do composto antiviral. Apés 3 minutos foi realizado a retirada do tampé&o, a cultura celular foi
lavada com PBS 1x e foi adicionado 1 mL de meio DMEM 5% SFB fresco. A placa foi incubada
novamente em estufa a 37°C e 5% de CO; por 24 horas, quando entdo foi coletado o
sobrenadante de cada pogo para posterior quantificacdo viral por titulacdo pelo método de
placas de Dulbecco. A revelacao foi feita apds 48 horas pela mesma técnica descrita no item
4.2 (Adaptado de Pujol et al., 2012).

4.5 Avaliagado da atividade antiviral em etapas precoces e tardias do ciclo de

multiplicagdo do virus

Nesta abordagem, a silimarina foi adicionada em diferentes momentos apds a infecgéo viral, em
uma concentracdo de 150 pug/mL. O objetivo foi avaliar a agdo da silimarina em momentos
precoces e tardios do ciclo de multiplicacdo do MAYV. Para isso, 5x10* células foram
implantadas por po¢co em uma placa de 96 pogos, sendo empregadas 9 condic¢des diferentes, e
em triplicatas. As condi¢des avaliadas foram:

i) células ndo tratadas e nao infectadas (controle celular),

ii) células ndo tratadas e infectadas (controle viral),

i) células infectadas e tratadas -2, 0, 1, 3, 6, 12 e 24 horas poés-infeccao (hpi).

Assim como nos demais ensaios, a infeccdo foi realizada utilizando-se moi de 1, sem
nenhum pré-tratamento. A placa foi incubada em estufa a 37°C e atmosfera de 5% CO_ por 48
horas. Em seguida, uma aliquota do sobrenadante em cada condig&o foi coletada para posterior
quantificagdo da producéo viral por titulacdo pelo método de placas de Dulbecco. A revelacéo

foi feita apGs 48 horas pela mesma técnica descrita no item 4.2 (Ferraz et al., 2024).
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4.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 9.0, para a maioria das andlises,
em que havia somente dois grupos, o teste t-Student (p < 0,05) foi utilizado. Ja para analises
com mais grupos foi utilizado o teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey e nivel de

confianca de 95% (p < 0,05). Os resultados apresentados representam a Média + SD de cada

grupo.
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5. RESULTADOS

5.1 Estoque Viral

O MAYYV foi multiplicado em células Vero em razéo da susceptibilidade e permissividade do virus
nesse tipo celular. Apés a titulagéo, o titulo viral do estoque que foi utilizado nos experimentos
foi de 1,3x107 UFP/mL, bem similar a outros experimentos descritos na literatura (Oliveira, 2008;

Ferraz, 2018)
5.2 Determinacdo da concentracédo de uso da silimarina

Inicialmente foi realizado um experimento para determinar qual seria a concentracéo de uso da
silimarina nos ensaios de mecanismo de ac¢do, uma vez que em estudos anteriores do grupo,
a atividade antiviral global da silimarina havia sido determinada com foco na viabilidade celular,
ou seja, na protecao das células em relacao a infec¢ao viral. Contudo, a carga viral do MAYV
apés o tratamento com a silimarina ainda ndo havia sido avaliada. Dessa forma, o
sobrenadante de células infectadas com MAYYV e tratadas com silimarina foi quantificado e os

resultados sao mostrados na Figura 6.

Figura 6: Determinacédo da concentracdo de uso da silimarina para os ensaios de mecanismo de
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Figura 6 - Determinagdo da concentragdo de uso da silimarina para os ensaios de mecanismo de agdo

A coluna em preto indica o controle viral, no qual as células foram infectadas por MAYV sem nenhum
tratamento. Ja as colunas brancas apresentam os resultados em que as células foram infectadas por
MAYYV e tratadas com silimarina nas concentra¢des de 75 pg/mL e 37,5 ug/mL. ND: ndo detectado.

Como pode-se observar, todas as trés concentragdes de silimarina avaliadas

reduziram a carga viral quando comparado ao controle viral (sem tratamento), contudo
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somente a concentragdo de 150 ug/mL foi capaz de reduzir 100% da carga viral do MAYV, uma
inibicdo de 7 unidades logaritmicas. Dessa forma, 0s ensaios seguintes para caracterizacao do
mecanismo de acgdo antiviral da silimarina contra o MAYV foram realizados utilizando a

concentracao de 150 pug/mL.

5.3. Andlise da atividade antiviral na Etapa Virucida

A andlise dos mecanismos de acado da atividade antiviral do fitoterapico silimarina se iniciou
pela avaliacdo da atividade virucida. Esse experimento avaliou se a silimarina seria capaz de
inibir ou bloquear a particula viral antes mesmo de entrar em contato com as células. O

resultado obtido é apresentado na Figura 7.

Figura 7: Silimarina ndo apresenta atividade Virucida contrao MAYV.
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Figura 7 - Silimarina ndo apresenta atividade Virucida contra o MAYV.

A coluna em preto indica o controle viral, no qual as células foram infectadas por MAYV sem nenhum
tratamento. Ja a coluna branca apresenta os resultados em que as células foram infectadas por MAYV e
tratadas com 150 pg/mL de silimarina. Os resultados representam a média + SD de trés experimentos
independentes, ndo apresentando diferenca estatistica (Teste-t Student, p<0,05).

O resultado mostrou que a silimarina ndo possui atividade virucida significativa contra o
MAYYV. Os valores da quantificacdo viral apresentaram uma variacdo muito baixa quando
comparado ao grupo sem tratamento (MAYV) e com tratamento (MAYV+SIL), enquanto o
controle viral apresentou uma média de 3,6x10° UFP/mL, o tratado com silimarina mostrou uma
carga viral igual a 2,2x10° UFP/mL, sem diferenca estatistica. Assim, esses dados sugerem
gue a atividade antiviral da silimarina se situa em alguma etapa do ciclo de multiplicacéo viral,

e que ela ndo é capaz de inibir/bloquear a particula viral do MAYV com eficacia.
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5.4. Andlise da atividade da etapa de adsorcdo.

Em seguida, iniciando a avaliacdo do mecanismo de acéo no ciclo viral, foi analisada a etapa
de adsorcéo. A adsorcao é a primeira etapa no ciclo de multiplicacéo viral. Nesse experimento
foi observado se a silimarina seria capaz de impedir a ligacdo do MAYV nas células,

impossibilitando a infec¢do. O resultado obtido é apresentado na Figura 8.

Figura 8: Silimarina ndo apresenta atividade na etapa de adsorcao contrao MAYV.
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Figura 8 - Silimarina ndo apresenta atividade na etapa de adsorg¢éo contra o MAYV.

A coluna em preto indica o controle viral, no qual as células foram infectadas por MAYV sem nenhum
tratamento. Ja a coluna branca apresenta os resultados em que as células foram infectadas por MAYV e
tratadas com 150 ug/mL de silimarina. Os resultados representam a média + SD de trés experimentos
independentes, ndo apresentando diferenca estatistica (Teste-t Student, p<0,05).

A partir da analise dos resultados é possivel perceber que a silimarina também nao
apresentou atividade antiviral significativa contra o MAYV na adsorcao, ou seja, o fitoterapico
nao foi capaz de impedir a ligacdo do virus nos receptores celulares, de forma que resultasse
em uma inibicdo da infeccdo de forma significativa. Enquanto o controle viral apresentou um
valor médio de 4,06x10° UFP/mL, o tratado foi de 2,11x10° UFP/mL.

5.5. Anédlise da atividade antiviral na etapa de penetracéo.
Nesta etapa foi avaliado se a silimarina apresentava interagdo no momento da penetragéo viral,
logo apds a adsorcdo, ou seja, se seria capaz de bloquear acdes enzimaticas de componentes

da membrana importantes para entrada do virus na célula. O resultado obtido é apresentado

na Figura 9.
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Figura 9: Silimarina ndo apresenta atividade na etapa de penetracédo contra o MAYV.
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Figura 9 - Silimarina ndo apresenta atividade na etapa de penetragdo contra o MAYV.

A coluna em preto indica o controle viral, no qual as células foram infectadas por MAYV sem nenhum
tratamento. Ja a coluna branca apresenta os resultados em que as células foram infectadas por MAYV
e tratadas com 150 pg/mL de silimarina. Os resultados representam a média + SD de trés experimentos
independentes, ndo apresentando diferenca estatistica (Teste-t Student, p<0,05).

Assim como na etapa anterior, o tratamento com a silimarina também nao resultou em
uma reducdo significativa em relagédo ao controle viral. A média da quantificacdo da carga viral
no controle viral foi de 2,7x10” UFP/mL, enquanto a média observada no grupo tratado foi de

1,4x10" UFP/mL, uma reducdo menor que uma unidade logaritmica.

5.6. Andlisede atividade antiviral em etapas precoces e tardias do ciclo de multiplicag&o

do virus.

No ultimo experimento realizado, a silimarina foi adicionada em diferentes momentos apdés a
infeccdo viral, sendo também utilizada uma concentragcdo de 150 pg/mL, com o intuito de
investigar o impacto do fitoterdpico nos estagios iniciais e tardios do ciclo de multiplicacdo do

MAYV. O resultado obtido é apresentado na Figura 10.
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Figura 10: Silimarina apresenta atividade antiviral em estagios iniciais e tardios do ciclo de
multiplicacdo do MAYV.
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Figura 10 - Silimarina apresenta atividade antiviral contra o MAYV na etapa pds-infecgdo.

A coluna em preto indica o controle viral, no qual as células foram infectadas por MAYV sem nenhum
tratamento. Ja as colunas brancas apresentam os resultados em que as células foram infectadas por
MAYV e tratadas com 150 pg/mL de Silimarina, em cada tempo pdés-infecgdo. Os resultados representam
a média + SD de trés experimentos independentes, em que *’ e representam diferenga estatistica
em relagdo ao controle viral com p<0,05 e p<0,001, respectivamente (ANOVA, p<0,05). ND: ndo
detectado.
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Ao analisar os resultados do tratamento ap0s a infecgédo das células pelo MAYV, pode-
se constatar que a silimarina conseguiu reduzir a carga viral de forma significativa em todos os
tempos poés-infeccao avaliados no estudo. Em -2h (pré-tratamento) e Oh (infecg&o e tratamento
simultaneos), o tratamento com silimarina resultou em uma reducéo de 100% da carga viral,
no qual nenhuma placa de lise viral foi detectada. Esse resultado era esperado e confirmou o
observado no ensaio preliminar, em que a concentragcdo de 150 pg/mL foi capaz de reduzir
100% da carga viral quando o tratamento foi realizado concomitante a infecgéo (figura 6). Em
1 e 3 hpi, apesar da reducéo nédo ter sido completa, uma reducédo significativa foi observada,
sendo em torno de 3 logs, obtendo-se 99,99% de redug&o em ambas as condigdes. A partir de
6 hpi, o tratamento com a silimarina resultou em uma reducéo de carga viral um pouco menor,
porém ainda assim reduzindo mais de 2 logs, no qual a média do titulo viral foi de 9,0x103
UFP/mL, uma inibicdo de 99,82% quando comparado ao controle viral. Quando o tratamento
foi iniciado em momentos tardios da infeccdo, como 12 e 24 hpi, a silimarina continuou
reduzindo a carga viral de forma significativa, contudo em uma poténcia menor. A quantificagéo
viral do tratamento em 12 hpi mostrou uma média de 3,9x10* UFP/mL e, em 24 hpi, de 7,5x10°
UFP/mL, que quando comparado ao controle viral (5,1x10%° UFP/mL) reduziu em torno de

99,22% e 85%, respectivamente.
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6. DISCUSSAO

O fitoterapico silimarina vem sendo muito estudado nos Ultimos anos e possui acao
antioxidante, hepatoprotetora e anti-inflamatéria bem descritas na literatura (Federico, Dallio,
Loguercio, 2017). Seu potencial antiviral também ja foi explorado, sendo relatado acéo contra
diferentes virus, como Chikungunya (Lani et al., 2015), Zika (da Silva et al., 2020), Dengue
(Low et al., 2021), Enterovirus-71 (Lalani et al., 2020), Influenza A (Song e Choi, 2011) e
Hepatite C (Wagoner et al., 2010).

Devido a semelhanca entre o CHIKV e MAYV, e com base nos resultados obtidos por
Lani e colaboradores (2015), nosso grupo de pesquisa foi instigado a considerar se a silimarina
também teria agdo contra o MAYV. Com isso, um estudo conduzido pelo nosso grupo em 2018,
constatou que o tratamento com a silimarina de células HepG2 infectadas pelo MAYV
apresentou atividade antiviral, além de reverter danos oxidativos provocados pelo virus. Neste
estudo, a concentracdo de silimarina necessaria para proteger 50% das células da infecgéo por
MAYYV (CEso) foi de 3,58 ng/mL, concentracdo essa bem abaixo da citotdxica, resultando em um
indice de seletividade (IS) de 29,6 (Camini et al., 2018). Como compostos que apresentam IS
maiores que 10 sdo descritos como promissores e seguros para serem testados em modelo
animal, com possibilidade de auséncia de toxicidade, nosso grupo continuou os estudos com
MAYYV e silimarina. Demonstramos que atividade antiviral observada in vitro se confirmou
também in vivo, no qual o tratamento com silimarina reduziu significativamente a carga viral em
orgdos afetados, como baco, figado e patas (Ferraz et al., 2021). Dessa forma, os resultados
do presente trabalho vem para complementar os dados do grupo sobre acdo antiviral da
silimarina contra o MAYV.

No trabalho realizado por Lani e colaboradores (2015), a silimarina foi avaliada contra
CHIKV, explorando também os mecanismos de acdo antiviral. O CHIKV, assim como MAYV,
pertence ao género Alphavirus, apresentando semelhancas significativas entre eles,
especialmente em relacdo ao quadro clinico e ao ciclo de multiplicagéo (Calisher, 1994; Vieira
et al., 2015). Nesse contexto, os autores observaram que a silimarina inibe o CHIKV durante
0s estagios iniciais do ciclo de multiplicacdo, imediatamente apés a entrada do virus na célula,
de forma anéaloga ao que foi observado para o MAYV. Contra o CHIKYV, a silimarina demonstrou
eficacia na inibicdo do virus desde o inicio do tratamento até as primeiras horas pés-infeccao
(6h), sendo observada uma reducdo de 100% da carga viral quando o tratamento se iniciou 2
hpi, em uma concentracéo de 100 ug/mL. Contudo, em 8 hpi, o tratamento com a silimarina ndo
apresentou mais diferenca significativa quando comparado ao controle viral, diferentemente do
gue foi observado para o MAYV, em que mesmo o tratamento iniciando 24 hpi mostrou uma
reducdo significativa da carga viral. Para o MAYV, mesmo ndo observando uma reducéo

completa nas primeiras horas pés-infec¢ao, a reducéo da carga viral
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no intervalo de 1 a 6 hpi foi superior a 99%. Além disso, da mesma forma que o
observado para o MAYV, o estudo de Lani e colaboradores (2015) também nao identificou
atividade antiviral da silimarina em outras etapas da multiplicacdo viral, como adsorcao,
penetracao e atividade virucida.

Além da atividade antiviral contra o CHIKV, a silimarina também ja demonstrou atividade
contra outras arboviroses, como Dengue (Low et al., 2021) e Zika (da Silva ett al., 2020).
Inclusive, os estudos com o virus Zika (ZIKV) foram desenvolvidos pelo nosso grupo, no qual a
silimarina, ao contrario do que foi observado para o MAYV, demonstrou uma inibicao de 93,8%
da carga viral na atividade virucida, de 98,4% e 97% nas etapas de adsorcéo e penetracao,
respectivamente. Quando o tratamento foi realizado na concentragdo de 100 pg/mL apds
a infecgéo, observou-se uma reducéo significativa em todos os tempos analisados, sendo que
no intervalo de 0 a 6 hpi a redugéo na carga viral foi de apenas 1 log, em torno de 90% de
reducdo (da Silva et al., 2020). Quando comparado aos resultados encontrados para o MAYV,
no intervalo de 0 a 6 hpi a reducgédo foi superior a 99,99%. Ainda, no pré-tratamento com a
silimarina (tempo de -2h), para o ZIKV foi observado uma reducéo de 2 logs, enquanto para o
MAYYV observamos uma reducdo completa de carga viral, de 6 logs.

No estudo em que foi avaliada a atividade da silimarina em relagéo ao virus da dengue,
guando analisado principalmente o sorotipo 3 (DENV-3), a atividade virucida foi o principal
mecanismo de acdo da silimarina, apresentando um IS de 10,87. A silimarina conseguiu reduzir
95,13% dos focos virais a uma concentracdo de 200 pg/mL. No entanto, ela n&o inibiu 100% do
virus em nenhuma concentracao testada, assim como mostrado para o ZIKV (Low et al., 2021).

Assim como ZIKV e DENV, o virus da hepatite C (HCV) também é pertencente a familia
Flaviviridae. E ao ser avaliada a acdo da silimarina contra HCV, ela também apresentou inibi¢cao
no ciclo de multiplicacédo do virus, destacando a atividade antiviral na etapa de penetracéo e
durante replicacdo do RNA (Polyaka et al., 2010, Wagoner et al., 2010). Apesar de nao ter sido
observada atividade na etapa de penetracdo contra o MAYV, a replicacdo do RNA pode ser
uma etapa que também esteja sendo afetada pela silimarina durante a infeccao pelo MAYV, uma
vez que se observou uma reducdéo significativa da carga viral mesmo quando o tratamento foi
iniciado 24 hpi.

Em um estudo realizado por Lalani e colaboradores (2020), a silimarina foi testada contra
o Enterovirus 71, mais conhecido como virus da doenca mao-pé-boca, uma sindrome que
ocasiona febre em criancas. Apesar de ndo ser um arbovirus e possuir um ciclo de multiplicagéo
diferente do MAYV, o estudo também demonstrou que a silimarina foi eficaz contra este virus.
Porém, diferente do que foi demonstrado para o MAYYV, a silimarina mostrou uma significativa
atividade virucida e na etapa adsor¢ao, impedindo a ligagéo do virus a célula, e ndo apresentou
inibicdo quando o tratamento foi iniciado na pés-infeccdo. E j& em um estudo contra o virus

influenza A, a silimarina apresentou atividade antiviral inibindo apenas a sintese de RNA viral
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(Song,Choi,2011).

Dessa forma, de acordo com a literatura estudada, € possivel constatar que a silimarina
possui efeito antiviral contra diversas arboviroses e outros virus, sendo muitas vezes em etapas
diferentes da pos-infeccdo. A descoberta de uma reducao nessa etapa do ciclo de multiplicacédo
€ de grande relevéancia para pesquisas futuras, pois indica que provavelmente a silimarina esta
impedindo a formacéo de novas particulas de MAYYV, agindo no processo de desnudamento,
replicacao do genoma, morfogénese ou mesmo no brotamento da particula viral. Porém, ainda
serdo necessarios mais estudos para concluir a caracterizacdo deste mecanismo de acao,
incluindo a avaliagdo da reducéo do RNA gendmico apos o tratamento a fim de avaliar se esta
ocorrendo uma reducao da expressao de proteinas virais, bem como a realizacédo de analises

por microscopia eletronica.

7. CONCLUSAO

Esse trabalho foi importante para uma maior compreenséo da atividade antiviral apresentada
pela silimarina contra 0 MAYV, evidenciando a principal etapa do ciclo de multiplicacdo viral
em que esse fitoterapico tem acdo. Foi mostrado que a potente atividade anti-MAYV da
silimarina se deve a inibicdo de estagios subsequentes a entrada do virus na célula, uma vez
gue os resultados mostraram auséncia de atividade virucida, na etapa de adsorgcédo e
penetracdo, mas uma diferenca significativa mesmo quando o tratamento com a silimarina foi
iniciado 24 hpi. Assim, este trabalho avanca no estudo sobre a acdo anti-MAYV da silimarina,
contribuindo para o desenvolvimento de uma possivel abordagem farmacol6gica contra a

Febre Mayaro, que até entdo ndo possui um tratamento especifico.
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