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RESUMO

Este trabalho investiga o efeito do fulerol na redugdo do estresse oxidativo em
células infectadas pelo virus da dengue. A dengue € uma doenga séria causada pelo
Orthoflavivirus denguei, que pertence a familia Flaviviridae e ¢é transmitida
principalmente pela picada de mosquitos do género Aedes. As células humanas tém
mecanismos naturais para combater antigenos em infec¢des virais, € um aumento
nas espécies reativas de oxigénio (EROs) dentro das células pode atuar como uma
defesa. Por meio de experimentos realizados em laboratério, € possivel observar o
aumento das EROS e relaciona-lo a infeccéo viral. Para manter a homeostase das
reacdes de oxirredugao (redox), as células produzem enzimas antioxidantes, como a
superoéxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT), que ajudam a neutralizar o excesso
de EROs e prevenir o estresse oxidativo. Quando a quantidade de espécies reativas
aumenta e nao é controlada por esse sistema de defesa, ocorre um desequilibrio na
homeostase celular, resultando em danos as macromoléculas, como a peroxidagao
de lipidios e a carbonilagdo de proteinas, além de potenciais lesdbes ao material
genético. Nesse contexto, € essencial entender como as EROs sao produzidas em
células infectadas e como a célula responde com mecanismos antioxidantes, pois
isso pode esclarecer a importancia dessa resposta na replicagao viral e auxiliar no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. O fulerol, um antioxidante
organico, tem a capacidade de capturar as EROs geradas pela infecgdo. Trata-se de
moléculas esféricas de carbono ligadas a grupos hidroxila, que facilitam a interagéo
com radicais livres nas células. Resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa
sugerem que o fulerol pode ajudar a restaurar o equilibrio redox e a reduzir a
replicacao viral. Portanto, neste estudo, avaliamos a producdo de EROs e a
atividade de enzimas antioxidantes em células infectadas com Orthoflavivirus
denguei (DENV), além de investigar os efeitos do fulerol nesse cenario, com o

objetivo de confirmar e expandir os resultados ja obtidos.

Palavras chaves: Orthoflavivirus denguei, estresse oxidativo; fulerol; antioxidante;

danos a biomoléculas.



ABSTRACT

This study investigates the effect of fulerol on the reduction of oxidative stress in cells
infected with the dengue virus. Dengue is a serious disease caused by the
Orthoflavivirus denguei, which belongs to the Flaviviridae family and is primarily
transmitted through the bite of Aedes mosquitoes. Human cells have natural
mechanisms to combat antigens in viral infections, and an increase in reactive
oxygen species (ROS) within the cells can act as a defense. Through laboratory
experiments, it is possible to observe the increase of ROS and relate it to viral
infection. To maintain the homeostasis of oxidation-reduction (redox) reactions, cells
produce antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT), which help neutralize excess ROS and prevent oxidative stress. When the
amount of reactive species increases and is not controlled by this defense system,
an imbalance in cellular homeostasis occurs, resulting in damage to
macromolecules, such as lipid peroxidation and protein carbonylation, as well as
potential injuries to genetic material. In this context, it is essential to understand how
ROS are produced in infected cells and how the cell responds with antioxidant
mechanisms, as this can clarify the importance of this response in viral replication
and assist in the development of new therapeutic approaches. Fulerol, an organic
antioxidant, has the ability to capture the ROS generated by the infection. It consists
of spherical carbon molecules linked to hydroxyl groups, which facilitate interaction
with free radicals in the cells. Preliminary results from our research group suggest
that fulerol may help restore redox balance and reduce viral replication. Therefore, in
this study, we evaluated the production of ROS and the activity of antioxidant
enzymes in infected cells with Orthoflavivirus denguei (DENV), as well as
investigated the effects of fulerol in this context, with the aim of confirming and

expanding the previously obtained results.

Keywords: Orthoflavivirus denguei; oxidative stress; fulerol; antioxidant; biomolecule

damage.
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1 INTRODUGAO

A dengue é uma doenga viral de carater tropical transmitida principalmente
pelo mosquito Aedes aegypti. O virus causador da dengue, Orthoflavivirus denguei
(DENV), pertence a familia Flaviviridae e apresenta quatro sorotipos geneticamente
distintos (DENV-1 a DENV-4). Ressalta-se que a imunizagdo contra um sorotipo
especifico ndo confere protecao eficaz contra os demais sorotipos (Ross, 2010).

Paises tropicais e subtropicais sdo os mais afetados por essa doenca,
atingindo populagbes que representam mais da metade da populagdo global,
conforme ilustrado na Figura 1, que apresenta a distribuicdo epidemiolégica dos
casos de dengue no Brasil e no mundo em um intervalo de quatro meses de 2024
(Mcmenamin, 2024). Uma das formas pelas quais o virus da dengue prejudica o
hospedeiro humano é pela indugcdo de estresse oxidativo em células infectadas,
decorrente do desequilibrio entre a capacidade antioxidante celular e a produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Communication et al., 2010).

Nesse contexto, nanocompostos derivados do carbono, em especial o fulerol,
demonstram acao antioxidante promissora e vém sendo estudados na mensuracao
do estresse oxidativo em células infectadas por arbovirus (Pereira, 2020). Dessa
forma, torna-se relevante o desenvolvimento de ferramentas que minimizem os

danos causados pela infeccéo e contribuam para o tratamento da doenca.

Figura 1 - Mapa da distribuigdo epidemiolégica da Dengue no mundo. Casos

de janeiro a abril de 2024 que foram notificados a Organizacdo Mundial da Saude.

FF s o -

’
=% World Health
% %7 Organization

Fonte: Dengue - Situagao Global, Organizacdo Mundial da Saude
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1.1 Arbovirus

Os Arthropod-borne viruses, também conhecidos como arbovirus, constituem
um grupo de virus caracterizados por possuirem ciclo de replicagdo em insetos
hematofagos, podendo ser transmitidos a seres humanos ou outros vertebrados por
meio da picada do mosquito (Shope; Meegan, 1997). O International Catalogue of
Arboviruses Including Certain Other Viruses of Vertebrates é um catalogo
internacional destinado ao registro de virus transmitidos por artropodes. Esse grupo
compreende mais de 500 membros, dos quais 140 causam doencas em humanos
(CDC, 2020).

As arboviroses tém adquirido crescente relevancia no contexto das mudancgas
climaticas e do desmatamento, especialmente em regides tropicais. Com o avango
das migragdes populacionais, intensifica-se a ocupacgdo desordenada de areas
urbanas, favorecendo a precarizagao dos sistemas sanitarios e contribuindo para a
transmissao viral e a disseminagao da doenga. No ambito clinico, as manifestagbes
em humanos podem variar desde doenga febril (DF) inespecifica até formas graves,
como sindromes neurolégicas (SN) e hemorragicas. Na DF, os sintomas geralmente
incluem febre, cefaleia, dor retroorbital e mialgia, assemelhando-se aos da influenza.
Ja a SN pode manifestar-se como meningite, paralisia, convulsdes e disturbios de
coordenacao (Lopes et al., 2014).

A transmissdo das arboviroses ocorre por meio de vetores hematéfagos,
como mosquitos e carrapatos, que entram em contato com o sangue de um
hospedeiro infectado. A partir desse contato, o virus inicia seu ciclo de replicacdo no
organismo do vetor, culminando na infec¢cado das células das glandulas salivares do
inseto. Assim, ao alimentar-se novamente, o vetor transmite o virus a um novo
hospedeiro por meio da saliva, que penetra na corrente sanguinea durante a picada.
As vias de transmissdo variam conforme o tipo de arbovirus e o vetor envolvido,
podendo ocorrer também de forma vertical. No organismo do hospedeiro vertebrado,
o virus replica-se e amplifica sua populagdo, aumentando a probabilidade de novas
transmissdes ao entrar em contato com novos vetores. Esse ciclo mantém-se a
medida que novos hospedeiros vertebrados sao infectados e contactam vetores

hematofagos, propagando a doenga. Dessa forma, ocorre a disseminagao
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geografica do virus, possibilitando sua manutengdo e propagagcdo na natureza
(Kramer; Ciota, 2015).

As primeiras ocorréncias do DENV foram registradas no século XVII, em
paises africanos e asiaticos. A expans&o geografica, associada ao crescimento
urbano, levou a intensificagdo das epidemias de dengue (Lopes et al., 2014). As
principais familias virais que compdem o grupo dos arbovirus incluem: Flaviviridae,
género Orthoflavivirus, que abrange agentes como os da febre amarela, dengue,
zika e encefalite japonesa; Togaviridae, género Alphavirus, que compreende 0s virus
Alphavirus mayaro e Alphavirus chikungunya; e Peribunyaviridae, género
Orthobunyavirus, ao qual pertence o virus Orthobunyavirus oropoucheense (Shope;
Meegan, 1997). No presente estudo, sera realizada uma anadlise sobre o

Orthoflavivirus denguei, da familia Flaviviridae.

1.2 Familia Flaviviridae e Género Orthoflavivirus

A familia Flaviviridae é composta por quatro géneros: Pestivirus, Hepacivirus,
Pegivirus e Orthoflavivirus. Este ultimo inclui cerca de 40 espécies de arbovirus,
capazes de causar doengas graves e de importancia médica, como encefalites e
febres hemorragicas. Dentre eles, destacam-se o Orthoflavivirus denguei (dengue),
Orthoflavivirus zikaense (zika) e Orthoflavivirus flavi (febre amarela), entre outros
(Lopes et al., 2014; Simmonds et al., 2017).

A particula viral dos flavivirus possui de 40 a 60 nm de diametro e apresenta
duas formas estruturais distintas de virion: imatura e madura. A particula madura é
composta por um capsideo proteico (C) com simetria icosaédrica, envolto por um
envelope lipidico, onde estdo ancoradas as proteinas de membrana (M) e as
espiculas glicoproteicas (E). Os virions imaturos apresentam a proteina precursora
prM, que é clivada proteoliticamente durante o processo de maturagdo. Seu genoma
consiste em um RNA de fita simples positiva, que codifica trés proteinas estruturais
(C, M e E) e sete proteinas n&o estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5), as quais desempenham fung¢des reguladoras na expressao génica, viruléncia
e patogenicidade viral, conforme ilustrado na Figura 2 (Lopes et al., 2014).

A proteina E € a principal responsavel pela interagdo do virus com as células
hospedeiras e € essencial para a entrada viral. Apés a adsorcdo, o virus é

internalizado por endocitose, e a acidificacdo do endossomo promove a redug¢ao do



12

pH, induzindo uma mudancga conformacional na proteina E. Essa alteragao facilita a
fusdo entre a membrana celular e o envelope viral, permitindo a liberagdao do
capsideo e do RNA gendmico no citoplasma (Roy; Bhattacharjee, 2021).

A replicacao dos flavivirus ocorre no citoplasma. Inicialmente, o RNA viral de
fita positiva € traduzido em uma poliproteina, que sera subsequentemente clivada
em proteinas estruturais e nao estruturais, sendo processada na membrana do
reticulo endoplasmatico (RE). As proteinas do capsideo viral sdo traduzidas no
citosol, enquanto as proteinas E e prM sé&o sintetizadas no RE, onde ocorre a
montagem dos virions imaturos contendo o RNA gendémico associado as proteinas
prM e E. As particulas montadas séo transportadas para o complexo de Golgi, onde
ocorre a clivagem da prM e a maturagao do virion, processo estimulado pelo declinio
do pH. Subsequentemente, os virions maduros sao liberados por exocitose no meio

extracelular (Roy; Bhattacharjee, 2021).

Figura 2 — Representagcdo esquematica do virion, regido codificante e ciclo
reprodutivo. llustracdo das diferengas entre virion maduro e imaturo (a),
demonstracdo das regides codificadoras do RNA viral (b) e elucidagdo do ciclo

reprodutivo do virus no interior do citoplasma (c).

o,

‘\ r':
E protein dimer

CprM E NS
E ) >3
Mucleo capsid Lipid ) Structural MNon-structural
(C protein)  membrane ORF
o Mature virion

Release =x
Attachment -

P s N

] v
e

Receptor-mediated \
‘endocytosis s H+

Protealytic

Endosome TGN \cleavage of prM

H+

Fusion / "?.h‘ RMNA replication =
PHEE / o FN==N R0 Goul
= _ Assembly

Uncoating - ¢ I» /budding

Polyprotein synthesis ER
g_nd processing -

Immature virion

Fonte: PFCONA - Flavivirus



13

1.2.1 Orthoflavivirus denguei

O virus da dengue (DENV) apresenta quatro sorotipos distintos (DENV-1 a
DENV-4), sendo o DENV-2 o de maior relevancia epidemiolégica em escala global.
Sua transmissao ocorre primariamente por meio do vetor Aedes aegypti e pode
infectar individuos de todas as faixas etarias, desde recém-nascidos até idosos. A
manifestacdo sintomatica varia desde quadros inespecificos, como cefaleia e febre,
até formas hemorragicas graves, podendo evoluir para ébito em casos extremos
(Lopes et al., 2014).

No ciclo de transmiss&o, apos a inoculagao viral pela picada do mosquito, as
primeiras células infectadas sao as células dendriticas, que disseminam o virus para
macrofagos, mondcitos e linfécitos mediante migracéo para linfonodos. Entre trés e
cinco dias pos-infecgao, instala-se a fase febril aguda, periodo em que as particulas
virais atingem a corrente sanguinea e desencadeiam a resposta imunoldgica aguda.
Uma vez hematogénico, o virus pode disseminar-se para multiplos érgéos, como
figado, pulmdbes, trato gastrointestinal e coragado (Roy; Bhattacharjee, 2021).

A fisiopatologia dos sintomas ainda ndo esta completamente elucidada na
literatura. Contudo, evidéncias sugerem que a liberagdo de citocinas
pré-inflamatérias — mediada pela interferéncia de proteinas virais em vias de
sinalizagao celular —, associada a ativacao de linfécitos TCD4+ e TCD8+, pode estar
intimamente relacionada as manifestagdes clinicas da infecgdo. Adicionalmente, a
trombocitopenia observada em casos graves pode ser atribuida a liberagdo de
interferon por linfocitos T, que suprime a atividade medular eritropoética. Esse
mecanismo pode precipitar o surgimento de petéquias (manifestagées hemorragicas

cutaneas) generalizadas (Lopes et al., 2014).

1.2.2 Diagnéstico, profilaxia e tratamento

O diagndstico da dengue é realizado, inicialmente, pela analise
sintomatoldgica, que inclui febre entre 39 °C e 40 °C associada a pelo menos um
dos seguintes sintomas: cefaleia, dor retroorbital, artralgia ou exantema cutaneo,
(BRASIL, 2025). Diante da suspeita clinica devido a apresentac&o caracteristica, a

confirmagéo pode ser obtida por meio de duas abordagens: diagndstico laboratorial
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através de amostra sanguinea ou detec¢cdo de anticorpos especificos no soro do
paciente.

O virus da dengue permanece detectavel no soro/plasma do paciente entre
um e sete dias apds a infecgdo, constituindo a janela temporal ideal para analises
laboratoriais de maior confiabilidade. Para a detecgdo do antigeno viral neste
periodo, podem ser empregadas tanto a técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real com transcriptase reversa (RT-qPCR) quanto o Reagao
em Cadeia da Polimerase convencional (PCR) (Roy; Bhattacharjee, 2021).

Para a caracterizagdo de fluidos bioldgicos, trés abordagens principais sdo
empregadas: a PCR quantitativa (QPCR), a detec¢do de anticorpos antidengue do
tipo imunoglobulina M (IgM) e a identificagdo da proteina n&o estrutural 1 (NS1) por
meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou testes rapidos de imunocromatografia
(Roy; Bhattacharjee, 2021). Uma vantagem dos testes imunocromatograficos reside
na possibilidade de execucao direta em unidades de saude, fornecendo resultados
rapidos e confiaveis.

A obtengao de diagndstico preciso é fundamental tanto para o manejo clinico
adequado quanto para a vigilancia epidemioldgica da doenga. O tratamento da
infeccdo baseia-se em medidas de suporte, incluindo repouso, hidratagao e uso de
sintomaticos, uma vez que nao existe terapia antiviral especifica contra a dengue
(Roy; Bhattacharjee, 2021).

Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) aprovou o
registro de uma nova vacina para prevengao da dengue por meio da Resolugéo RE
n°® 661, de 2 de margo de 2023. A vacina Qdenga® tornou-se a primeira opgao
disponivel no Brasil para um publico amplo, abrangendo individuos de 4 a 60 anos
de idade e conferindo imunizagédo contra os sorotipos DENV-1 a DENV-3 (BRASIL,
2023).

Diante desse contexto, a profilaxia mantém-se como estratégia fundamental
para o controle da disseminagdo viral, baseando-se principalmente no combate a
proliferagdo do vetor Aedes aegypti. A eliminagao de criadouros mediante a remogéo
de recipientes com agua parada, aplicagdo de larvicidas e inseticidas, aliada a
educacado em saude populacional, constitui medida indispensavel para a prevengao.
A educacdo ambiental assume papel crucial no controle de arboviroses,

considerando que o descarte inadequado de residuos sélidos (pneus, garrafas,
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embalagens plasticas) cria condi¢bes favoraveis para a proliferagdo do vetor
(BRASIL, 2025).

1.3 Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) e Nitrogénio (ERNS)

O oxigénio constitui elemento essencial para as reagdes de oxidagao-redugao
e, consequentemente, para a producao de energia no metabolismo celular. Durante
esse processo, a reducdo do oxigénio pode gerar moléculas altamente reativas e
instaveis, denominadas espécies reativas de oxigénio (EROs) (Silva et al., 2010).
Essas moléculas contém oxigénio e apresentam elétrons desemparelhados em sua
camada eletrbnica externa, caracterizando-as como radicais livres. Os mais
relevantes biologicamente incluem perdxidos e superoxidos, que desempenham
papel crucial na defesa contra infecgdes, auxiliando a resposta imune contra o virus
da dengue (DENV) (Ferreira; Matsubara, 1997). Paralelamente, sdo produzidas
espécies reativas de nitrogénio, destacando-se o éxido nitrico (NO), o diéxido de
nitrogénio (NO:) e o peroxinitrito (ONOO").

O processo infeccioso inicia-se com a ativagao de células apresentadoras de
antigenos mediante reconhecimento de patdégenos, subsecuentemente, macrofagos
e neutrofilos produzem EROs como mecanismo de defesa. Um dos principais
processos envolvidos é a fagocitose, desencadeada pela ligacdo de receptores de
superficie a patdégenos, resultando na internalizacdo em fagossomos. Esses
organelos fundem-se a lisossomos, permitindo a degradagdo patogénica mediada
por EROs/ERNs. Individuos com doenga granulomatosa crbnica apresentam
defeitos genéticos nos componentes das oxidases de membrana fagolisossomal,
comprometendo a geragdo dessas espécies reativas e resultando em
imunodeficiéncia primaria grave (Cruvinel, 2010).

Apesar do papel imunolégico fundamental, a producao excessiva de EROs
pode induzir danos bioldgicos significativos. O efeito deletério dos radicais livres,
denominado estresse oxidativo, ocorre quando ha desequilibrio entre a produgao de
EROs/ERNs e a capacidade antioxidante (enzimatica ou ndo enzimatica). Esse
acumulo pode provocar danos a biomoléculas essenciais, incluindo lipidios,
proteinas e acidos nucleicos, estando associado a patologias como envelhecimento

precoce e doenca de Alzheimer. A literatura documenta a modulacdo de processos



16

oxidativos e antioxidantes por virus da familia Flaviviridae para favorecer a
replicacao viral (Malta, 2023; Pereira, 2020).

O aumento de EROs durante infecgdes virais constitui resposta natural,
porém alguns virus podem subverter vias antioxidantes para promover sua
replicacéo. Dessa forma, o organismo mantém equilibrio delicado entre os efeitos
benéficos e prejudiciais das EROs por meio da homeostase redox, mecanismo
regulatério que controla a produgdo e eliminagdo dessas espécies, protegendo

contra o estresse oxidativo (Ferreira; Matsubara, 1997; Valko et al., 2007).

1.4 Sistema de defesa antioxidante

A exposicdo constante a radicais livres no organismo propiciou 0
desenvolvimento de mecanismos de defesa contra as espécies reativas de oxigénio
(EROs), a fim de mitigar danos celulares decorrentes do estresse oxidativo. Entre
esses mecanismos, destacam-se sistemas de prevencao, reparo, defesas fisicas e
antioxidantes. No que concerne a estes ultimos, a defesa antioxidante classifica-se
em enzimatica — envolvendo enzimas como superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT) — e ndo enzimatica, representada por compostos
como acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH),
carotenoides e flavonoides (Valko et al., 2007).

Dentre esses sistemas, evidencia-se a enzima SOD, essencial para a
protecéo celular de organismos aerobicos contra o anion radical superoxido (O:*).
Seu mecanismo de agao consiste na conversao de O.*~ em peréxido de hidrogénio
(H20:) e oxigénio molecular (O:), reduzindo a toxicidade dessas espécies. O H:0:
gerado pode subsequentemente ser neutralizado pelo sistema da glutationa, que
complementa a agdo da catalase, demonstrando particular eficiéncia na eliminagéo
de diversos perédxidos toxicos (Comhair; Erzurum, 2002).

O fator nuclear eritrdide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2) constitui uma via
sensivel a modulacao por EROs, responsavel pela sintese das principais enzimas de
defesa antioxidante. Em condigdes de estresse oxidativo, esta via é ativada para
estimular a produgcédo desses agentes. No contexto da infecgdo por DENV, estudos
demonstram que o virus modula positivamente a via NRF2 mediante o aumento de
EROs intracelulares durante a infeccdo. A presenca de enzimas antioxidantes

especificas mostrou-se capaz de reduzir os niveis de replicag¢ao viral, destacando o
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potencial de moléculas antioxidantes, como o fulerol, como candidatas terapéuticas
contra o virus (Malta, 2023; Ferrari et al., 2020).

Dessa forma, tanto a importancia fisiolégica das EROs quanto seus potenciais
danos em cenarios de desregulagdo produtiva foram amplamente documentados,
ressaltando a relevancia dos mecanismos antioxidantes. Tais sistemas representam
adaptagdes evolutivas cruciais para organismos aerobicos, contribuindo

decisivamente para a manutencao da homeostase redox.

1.5 Fulerol

Os fulerenos constituem uma classe de moléculas de carbono que formam
estruturas icosaédricas compostas por 12 faces pentagonais e 20 hexagonais
interligadas, sempre apresentando numero par de atomos de carbono. Atualmente,
suas propriedades e caracteristicas vém sendo amplamente investigadas, com
aplicagdes emergentes na medicina e biotecnologia, notadamente devido ao seu
potencial antioxidante (Rokitskaya; Antonenko, 2016; Semenov et al., 2016).

O fulerol é sintetizado mediante substituicdo de atomos de hidrogénio por
grupos hidroxila (-OH) na superficie dos fulerenos. Os fulerenos mais estudados sao
os compostos por 60 atomos de carbono (Ce), 0s quais formam uma estrutura
truncada semelhante a um icosaedro, conforme ilustrado na Figura 3. Este grupo de
compostos exibe pronunciada atividade antioxidante, atribuida as suas duplas
ligacdes 1 conjugadas na superficie molecular, sendo considerado um candidato
terapéutico promissor para doengas associadas ao estresse oxidativo.
Adicionalmente, destaca-se por sua estabilidade quimica, baixa citotoxicidade e
elevada capacidade de sequestro de espécies reativas de oxigénio (Rokitskaya;
Antonenko, 2016).
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Figura 3 - Estrutura quimica do fulerol

Fonte: PubChem, disponivel em:< https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Hydroxyl-Fullerene>

As infecgdes por DENV podem induzir estresse oxidativo e comprometer a
homeostase celular, contribuindo para exacerbacgao inflamatéria e potencial morte
celular. A progressao da patogénese da doenca correlaciona-se com elevados niveis
de espécies reativas que promovem danos a biomoléculas, incluindo peroxidagao
lipidica e oxidagédo proteica, resultando em comprometimento dos mecanismos de
defesa celular e agravamento dos sintomas da infecgao. Diante desse contexto, o
fulerol emerge como estratégia terapéutica promissora para atenuagao do estresse
oxidativo em células infectadas pelo virus da dengue. No estudo de Pereira (2020),
demonstrou-se a capacidade do nanocomposto em neutralizar radicais livres e
proteger células contra danos oxidativos em modelos pré-clinicos. Adicionalmente, a
administracao de fulerol durante a infecgdo mostrou modular a resposta inflamataria,
reduzindo consequentemente a intensidade dos sintomas associados a doencga.

A caréncia de estratégias terapéuticas especificas para o manejo da dengue
representa desafio significativo para a saude publica global. Nesse cenario, o
potencial antioxidante do fulerol no controle do estresse oxidativo em células
infectadas pelo DENV e sua capacidade de modulagdo da via NRF2 configuram-se
como aspectos relevantes para investigacéo (Pereira, 2020).

Portanto, evidencia-se a importancia de elucidar os mecanismos pelos quais
esta molécula pode contribuir para a melhoria dos desfechos clinicos e atenuagéao
do impacto epidemiolégico da dengue, fornecendo subsidios para o

desenvolvimento de futuras intervencgdes terapéuticas.
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1.6 Resultados Preliminares

O estudo com nanocompostos no tratamento de arboviroses constitui uma
linha de investigacédo previamente estabelecida em nosso grupo de pesquisa, com
resultados relevantes documentados. Para a determinag¢do da concentragao ideal do
composto, conduziram-se analises com o virus Zika (ZIKV) em células VERO sob
idénticas condigbes laboratoriais e de infeccdo empregadas na presente pesquisa,
testando diferentes posologias para obtencdo da resposta antioxidante o6tima,

conforme ilustrado na Figura 4 (Malta, 2023).

Figura 4 - Efeito na produgdo de EROs em células VERO apés infecgdo com
ZIKV tratadas com fulerol. Células VERO foram infectadas com ZIKV (MOI 5) em
meio de cultura, contendo 12,5, 6,25, 3,125, 1,562, 0,781 nM de fulerol. Apés 24
horas de tratamento a sonda carboxi-H2DCFDA foi adicionada e a intensidade de
fluorescéncia foi mensurada. Onde (#) representa a diferenga estatistica entre o
controle infectado por ZIKV e o controle de células; (*) representa diferenca
estatistica entre as células infectadas e tratadas com fulerol e as células infectadas
com ZIKV; utilizando one-way ANOVA com péds-teste de Tukey. (*) representa
p<0,05.
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Fonte: Malta, 2023

Os resultados obtidos demonstraram que a concentragdo de 3,125 nM

proporcionou a resposta antioxidante mais eficaz, reduzindo significativamente os
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niveis de EROs intracelulares em células VERO infectadas pelo ZIKV. Diante desse
achado, esta concentracao previamente otimizada foi selecionada para a conducéao
dos experimentos laboratoriais subsequentes envolvendo infecgdes por DENV-2 em
células VERO, permitindo a avaliagdo do potencial antioxidante e citoprotetor do

fulerol.
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2 OBJETIVO

Avaliar o efeito antioxidante e citoprotetor do fulerol em resposta ao estresse

oxidativo gerado pelo virus da Dengue, em células VERO.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do fulerol na concentragcdo de
3,125nM em células VERO.

e Avaliar os niveis de EROS e ERNS em células infectadas por
DENV e avaliar os efeitos do tratamento com fulerol.

e Quantificar os niveis de biomarcadores de dano: peroxidacao
de proteinas (proteina carbonilada) e lipidica por TBARS
(Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico).

e Avaliar a atividade da enzima Superoxido dismutase (SOD) e
Catalase (CAT).

e Caracterizar os efeitos do fulerol na via NRF2/ARE em células

infectadas.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Células C6/36 e VERO

Células da linhagem C6/36, aderentes de mosquitos Aedes Albopictus, foram
cultivadas em meio Leibowitz (L-15), suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB) e antibidticos Penicilina/Estreptomicina e Anfotericina B, e incubadas a 28°C
em estufa de demanda bioquimica de oxigénio (BOD). A linhagem foi utilizada para
replicacdo do virus, devido a sua susceptibilidade. Células da linhagem VERO,
aderentes, de rim de Cercopithecus aethiops (macaco verde africano), foram
cultivadas em meio Minimo Essencial de Eagle Modificado por Dulbecco com alto
nivel de glicose (DMEM-HG), suplementado com 5% de SFB e antibidticos
Penicilina/Estreptomicina e Anfotericina B; a linhagem foi utilizada como modelo
experimental.

As linhagens celulares foram mantidas segundo as diretrizes da ATCC
(American Type Culture Collection). A linhagem VERO foi mantida em estufa de
atmosfera umidificada, a 37°C e 5% de CO., com 5% de SFB. Para manutengao, as
células foram subcultivadas em intervalos de 3 a 5 dias, lavadas com tampao
salino-fosfato (PBS), desprendidas da monocamada por agéo enzimatica da tripsina,
e realizados subcultivos em taxas de 1:2 a 1:6.

Os estoques celulares foram preparados a partir de um pool de células, em
fase de vapor de nitrogénio, com adicdo de 10% de DMSO, 20% de SFB e 70% de
meio de cultura para a VERO e 10% de DMSO e 90% de SFB para a linhagem
C6/36. As aliquotas foram armazenadas em criotubos de 1,6 mL, com cerca de
5x10° células, sendo separadas em pool semente e pool trabalho. Todas as

linhagens foram testadas para a presenga de mycoplasma durante os experimentos.

3.2 Orthoflavivirus denguei

O Orthoflavivirus denguei tipo 2 NGC (MK506264), isolado em 2007,
gentilmente foi cedido por colaboradores na Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP).
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3.2.1 Multiplicagao e titulagao viral

Para a multiplicagcdo dos estoques, foram utilizadas aliquotas de 12
passagem. Em uma garrafa média com células C6/36 preparadas 24 horas antes, foi
adicionado o DENV2 em uma multiplicidade de infecgdo (MOI) de 0,1 (virus/célula).
A garrafa foi incubada por 1 hora em estufa BOD, sendo agitada a cada 10 minutos
para adsorcdo viral. Apos o periodo, foi adicionado meio L-15 suplementado com
2,5% de SFB em um volume final de 12 mL. Apéds 4 dias em estufa BOD (28 °C), o
meio de cultura da garrafa foi coletado e clarificado por centrifugagéo; o
sobrenadante foi coletado e armazenado em aliquotas em microtubos de 400 uL a
-80 °C.

Para a titulagao, foi utilizado o método de contagem de placas de lise (UFP),
utilizando o método de contagem de placas de Dulbecco (1952). Foram preparadas
réplicas de placas de 6 pogos, com confluéncia de 90% (1x10° células/pogo) de
células VERO. Em cada placa, estabeleceu-se um controle negativo e cinco
diluicbes da aliquota viral (10" a 10°°). Para a adsorgao, o virus foi adicionado e
mantido por 1 hora, com agitacdo a cada 10 minutos. Em seguida, a suspenséo de
virus foi removida e foram adicionados 2 mL de meio RPMI suplementado com 2,5%
de SFB e carboximetilcelulose 1,5% (CMC). Apds o periodo de 5 dias em estufa, foi
adicionado formol a 10% em cada pogo, por 24 horas, para fixacdo da camada
celular. Subsequentemente, foi realizada a lavagem das placas em agua corrente.
Logo apds, a monocamada celular foi corada com cristal violeta. Apdés um periodo
de secagem, foi realizada a contagem das unidades formadoras de placa (UFP). O

titulo viral foi expresso pela equacao 1:

Titulo viral (%) =nxfcx 10 (1)

Onde, n é o numero de unidade de lise médio entre as duas placas, obtido
pela contagem no pogo em que a diluigao viral apresentava entre 10 e 100 placas, fc
€ o fator de corregcdo do volume convertido para mL e d é o inverso da diluicao

relativa ao pogo utilizado na contagem.
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3.3 Fulerol

O fulerol [C60 OH (22-24)] foi sintetizado a partir da polihidroxilagdo do
fulereno (C60). O estoque foi sintetizado e fornecido por colaboradores do
laboratério de Nanomateriais do Departamento de Fisica da UFMG. O composto foi
diluido em agua para inje¢ao, na concentragao final de 1 mM, sendo sonicado por 30
minutos; em seguida, as aliquotas foram armazenadas em tubos plasticos estéreis,
ambar, protegidos da luz, a -20°C. Para o uso, foram realizadas novas diluigbes,
mantendo-se o fulerol a uma concentracdo de 1000 nM; antes do uso, o0 composto
foi colocado novamente em banho ultrassénico por 30 minutos para garantia da

homogeneizagao.

3.4 Ensaio de viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade do fulerol em células VERO, empregou-se o
método de reducdo de tetrazolio utilizando o MTT. O método consistiu na
mensuracdo da quantidade de MTT reduzido a formazan, um cristal insoluvel em
agua de coloragdo roxa, por células viaveis. Células VERO foram semeadas em
placas de 96 pogos a uma confluéncia de 90% (4x10* células/pogo) e incubadas por
24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO.. Apos o periodo de adeséo, o meio foi
removido, a monocamada foi lavada com PBS e adicionou-se o fulerol diluido em
meio de cultura na concentragéo de 3,125 nM; um grupo controle somente com meio
de cultura foi estabelecido.

Para avaliar os efeitos da adicdo do virus, realizou-se um segundo
experimento, no qual um grupo foi infectado com o virus a uma MOI de 1, um
segundo grupo foi infectado a uma MOI de 1 com a adigdo conjunta do fulerol [3,125
nM], e o terceiro grupo foi um controle celular. Apdés a adigdo dos virus e
tratamentos, as placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO: por 24
horas. Apds o periodo, o meio foi retirado e adicionados 30 yL de MTT por poco,
seguido de incubagdo em estufa, protegida da luz, por 90 minutos. Apos o periodo
de incubacéo, foram adicionados 100 yL de DMSO por pogo; em seguida, as placas
foram colocadas sob agitacao leve por 15 minutos para completa solubilizagcdo. A

quantidade de formazan gerado foi mensurada pelo leitor de microplacas VICTOR
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X3 por leitura de absorbéncia a 490 nm. Os resultados de viabilidade foram

expressos em relagdo ao controle de células (CC).
3.5 Dosagem de espécies reativas de oxigénio intracelular

A dosagem de EROs foi realizada através do marcador fluorogénico
6-carboxy-2',7'-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (Carboxi - H.DCFDA -
ThermoFisher, C400). A sonda, quando oxidada por EROs, foi convertida em uma
molécula de diclorofluoresceina altamente fluorescente (DCF), a qual pdde ser
mensurada na excitacdo de 485 £ 10 nm e emissao de 530 £ 12,5 nm.

Para a dosagem de EROs intracelular, foram preparadas placas pretas de
fundo transparente de 96 pocos com células VERO incubadas por 24 horas para
adesdo. Apos o periodo de adesdo, as células foram lavadas com solugéo
balanceada de Hank’s (HBSS), gota a gota, para evitar desprendimento da
monocamada celular; em seguida, foram realizados os tratamentos e a infecgao
viral.

Apo6s o periodo de tratamento, as células foram lavadas novamente com
HBSS por duas vezes e adicionou-se 25 yM da sonda diluida em meio de cultivo ou
HBSS por 45 minutos, mantendo-as ao abrigo da luz na estufa. Apds o periodo de
incorporacao da sonda, as células foram lavadas com HBSS uma vez, para remogéao
do excesso de sonda; os pogos foram preenchidos com 100 pL de meio
FluoroBrite™ DMEM Gibco e incubados por 4 horas em estufa ao abrigo da luz. A
leitura da fluorescéncia foi realizada no leitor de placas Victor X3 a 485 nm
(excitacdo) e 535 nm (emissao), a temperatura de 37 °C. Uma leitura foi realizada
antes de adicionar a sonda (TO); as células foram mantidas por 4 horas na estufa,
protegidas da luz, sendo feita entdo a leitura final (T4). O aumento percentual de

fluorescéncia foi calculado pela equagao 2:

[(Ft, — Ft )/Ft x100] (2)

Onde, Ft4 é a leitura da fluorescéncia no tempo de 4 horas e Ft0 é a leitura de
fluorescéncia no tempo 0 (branco da placa). Os resultados foram expressos em

porcentagem, por valor relativo ao controle celular.
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3.6 Dosagem de GRIESS para avaliagao dos niveis de espécies reativas de

nitrogénio

Os niveis indiretos de 6xido nitrico (NO) foram mensurados pelos niveis de
nitrito (NO:"), que é um subproduto do metabolismo de NO. O procedimento foi
realizado através da reacdo de Griess (Green et al., 1982). Foram preparadas
placas de 6 pogos com células VERO, a uma confluéncia de 90% (1x10° células por
poco). Uma placa constituiu o grupo controle, uma segunda foi infectada a uma MOI
de 1 e uma terceira foi infectada a uma MOI de 1 e tratada com fulerol [3,125 nM] no
momento da infeccdo. As placas foram incubadas por 24 horas; apds o periodo, as
células foram lavadas com PBS e adicionou-se 300 pL de tamp&o fosfato e, com
auxilio de um scraper, foram raspadas e transferidas para tubos Eppendorf. Em
seguida, as amostras foram sonicadas por 10 minutos e submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento a -80 °C para lise celular.

Para esta analise, 100 yL do homogenato celular reagiram com 50 pL de
solucao de 0,1% de naftiletilienodiamina em solugdo de acido fosforico (2,5%) e com
50 uL de solugdo de 1% de sulfanilamida em solugéo de acido fosforico (5%). No
procedimento, ocorreu a formacdo de um composto azo estavel de coloragéo
purpura, cuja absorbancia foi mensurada espectrofotometricamente a 540 nm. Os

resultados foram expressos em valores de porcentagem relativos ao controle celular.

3.7 Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A analise da atividade da SOD foi realizada de acordo com o método de
Marklund e Marklund (1974), o qual se baseou na capacidade da SOD em inibir a
autooxidagao do pirogalol. Quanto maior a concentragdo de SOD, menor foi a
autooxidagcdo do pirogalol. Para a leitura espectrofotométrica, foram utilizados
pirogalol a 15 mM, tampéao fosfato e MTT a 2,25 mM. As mesmas condi¢coes
experimentais descritas anteriormente foram seguidas. Apos a incubacédo das
células por 24 horas, estas foram lavadas com PBS, seguida da adi¢ao de 530 pL de
tampéao fosfato, sendo raspadas e transferidas para tubos Eppendorf. Em seguida,
as amostras foram sonicadas por 10 minutos e submetidas a trés ciclos de

congelamento e descongelamento a -80 °C para lise celular. As amostras foram
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pipetadas em placas de 96 pocgos, seguidas da adicdo das solugdes de MTT e
pirogalol. A placa foi incubada por 5 minutos a 37 °C e, posteriormente, foi
adicionada uma solu¢cao de DMSO (150 uL) para cessar a reacao. A absorbancia foi
medida a 595 nm = 25 nm no espectrofotdmetro Victor X3 Multilabel (Perkin Elmer).
Os resultados foram representados em U/mg de proteina e corrigidos como

porcentagem relativa ao controle celular.

3.8 Analise de catalase (CAT)

A atividade da Catalase (CAT) foi mensurada com base na taxa de
decréscimo do peroxido de hidrogénio, com leitura espectrofotométrica a 240 nm,
sendo os resultados representados em U/mg de proteina (AEBI, 1984). As
condigdes experimentais seguiram as mesmas etapas descritas anteriormente. Apos
a incubacéao das células, as amostras foram processadas para lise celular. O método
baseou-se na decomposicdo do H:0:. pela enzima, com a absorbancia sendo
monitorada a cada 30 segundos durante 1 minuto. Foram utilizados tampao fosfato
50 mM e solucdo de perdxido de hidrogénio 20 mM. Apds a adigao dos reagentes, a
leitura foi iniciada no espectrofotdmetro, com as amostras sendo aliquotadas em
cubetas de quartzo contendo 950 uL de solugcdo de peroxido e 50 pyL de lisado
celular. A atividade da catalase foi determinada pela diminuicdo da absorbéancia a
240 nm, conforme a Lei de Lambert-Beer, onde 1 U equivale a 1 ymol de hidrélise de
H:O. por minuto, por mL. Os resultados foram expressos como porcentagem relativa

ao controle celular.

3.9 Atividade da via NRF2/ARE

3.9.1 Transfecgao celular

A transfecgdo celular foi realizada utilizando o kit Lipofectamine 3000
(Invitrogen), conforme o protocolo do fabricante. Este método utilizou nanoparticulas
lipidicas para a entrega do DNA plasmidial, alcangando uma eficiéncia de entrega de
70%. Foi preparada uma placa de 96 pogos com células VERO (4x10* células/pogo)
em meio OptiMEM (Gibco). Para cada pogo destinado a transfecgéo, diluiu-se 0,15
ML do reagente Lipofectamine 3000 em 5 yL de OptiMEM em um tubo estéril, livre de

RNase e DNase. Em um segundo tubo, foram adicionados 0,2 pyL do reagente
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P3000, 400 ng do plasmideo pGL4.37, 100 ng do plasmideo pRL.TK e 5 yL de
OptiMEM. O conteudo do primeiro tubo foi misturado ao do segundo, seguido de
uma incubacado de 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o conteudo de
cada reacao foi adicionado a um pogo de células, que foram incubadas por 24 horas
em estufa a 37 °C com 5% de CO..

3.9.2 Adicao do virus e tratamento

Ap6s a etapa de transfeccdo, procedeu-se a adicdo do fulerol na
concentragédo de 3,125 nM e do virus DENV2 (MOI 1) nos grupos designados,
mantendo-se a incubagédo por 24 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO.. O
experimento incluiu quatro pogos como controle celular (ndo infectado), quatro pocos
infectados com DENV2 e quatro pocos infectados com DENV2 e tratados com
fulerol, permitindo assim a avaliagdo comparativa dos efeitos do virus e da agao

terapéutica do composto sob as mesmas condi¢gdes experimentais.

3.9.3 Ensaio de Dual-Luciferase

Este ensaio teve como objetivo avaliar a atividade do fator de transcricao
NRF2/ARE. Para a analise de luciferase, foi utilizado o kit Dual-Luciferase Reporter
Assay System (Promega), seguindo-se as instrugdes do fabricante. Este kit
possibilitou a dosagem de duas enzimas luciferase, provenientes do vagalume e da
Renilla sp., em uma unica amostra, proporcionando uma quantificagdo altamente
sensivel com controle interno da transfec¢ao. Apds o tratamento, o meio de cultura
foi removido e as células foram lavadas com PBS. Em cada poco, foram adicionados
40 pL de Passive Lysis Buffer 1X (PBL - Promega), e a placa foi agitada por 15
minutos. O lisado resultante foi armazenado em microtubos a -20 °C.

A quantificacéo foi realizada em um luminémetro, programado para um atraso
de leitura de 2 segundos, seguido por duas leituras de 10 segundos cada. Para cada
amostra, foram adicionados 20 pL de lisado celular em um tubo, seguidos de 40 pL
da solugdo LARII, que é o substrato da enzima luciferina (luciferase de vagalume).
Apos a leitura, adicionou-se 40 uL do reagente Stop&Glo, que inativou a luciferase

de vagalume e forneceu o substrato para a luciferase de Renilla sp. Os valores
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obtidos na primeira leitura foram divididos pelos resultados da segunda leitura,

sendo entdo normalizados em relacdo aos controles.

3.10 Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitturico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica foi determinada através do ensaio de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). A concentragao de TBARS foi determinada
com base na capacidade do acido tiobarbiturico (TBA) em se ligar a lipideos
oxidados, formando malondialdeido. As condigdes experimentais seguiram o mesmo
protocolo das analises anteriores. Apds a incubacao celular e lise, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi
utilizado para leitura. Foram misturados 500 yL do homogenato celular com acido
tricloroacético (TCA) (28% p/v em HCI 0,25M), TBA (1% em acido acético 8,74M) e
butil hidroxitolueno (BHT) (0,1% p/v em etanol). A mistura foi aquecida por 15
minutos a 95 °C e resfriada em banho de gelo. O precipitado foi removido por
centrifugacéo a 13.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. A absorbancia do sobrenadante
foi determinada a 535 nm.

Para a quantificacdo, foi realizada uma curva de calibracdo utilizando
1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMP), que reage com o TBA formando um complexo
corado estavel. Uma solugéo de 500 yM de TMP foi preparada para a construgéo da

curva, que foi realizada conforme mostra o Quadro 1:



30

Quadro 1 - Estabelecimento de valores para curva de

concentracao
Pontos da curva | Quantidade de TMP | Quantidade de agua Concentracio
500 unM (uL) (pL) (umol/mL)
1 100 900 0,05
2 500 500 0,025
3 7 500 500 0,0125
4 D 500 500 0,00625
5 500
p) 500 0,003125
6
2 500 500 0,001562
7 500 0,000781
D 500 ’
8 ) 500 0,00039
500
9 500 0,000195
2 500 ’
10 ) 500 0,0000976
500

Fonte: Prépria autora

Para o branco, foi utilizada agua destilada, que seguiu 0 mesmo protocolo das
amostras. Os niveis de TBARS foram calculados utilizando a equagao da reta. Os
resultados foram expressos em nM/mg de proteina, corrigidos para porcentagem
relativa ao controle celular. Vinte microlitros (20 yL) da amostra foram utilizados para

a dosagem de proteinas totais.
3.11 Proteina carbonilada

As espécies reativas de oxigénio podem modificar proteinas por oxidagéao,
formando compostos carbonilicos, os quais podem ser detectados por métodos
sensiveis. Células VERO foram cultivadas em placas de 6 pogos até atingirem 90%
de confluéncia (1x10"6 células por pogo). Trés grupos experimentais foram
definidos: um grupo controle, um grupo infectado com MOI de 1 e um grupo

infectado com MOI de 1 e tratado com fullerol [3,125nM]. Apds 24 horas de
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incubacgao, as células foram lavadas com PBS e raspadas com um scraper em 530
pL de tampao fosfato. As amostras foram sonicadas por 10 minutos e submetidas a
trés ciclos de congelamento e descongelamento a -80 °C. Em seguida, 500 uL do
homogeneizado celular foram tratados com 500 pL de &acido tricloroacético (TCA)
10% e centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos. O precipitado foi tratado com 500
ML de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) e mantido no escuro por uma hora, sendo
misturado a cada 15 minutos. Posteriormente, foi adicionado 500 pL de TCA,
seguido de nova centrifugagdo. O precipitado foi lavado duas vezes com solugao
etanol/acetato de etila (1:1) e resolubilizado em 1 mL de dodecil sulfato de sédio
(SDS) 6%. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 370 nm, e os resultados
foram expressos em nMoles/mg de proteina, corrigidos para porcentagem relativa ao

controle celular.
3.12 Analise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas no software GraphPad Prism 9,
utilizando-se o teste t ndo pareado e ANOVA One-Way, com pés-testes de Sidak e
Tukey (p<0,05). Diferengas estatisticamente significativas entre os grupos foram

indicadas por simbolos distintos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Viabilidade Celular

Para a anadlise e interpretacdo dos resultados obtidos neste estudo,
consideraram-se o0s achados previamente documentados por nosso grupo de
pesquisa. O ensaio inicial conduzido avaliou a viabilidade celular da linhagem VERO
em contato com fulerol na concentracao de 3,125 nM. A selecao desta concentracao
baseou-se em estudos anteriores do laboratério (Malta, 2023), que a identificaram
como a de maxima eficacia antioxidante para este composto. Adicionalmente,
observou-se que concentracbes superiores resultam na perda da atividade
antioxidante devido ao fenbmeno de cristalizagdo do nanocomposto.

Os resultados do ensaio de viabilidade celular, previamente descritos,
demonstraram que nenhuma das concentracbes testadas comprometeu a
integridade celular, corroborando o perfil de seguranga do fulerol para aplicagdes em
modelos celulares VERO. A seleg¢do desta linhagem celular justificou-se pela sua
performance superior em termos de crescimento sob as condi¢gdes experimentais
estabelecidas e pela resposta mais robusta as infecgdes virais, conforme
documentado em investigagdes prévias (Pereira, 2020; Malta, 2023). Conforme
ilustrado na Figura 5, os dados confirmam a auséncia de efeitos citotéxicos do fulerol

na linhagem VERO na concentragao otimizada.
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Figura 5 - Teste de viabilidade celular apds tratamento com fulerol. Avaliagao
do efeito citotdoxico do fulerol na concentracao de [3,125nM] em células VERO por
ensaio de viabilidade celular por MTT. (ns) ndo apresenta significancia estatistica

para analise teste T ndo pareado.
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Fonte: prépria autora

O segundo ensaio realizado teve como objetivo avaliar a agéo do virus da
dengue tipo 2 (DENV-2) utilizando uma multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1. A
selecdo do sorotipo 2 justificou-se pela sua maior relevancia epidemiolégica e
impacto no cenario das infec¢gdes por dengue (Lopes et al.,, 2014). A MOI de 1
(virus/célula) foi selecionada por apresentar os resultados mais consistentes nas
infec¢des realizadas no periodo estabelecido de 24 horas.

Para avaliacdo da acao do fulerol, a administragdo do composto foi realizada
concomitantemente a infecgédo viral, metodologia previamente validada por Malta
(2023) como a mais eficaz para a agao do nanocomposto em células infectadas. O
delineamento experimental incluiu um grupo controle n&o tratado, um grupo
infectado e um grupo infectado e tratado com fulerol imediatamente apés a infecgéao,

conforme esquematizado na Figura 6.
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Figura 6 - Ensaio de MTT. Resultados da analise da viabilidade celular apos
infeccao por DENV2 (MOI de 1), depois de 24h de infecgéo e efeitos do tratamento
com fullerol [3,125nM]. (ns) ndo apresenta significancia estatistica para One-Way
ANOVA com p6s teste de Sidak's.

3 Controle celular: VERO
Hl DENV2 MOI 1
ns ns O DENV2 + Fullerol [3,125nM]

Viabilidade celular (%)
-—
N
o
| .
j

oIl I I
DENV2: - + +
Fullerol [3,125nM]: - - +

Fonte: prépria autora.

Observou-se uma tendéncia de redug¢ao na viabilidade celular induzida pela
infeccdo com DENV-2, embora, nas condigcdes de MOI e tempo estabelecidas, esta
reducdo nao tenha alcangado significancia estatistica. Para a confirmagdo da
infeccao foi observado a formacao de efeito sincicial citopatico caracteristico de
infeccoes com DENV2. Esta condigao é fundamental para garantir que ndo ocorram
interferéncias nos demais ensaios decorrentes de perda de viabilidade celular.
Destaca-se que o grupo infectado e tratado com fulerol manteve 100% de viabilidade
celular, demonstrando ndo apenas a auséncia de citotoxicidade do composto, mas

também seu potencial citoprotetor frente a infecgao viral.

4.2 Avaliacao de EROs e ERNSs intracelular apés a infec¢cao e tratamento com

fulerol

Para as analises realizadas foi utilizado fulerol somente a concentracao de
[3,125nM], bem como o tratamento de dose unica com aplicagdo no momento da
infeccdo por DENV2, conforme protocolo descrito nos estudos anteriores do nosso
grupo que elucidaram esta como a maneira mais eficaz para investigacdo do

tratamento com fulerol no efeito agudo da infeccdo do virus por até 24 horas (Malta,



35

2023; Pereira, 2020). Para a analise de EROs o método utilizado foi o do uso da
sonda fluorescente Carboxi-H2DCFDA, que apresenta alta precisao para mensurar
os niveis intracelulares.

Conforme demonstrado na Figura 7, o grupo infectado com DENV2
apresentou um aumento de 18% na producdo de EROs intracelulares em
comparagao ao grupo controle em 24 horas, revelando a capacidade do virus de
induzir um ambiente de estresse oxidativo nas células. Os dados relativos ao
tratamento com fulerol indicaram que o composto foi capaz de reduzir em
aproximadamente 4% a concentragdo de EROs intracelulares em relagdo ao grupo
controle. Esses resultados sugerem o potencial citoprotetor do composto no contexto

do estresse oxidativo causado pela infecgao viral.

Figura 7 - Dosagem de Espécies Reativas de oxigénio (EROS). Foram
utilizadas células VERO infectadas com DENV2 (MOI 1) e tratadas com Fullerol
[3,125nM] por 24 horas. A sonda de ROS Carboxi-H2DCFDA foi usada para leitura
por intensidade de fluorescéncia no leitor de microplacas VICTOR X3. (ns) nao
apresenta significancia estatistica (****) representa diferenga estatistica para p<
0,0001 por One-Way ANOVA com pds teste de Sidak's.

e Controle Celular: VERO

S 1204 - » DENV2M.O.l 1
-
- E 4 DENV2 + Fullerol [3,125nM]
o O
> 0
o .
Q
83 100
Y x
(8]
()
=
JLL 1ML
DENV2: A
Fullerol [3,125nM]: - = +

Fonte: prépria autora



36

A caracteristica do DENV em elevar os niveis de EROs intracelulares foi
previamente documentada na literatura (Meuren et al., 2022; Olagnier et al., 2014),
embora 0s mecanismos subjacentes a esse fendmeno ainda nao estejam
completamente elucidados. Estudos investigam como a modulagdo de vias
antioxidantes interfere na concentracdo de espécies reativas (Ferrari et al., 2020;
Kuzmenko et al., 2016), além de possivelmente relacionar-se com o processo de
fagocitose do virus por células dendriticas durante a infecgao, o que influencia a
producao de EROs e, consequentemente, a replicacao viral. Tais interagdes podem
contribuir para a susceptibilidade celular a infeccdo e agravamento da doenca
(Olagnier et al., 2014).

O uso de compostos antioxidantes, como o fulerol, demonstra relevante
potencial terapéutico para infecgdes virais, uma vez que a capacidade do
nanocomposto em sequestrar EROs e reduzir sua concentragao intracelular ja foi
previamente documentada (Malta, 2023; Pereira, 2020). Essa redug¢ao pode estar
associada a modulagdo da via NRF2/ARE, bem como a capacidade do composto
em restabelecer a homeostase redox.

Em relagdo aos estudos de espécies reativas de nitrogénio (ERNS),
mensurou-se o nivel de nitrito presente nas amostras, principal subproduto do éxido
nitrico (NO), o qual constitui um dos principais componentes das ERNs nos
processos oxidativos. Conforme ilustrado na Figura 8, a infecgdo com DENV-2
resultou em aumento de 5% na producdo de nitrito intracelular em comparagao ao
grupo controle. No grupo tratado com fulerol, observou-se que o composto nao
apenas normalizou os niveis basais de nitrito, mas também promoveu reducéo de
7% em relagao ao controle, demonstrando sua capacidade de estabilizar o ambiente
intracelular frente a produgao de ERNs.

O Oxido nitrico representa um dos principais mediadores da resposta
inflamatéria desencadeada pela fagocitose de antigenos virais. A agao
antimicrobiana dos fagolisossomos em células de defesa contribui para o aumento
de espécies reativas intracelulares e ativa vias — ainda n&o completamente
elucidadas na literatura — que podem simultaneamente favorecer a replicagao viral e
0 agravamento da patologia (Cruvinel, 2010; Ferrari et al., 2020).

Com o objetivo de elucidar adicionalmente os mecanismos de agao do fulerol,
procedeu-se a analise e quantificacdo das principais enzimas antioxidantes

envolvidas nos processos de estresse oxidativo.
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Figura 8 - Dosagem de nitritos (GRIESS). Células VERO infectadas com
DENV2 (MOI 1) e tratadas com fullerol [3,125nM] por 24h, a dosagem de griess
fornece um parametro indireto dos niveis de oxido nitrico, principal espécie reativa
de nitrogénio. (*) (**)(****) representa diferenca estatistica para p<0,05; p<0,01 e

p<0,0001, respectivamente, para One-Way ANOVA com pos teste de Sidak's.
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4.3 Dosagem de enzimas antioxidantes apoés a infecgdao e tratamento com

fulerol

As analises realizadas revelaram o perfil das principais enzimas antioxidantes
envolvidas no sistema de defesa redox, com destaque para a superéxido dismutase
(SOD) e a catalase (CAT). Conforme demonstrado na Figura 9, que ilustra a
atividade da SOD, observou-se que a infeccdo por DENV-2 promoveu reducdo nao
significativa de 3% nos niveis desta enzima em relagao ao grupo controle. No grupo
tratado com fulerol, registrou-se aumento igualmente ndo significativo de 1% na
atividade enzimatica quando comparado aos niveis basais.

Estes resultados permitem inferir que o DENV-2 ndo exerce influéncia
estatisticamente significativa sobre as concentragbes de SOD em células VERO nas

primeiras 24 horas de infecgao.
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Figura 9 - Dosagem de Superoxido Dismutase (SOD). A partir de células
VERO infectadas com DENV2 (MOI 1) e tratadas com Fullerol por 24h, a atividade
da enzima foi mensurada pelo método de Marklund. (ns) nao apresenta significancia

estatistica para One-Way ANOVA com pos teste de Sidak's.
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Na analise da atividade da catalase (CAT), conforme demonstrado na Figura
10, observa-se que a infecgdo por DENV-2 promoveu discreto aumento nos niveis
enzimaticos, embora sem significancia estatistica. Este comportamento pode ser
atribuido a resposta celular adaptativa frente a estimulos de estresse oxidativo. Em
contraste, o grupo tratado com fulerol apresentou aumento significativo de 2,5 vezes
na atividade da CAT em relagdo ao grupo controle, diferentemente do padréao
observado para a SOD.

Ao interpretar os resultados das andlises das enzimas antioxidantes, infere-se
que o aumento de EROs e ERNs decorrente da infeccdo por DENV-2 pode
desencadear a ativacdo de vias enzimaticas envolvidas no sistema de defesa e
homeostase redox. A literatura documenta que o DENV pode modular a via
NRF2/ARE, uma importante via de defesa antioxidante, influenciando
consequentemente na replicagao viral e na resposta imune (Ferrari et al., 2020).
Durante a ativacdo dos mecanismos de defesa antiviral, observa-se frequentemente

a regulacao de enzimas antioxidantes para contengéo de espécies reativas.
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Figura 10 - Dosagem de Catalase (CAT). Células VERO infectadas com
DENV2 (MOl 1) e tratadas com Fullerol por 24h, a atividade da enzima foi
mensurada pela absorbancia na presenca de peroxido de hidrogénio por 1 minuto.
(ns) ndo apresenta significancia estatistica (*) representa significancia em p<0,05
para One-Way ANOVA com pos teste de Sidak's.
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Paralelamente, o tratamento com fulerol revelou um aumento seletivo e
pronunciado nos niveis de CAT, o que pode estar associado a capacidade do
nanocomposto em neutralizar espécies oxidantes, levando a acumulagao
compensatéria de enzimas antioxidantes — particularmente da CAT — em vez de a
estimulacao direta da via NRF2/ARE. Esta relagdo causal direta entre a acédo da
nanoparticula e a regulagdo da via NRF2/ARE ainda nao foi demonstrada
experimentalmente, necessitando de investigagdes adicionais para elucidar o
mecanismo de atuacao seletiva do composto sobre a CAT em detrimento da SOD.

Considerando que os niveis basais das enzimas mantiveram-se relativamente
estaveis, investigou-se a atividade da via NRF2/ARE apds 24 horas de infecgao,
conforme referenciado em estudos prévios (Malta, 2023; Pereira, 2020; Ferrari et al.,
2020).
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4.4 Atividade da via NRF2/ARE apés infecgao e tratamento com fulerol

O estresse oxidativo celular caracteriza-se pelo desequilibrio homeostatico
entre agentes oxidantes e antioxidantes, sendo o aumento de EROs e ERNs um
componente fundamental deste processo. A atividade transcricional da via
NRF2/ARE desempenha papel crucial nesta dindamica, uma vez que regula a
expressdo de enzimas antioxidantes fundamentais (Jaganjac et al., 2022). A
literatura documenta que alguns virus modulam negativamente esta via, suprimindo
a resposta antioxidante celular. Desta forma, compostos capazes de ativar
positivamente esta via representam candidatos terapéuticos promissores (Ramezani;
Nahad; Faghihloo, 2018).

Para avaliacdo da atividade transcricional da via NRF2/ARE, selecionou-se a
concentragdo de 3,125 nM de fulerol, previamente estabelecida como a de maior
eficacia antioxidante em estudos do grupo (Malta, 2023). Utilizaram-se células
VERO infectadas com DENV-2 na MOI de 1. Os resultados obtidos encontram-se

sumarizados na Figura 11.

Figura 11 - Atividade de NRF2/ARE. Células VERO infectadas com DENV2
(MOI 1) e tratadas com Fullerol por 24h, a atividade foi mensurada por ensaio de
Dual-luciferase. (ns) nao apresenta significancia estatistica (*) representa

significancia em p<0,05 para One-Way ANOVA com po6s teste de Sidak's.
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Observou-se que o DENV-2 promoveu reducdo de 35% na atividade da via
NRF2/ARE 24 horas pés-infeccao (24 hpi). Em contrapartida, o tratamento com
fulerol [3,125 nM] restabeleceu a atividade desta via aos niveis basais em relagao ao
grupo controle, demonstrando a capacidade do composto em recuperar a
homeostase redox in vitro. A modulagéo da via NRF2/ARE ja foi documentada em
outros virus, como o virus sincicial respiratério (VSR) e o virus da hepatite C (HCV)
(Ramezani; Nahad; Faghihloo, 2018).

Estudos anteriores relataram a manipulagéo da via NRF2 pelo DENV. Cheng
et al. (2016) demonstraram que o virus aumenta a expressao desta via a partir de 6
hpi, sugerindo que este incremento inicial integra um mecanismo viral de indugao de
TNF-a. Este fendbmeno explica a manutengdao dos niveis basais de enzimas
antioxidantes mesmo as 24 hpi, conforme observado em nossos resultados.
Investigagbes futuras objetivam realizar mensuragées em tempos inferiores e
superiores a 24 hpi para elucidar a cinética completa desta modulacéao.

Ferrari et al. (2020) documentaram que este aumento inicial é transitorio,
seguido por reducgao significativa da atividade da via entre 24 e 48 hpi, corroborando
nossos achados. Em nosso grupo de pesquisa, Malta (2023) demonstrou padrao
semelhante para o ZIKV.

Os mecanismos pelos quais o fulerol normaliza a atividade da via
permanecem desconhecidos. Considerando as modulagbes observadas na via

durante a infec¢ao, procedeu-se a avaliacdo dos danos celulares a macromoléculas.

4.5 Efeito em biomoléculas apés infecgao e tratamento com fulerol

No que concerne aos danos celulares, investigaram-se tanto os prejuizos aos
lipidios, por meio de marcadores de peroxidagao lipidica, quanto os danos as
proteinas, através da quantificacao de carbonilagcao proteica.

Conforme demonstrado na Figura 12, o DENV-2, embora nao tenha induzido
alteraces significativas nos niveis de enzimas antioxidantes, promoveu aumento de
100% na peroxidagao lipidica em comparagdo ao grupo controle, evidenciando
claramente a instalagcdo de um cenario de estresse oxidativo. Em contraste, o
tratamento com fulerol ndo apenas manteve as condi¢gdes basais celulares, mas
também promoveu reducdo de aproximadamente 10% nos niveis de peroxidagao

lipidica em relagdo ao controle, demonstrando a capacidade citoprotetora do
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composto contra danos lipidicos mesmo em condigdes extremas de estresse

oxidativo induzidas pelo DENV-2.

Figura 12 - Determinagédo da peroxidagéo lipidica. Células VERO infectadas
com DENV2 (MOI 1) e tratadas com fulerol por 24h, a peroxidagao de lipidios foi
determinada pelo método de dosagem de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). (ns) ndo apresenta significancia estatistica (*) representa

significancia em p< 0,05 para One-Way ANOVA com pds teste de Sidak's.
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No que se refere a carbonilagdo proteica, embora n&o tenham sido
observadas diferengas estatisticamente significativas, conforme demonstrado na
Figura 13, identificou-se tendéncia de aumento induzido pela infecgdo viral, com
elevagdo de aproximadamente 8% nos marcadores de carbonilagdo em relagdo ao
grupo controle. De modo analogo, o tratamento com fulerol ndo apenas manteve os
niveis basais, mas também promoveu reducdo de aproximadamente 12% nos
marcadores de dano proteico.

Inferiu-se que esta diferenca possa tornar-se mais pronunciada em periodos
superiores a 24 horas, reforcando a tendéncia observada nas analises. O composto
demonstra, portanto, potencial para proteger as células contra este tipo de dano

oxidativo. Considerando as evidéncias de capacidade citoprotetora do fulerol,
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reconenda-se a conducdo de novas analises temporais para avaliagdo destes

resultados e elucidagdo dos mecanismos de acao do composto.

Figura 13 - Determinagdo da carbonilacdo de proteinas. Células VERO
infectadas com DENV2 (MOI 1) e tratadas com fulerol por 24h, a quantificagdo do
conteudo de proteina carbonilada foi determinada pelo método adaptado de
REZNICK; PACKER. (ns) ndo apresenta significAncia estatistica para One-Way
ANOVA com p6s teste de Sidak's.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o DENV-2 induz significativo estresse
oxidativo em células infectadas mesmo em periodos curtos de infeccdo. O fulerol
apresentou relevante atividade antioxidante e citoprotetora, reduzindo a producéo de
EROs e ERNSs, normalizando a atividade da via NRF2/ARE e protegendo as células
contra danos oxidativos.

Embora o0s mecanismos moleculares de agdo do fulerol requeiram
investigacao adicional, os resultados sustentam seu potencial biotecnolégico como
agente terapéutico complementar no manejo da dengue. Estudos futuros deverao
focar na caracterizagdo detalhada de seus efeitos antivirais diretos, incluindo a
quantificacdo de carga viral e particulas infecciosas, bem como na expansdo dos
ensaios para modelos celulares humanos mais complexos.

Conclui-se que o fulerol representa uma estratégia terapéutica promissora
contra o estresse oxidativo induzido por flavivirus, merecendo investigacbes

adicionais para seu desenvolvimento terapéutico.
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