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RESUMO 

 
Arbovírus são vírus transmitidos a hospedeiros vertebrados por artrópodes e fazem parte de 
várias famílias de vírus, como Flaviviridade, Togaviridade, Reoviridae, Rhabdoviridae e 
Peribunyaviridae. No Brasil, as arboviroses são consideradas um problema de saúde pública e 
a co-circulação do vírus Dengue (DENV), Zika (ZIKV), Febre Amarela (YFV) e Chikungunya 
(CHIKV) vem mobilizando autoridades sanitárias devido à alta morbidade e mortalidade 
associada a estas infecções. No entanto, existe outro arbovírus negligenciado, como o vírus 
Mayaro (MAYV), que também está presente neste contexto epidemiológico e causa síndromes 
graves. Os surtos de MAYV estão geralmente localizados nos estados do norte e centro-oeste 
do Brasil, no entanto, nos últimos anos vêm sendo detectados em outras regiões do país. As 
medidas de vigilância epidemiológica ainda são incipientes e não há abordagens profiláticas 
efetivas e nem tratamentos com drogas antivirais para este arbovírus negligenciado. Assim, o 
objetivo deste estudo é avaliar a atividade antiviral de compostos sintéticos contra infecções pelo 
MAYV usando para análise um sistema de microscopia de imunofluorescência de alto 
rendimento (do inglês Image High-Throughput Screening, iHTS). Foram avaliadas duas 
bibliotecas de compostos: 1) biblioteca comercial aprovada pela FDA (Torciscreen; n=52); e 2) 
biblioteca de compostos do Laboratório de Virologia Molecular com 52 compostos (naringenina 
e derivados n=21; crisina e derivados n=9; carbamatos n=22). Em uma primeira abordagem, a 
triagem de compostos com atividade antiviral foi padronizada e validada por iHTS. Em uma etapa 
posterior, os compostos que apresentaram a melhor atividade e menor toxicidade foram 
selecionados para testes adicionais, como: 1) ensaios de citotoxicidade in vitro e apoptose; 2) 
curvas de dose-resposta (cálculo de CC50, IC50 e IS); 3) estratégia de tempo de exposição; 4) 
confirmação da atividade antiviral em diferentes linhagens celulares e genótipos virais. O ensaio 
de iHTS apresentou os melhores resultados (Z score) quando realizado com os parâmetros de 
2x104 células Huh7.5/poço, MOI de 0,5 por 24 horas, resultando na média de infecção de 
33,7% 6.3 com valor de confiabilidade estatística representada pelo Z score de 0,9044. Assim, 
iniciamos a triagem de 104 compostos divididos em flavonóides (flavona e flavonona), 
carbamatos e os aprovados pela FDA. Destes, 7 compostos (naringenina, LLA5A, LLA5B, 
LLA9A, crisina, éster C6 e PPC105) em diferentes concentrações apresentaram os critérios 
mínimos de seleção (80% de redução da infecção e 80% de viabilidade celular por quantificação 
nuclear). A curva dose-resposta foi determinada e 4 compostos candidatos foram selecionados 
para atividade anti-MAYV por apresentarem os maiores índices de seletividade (IS). A dose 
máxima não toxica (DMNT) de cada composto foi determinada segundo dados de dois ensaios: 
iHTS e citometria de fluxo. Com isso, para naringenina, LLA9A, crisina e éster C6 as 
concentrações de 200, 50, 25 e 25 μM, respectivamente, foram determinadas como DMNT. Em 
seguida, realizamos a investigação dos possíveis mecanismos de ação de cada um dos 
compostos, através do ensaio virucida, adsorção e internalização viral e tempo de adição. Os 
três primeiros ensaios indicaram que a atividade antiviral dos compostos ocorre durante as 
etapas iniciais do ciclo de infecção do MAYV nas células. Como resultados, os tratamentos pós 
infecção diminuíram significativamente a porcentagem de infecção e títulos de partícula virais 
infecciosas, indicando que a ação provável ocorra em etapas da replicação viral. Os dados foram 
confirmados usando outras linhagens celulares, bem como, cepas de MAYV de outro genótipo. 
Nossos estudos abrem uma nova perspectiva para a inibição da infecção pelo MAYV com a 
identificação de compostos com atividade e deverão ser estendidos para avaliação em modelos 
in vivo. 
 
Palavras-chave: arboviroses, alfavírus, Mayaro virus, antivirais. 
.  



 

ABSTRACT 
 

Arboviruses are viruses transmitted to vertebrate hosts by arthropods and are part of several virus 
families, such as Flaviviridade, Togaviridade, Reoviridae, Rhabdoviridae e Peribunyaviridae. In 
Brazil, arboviruses are considered a public health problem, and the co-circulation of Dengue 
(DENV), Zika (ZIKV), Yellow Fever (YFV) and Chikungunya (CHIKV) viruses has been mobilizing 
health authorities due to high morbidity and mortality. associated with these infections. However, 
there is another neglected arbovirus, such as the Mayaro virus (MAYV), which is also present in 
this epidemiological context, and causes severe syndromes. MAYV outbreaks are generally 
located in the northern and central-western states of Brazil, however, in recent years they have 
been detected in other regions of the country. Epidemiological surveillance measures are still 
incipient and there are no effective prophylactic approaches or treatments with antiviral drugs for 
this neglected arbovirus. Thus, the aim of this study is to evaluate the antiviral activity of synthetic 
compounds against MAYV infections using an image High-Throughput Screening (iHTS) system 
for analysis. Two libraries of compounds will be evaluated: 1) FDA-approved commercial library 
(Torciscreen); and 2) library of compounds from the Laboratory of Molecular Virology with 52 
compounds. In a first approach, the screening of compounds with antiviral activity was 
standardized and validated by iHTS. In a later step, the compounds that showed the best activity 
and the lowest toxicity were selected for additional tests, such as: 1) in vitro cytotoxicity and 
apoptosis assays; 2) dose-response curves (calculation of CC50, IC50 and IS); 3) exposure time 
strategy; 4) confirmation of antiviral activity in different cell lines and viral genotypes. The iHTS 
assay showed the best results (Z score) when performed with the parameters of 2x104 Huh7.5 
cells/well, MOI of 0.5 for 24 hours, resulting in an average infection of 33.7%±6.3 with a statistical 
reliability value represented by the Z score of 0.9044. Thus, we started the screening of 104 
compounds divided into flavonoids (flavone and flavonone), carbamates and those approved by 
the FDA. Of these, 7 compounds (naringenin, LLA5A, LLA5B, LLA9A, chrysin, C6 ester and 
PPC105) at different concentrations presented the minimum selection criteria (80% reduction in 
infection and 80% cell viability by nuclear quantification). The dose-response curve was 
determined and 4 candidate compounds were selected for anti-MAYV activity because they had 
the highest selectivity indices (SI). The maximum non-toxic dose (DMNT) of each compound was 
determined according to data from two assays: iHTS and flow cytometry. Thus, for naringenin, 
LLA9A, chrysin and C6 ester concentrations of 200, 50, 25 and 25 μM, respectively, were 
determined as DMNT. Then, we carried out the investigation of the possible mechanisms of action 
of each of the compounds, through the virucidal assay, viral adsorption and internalization, and 
addition time. The first three assays indicated that the antiviral activity of the compounds occurs 
during the initial stages of the MAYV infection cycle in cells. As a result, pre-treatments and post-
infection treatments significantly decreased the percentage of infection and infectious viral particle 
titers, indicating that the action likely occurs at later stages of the viral cycle such as viral 
replication and/or assembly. Data were confirmed using other cell lines as well as MAYV strains 
from another genotype. Our studies open a new perspective for the inhibition of MAYV infection 
with the identification of compounds with activity and should be extended for evaluation in in vivo 
models.  
 
Keywords: arboviroses, alphavirus, Mayaro virus, antiviral. 
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1. INTRODUÇÃO 

Arboviroses são doenças virais transmitidas por vetores artrópodes (do inglês, 
arthorpod borne virus) a hospedeiros vertebrados (CALISHER; KARABATSOS, 1988; 

KNIPE; HOWLEY, 2013). Os arbovírus possuem ampla distribuição geográfica, 

predominantemente em países de clima tropical e subtropical, como o Brasil, onde são 

considerados um problema de saúde pública (BRASIL, 2021). A crescente preocupação 

em relação à infecção por essa classe de vírus se deva a alta capacidade de adaptação 

a novos vetores e condições do meio ambiente, alta taxa de dispersão e capacidade de 
causar epidemias com grande número de casos (COFFEY et al., 2013). 

Os arbovirus se mantem na natureza através de um ciclo de transmissão 

complexo, que envolve a replicação em vetor artrópode hematófago, principalmente, 

mosquitos da ordem Diptera e, através da picada desses insetos durante o repasto 

sanguíneo, são transmitidos para hospedeiros vertebrados (CALISHER; 

KARABATSOS, 1988; DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017; GO; BALASURIYA; LEE, 

2014). Nos hospedeiros vertebrados, como por exemplo, o homem, quando sintomática, 

a doença manifesta-se através de um quadro febril leve, mas dependendo do patógeno 

envolvido e das características imunes do hospedeiro, o quadro pode evoluir, resultando 

em síndromes febris hemorrágicas, neurológicas ou artralgias debilitantes (CALISHER; 

SHOPE; WALTON, 1988; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). 

Existem mais de 100 espécies de arbovírus que causam doenças em humanos e 
são classificados em cinco famílias: Peribunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae, 

Rhabdoviridae e Togaviridae (CALISHER; KARABATSOS, 1988; TRAVASSOS DA 

ROSA et al., 1989). As arboviroses que atualmente representam os maiores desafios à 

Saúde Pública no Brasil são: Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e Febre Amarela (YFV) 

pertencentes à família Flaviviridae e o vírus Chikungunya (CHIKV) pertencente à família 

Togaviridae (BRASIL, 2021). ZIKV e CHIKV foram considerados arboviroses 

negligenciadas durante longo tempo, porém recentemente emergiram causando 

epidemias com quadros clínicos graves nos indivíduos infectados e sobrecarregando o 
sistema de saúde pública (ALBUQUERQUE et al., 2012; ZANLUCA et al., 2015). Entre 

os arbovírus negligenciados, o vírus Mayaro (MAYV), pertencente à família Togaviridae, 

é endêmico em algumas partes da América Central, Caribe e América do Sul (PEZZI et 

al., 2019). O MAYV é frequentemente detectado nas regiões Norte e Centro-Oeste do 

Brasil. No entanto, nos últimos anos, o MAYV vem se dispersando para regiões não 

endêmicas e, portanto, apresenta potencial para emergir e causar epidemias em outras 
áreas do país (BRUNINI et al., 2017; COIMBRA et al., 2007; DE PAULA SILVEIRA-



13 
 

LACERDA et al., 2021; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; ROMEIRO et al., 2020; 

SAATKAMP et al., 2021). Uma vez que a maior parte da população ainda não foi exposta 

ao MAYV e a taxa de infestação de potenciais vetores artrópodes é alta na maior parte 

das regiões do país, o cenário para uma epidemia em larga escala parece plausível 

(BRASIL, 2019,  2021; ESPOSITO; FONSECA, 2017; LORENZ; RIBEIRO; 

CHIARAVALLOTI-NETO, 2019). Vale ressaltar, no entanto, que devido à estreita 

relação filogenética e antigênica entre CHIKV e MAYV, estudos recentes mostraram 

uma proteção cruzada contra MAYV por resposta humoral induzida por uma infecção 
prévia por CHIKV (FUMAGALLI et al., 2021; MALONIS et al., 2021; WEBB et al., 2019) 

o que poderia eventualmente ter um impacto na transmissão e patogenicidde 

relacionada ao MAYV. 

Em geral, infecções por MAYV em humanos causam surtos focais caracterizados 
por doença febril inespecífica ou síndromes de artralgia (BRASIL, 1978; DA COSTA et 

al., 2017; FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; LIMA et al., 2021; LOPES; NOZAWA; 

LINHARES, 2014). Os principais sintomas variam de calafrios, febre, manifestações 

gastrointestinais, tontura, coceira, dor nos olhos, mialgia e artralgia, que podem durar 

de meses a anos, tornando a doença causada pelo MAYV ainda mais debilitante do que 

outras arboviroses, cujos sintomas duram aproximadamente 3 a 4 semanas (DA COSTA 
et al., 2017; DIAGNE et al., 2020). Complicações graves como miocardite, 

manifestações neurológicas e hemorrágicas também podem ocorrer devido à infecção 
pelo MAYV (ANDERSON et al., 1957; BRASIL, 1978; DIAGNE et al., 2020; ESPOSITO; 

FONSECA, 2017; MCGILL, 1995; PINHEIRO et al., 1981; THEILACKER et al., 2013).  

Estudos epidemiológicos demonstram o crescente número de casos confirmados 

de MAYV em regiões endêmicas e não endêmicas, tanto no Brasil (BRASIL, 2021; 

CASSEB et al., 2013; DA COSTA et al., 2017; LIMA et al., 2021; SAATKAMP et al., 

2021; UFRJ, 2019) como nas Américas (AGUILAR-LUIS et al., 2021; FIGUEIREDO; 

FIGUEIREDO, 2014; LEDNICKY et al., 2016; LLAGONNE-BARETS et al., 2016; 

MUTRICY et al., 2022) e casos humanos importados em outros continentes, como na 

Europa (DIAGNE et al., 2020; LLAGONNE-BARETS et al., 2016; PEZZI et al., 2019; 

SLEGERS et al., 2014; THEILACKER et al., 2013). No entanto, devido às manifestações 

clínicas muitas vezes indiferenciadas das outras arboviroses, como DENV, há 

subnotificação de casos de MAYV, como demonstrado em estudos retrospectivos de 
surtos, principalmente de arboviroses pertencentes à família Flaviviridae (AGUILAR-

LUIS et al., 2021; DA SILVA PESSOA VIEIRA et al., 2015; LOPES; NOZAWA; 

LINHARES, 2014; ROMEIRO et al., 2020). Além da subnotificação de casos, vários 

vetores urbanos potencialmente competentes para transmitir o MAYV, como o Aedes 

aegypti apontado experimentalmente, contribuem para a disseminação viral e infecção 
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humana (PEREIRA et al., 2020). A partir desses dados, fica evidente a prevalência e 

dispersão do MAYV em diferentes regiões nos últimos anos, bem como sua implicação 

em infecções humanas em áreas urbanas, demonstrando seu potencial epidêmico 
(PAHO; WHO, 2019; ROMEIRO et al., 2020). 

No caso de eventuais epidemias causadas pelo MAYV, não há diagnóstico 

diferencial, profilaxia ou estratégias antivirais, já que não existem vacinas ou compostos 

antivirais eficientes aprovados para a prevenção e/ou tratamento da doença (MELLO et 

al., 2020). A abordagem clínica com anti-inflamatórios, antitérmicos e analgésicos 

costuma ser utilizada no tratamento de sintomas secundários e, em áreas de risco, é 

implantado o controle de vetores artrópodes (LIMA-CAMARA, 2016). Neste contexto, a 

identificação de substâncias/moléculas especificamente direcionadas às infecções por 

MAYV se constituem uma prioridade. 

Este estudo se divide em 2 capítulos abordando uma revisão bibliográfica geral 

sobre antivirais contra MAYV, nossos estudos com os compostos que apresentaram 

atividade anti-MAYV além de um anexo contendo os nossos resultados sobre o 

desenvolvimento de reagentes para detecção e pesquisa de vírus emergentes, como o 

vírus Oropouche (OROV). 

Desta forma, como capítulo introdutório e revisão bibliográfica sobre o tema 

central da tese, apresentamos um artigo de revisão sobre os avanços mais recentes ao 

entendimento do ciclo replicativo do MAYV além dos compostos com atividade anti-

MAYV descritos na literatura. Assim, detalhamos a estrutura e o ciclo de replicação do 

MAYV adicionando os possíveis mecanismos de ação dos compostos citados na 
revisão. Cabe salientar que o artigo “Mayaro Virus: the state-of-the-art for antiviral drug 

development” (Mayaro vírus – o estado da arte do desenvolvimento de compostos 

antivirais) escrito por Ana Paula Andreolla, Alessandra Abel Borges, Juliano Bordignon 
e Claudia Nunes Duarte dos Santos e está publicado na revista Viruses edição especial 

“Chikungunya Virus and Emerging Alphaviruses”. 
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2. CAPÍTULO I - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Artigo de revisão 
 
Viruses 2022, 14, 1787. https://doi.org/10.3390/v14081787 
 
 
 

Mayaro Virus: the state-of-the-art for antiviral drug development 

 
 
Mayaro virus: o estado da arte para o desenvolvimento de compostos antivirais 

 
 
 
 
Ana Paula Andreolla¹,2, Alessandra Abel Borges³, Juliano Bordignon¹#* and 
Claudia Nunes Duarte dos Santos1* 

 
 
1 Laboratório de Virologia Molecular, Instituto Carlos Chagas, ICC/Fiocruz, Curitiba, 
81350-010, Paraná, Brazil; 
 
² Departamento de Biologia Celular e Molecular, Universidade Federal do Paraná, 
Curitiba, 81530-900, Paraná, Brazil; 
 
³ Laboratório de Pesquisas em Virologia e Imunologia, Universidade Federal de 
Alagoas, Maceió, 57072-900, Alagoas, Brazil; 
 
# Current address: Instituto Carlos Chagas, ICC/Fiocruz, Rua Prof. Algacyr Munhoz 
Mader 3775, Cidade Industrial de Curitiba, Curitiba, Paraná, Brazil. 
 
* Corresponding authors: Instituto Carlos Chagas, ICC/Fiocruz, Rua Prof. Algacyr 
Munhoz Mader 3775, Cidade Industrial de Curitiba, Curitiba, Paraná, Brazil.  
 
 E-mail addresses: juliano.bordignon@fiocruz.br (JB) and 
claudia.dossantos@fiocruz.br (CNDS). 
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3. CAPÍTULO 2 – IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO IN VITRO DA 
ATIVIDADE ANTIVIRAL DE COMPOSTOS QUÍMICOS SINTÉTICOS CONTRA 

O MAYARO VÍRUS 

Neste segundo capítulo são apresentados os dados de triagem, identificação e 
caracterização in vitro da atividade antiviral de compostos químicos sintéticos contra o 

MAYV. Estes dados, após serem discutidos durante a defesa da tese, serão publicados 

em revista ainda não definida. 

Assim, aqui demonstramos a triagem de várias classes de compostos, dentre eles, 

flavonóides (naringenina e crisina, além de compostos derivados), carbamatos e alguns 

compostos da biblioteca FDA n°5932. 4 compostos foram classificados como mais 

promissores e, com eles, avançamos com alguns testes de mecanismo de ação durante 

o ciclo de replicação de MAYV. Todos os dados podem ser analisados abaixo. 

. 
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4. OBJETIVO 
Avaliar a atividade antiviral de compostos comerciais aprovadas para uso em 

humanos pela agência federal de administração de alimentos e medicamentos dos 

Estados Unidos (do inglês, Food and Drug Administration – FDA) e compostos sintéticos 
purificados, em modelo in vitro, na inibição da infecção pelo MAYV. 

 

4.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

4.1.1 Analisar a citotoxicidade das substâncias usando um sistema de triagem de 
alto rendimento (iHTS) por imagem (imunofluorescência indireta - IFI); 

4.1.2 Padronizar e validar ensaios de triagem de atividade antiviral por iHTS 

contra infecções por MAYV; 
4.1.3 Determinar a atividade antiviral das substâncias por iHTS anti- MAYV; 

4.1.4 Determinar valores de concentração citotóxica para 50% das células (CC50), 

concentração inibitória de 50% da infecção viral (IC50) e o índice de seletividade (IS) 

para a definição das substâncias que apresentarem melhor atividade; 

4.1.5 Analisar a atividade virucida dos compostos selecionados; 

4.1.6 Realizar ensaios de atividade antiviral com os compostos selecionados 

utilizando diferentes cepas virais do MAYV; 

4.1.7 Realizar ensaios de atividade antiviral dos compostos selecionados em 

diferentes linhagens celulares relevantes para o ciclo de transmissão viral e 

patogênese; 

4.1.8 Identificar os possíveis mecanismos de ação das substâncias com maior 

atividade no processo de inibição da infecção. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1. CÉLULAS, CEPAS VIRAIS E COMPOSTOS 

As linhagens celulares utilizadas nesse estudo foram: C6/36 (Aedes albopictus; 

ATCC CRL-1660), Vero E6 (macaco verde africano; ATCC CRL-1586), A549 

(adenocarcinoma alveolar humano, ATCC CCL-185), Huh-7.5 (hepatocarcinoma 

humano; ATCC PTA-8561), A172 (glioblastoma humano; ATCC CRL-1620), SH-SY5Y 

(neuroblastoma humano; ATCC CRL-2266), THP-1 (leucemia monocítica aguda 

humano; ATCC TIB-202) e macrófagos derivados de THP-1 (Tabela 1). A diferenciação 
de THP-1 em macrófagos derivados de THP-1 foi induzida com 100 ng/ml de phorbol 

myristate acetate (PMA) por 48h. Todas as linhagens celulares supracitadas estão 

disponíveis no laboratório de Virologia Molecular do ICC/Fiocruz. 

 
Tabela 1: Linhagens celulares utilizadas durantes os experimentos e suas condições para 

cultivo.  
Célula Meio de cultivo Suplementação Cultivo 

C6/36 Leibovitz L15 5% de soro bovino fetal (SBF) 

25 μg/ml de gentamicina 

0,26% de triptose 

28°C 

Vero E6 

A549 

Huh-7.5 

A172 

SH-SY5Y 

DMEM/F-12# 10% de SBF 

14 mM de NaHCO3 

100 UI/ml de penicilina 

100 μg/ml de estreptomicina 

37°C 

5% de CO2 

THP-1 

Macrófagos 

derivados de 

THP-1 

RPMI-1640*  2 mM glutamina 

10% de SBF  

100 UI/ml de penicilina 

100 μg/ml de estreptomicina 

0,25 μg/ml anfotericina B 

0,05 mM de β-mercaptoetanol 

37°C 

5% de CO2. 

# Eagle modificado por Dulbecco/mistura nutriente F12 (DMEM/F-12) 

*Roswell Park Memorial Institute media 1640 com 2 mM L-Glutamine (RPMI-1640; 
Catalog #: BE12-702F; Lonza) 

 

O estoque da cepa viral MAYV genótipo D (MAYV_D) pertencente ao banco de 

vírus do Laboratório de Virologia Molecular do ICC/Fiocruz/PR e da cepa viral MAYV 

BeAr20290 (GenBank número KT754168) que foi generosamente cedida pela Dra. 
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Alessandra Abel Borges do Laboratório de Pesquisa em Virologia e Imunologia 

(LAPEVI) da Universidade Federal de Alagoas de Maceió/AL, foram amplificados em 

células C6/36 e titulados na mesma célula através do ensaio de formação de placa (ver 

protocolo 5.3).  

Os compostos naringenina (pureza >95%; SC-203443; Santa Cruz 

Biotechnology), crisina (pureza = 97%; C80105; Sigma-Aldrich) e ribavirina (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) foram diluídas à 20 mM em dimetilsulfóxido 100% (DMSO 

– Sigma-Aldrich). Interferon α-2A (IFN-α 2A; Blau Farmacêutica, Cotia, SP, Brazil) foi 

diluída á 1000 UI/ml. Os demais compostos (flavonóides derivados de naringenina ou 

de crisina e carbamatos) utilizadas na triagem foram sintetizadas pelo Dr. Mauro Vieira 

de Almeida da Universidade Federal de Juiz de Fora e diluídas em DMSO 100% (anexo 
I). A biblioteca Tocriscreen de compostos aprovados pelo FDA número 5932 foi 

adquirida e está alocada no laboratório de Virologia Molecular do ICC/Fiocruz/PR 

contendo 159 compostos à 10 mM diluídos em DMSO 100%, conforme recomendação 

do fabricante.  

 

5.2. VALIDAÇÃO DOS ESTOQUES VIRAIS POR RT-PCR  

Após a produção dos estoques virais de MAYV_D, o RNA viral foi extraído via 

QIAamp Viral RNA mini Kit (Qiagem) e transformado em DNA complementar (cDNA) 
através da ImProm II Reverse Transcription System kit (Promega), segundo instruções 

dos fabricantes. Através do cDNA, foram realizados vários ensaios de reação em cadeia 

da polimerase (RT-PCR) utilizando iniciadores e ciclagem, segundo a Tabela 2 e seus 

respectivos artigos de referência. Os iniciadores para flavivírus genérico, aura vírus e 

denso vírus foram utilizados para verificar possíveis vírus contaminantes no estoque 

viral. O produto de PCR amplificado através dos iniciadores Alpha 1+ e Alpha 1- com o 
cDNA de MAYV_D foi purificado utilizando High Pure PCR Product Purification Kit 

(Roche), seguindo recomendações do fabricante e sequenciados através do método 

Sanger utilizando o equipamento ABI3500 na WEMSeq Biotecnologia. As sequências 

obtidas de MAYV_D foram comparadas com o banco de dados GenBank usando a 
ferramenta Blast 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch

&LINK_LOC=blasthome).  
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Tabela 2: Lista de iniciadores e ciclagem utilizada para validação dos estoques virais por RT-

PCR.  

Gene Alvo  Nome Iniciador  Sequência (5’ – 3’)  Ciclagem  

Alfavírus 

genérico nsP4  

(SÁNCHEZ-
SECO, M. Paz et 

al., 2001) 

Alpha 1+  

  

Alpha 1-  

GAY GCI TAY YTI GAY ATG 

GTI GAI GG  

KYT CYT CIG TRT GYT TIG TIC 

CIG G  

94°C – 2 min  

94°C – 30 s  

52°C – 1 min   40x 

72°C – 1 min  

72°C – 5 min  

Flavivírus 

genérico ns5 

(SÁNCHEZ-
SECO, M. P. et 

al., 2005) 

  

Flavi 1+  

  

Flavi 1-  

  

Flavi 2+  

  

Flavi 2-  

GAY YTI GGI TGY GGI IGI GGI 

RGI TGG  

TCC CAI CCI GCI RTR TCR TCI 

GC  

YGY RTI YAY AWC AYS ATG 

GG  

CCA RTG ITC YKY RTT IAI RAA 

ICC  

94°C – 2 min  

94°C – 30 s  

47°C – 1 min   40x 

72°C – 1 min  

72°C – 5 min  

Alfavírus 

genérico nsP4 
(HERMANNS et 

al., 2017)  

Panalpha F1  

  

Panalpha R1  

  

Panalpha F2  

  

Panalpha R2  

TCA GCA GAA GAY TTYGAY 

GC  

CGT CCA TGA TYT TIA CYT 

CCA T  

CCT GTA CTR GAR ACI GAY 

AT  

ACA TTC CAG AYT TCA TCA T  

95°C – 15 s  

55°C (-1°C/ciclo) - 

20 s (10x) 

72°C – 30 s  

95°C – 15 s  

45°C – 20 s     35x 

72°C – 30 s  

72°C – 5 min  

Aura vírus nsP2 
(MOSIMANN et 

al., 2018)  

  

AURAV 5F  

  

AURAV 6R  

TAGATGCCAGAAAATGCGTAA

AAAGAG  

ATAGTCATTCCCCGCATTTTC

TGG  

95°C – 1 min  

95°C – 30 s  

50°C – 1 min   35x 

72°C – 1 min  

72°C – 5 min  

Denso vírus ns2 
(MOSIMANN et 

al., 2011) 

DNV 3F  

  

DNV 3R  

AAT CGA GAA ACA GCA 

TAC TAC ACA TTG GT  

TTT ATT TCC ATA GAT ATT 

GAC TGT TTC GAT  

93°C – 3 min  

93°C – 30 s  

50°C – 30s      40x 

72°C – 30 s  

72°C – 5 min  

 



46 
 

5.3. TITULAÇÃO VIRAL POR FORMAÇÃO DE PLACA 

Para avaliar a quantidade de partículas virais viáveis utilizamos o ensaio de 

titulação por formação de placa. Consiste em infectar células C6/36 (1x105 células por 

poço) com várias diluições seriadas (1:10) do material a ser utilizado (estoque viral ou 

sobrenadante celular infectado). Após as diluições, é inoculado 0,4 ml em cada poço e 

incubado por 1 h a 28 °C. Ao findar o tempo de incubação, o tapete celular é lavado com 

PBS e adicionado meio de cultivo semi-sólido (mistura 1:1 de 3,2% CMC e meio de 

cultivo L-15 acrescido de SBF e antibiótico) para incubação a 28 °C por 7 dias. Após 

esse período inicia-se a revelação, retirando o meio semissólido, lavando 3 vezes com 

PBS, fixando o tapete celular com 0,5 ml de parafolmoldeido à 3% e corando-o com 

cristal violeta à 2%. Após a retirada do corante e lavangem abundante com agua, as 

placas formadas foram contadas e o título viral, em pfu/ml, foi obtido utilizando: 

 

Onde P é a quantidade de placas contadas; I o volume do inóculo em ml; e D 

corresponde a diluição onde foi realizada a quantificação das placas. 

 

5.4. PADRONIZAÇÃO DO ENSAIO DE TRIAGEM DE ANTIVIRAIS ANTI-

MAYV  

A permissividade de MAYV_D nas linhagens C6/36, Vero E6, A549, Huh-7.5, A172 
e SH-SY5Y e Macrófagos derivados de THP-1 foi avaliado através de IFI em iHTS 

utilizando 1x104 células/poço semeadas em placas de 96 poços. As células foram 

infectadas com MOI de 0,1, 1 e 10 de MAYV_D e incubadas por diferentes tempos (24h, 

48h ou 72h). Após cada tempo de incubação, as placas foram fixadas, marcadas e 

analisadas através do ensaio de Imunofluorescência Indireta (IFI). Núcleos celulares e 

porcentagem de infecção de MAYV_D foram avaliadas através da marcação com DAPI 

e mAb 1G1 seguido anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488, 

respectivamente (ver protocolo de IFI no item 5.5).  

Para a linhagem THP-1 foi utilizado citometria de fluxo (ver protocolo de citometria 

de fluxo no item 5.6) para avaliação da permissividade utilizando 2x105 células/poço em 

placas de 24 poços utilizando as mesmas condições de infecção supracitadas (24h, 48h 

e 72h). 
Determinamos que, a linhagem celular base do nosso teste de triagem deve ser 

aquela com maior relevância biológica, tanto em ser permissiva ao vírus, tanto como ser 

sensível a alterações citotóxicas dos compostos. Assim, iniciamos a padronização da 
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infecção das células Huh-7.5 com MAYV para iHTS. 1 e 2x104 células/poço foram 

semeadas em placas de 96 poços e infectadas com diferentes MOIs (0,02, 0,1, 0,5, 2,5, 

12,5) de MAYV e incubadas 24 e 48 h. Após cada tempo de incubação, as placas foram 

fixadas, marcadas e analisadas através do ensaio de IFI (item 5.5). Assim, definimos o 

MOI de 0,5 por 24h a melhor condição de infecção. Entretanto, a concentração celular 

no poço foi determinada através do ensaio de confiabilidade estatística. 

Através dos resultados obtidos, 3 experimentos independentes de confiabilidade 

estatística foram realizados para então verificar a homogenicidade da porcentagem de 

infecção viral em duas concentrações de células por poço diferentes. Esse ensaio 

consiste em utilizar placas de 96 poços previamente semeadas com 1 ou 2x104 

células/poço e dividi-las em MOCK (sem infecção; negativo) e MAYV (infectado com a 

melhor condição; positivo). Para determinar o valor de confiabilidade, foi utilizado o 
cálculo do Z score que é definido pela equação: 

 

Onde σ é o desvio padrão e μ é a média da porcentagem de infecção dos poços 

positivos (p) e dos negativos (n).  

Utilizando as condições de infecção padronizadas para os testes de triagem 

(2x104 células Huh7.5 infectadas com MOI 0,5 por 24 h), determinamos a concentração 
de uso da ribavirina e do IFN-α 2a para, assim, serem empregados como controles in 

vitro de atividade anti-MAYV. Para isso, diferentes concentrações de cada composto (40 

– 1,25 μM e 4000 – 31,25 UI/ml para ribavirina e IFN-α 2a, respectivamente) foram 

incubadas com MAYV MOI 0,5 por 24 h. Prosseguiu-se com a IFI e aquisição dos dados 

de quantificação nuclear e porcentagem de infecção. 

Com o sistema de triagem padronizado, avaliamos duas metodologias de infecção 

(técnica clássica em virologia e a técnica utilizada em triagem de compostos em grande 
escala por sistema iHTS), descritas na figura 1. A diferença entre os métodos é a 
retirada ou não do inóculo viral após a incubação da infecção. Para tal teste, 

comparamos o desempenho de 2 compostos em diferentes concentrações (200, 100 e 

50 μM) e analisamos por IFI (protocolo do item 5.5). Valores de quantificação nuclear e 

porcentagem de infecção, tanto absolutos como normalizados, juntamente com seus 

desvios padrões, foram analisados para determinar a metodologia que foi utilizada para 

o sistema de triagem. 
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Figura 1: Metodologias de infecção de Huh-7.5 com MAYV para triagem de compostos em iHTS. 

As células previamente semeadas foram, em A, infectadas utilizando a metodologia clássica de 

virologia que consiste em adicionar o inoculo viral (MAYV MOI 0,5) juntamente com o composto 

diluído em meio de cultivo sem SBF, incubar por 90 minutos, lavar 3 vezes com PBS, adicionar 

o composto diluído em meio de cultivo com SBF e fixar após 24 h. Em B, está representada a 
metodologia utilizada em triagem de compostos por iHTS, onde o MAYV e o composto são 

diluídos em meio de cultivo com SBF, incubados com as células por 24 h e então fixados. Após 

a fixação de ambas metodologias, a IFI foi realizada e analisada como já descrita. 

 

5.5. IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA (IFI) PARA IHTS 

Os ensaios de IFI foram realizados em formato de placas de 96 cavidades, tendo 

2x104 células semeadas por poço de Huh-7.5. Estas células foram infectadas com 

MAYV_D MOI 0,5, na presença ou ausência dos compostos em teste. 24 horas pós 

infecção (24 h.p.i.), cada poço em teste é fixado com 200 μL/poço de metanol-acetona 

(1:1) e incubadas à -20°C por 1 hora. 100 μL/poço do mAb 1G1 (monoclonal 

desenvolvido utilizando a proteína E2 de CHIKV que reconhece cruzadamente outros 

alfavírus artritogênicos, como o MAYV) diluído 1:100 em PBS-BSA1% (solução salina 

fosfatada tamponada com 1% albumina sérica bovina) foi incubado por 1 hora à 37°C. 

Após três lavagens com PBS-T (solução salina fosfatada tamponada com 0,05% de 

Tween 20), anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 (Alexa 

488; Sigma-Aldrich) e DAPI (4’.6-diamidino-2-phenylindole) foram diluídos 1:1000 e 0,3 

mM, respectivamente, em PBS-BSA 1% e incubados por 1 horas à 37 °C, seguido por 

três lavagens e adição de PBS (solução salina fosfatada tamponada). As imagens foram 

capturadas com o equipamento Operetta CLS High-Content Analysis System 

(PerkinElmer, Massachusetts, EUA) utilizando 8 campos na objetiva de 20x não confocal 
e analisadas através do Harmony High Content Imaging and Analysis Software 

(PerkinElmer). Quantificação de núcleos e porcentagem de infecção de MAYV_D foram 

avaliadas através da marcação com DAPI e Alexa Fluor 488, respectivamente.  
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5.6. CITOMETRIA DE FLUXO 
Após o tempo de incubação após a infecção de MAYV (24h ou 48h), as células 

foram recuperadas por centrifugação (2500 rpm por 5 min), bloqueadas com 200 

μL/poço de tampão bloqueio (PBS + 5% SBF + 1% soro humano) por 20 minutos à 

temperatura ambiente. Após a incubação, as células foram centrifugadas e fixadas com 
100 μL de Citofix/Citoperm (BD Biosciences, USA) por 20 min em TA. Após nova 

centrifugação seguiram-se três lavagens com solução de Perm/Wash (200 μL/poço) e 

incubação com o anticorpo mAb 1G1 (diluído 1:100 em Perm/Wash – BD Biosciences) 

por 30 minutos à 37 °C. Lavou-se três vezes com Perm/Wash e incubou-se com 

anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 diluído 1:400 em 

Perm/Wash nas mesmas condições anteriores. Ao fim, as amostras foram lavadas três 

vezes com PBS e recuperadas em 200μL/poço de PBS para análise imediata por 

citometria de fluox. A quantificação das células infectadas foi realizada no equipamento 

BD FACS Canto II (BD Biosciences, USA) e os dados de porcentagem de infecção 

analisados com o software FlowJo versão 10. 

 

5.7. TRIAGEM DE COMPOSTOS ANTIVIRAIS ANTI-MAYV 

Após a padronização da metodologia de iHTS, os flavonóides, carbamatos e os 

compostos da biblioteca aprovada pela FDA foram triados em diferentes concentrações 

(200, 100 e 50 M) frente a infecção de MAYV_D. Como controles de atividade antiviral 

do teste, utilizamos os compostos ribavirina (20 M) e IFN-  2A (1000 UI/ml). Tanto os 

compostos em teste, bem como os controles, de forma individual, foram acrescidos ao 

inóculo de MAYV_D MOI 0,5. Assim, cada mistura (composto + vírus) foi incubada em 

2x104 células/poço de Huh-7.5 semeadas em placas de 96 poços. 24 h.p.i., as placas 

foram fixadas e prosseguiu-se com a IFI, captura e análise da infecção e quantificação 

nuclear das diluições testada para cada composto (conforme item 5.5).  

O primeiro critério utilizado para a seleção dos compostos candidatos com 

atividade anti-MAYV foi através de gráfico de dispersão dos resultados normalizados. 

As concentrações que apresentaram mais de 80% de redução da porcentagem 

normalizada de infecção viral e 80% de viabilidade celular normalizada por quantificação 

de núcleos foram selecionadas para o próximo teste. Para aqueles compostos que 

obtiveram resultados dentro dos limites estabelecidos acima foi determinado o índice de 

seletividade (IS), através do ensaio curva dose-resposta. O ensaio se baseia em avaliar 

8 diferentes concentrações de cada composto (800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5 e 6.25 

M) por meio da porcentagem normalizada dos valores de quantificação nuclear e 

infecção, sendo o índice de seletividade (IS) definido por:  
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Onde o CC50 é a concentração citotóxica para 50% das células calculado a partir 

dos dados normalizados da quantificação nuclear do controle MOCK e IC50 é a 

concentração inibitória de 50% da infecção viral calculado a partir dos dados 

normalizados da porcentagem de células infectadas do controle MAYV_D. A partir dos 

valores de IS, determinamos os compostos candidatos com atividade anti-MAYV mais 

promissores. Para cada classe de composto (flavonas, flavononas, carbamatos e 

biblioteca FDA) foram selecionados no máximo dois compostos dos quais possuíram os 

maiores IS. Tais compostos selecionados passaram por teste confirmatório visual da 

imagem adquirida a fim de confirmar a normalidade da morfologia nuclear, via marcação 

de DAPI. Ao fim dessas avaliações dos critérios por nós definidos, obtivemos 4 

compostos promissores anti-MAYV: naringenina, LLA9A, crisina e éster C6. 

 

5.8. DETERMINAÇÃO DA DOSE MÁXIMA NÃO TÓXICA DOS COMPOSTOS 

CANDIDATOS ANTI-MAYV 

Um total de 2x104 células/poço de Huh-7.5 foram tratadas durante 24 h com 6 

diferentes concentrações (400, 200, 100, 50, 25 e 12.5 M) de cada composto candidato 

anti-MAYV (naringenina, LLA9A, crisina e éster C6). Ao término do período de 

tratamento, cada poço foi fixado com 200 l de metanol-acetona (1:1) por 1h à -20 °C. 

O fixador foi descartado e as células marcadas com DAPI (0,3mM) diluído em PBS-

BSA1% por 1h à 37 °C e a captura das imagens foram nas mesmas condições descritas 

para a IFI. A análise consistiu em determinar e discriminar, através da intensidade da 

marcação nuclear, as células saudáveis daquelas em processo de morte celular. Para 

isso, determinamos um ponto de corte, através da intensidade média de marcação 

nuclear das células não tratadas. Assim, utilizou a seguinte equação: 
 

Onde IMV é o ponto de corte da intensidade da marcação nuclear com DAPI 

definido pela intensidade média do controle não tratado (IMN) adicionado três vezes o 

seu desvio padrão (σnt). Assim, os valores da intensidade de cada célula que estiver 

acima do IMV foram considerados não viáveis.  

A partir desse valor, obtivemos a porcentagem de células, na área analisada, 

consideradas não viáveis e, com isso, normalizamos os dados calculando a 

porcentagem de viabilidade para cada concentração através da equação: 
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Onde X é a porcentagem de células não viáveis da condição avaliada e os 

controles (c) são a porcentagem de células não viáveis nos poços não tratados (nt) e 

tratados com DMSO 20% (pt). A maior concentração de cada composto analisado que 

possui valor maior que 80% de viabilidade e 80% de quantificação nuclear foi definido 

como a DMNT. 

Com o objetivo de confirmar a DMNT realizamos o ensaio de morte celular 
utilizando os marcadores Annexin-V (FITC) e 7-AAD (BD Biosciences, San Jose, CA, 

USA) para marcação celular. Assim, Huh7.5 (1x105 células por poço em placas com 24 

cavidades) foram tratadas por 24h com 6 concentrações de cada composto candidato 

(naringenina, LLA9A, crisina e éster C6), que variou de acordo com o resultado obtido 
no ensaio de DMNT através do sistema iHTS. Assim as doses testadas foram 3200, 

1600, 800, 400, 200 e 100 μM para naringenina, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 μM para 

LLA9A, 400, 200, 100, 50, 25 e 12.5 μM para crisina e éster C6. Como controle de morte 

celular utilizamos temperatura, expondo as células à 56 °C por 30 minutos. Após a 
incubação, as células foram tripsinizadas, marcadas com Annexin-V (FITC) e 7-AAD, 

conforme orientações do fabricante. Os dados foram coletados utilizando citometria de 

fluxo (FACS Canto II; BD Biosciences, São Jose, CA, USA) e analisados no software 

FlowJo. As células consideradas como viáveis foram aquelas que, ao analisadas, 

mostraram-se duplo negativa para ambos os marcadores. 

 

5.9. ENSAIO VIRUCIDA 

Em um microtubo foram incubados à 37 ºC um mix contendo 2x105 pfu/ml de 

MAYV_D e a DMNT de cada composto candidato anti-MAYV (naringenina, LLA9A, 

crisina e éster C6), em um volume final de 100 l. Ao passar 1 h, prosseguimos o ensaio 

virucida dos compostos por meio do ensaio de titulação por formação de placas (ver 

item 5.3), conforme descrito previamente (FERRAZ et al., 2019). Brevemente, a mistura 

(vírus + composto) foi diluído em meio de cultura e, diferentes diluições da mistura foram 

inoculadas em células C6/36.  

 

5.10. ENSAIO DE TEMPO DE ADIÇÃO 

No ensaio de triagem de compostos anti-MAYV as substâncias candidatas 

(naringenina, LLA9A, crisina e éster C6) foram avaliadas quanto o efeito tanto na 

entrada quanto durante a replicação viral (composto adicionado durante e após a 
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infecção). Visando melhor determinar o momento em que os compostos atuam 

realizamos o ensaio de tempo diferencial de adição dos compostos na infecção. Assim, 

em placas de 96 poços semeadas previamente com 2x104 células Huh-7.5 adicionamos 

as substâncias em diferentes tempos para determinar em qual momento ocorre a 

atividade antiviral (pré tratamento, durante infecção, durante/pós, pós infecção), 

conforme esquematizado na figura 2. O pré tratamento consistiu em expor as células à 

DMNT de cada substância por diferentes tempos (2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h) antes de 

infectá-las (no tempo 0 h) e, após essa incubação, as células foram mantidas em meio 

de cultivo por 24 h. No tratamento durante infecção a DMNT de cada composto foi 

adicionado ao mesmo tempo que o inoculo viral (0 h), dos quais ficaram em contato com 

as células pelo mesmo período (1h30'), lavadas e adicionado meio de cultivo, sem o 

composto, seguido por 24h de incubação. Já no tratamento pós infecção, após ocorrer 

a infecção viral (sem a presença do composto), o inóculo viral foi retirado das células 

(tempo 1h30’), o tapete celular lavado e a DMNT de cada composto candidato foi 

adicionada e incubadas durante 24 h em meio fresco. A infecção durante/pós infecção 

foi utilizado como controle do experimento, pois mimetiza o ensaio de triagem em que 

selecionamos os compostos mais promissores. Em todas as formas de tratamento a 

infecção foi realizada utilizando MAYV_D MOI 0,5 durante 1h30’ e, após decorridas 24 

h.p.i., as células foram fixadas e prosseguiu-se com a IFI. 
  



53 
 

 
Figura 2: Metodologia utilizada no ensaio de tempo de adição dos compostos candidatos anti-

MAYV. Cada linha, representada na figura acima, demonstra um tratamento diferente. O pré 

tratamento consiste em adicionar os compostos e incubá-los por 2 h, 4 h, 8 h, 16 h e 24 h antes 

da infecção; tratamento durante infecção consiste em submeter as células aos compostos 

apenas durante a infecção (tempo 1h30’); o tratamento pós infecção consiste em adicionar o 

composto apenas após a retirada do inóculo viral (tempo 1h30’) e incubado por 24h; e o 

durante/pós representa a união dos tratamentos durante infecção e pós infecção. Linha em cor 
cinza corresponde o tempo pós semeadura das células na placa, cor preta o período de 

tratamento, cor vermelha a infecção sem tratamento e na cor verde o meio de cultivo adicionado 

sem tratamento. Em todos os tratamentos, a infecção ocorreu no tempo 0 h e permaneceu até o 

tempo de 1h30'.  

 

5.11. ENSAIO DE ADSORÇÃO VIRAL 

A avaliação da capacidade dos compostos candidatos anti-MAYV (naringenina, 

LLA9A, crisina e éster C6) de interagir na adsorção viral foi definida utilizando placas de 

96 cavidades previamente semeadas com 2x104 células Huh-7.5 por poço. Inoculamos 

MAYV_D MOI 0,5 conjuntamente com a DMNT das substâncias pertencentes ao hit anti-

MAYV e incubamos por 1h30’ à 4 ºC. Decorrida a incubação, o tapete foi lavado, 

adicionamos meio de cultivo e, após 24 h.p.i. à 37 ºC, fixamos com metanol-acetona e 

prosseguimos com a IFI conforme descrito no subitem 5.5. O sobrenadante foi 

submetido a titulação conforme descrito no subitem 5.3. 

 

5.12. ENSAIO DE INTERNALIZAÇÃO VIRAL 

O ensaio de internalização viral consiste em infectar com MAYV_D MOI 0,5 as 

células Huh-7.5 previamente semeadas em placas de 96 cavidades por 1:30h à 4 ºC. 

Passada a incubação, adicionamos cada composto candidato anti-MAYV (naringenina, 

LLA9A, crisina e éster C6) na DMNT e incubamos por 1:30 h à 37 ºC. Após essa 

segunda incubação, lavamos o tapete celular com PBS e tratamos com tampão citrato 
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(40 mM ácido cítrico, 10 mM de cloreto de potássio, 135 mM de cloreto de sódio, pH 3) 

por 1 minuto. Novamente lavamos e meio de cultivo foi adicionado, incubamos por 24 h 

à 37 ºC, fixamos com metanol-acetona e prosseguimos com a IFI conforme descrito no 

subitem 5.5. O sobrenadante foi submetido a titulação conforme descrito no subitem 

5.3. 
 

5.13. TESTE DE EFICÁCIA ANTIVIRAL EM INFECÇÃO ESTABELECIA 

Este teste consiste em infectar 2x104 células Huh-7.5 com MAYV_D MOI 0,5 

durante 1h30’. Após esse período, o inóculo foi retirado, as células lavadas com PBS e, 

em diferentes tempos pós-infecção (0h, 2h, 4h e 6h), foi adicionado os compostos 

candidatos anti-MAYV (naringenina, LLA9A, crisina e éster C6) nas suas DMNT, 

conforme figura 14A. Ao se passar 24hpi e lavagem, as células foram então fixadas com 

metanol-acetona e prosseguiu-se com a IFI conforme descrito no subitem 5.5. O 

sobrenadante foi submetido a titulação conforme descrito no subitem 5.3. 

5.14. TESTE DE EFICÁCIA ANTIVIRAL EM OUTRAS LINHAGENS HUMANAS 

A fim de verificar se os compostos candidatos anti-MAYV (naringenina, LLA9A, 

crisina e éster C6) podem atuar de forma independe do tipo celular, analisamos a ação 

destes em outras linhagens de células humana, a A549 (células de adenocarcinoma 

humano do epitélio alveolar basal) e a SH-SY5Y (células de neuroblastoma humano). 

Com isso, determinamos como melhor condição de infecção MOI 1 por 24h para ambas 

linhagens. Assim, 2x104 células A549 e SH-SY5Y foram adicionadas em cada poço de 

placas com 96 cavidades e infectadas com MAYV_D conforme determinado acima. 

Após 1h30’, as células foram lavadas com PBS e adicionado meio de cultivo contendo 

cada composto candidato anti-MAYV na DMNT. Após 24 h.p.i. à 37ºC, fixou-se o tapete 

celular com metanol-acetona e prosseguiu-se com a IFI conforme descrito no subitem 

5.5. O sobrenadante foi submetido a titulação conforme descrito no subitem 5.3. 
 

5.15. TESTE DE EFICÁCIA ANTIVIRAL EM DIFERENTES CEPAS DE MAYV 

Para verificar se a ação de cada composto candidato anti-MAYV (naringenina, 

LLA9A, crisina e éster C6) é cepa dependente, utilizamos cepas de genótipos diferentes 

de MAYV para este ensaio. Para isso, padronizamos a infecção da cepa BeAr 20290 

(Figura 16A) em células Huh-7.5, utilizando diferentes MOIs (12,5, 2,5, 0,5, 0,1 e 0,002) 

e tempos de infecção (24hpi e 48hpi). Definimos que a melhor condição de infecção não 
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deveria saturar o sistema, ou seja, a porcentagem de células infectadas deve estar 

aproximadamente em 60%. Assim, determinamos MOI de 0,1 por 24h.  

Com a padronização da infecção de ambas as cepas finalizada, demos 

prosseguimos o teste de eficácia antiviral, utilizamos apenas o tratamento pós a infecção 

(figura 1A). Assim, 2x104 células Huh-7.5 em placas de 96 cavidades foram infectadas 

com as cepas MAYV_D ou BeAr20290 com MOI 0,5 e 0,1, respectivamente. Após 

1h30min à 37ºC, as células foram lavadas com PBS e adicionamos a DMNT dos 

compostos candidatos anti-MAYV. Ao fim das 24h de incubação à 37ºC, fixou-se as 

células com metanol-acetona e prosseguiu-se com a IFI conforme descrito no subitem 

5.5. O sobrenadante foi submetido a titulação conforme descrito no subitem 5.3. 
 

5.16. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram avaliados estatisticamente pelo software Prism (GraphPad 

Software, San Diego, CA) utilizando o teste de análise de variância (ANOVA) seguido 

por teste de Tukey (p<0,05). Para cálculos de CC50 e IC50 foi utilizado análise de 

regressão não linear seguido do teste de inclinação variável.  
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6. RESULTADOS 

 
6.1 VALIDAÇÃO E CERTIFICAÇÃO DO ESTOQUE VIRAL MAYV-D 
Antes de amplificar o estoque viral de MAYV_D foi realizada uma verificação para 

possíveis vírus contaminantes e certificar a identidade da cepa de MAYV, conforme a 

tabela 2. O ensaio de RT-PCR realizada a partir do RNA do estoque de MAYV_D para 

o gênero flavivirus (figura 3A) e, para os vírus específicos de células de mosquitos, aura 

(Figura 3B) e densovírus vírus (Figura 3C), foram negativos. Em relação ao resultado 

com iniciadores do gênero alfavírus, o estoque de MAYV foi positivo (Figura 3 D). Após 

a amplificação, o amplicon gerado pela RT-PCR com os iniciadores Alpha 1+ e 1- foi 

purificado para a realização de sequenciamento nucleotídico (Figura 3E). O fragmento 

de 453 pares de bases (pb) obtido através de amplificação demonstrou que se trata de 

uma cepa genótipo D com 99% de identidade e cobertura com a cepa TRVL 15537 

(KP842810.1). Assim, o estoque viral de MAYV_D foi amplificado e titulado em C6/36. 

Esse lote apresenta título de 1.9x108pfuC6/36/ml (Figura 3F).  
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Figura 3: Amplificações da RT-PCR para validação do estoque viral de MAYV_D. Utilizando o 

cDNA sintetizado a partir do RNA extraído das amostras de MAYV_D, demonstra-se os produtos 

amplificados a partir dos iniciadores Flavi 2+ e 2- (A), AURAV 5F e 6R (B), DNV 3F e 3R (C), 

Pan alpha F2e R2 (D), descritos na tabela 1. Em E, os produtos purificados das amplificações 

com os iniciadores Alpha 1+ e 1 –. C-: controle negativo da reação utilizando água; 1Kb: 

marcador de peso molecular. Géis de agarose em 1% corados com brometo de etídeo. Em F, a 

metodologia de titulação por formação de placa em células C6/36 foi empregada para titulação 

do estoque da cepa de MAYV_D. As diluições iniciaram em 10-1 até 10-10, entretanto 
demonstramos apenas os poços utilizados para o cálculo de título viral (10-5 e 10-6). MOCK: 

controle negativo do ensaio de titulação. Cristal Violeta foi utilizado para coloração. 
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6.2 PADRONIZAÇÃO DO ENSAIO DE TRIAGEM ANTIVIRAL PARA MAYV 
EM IHTS  

As linhagens celulares C6/36, Vero E6, Huh-7.5, A172 e A549 foram permissivas 

a infecção por MAYV_D (Figura 4A) e apresentaram infecção produtiva (Figura 4C), com 

diminuição na quantidade de núcleos da cultura de células infectadas quando 

comparadas ao MOCK (Figura 4C). A linhagem THP-1 (Figura 4B-C) e de macrófagos 

diferenciados de THP-1 foram refratárias à infecção (Figura 4A-C). 
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Figura 4: Permissividade celular de diferentes linhagens celulares para o MAYV_D. É 

demonstrado, em A, a imagem representativa da permissividade ao MAYV_D (MOI 0,1) de 

culturas de C6/36, Vero E6, Huh-7.5, A172, A549 e macrófagos diferenciados de THP-1, por IFI 

após 72h de infecção. A THP-1, representada em B, foi avaliada através de citometria de fluxo 

(MOI 0,1; 72h de infecção). Dados de infecção (C) e número de núcleos por poço para cada 

linhagem (exceto para THP-1; D) são demonstrados para cada MOI testado (0,1, 1 e 10) e tempo 
pós infecção (24, 48 e 72 h.p.i.). São demonstrados os dados de três réplicas biológicas em 

triplicata técnica. Em azul, núcleos corados com DAPI e, em verde, MAYV_D marcado com 

mAb1G1 seguido de anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488. MOCK: 

células não infectadas após 72 h.p.i.; MAYV: células infectadas com MAYV MOI 0,1 e 72 h.p.i 

Barras correspondem a quantificação nuclear e as linhas correspondem à porcentagem de 

células infectadas; azul: MOCK; Vermelho: MOI 0,1; verde: MOI 1; lilás: MOI 10. Barra na imagem 

MOCK C6/36 corresponde ao valor de referência de 100 μm. 

 
Escolhemos a linhagem Huh-7.5 para ser a célula base do nosso teste de triagem, 

pois, além de ser permissiva ao MAYV, ela é relevante biologicamente no metabolismo 

dos compostos. Diferentes parâmetros foram analisados para a padronização do ensaio 
de iHTS visando a triagem de compostos anti-MAYV, como: quantidades de células 

Huh-7.5 (1 e 2x104 células/poço); MOIs (12,5, 2,5, 0,5, 0,1 e 0,02); e tempos de infecção 

(24 e 48 h.p.i.) (Figura 5A-B). As condições de infecção foram determinadas a partir do 

maior MOI e menor tempo de incubação em que não houve redução no número de 

núcleos contados, quando comparados com o MOCK (Figura 5B). Assim, o MOI 0,5 por 

24h foi considerada a melhor condição de infecção, com média e desvio padrão de 25.31 

%  4,4 e 33.7 %  6.3, para 1 e 2x104 células/poço, respectivamente.  

Ao calcular o valor médio de infecção e índice Z para ambas quantidades de 

células por meio do teste de confiabilidade estatística (Figura 5C), temos: 29,87% de 
células infectadas e Z score de 0,8304 para 1x104 células/poço e 44.84% e Z score de 

0,9044 para 2x104 células/poço. Com isso, 2x104 células/poço demonstrou melhor 

desempenho estatístico quando comparado à 1x104 células/poço. 
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Figura 5: Padronização da infecção de Huh-7.5 com MAYV_D para ensaio de triagem por iHTS. 

Duas quantidades diferentes de células (1 e 2x104 células/poço) foram semeadas e infectadas 

com MAYV_D por tempos (24 e 48 h.p.i.) e MOIs (12,5, 2,5, 0,5, 0,1 e 0,02) diferentes. A 
porcentagem de células infectadas (A) e a quantificação nuclear (B) foram analisadas por IFI. 

Em C, mostramos o representativo do ensaio de confiabilidade estatística utilizando meia placa 

de 96 poços não infectada (MOCK) e meia placa infectada com as condições padronizadas de 

infecção de MAYV (2x104 células/poço, MOI 0,5 por 24h). Nos gráficos de barras A e B, em 

vermelho MOCK, verde MOI 0,02, laranja MOI 0,1, marrom MOI 0,5, roxo MOI 2,5, azul MOI 

12,5. Nas imagens (C), em azul marcação nuclear com DAPI e em verde marcação de MAYV 

utilizando mAb 1G1 seguido de anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488. A barra 
na imagem C, corresponde a 1mm. Os dados expressos correspondem a valores médios com 

os respectivos desvios padrão de três experimentos independentes em triplicata técnica. 

Diferença significativa representada por (*) quando p<0,001 e (#) quando p<0,05 ao comparar o 

grupo não infectado (MOCK) correspondente, analisando os dados usando ANOVA seguido por 

teste de Tukey, de três réplicas biológicas em triplicata 
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Os compostos ribavirina (Figura 6A) e IFN-  2a (Figura 6B) foram testados em 

diferentes concentrações para determinar a dose de uso que inibe mais que 80% da 

infecção viral por MAYV_D e tenha no mínimo 80% de viabilidade celular por 

quantificação nuclear. Assim, utilizaremos 20 M de ribavirina e 1000 UI/ml de IFN-  2a 

como controles positivos de atividade anti-MAYV durante todos os seguintes testes in 

vitro. 
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Figura 6: Determinação da concentração de uso dos controles de atividade anti-MAYV. Dois 

compostos, ribavirina (A) e IFN-  2A (B) foram diluídos serialmente (1:2) em meio de cultivo 

celular contendo MAYV_D (MOI 0,5), incubados em células Huh-7.5 e fixados 24 h.p.i. Dados da 

porcentagem normalizada da quantificação nuclear (círculos azuis com linha verde) e da infecção 

(quadrados vermelhos com linha lilás) são mostrados em gráfico curva dose-resposta, de três 

experimentos independentes em triplicata técnica. Linha pontilhada representa a IC80.  
 
Para finalizar a padronização do teste de triagem, comparamos duas 

metodologias diferentes de infecção: a classicamente utilizada em virologia (Figura 1A), 

1 10 100
0

20

40

60

80

100

120

140

160

Concentração M

%
In

fe
cç

ão
e

Nú
m

er
o

de
cé

lu
la

s
no

rm
al

iz
ad

a

Ribavirina

1 10 100 1000 10000
0

20

40

60

80

100

120

140

160

Concentração M

%
In

fe
cç

ão
e

Nú
m

er
o

de
cé

lu
la

s
no

rm
al

iz
ad

a

Citotoxicidade
Inibição Infecção

IFN- 2A

A

B



64 
 

onde se retira o inóculo viral após a infecção; e a utilizada em triagem de compostos no 
modelo iHTS (Figura 1B), onde o inóculo viral é mantido durante todo o experimento 

com a posterior adição dos compostos. Ao se utilizar os dois compostos escolhidos 

aleatóriamente (LLA10A e CSP1B) em ambas metodologias, a B possuiu menor desvio 

padrão, principalmente, na concentração de 50 M com os dois compostos quando 

comparados com a metodologia A, tanto em números absolutos de núcleos (Figura 7A), 

como em contagem de células positivas (Figura 7B), além dos valores normalizados de 

quantificação nuclear (Figura 7C). Entretanto, ao analisar os controles de atividade 

antiviral, há diferença estatística entre a porcentagem de infecção (Figura 7C) onde B 

manteve a redução de 80% da infecção quando comparado com o controle MAYV. 
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Figura 7: Metodologias de infecção de Huh-7.5 com MAYV_D para triagem de compostos em 

sistema iHTS. Utilizamos duas metodologias (descritas na Figura 1) em dois compostos 

diferentes, LLA10A e CSP1B e analisamos, após 24h da infecção os valores: núcleos absolutos 

(A), número absoluto de células positivas infectadas com MAYV_D (B) (barras pretas – 

metodologia A; barras cinzas – metodologia B) e os dados normalizados da porcentagem da 

quantificação nuclear e infecção (C – barras e linhas, respectivamente). Os dados expressos 

correspondem a valores médios com os respectivos desvios padrão de três experimentos 

independentes em triplicata técnica. Diferença significativa representada por (*) quando p<0,001 

ao comparar a mesma concentração em metodologias diferentes, analisando os dados usando 
ANOVA two way seguido por teste de Tukey, de três réplicas biológicas em triplicata 
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6.3 PADRONIZAÇÃO DA INFECÇÃO DE MAYV EM HUH-7.5 POR 
CITOMETRIA DE FLUXO 

Diferentes parâmetros foram analisados para a padronização da infecção de 

MAYV_D em citometria de fluxo, como: MOIs (0,02, 0,1 e 0,5) e tempos de infecção (24 

e 48 h.p.i.) (Figura 8). As condições de infecção foram determinadas a partir da 
comparação das porcentagens de infecção com aquelas obtidas no sistema iHTS. 

Assim, MOI 0,5 por 24h foi considerada a melhor condição de infecção de células Huh-

7.5 para a citometria de fluxo apresentou média e desvio padrão de 45,8 %  6,5.  

 

 
Figura 8: Padronização da infecção de Huh-7.5 com MAYV_D para citometria de fluxo. 2x105 

células/poço foram infectadas com diferentes MOI (0,02, 0,1 e 0,5) de MAYV e incubadas por 24 

e 48 h.p.i. Após fixadas, marcadas com mAb1G1 seguido de anticorpo anti-IgG de camundongo 

conjugado com Alexa Fluor 488, os dados foram adquiridos e as porcentagens de infecção para 

cada condição foram analisadas. Em vermelho – MOCK, verde – MOI 0,02, laranja – MOI 0,1, 

marrom – MOI 0,5. Dados médios com seus respectivos desvios padrão de três experimentos 

independentes em triplicata técnica. Diferença significativa representada por (*) quando p<0,001 
ao comparar o grupo controle não infectado (MOCK) correspondente, analisando os dados 

usando ANOVA seguido por teste de Tukey, de três réplicas biológicas em triplicata 

 
6.4 TRIAGEM DE COMPOSTOS ANTIVIRAIS ANTI-MAYV 
Um total de 104 compostos, divididos em flavonoides (flavononas - naringenina e 
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compostos, em diferentes concentrações, possuíram mais de 80% de redução de 

infecção mantendo a integridade de núcleos: naringenina, LLA5A, LLA5B, LLA9A, 

crisina, éster C6 e PPC105 (Figura 9A). Os compostos carbamatos apresentaram menor 

citotoxicidade quando comparados aos flavonoides, entretanto sem atividade anti-
MAYV, exceto PPC105. Em relação aos compostos Tocriscreen, não houve resultados 

promissores em nenhum dos compostos testados. 

O perfil de curva dose/resposta e valores de CC50, IC50 e IS dos 7 compostos 

selecionados são mostrados na Figura 9B. Para cada grupo de substâncias foram 

selecionados os dois compostos com melhor IS, sendo chamados de compostos 

candidatos anti-MAYV (Figura 9C): naringenina, LLA9A, crisina e éster C6. O carbamato 

PPC105 foi descartado como composto promissor, pois, imagens da microscopia (figura 

9D), mostraram toxicidade superior alterações nucleares iniciais (condensação nuclear) 

bem pronunciadas. Assim, por mais que a quantificação nuclear não foi alterada, o 

composto mostrou-se ser tóxico na concentração que o classificou como candidato. 

Também foram descartados os compostos LLA5A e LLA5B, por possuírem IS menor 

que naringenina e LLA9A (figura 9D). 

 



68 
 

 



69 
 

 
 



70 
 
Figura 9: Triagem dos compostos com atividade anti-MAYV. Em A, 30 compostos flavonoides 

(azul), 22 carbamatos (laranja) e 52 compostos da biblioteca Tocriscreen aprovada pela FDA (n° 

5932; cinza) foram analisados quanto a sua atividade antiviral contra MAYV_D (MOI 0,5; 24 h.p.i.) 
por iHTS utilizando células Huh7.5. A distribuição dos pontos do gráfico de dispersão mostra a 

média da atividade de cada concentração (200, 100 e 50 μM), em duplicata técnica, dos 

compostos utilizando as porcentagens normalizadas de redução da infecção e de número de 
núcleos. A caixa no gráfico corresponde aos compostos que possuíram valores ≥80% de redução 

da infecção viral e ≥80% de quantificação nuclear, também chamados de compostos candidatos 

anti-MAYV.  Cada ponto do gráfico corresponde a duplicata técnica do teste de triagem. Os 

círculos de controle na figura A correspondem: rosa-MOCK; preto-vírus MAYV; verde-IFN; e 

castanho-ribavirina (RIB). A curva dose resposta com valores de CC50, IC50 e IS dos compostos 

com ≤80% de redução da infecção viral e ≤80% de quantificação nuclear são demonstrados em 

B. O representativo das imagens adquiridas por IFI de cada concentração testada dos compostos 

que ficaram dentro dos parâmetros são mostrados: C) os compostos classificados com 
candidatos anti-MAYV; D) os compostos descartados por IS ou citotoxicidade; e E) os controles 

MOCK, MAYV, IFN e Ribavirina. Nas imagens, em azul está marcado o núcleo celular por DAPI 

e, em verde o MAYV através do mAb 1G1 seguido de anticorpo anti-IgG de camundongo 

conjugado com Alexa Fluor 488. As barras brancas correspondem a 100 μm. Para cálculos de 

CC50 e IC50 foi utilizado análise de regressão não linear seguido do teste de inclinação variável. 
 

6.5 DETERMINAÇÃO DA DMNT 
A DMNT foi determinada por duas metodologias, iHTS e morte celular por 

citometria de fluxo. A etapa inicial foi baseada nas doses da triagem dos compostos 

candidatos (naringenina, LLA9A, crisina e éster C6), utilizando 6 concentrações para 

cada composto (400, 200, 100, 50, 25 e 12,5 μM). As concentrações que conferiam mais 

que 80% de viabilidade celular, pelo método de quantificação nuclear (marcação de 

DAPI) foram consideradas como dose não toxica e, a partir delas, selecionamos a maior 

concentração como a DMNT. Baseado nessa premissa, determinamos para 

naringenina, LLA9A, crisina e éster C6 as concentrações de 200, 50, 25 e 25 μM, 

respectivamente (figura 10A).  

Com o intuito de confirmar essas doses e de acordo com os dados obtidos 

anteriormente, determinamos 6 novas doses, contemplando doses maiores e menores 
das pré-definidas pelo sistema iHTS, para utilizar na citometria de fluxo. Estas 

concentrações foram utilizadas para analisar a morte celular induzida pelos compostos 
candidatos utilizando os marcadores Annexin V (FITC) e 7-AAD (figura 10B). Com o 

resultado da citometria, confirmamos que as doses selecionadas por iHTS como não-

tóxica e são 2x menor que a margem de segurança determinada por citometria (figura 

10B). 
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Figura 10: Determinação da dose máxima não tóxica (DMNT) dos compostos candidatos anti-

MAYV. Em A, determinamos a DMNT utilizando o sistema iHTS com o critério de seleção sendo 

a maior concentração do composto em teste que possua viabilidade e quantificação nuclear 

maior que 80% quando comparado com o controle de morte celular (DMSO 10%). As 

concentrações testadas variaram entre 400 a 12,5 μM para todos os compostos candidatos, 

diluídos sericamente (1:2). Definimos assim, 200, 50, 25 e 25 μM para naringenina, LLA9A, 

crisina e éster C6, respectivamente. A fim confirmatório, utilizamos o ensaio de morte celular 

(Anexina V e 7AAD; em B) com 6 concentrações diferentes para cada composto escolhidas a 
partir das concentrações definidas no iHTS (naringenina – 3200 à 100 μM; LLA9A – 800 à 25 

μM; crisina e éster C6 – 400 à 12,5 μM). Células consideradas viáveis são aquelas duplo-

negativo de marcação (Anexinna V -/7AAD -) e consideradas não viáveis aquelas positivas par 

um dos marcadores, sendo o controle de morte celular as células expostas a 56 °C por 30 min 

(Temperatura). Diferença estatística contra o controle celular (MOCK) está representado por (*) 

quando analisado usando ANOVA seguido por teste de Tukey (p<0,001) de três réplicas 

biológicas em triplicata técnica. 
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6.6 ENSAIO VIRUCIDA 
A fim de determinar a ação direta do (s) composto (s) sobre o vírus, o ensaio 

virucida foi realizada através de titulação viral por formação de placas (Figura 11A), 

utilizando a DMNT para cada composto. Assim, verificou-se que a infecção viral se 

manteve constante quando o MAYV foi exposto diretamente aos diferentes compostos, 

pois não houve diferença estatística quando comparados o título viral dos tratamentos 

com o controle infectado MAYV_D (Figura 11B). 

 
Figura 11: Ensaio virucida dos compostos candidatos anti-MAYV. O MAYV_D foi exposto as 

DMNT de cada composto candidato (naringenina - 200 μM, LLA9A – 50 μM, crisina - 25 μM e 
éster C6 – 25 μM) a fim de determinar a ação virucida do composto. Ao findar o tempo de 

incubação, prosseguiu-se com a titulação por formação de placa corada com cristal violeta (A) e 

a análise estatística dos dados obtidos por meio de contagem das placas formadas (B). O Etanol 

70% foi utilizado como controle virucida do ensaio. Diferença significativa contra o grupo MAYV 

está representada por (*) quando comparados, usando ANOVA seguido por teste de Tukey 

(p<0,001) de três réplicas biológicas em triplicata. 
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6.7 ENSAIO DE TEMPO DE ADIÇÃO 
O ensaio de tempo de adição foi realizado para determinar em que etapa do ciclo 

de replicação viral os compostos apresentam atividade. O ensaio foi dividido em três 

etapas gerais: tratamento pré-infecção das células Huh-7.5 (Figura 12 A-B), tratamento 

durante a infecção e tratamento pós-infecção (Figura 11C-D). Ao analisar os tempos de 

pré-tratamento, uma diminuição progressiva da infecção é observada, diretamente 

proporcional ao aumento do tempo de contato entre o composto e a célula que, 

posteriormente, foi infectada (Figura 12A). Também, se observa diferença significativa 

no tempo pós-infecção, quando comparado com o controle infectado (MAYV; Figura 

12C – barra lilás). Entretanto, ao analisar o tratamento durante infecção, em nenhum 

composto testado é observada diferença estatística quando comparados com o controle 

MAYV (Figura 12C – barra vermelha). Além disso, os dados de infecção viral se 

comportam igual ao analisar a liberação de partículas virais por meio da titulação do 

sobrenadante proveniente do ensaio (Figura 12 B-D). 
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Figura 12: Ensaio de tempo de adição dos candidatos anti-MAYV. Em diferentes momentos, foi 

adicionado os tratamentos nas DMNT (naringenina - 200 μM, LLA9A – 50 μM, crisina - 25 μM e 

éster C6 – 25 μM), nos tempos que precedem a infecção (em A e B; barras azuis - 2 horas de 

pré-tratamento, vermelhas - 4 horas de pré-tratamento, verde - 8 horas de pré-tratamento, roxas 

- 16 horas de pré-tratamento, laranjas - 24 horas de pré-tratamento), ao mesmo tempo que ocorre 

a infecção (C e D; barras vermelhas - tratamento durante a infecção) e depois da infecção (C e 
D; barras lilás - tratamento pós infecção). Como controle do experimento temos as amostras não 

infectadas (MOCK) e infectado sem tratamento (MAYV), além do controle de atividade antiviral 

(ribavirina). Após as incubações, prosseguiu-se com a IFI (A-C) e a titulação dos sobrenadantes 

por ensaio de formação de placas coradas com cristal violeta (B-D), normalização dos dados e 

análise estatística. Diferença significativa representada por (*) quando p<0,001 e (#) quando 

p<0,05 ao comparar o grupo infectado (MAYV) correspondente, analisando os dados usando 

ANOVA seguido por teste de Tukey, de três réplicas biológicas em triplicata. 

 
6.8 ENSAIO DE ADSORÇÃO E INTERNALIZAÇÃO VIRAL 
Para avançar no entendimento do potencial mecanismo de ação dos compostos 

candidatos nas etapas iniciais do ciclo replicativo, os ensaios de adsorção e 

internalização viral foram realizados e avaliados por meio de IFI (Figura 13A-C) e o 

sobrenadante resultante foi titulado por ensaio de formação de placas (Figura 13B-D). 

Ambas as técnicas não demonstraram diminuição significativa na infecção viral ou 

produção de partículas virais viáveis indicando que os compostos não interferem nestas 

etapas do ciclo de infecção viral. 
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Figura 13: Ensaio de adsorção e de internalização viral dos compostos candidatos anti- MAYV. 

A ação dos compostos anti-MAYV (naringenina - 200 μM, LLA9A – 50 μM, crisina - 25 μM e éster 

C6 – 25 μM) foram analisados na capacidade de interação com o MAYV_D em dois momentos 

distintos na replicação, na adsorção e na internalização. Em A e C, é demonstrada a análise 
através dos dados normalizados do sistema iHTS, respectivamente, através da marcação do 

mAb 1G1 seguido de anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488. Em B 
e D, quantificação das partículas virais viáveis do sobrenadante oriundo dos ensaios de A e C, 

por meio do ensaio de titulação viral por formação de placa, respectivamente. Em ambos ensaios 

e técnicas não houve diferença estatística (*) na infecção por MAYV quando analisado usando 

ANOVA seguido por teste de Tukey (p<0,05) de três réplicas biológicas em triplicata. 
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6.9 TESTE DE EFICÁCIA ANTIVIRAL EM INFECÇÃO ESTABELECIA 
O ensaio consiste em avaliar quanto tempo, após a infecção, os compostos 

candidatos anti-MAYV possuem efeito na redução da porcentagem de células 

infectadas quando comparadas ao controle positivo infectado não tratado (MAYV_D; 

Figura 14A). O composto naringenina reduziu a infecção em todos os tempos testados 

(0hpi, 2hpi, 4hpi e 6hpi) (Figura 14B). LLA9A obteve resultados parecidos com o controle 

antiviral (ribavirina), possuindo diferença até 2hpi (Figura 14B). A crisina reduziu 

estatisticamente a infecção até 4hpi e éster C6 apenas quando adicionado no tempo 

0hpi (Figura 14B). Além disso, a titulação demonstrou a que produção de partículas 

viáveis de MAYV_D seguiu a mesma tendência demonstrada na IFI (Figura 14C). Esses 

dados em conjunto com o ensaio de tempo de adição sugerem que, todos os compostos 

candidatos podem estar atuando na replicação, maturação ou montagem das partículas 

virais. 
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Figura 14: Teste de eficácia antiviral dos compostos candidatos anti-MAYV em infecção 

estabelecida. Os compostos candidato anti-MAYV (naringenina, LLA9A, crisina e éster C6) e o 

controle antiviral (ribavirina) foram avaliados quanto a sua ação antiviral ao decorrer da infecção 

(células Huh-7.5; MAYV_D MOI 0,5, 24h), sendo adicionadas as DMNT de cada composto, 

conforme esquema em A, nos tempos 0h (azul), 2h (vermelho), 4h (verde) e 6h (rosa) após o 

estabelecimento da infecção. Dados obtidos da IFI através da marcação de com anticorpo 
monoclonal 1G1 seguido de anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 

(B) e da titulação do sobrenadante (C) são mostrados em forma de gráficos. Diferença 

significativa contra o grupo infectado não tratado (MAYV_D) está representada por (*) quando 

p<0,0001 e (#) quando p<0,05, usando ANOVA duas vias seguido por teste de Tukey da média 

de três réplicas biológicas em cada um em triplicata técnica. 
 
6.10 TESTE DE EFICÁCIA ANTIVIRAL EM DIFERENTES LINHAGENS 

CELULARES 
Como a infecção pelo MAYV pode atingir diferentes órgãos em hospedeiros, 

analisamos se o efeito antiviral dos compostos candidatos anti-MAYV é limitado apenas 

em células hepáticas ou pode atuar independente da linhagem celular. Por isso, 

analisamos a ação anti-MAYV dos compostos durante infecção das linhagens celulares 

humanas de origem pulmonar (A549; Figura 15A-B) e neuronal (SH-SY5Y; Figura 15C-

D) com MAYV_D. Todos os compostos (naringenina, LLA9A, crisina e éster C6) 

reduziram a porcentagem de células infectadas (Figura 15A-C) e produção de partículas 

virais (Figura 15B-D) quando comparadas ao controle não infectado, indicando que a 

ação dos compostos é independente do tipo de célula infectada. 
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Figura 15: Teste de eficácia antiviral dos compostos candidatos anti-MAYV em célula de epitélio 

pulmonar humano (A549) e neuronal (SH-SY5Y). Células A549 (A-B) e SH-SY5Y (C-D) foram 

infetadas com MAYV_D (MOI 1) e tratadas com a DMNT de cada composto candidato anti-MAYV 

(naringenina em vermelho, LLA9A em verde, crisina em lilás, éster C6 em laranja) conforme 

metodologia pós infecção (figura 2). Como controle antiviral utilizamos ribavirina (em preto). Em 

A e C, é demonstrado por gráficos os dados de infecção normalizada obtidos por IFI e, em B e 

D, os dados do sobrenadante titulado por meio de formação de placas. Diferença significativa 

contra o grupo infectado não tratado (MAYV_D) está representada por (*) quando p<0,0001 e (#) 
quando p<0,005, usando ANOVA uma via seguido por teste de Tukey da média de três réplicas 

biológicas em triplicata. 
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6.11 TESTE DE EFICÁCIA ANTIVIRAL EM DIFERENTES CEPAS DE MAYV 
Por meio de analises filogenéticas, foram identificados 3 genótipos de MAYV, a 

saber D, L e N, sendo o D e o L os mais prevalentes. Assim, para avaliar se o efeito dos 

compostos candidatos anti-MAYV é genótipo especifico, avaliamos a porcentagem de 

células infectadas com duas cepas diferentes de MAYV: genótipo D (MAYV_D; Figura 

16B; barras azuis) e L (BeAr20290; Figura 16B; barras vermelhas). Inicialmente, 

padronizamos a infecção do MAYV BeAr20290 na linhagem celular Huh-7.5. 

Determinamos que o MOI 0,1 por 24 hpi a melhor condição de infecção. A partir dessa 

determinação, analisamos a eficácia dos compostos candidatos anti-MAYV para este 

genótipo também. Com exceção ao composto LLA9A que obteve diferença estatística 

apenas na infecção por MAYV_D, todos os outros compostos (naringenina, crisina e 

ésterC6) diminuíram a infecção (Figura 16B) e produção de partículas virais (Figura 

16C) de ambas as cepas, sendo mais expressivo no genótipo L (Figura 16B), dado esse 

também confirmado através da metodologia de titulação (Figura 16C). Deste modo 

demonstramos que a atividade anti-MAYV dos compostos naringenina, crisina e éster 

C6 é independente do genótipo de MAYV responsável pela infecção. 
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Figura 16: Teste de eficácia antiviral dos compostos candidatos anti-MAYV em diferentes cepas 

de MAYV. Em A, demonstramos a padronização da infecção para a cepa BeAr20290, com 

diferentes MOIs (0,02 - preto, 0,1 - laranja, 0,5 - lilás, 2,5 - verde e 12,5 - vermelho) e diferentes 

tempos (24, 48 e 72 h.p.i.). As barras correspondem a quantificação absoluta de núcleos no 
campo visual adquirido e, as linhas correspondem a porcentagem de células infectadas de MAYV 

normalizadas. Assim, células Huh-7.5 foram infectadas com a cepa MAYV_D (azul; MOI 0,5) ou 

BeAr20290 (vermelho; MOI 0,1) e tratadas com os compostos candidatos anti-MAYV 

(naringenina, LLA9A, crisina e ésterC6) ou ribavirina (controle antiviral). Após 24h de tratamento 

seguindo a metodologia pós infecção e realização da IFI, a porcentagem de células infectadas 

foi analisada (B). Em C, é demonstrado os dados obtidos da titulação por formação de placas 

corada com cristal violeta dos sobrenadantes. Diferença significativa contra o respectivo grupo 

infectado não tratado (MAYV_D ou BeAr20290) está representada por (*) quando p<0,0001 e 
quando comparada a porcentagem de infecção das duas cepas com o mesmo tratamento está 

representada por (&) com p<0,005, usando ANOVA duas vias seguido por teste de Tukey da 

média de três réplicas biológicas em triplicata.  
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7. DISCUSSÃO 

O MAYV é um vírus relacionado a surtos frequentes nos estados do Pará e 

Amazonas, embora mais recentemente, casos de infecção tenham sido notificados em 

outras regiões do país, confirmando a dispersão desse vírus (BRASIL, 2019; 

FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; LIMA-CAMARA, 2016; LOPES; NOZAWA; 
LINHARES, 2014; MAVIAN et al., 2017). Não há estratégias imunoprofiláticas ou 

tratamentos antivirais disponíveis para infecções por MAYV, consequentemente, a 

investigação de compostos com potencial efeito antiviral é de extrema valia para 
preencher esta lacuna. Neste estudo, demonstramos, em ensaios in vitro, que 

compostos flavonóides, como naringenina e crisina são potenciais compostos-

candidatos anti-MAYV. A atividade antiviral destes compostos foi descrita para outros 
arbovirus como CHIKV (AHMADI et al., 2016; POHJALA et al., 2011), DENV 

(FRABASILE et al., 2017; SUROENGRIT et al., 2017), ZIKV (CATANEO et al., 2019; 

SUROENGRIT et al., 2017), SARS-CoV-2 (GULER et al., 2021; TUTUNCHI et al., 2020) 

e hepatite C (GOLDWASSER et al., 2011; SAJITHA LULU et al., 2016), em todos os 

casos relacionados e atividade durante etapas de síntese do RNA viral. 
A plataforma iHTS tem sido amplamente utilizada para a avaliação de 

citotoxicidade e atividade antiviral de compostos em linhagens celulares (ABRAHAM et 

al., 2008; CRUZ et al., 2013; MARTIN, Heather L et al., 2014). Trata-se de uma 

plataforma de alta eficiência e rendimento, permitindo a triagem simultânea de um 

grande número de compostos com a vantagem de ser customizável para a inclusão de 

novos vírus. A avaliação do potencial citotóxico dos compostos testados é mais efetiva, 

possibilitando detectar efeitos pré-apoptóticos (por exemplo, mudanças morfológicas no 

núcleo e citoplasma), além de substituir várias técnicas clássicas de avaliação de 

toxicidade celular (como MTT, Vermelho Neutro e detecção de morte celular por 

Anexin), em um único teste, aumentando a sensibilidade, especificidade e 
reprodutibilidade. (MARTIN, Heather L et al., 2014; O’BRIEN et al., 2006). 

Adicionalmente, por ser um sistema automatizado, tem o potencial de limitar a 

subjetividade da interpretação dos dados, aumentando a confiabilidade do resultado, 

além da possibilidade da análise individual de cada célula que está sendo testada 

(LUCKE; MUMTSIDU, 2009). A padronização inicial de todos os parâmetros do teste, 

visa diminuir o viés de interpretação tornando os dados mais confiáveis. Como exemplo 

da importância desta etapa de validação, a escolha da célula utilizada no ensaio 

fundamental, pois a hepatotoxicidade medicamentosa, que é considerado o principal 

efeito relacionado à retirada de medicamentos do mercado, pode ser prevista utilizando 

células derivadas de fígado humano, como a Huh7 (CVCL_0336), Huh7.5 (ATCC PTA-
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8561) e HepG2 (ATCC HB-8065) (FUNG et al., 2001). Além disso, ensaios que 

permitem a detecção de alterações celulares em fase inicial e sutis (exemplo: 

condensação citoplasmática e nuclear), reduzem as chances destas substâncias 

prosseguirem para fases posteriores de triagem, aumentando a segurança da utilização 
dos compostos (ABRAHAM et al., 2008; CRUZ et al., 2013; FUNG et al., 2001; MARTIN, 

Heather L et al., 2014; O’BRIEN et al., 2006). 

Além da toxicidade induzida pelo composto a ser testado, alguns estudos 

demonstram que o MAYV, ao entrar na célula hospedeira, induz aumento de H2O2 

intracelular causando estresse oxidativo, além de promover alterações no metabolismo 
da glicose através da ativação da enzima 6-phosphofructo 1-kinase (CAETANO et al., 

2019; EL-BACHA et al., 2004), induzindo intenso efeito citopático. Nossos dados 

demonstram uma diminuição acentuada na quantidade de núcleos em todas as 

linhagens infectadas (C6 36, Huh-7.5, A549 e A172) sendo mais acentuada na linhagem 

Vero E6. Essa informação é relevante, pois a literatura indica que essa linhagem é a 
mais utilizada em triagens de compostos com ação anti-MAYV (AMORIM et al., 2017; 

CARVALHO et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2014), mesmo tratando-se de uma 

linhagem derivada de rim de macaco. Com isso, buscando validar o sistema com células 

mais relevantes do ponto vista clínico-farmacológico, selecionamos a linhagem Huh-7.5 

(derivada de hepatocarcinoma humano) para os testes. Essa escolha foi baseada em: 

1) essa linhagem foi permissiva a infecção por MAYV; e 2) como citado anteriormente, 

o dano hepático induzido por compostos é o ponto mais crítico da avaliação dos 

compostos (ABRAHAM et al., 2008; FUNG et al., 2001; O’BRIEN et al., 2006). 

Infecções por membros da família Togaviridae, na sua maioria, induzem 

alterações no citoesqueleto da célula infectada promovendo a produção de 
prolongamentos, philopodia- like structures, que facilitam a infecção de células vizinhas 

(BROWN; WAN; KIELIAN, 2018; HAHON; ZIMMERMAN, 1970; MARTINEZ et al., 

2014). Ao aumentar a densidade celular no poço, diminuindo a distância entre as 

células, a infecção foi mais homogênea, por facilitar o contato célula-célula através dos 

prolongamentos induzidos pelo MAYV, melhorando os índices de qualidade do teste 

estatístico. Ademais, a escolha da metodologia de infecção para o teste de triagem foi 

de extrema importância, pois permitiu menos manipulação no ensaio, diminuindo a taxa 

de erro, possibilitando maior agilidade na montagem do teste e maior número de 
compostos triados por vez, conforme literatura nos indica (CRUZ et al., 2013).  

Em estudos de triagem de compostos que possuem atividade antiviral, os 
controles de tratamento utilizados são o IFN-α 2A (CATANEO et al., 2019; ISHIDA et 

al., 2021) e a ribavirina (DOS SANTOS et al., 2014; SPINDOLA et al., 2014). Ambos 

compostos atuam em etapas distintas da replicação viral, seja na inibição da síntese 
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proteica das glicoproteínas de envelope (FERREIRA; REBELLO, 1998a; GRABARZ et 

al., 2021; REBELLO et al., 1994) ou impedindo o início da replicação viral por interferir 

na reação de capeamento do RNA viral, por ser um análogo de guanina (BRIOLANT et 

al., 2004; CUMMINGS et al., 2001; GRACI; CAMERON, 2006; ROTHAN et al., 2015), 

respectivamente. Em ensaios anteriores onde não havia sido padronizada a infecção, o 

IFN-α 2A não apresentou atividade antiviral (dados não mostrados). Essa ausência de 

inibição da infecção possivelmente ocorreu por termos saturado o sistema, isto é, mais 

que 90% das células estavam positivas para o MAYV (FERREIRA; REBELLO, 1998a; 
HE et al., 2006; SU; LIAO; LIN, 2002). Quando as condições de infecção foram 

ajustadas em relação ao MOI e tempo de infecção e realizado o teste de curva dose-

resposta, o IFN-α 2A teve o efeito inibitório relatado na literatura. Assim, os dados 

indicam que o IFN-α 2A induziu um estado antiviral nas células, desde que o sistema 

não esteja saturado, em todas as concentrações testadas (mesmo na concentração que 

não havia apresentado atividade anteriormente) e pode ser utilizado como controle de 

atividade anti-MAYV nos testes de triagem (FERREIRA; REBELLO, 1998b). Por outro 

lado, a Ribavirina, utilizada em condições similares ao IFN-α 2A, controlou a infecção 

mesmo com o sistema saturado (dados não mostrados) e em doses baixas, sendo 

considerada assim, mais efetiva para ser utilizada como controle positivo de atividade 

antiviral (GRACI; CAMERON, 2006). 

A triagem dos compostos da biblioteca Tocriscreen foi iniciada e avaliada quanto 

a sua atividade antiviral contra o MAYV. Essa biblioteca contém 159 substâncias que 

possuem aprovação de comercialização e de uso em humanos pela Administração de 

Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos da América (do inglês, U.S. Food and 

Drug Administration – FDA) e muitas delas possuem também autorização da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária brasileira (ANVISA). Ou seja, a reposição de fármacos 

de qualquer composto que demonstre ser eficaz contra o MAYV, passará mais rápido 

pelas etapas de validação, visto que a citotoxicidade é conhecida, tanto experimental 
como clinicamente (ALBULESCU et al., 2020; LANGENDRIES et al., 2021). Entretanto, 

dos 52 compostos testados até o momento (Anexo I), nenhum mostrou-se promissor. 

A triagem dos compostos pertencentes a biblioteca do Laboratório de Virologia 

Molecular, demonstrou que a naringenina e a crisina possuem efeito inibitório contra a 

infecção viral e que modificações na estrutura das substâncias alteram tanto a 
citotoxicidade (ALBUQUERQUE DE OLIVEIRA MENDES et al., 2020; SUROENGRIT et 

al., 2017; ZANELLO et al., 2015), bem como a atividade contra o MAYV. As alterações 

na estrutura dos compostos que originaram os derivados de naringenina e crisina 

impactaram positiva e negativamente na quantificação nuclear, provavelmente, por 
induzirem a proliferação e a toxicidade celular, respectivamente (KEILER et al., 2015). 
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Além disso, a infecção viral também é afetada, visto que o tratamento com alguns 

compostos diminuíram e outros aumentaram a porcentagem de células infectadas 
quando comparadas ao controle MAYV (PAREDES et al., 2003; ZANDI et al., 2012). 

Entretanto, esses dados devem ser analisados com cautela e a realização de ensaios 
complementares deverão ser realizados para embasar essas observações (AHMADI et 

al., 2016; MURALI et al., 2015; POHJALA et al., 2011). Todavia, as alterações realizadas 

durante a síntese do derivado LLA9A de naringenina apresentou menor toxicidade tanto 

para a linhagem Huh7.5, bem como para a linhagem A549 (ALBUQUERQUE DE 
OLIVEIRA MENDES et al., 2020; CATANEO et al., 2019), mas foi menos eficiente em 

relação a inibição da infecção de MAYV e de ZIKV (ALBUQUERQUE DE OLIVEIRA 
MENDES et al., 2020; CATANEO et al., 2019) quando comparado com o composto de 

origem. 

A partir da triagem e seleção dos compostos mais promissores, determinamos, no 

mesmo sistema já padronizado (em células Huh7.5), a DMNT de cada composto 

utilizando dois parâmetros sobre a citotoxidade: diminuição da quantidade de células no 

poço e intensidade de marcação do DAPI. Esse segundo parâmetro demonstra, 

morfologicamente, o grau de condensação do DNA nuclear quando comparado com o 

controle não tratado e não infectado, ou seja, quanto maior o valor da intensidade de 

marcação mais condensado estará o núcleo, correspondendo a etapa inicial da 
apoptose celular (MARTIN, H.L. et al., 2014; O’BRIEN et al., 2006). Quando esse valor 

é normalizado em relação ao controle não tratado (ou seja, controle celular), o viés 

relacionado à replicação celular é corrigido e, os valores acima da intensidade de 

marcação definida nos poços tratados, são, então, células entrando em apoptose. 

Devido a essas observações, a técnica de marcação com Anexina V e 7-AAD foi 

escolhida para confirmação dos dados, já que esses marcadores avaliam a morte celular 

através da marcação de fosfatidilserina na membrana plasmática externa e do núcleo 

celular (sugerindo permeabilidade celular), indicando apoptose e necrose celular, 
respectivamentel (CATANEO et al., 2019; GARVEY et al., 2016; MARTIN, H.L. et al., 

2014). Assim, demonstramos que os resultados obtidos pelo sistema iHTS corresponde 

aos valores obtidos pela metodologia de quantificação de apoptose mais comumente 

utilizada. Tal resultado demonstra que a concentração de uso definida como DMNT está 
com margem de segurança alta (2x menor), portanto a sensibilidade da técnica iHTS 

está precedendo mudanças sutis pré-apoptoticas de núcleo e membrana (MARTIN, H.L. 
et al., 2014; O’BRIEN et al., 2006) que não são vistas no ensaio comparado. Ao 

comparar as DMNT com outros estudos, confirmamos que a concentração definida está 

abaixo da concentração tóxica para A549 tratada com naringenina (1,25x menor) 
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(CATANEO et al., 2019) e para BHK tratada com crisina (8x menor) (POHJALA et al., 

2011). 

Com a DMNT determinada, prosseguimos com ensaios que indicam o mecanismo 

de ação de cada um dos compostos utilizados. Inicialmente, a primeira questão a ser 

esclarecida é se a ação na infecção viral está intimamente ligada a partícula já formada 

ou em etapas críticas da replicação ou ainda, na própria célula hospedeira. O ensaio 

virucida determina se o composto atua diretamente na partícula viral, por meio de 

neutralização ou desnaturação proteica de proteínas do virion, que impedirá a entrada 
do vírus na célula hospedeira (AMORIM et al., 2017; FERRAZ et al., 2019). Para tanto, 

utilizamos o etanol 70% como controle positivo de ação, pois é um agente desnaturante 

proteico amplamente utilizado (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION, 2013; MOORER, 2003). Nenhum dos compostos candidatos anti-MAYV 

diferiram estatisticamente do controle de infeção não-tratado, indicando que a ação dos 

compostos não está agindo na partícula e não impede a interação viral com a célula 

hospedeira, corroborando os resultados de outros estudos realizados com o CHIKV 
(AHMADI et al., 2016; POHJALA et al., 2011), SINV (PAREDES et al., 2003), DENV 

(FRABASILE et al., 2017; SUROENGRIT et al., 2017), ZIKV (CATANEO et al., 2019; 

SUROENGRIT et al., 2017), SARS-CoV-2 (GULER et al., 2021; TUTUNCHI et al., 2020) 

e HCV (ELTAHLA et al., 2015; GOLDWASSER et al., 2011). 

Os potenciais mecanismos de ação dos compostos candidatos podem ser 

divididos em três grupos: indução da atividade antiviral na própria célula, atividade 

durante as etapas de entrada (adsorção, internalização e desnudamento) ou de 

replicação viral e saída (síntese proteica, replicação do genoma viral, morfogênese e 

saída da partícula) (ABDELNABI; DELANG, 2020). Com isso, o ensaio de tempo de 

adição das drogas foi desenhado a fim de se se avaliar as diferentes etapas do ciclo 

replicativo viral, desde a indução de atividade antiviral na célula (pré tratamento), até a 

ação dos compostos diretamente na replicação viral, tanto em fases iniciais de entrada 

(durante infecção) como em fases posteriores a entrada viral (pós infecção). Esse 

formato está sendo bastante utilizado para avaliação da atividade antiviral de diferentes 
compostos contra os vírus MAYV (AMORIM et al., 2017; SUGASTI-SALAZAR et al., 

2022), Venezuelan Equine Encephalitis (AMAYA et al., 2015), ZIKV (CATANEO et al., 

2019; FRABASILE et al., 2017) e DENV (CRUZ et al., 2013; FRABASILE et al., 2017; 

KOISHI et al., 2012; ZANELLO et al., 2015). 

O pré-tratamento, apresentou bons resultados de redução da infecção em tempos 

mais longos. Esse efeito também foi observado em outro estudo envolvendo a 

naringenina e o ZIKV, onde a redução de infecção foi se acentuando ao longo do tempo 
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de pré-tratamento, possuindo ação semelhante entre pré-tratamento de 24h e tempo de 
adição do composto pós infecção viral (CATANEO et al., 2019). 

Ao analisar o tratamento durante a infecção e os ensaios específicos de entrada 

viral que compreende esse tratamento, adsorção e internalização viral, não foi 

observado diminuição na infecção viral e nem na produção de partículas virais em 

nenhum dos compostos testados. Esses dados corroboram os resultados descritos em 

estudos anteriores em ensaios com naringenina e crisina durante infecção com CHIKV 
(AHMADI et al., 2016; POHJALA et al., 2011), SINV (PAREDES et al., 2003),DENV 

(FRABASILE et al., 2017; SUROENGRIT et al., 2017) e ZIKV (CATANEO et al., 2019; 

SUROENGRIT et al., 2017), possivelmente por esses compostos apresentarem 

atividade durante a replicação.  

Resultados de estudos anteriores indicam que os compostos em teste atuam nas 

fases pós-entrada do vírus na célula, a saber para naringenina, nas proteínas não 
estruturais virais, como a protease viral (NS2b-NS3) de ZIKV (CATANEO et al., 2019) e 

a nsP3 de CHIKV (AHMADI et al., 2016; POHJALA et al., 2011). Uma diminuição 

significativa na porcentagem de células infectadas e de partícula viáveis secretadas  não 

foi observada exclusivamente nos ensaios de infecção em linhagem de células 

hepáticas, mas também em linhagens de células de origem pulmonar e neuronal, 

corroborando os resultados demonstrados durante infeção por ZIKV e DENV 
(CATANEO et al., 2019; FRABASILE et al., 2017). Além disso, em intervalo de tempo 

maiores de adição dos compostos após o estabelecimento da infecção, o composto 

naringenina apresentou resultados mais satisfatórios do que o tratamento com ribavirina 

(controle) (4hpi e 6hpi). O efeito inibitório foi observado durante tratamento com 

naringenina em infecção pelo ZIKV quando comparado ao controle antiviral (interferon-

 2A), em tempos de até 24hpi (CATANEO et al., 2019) e com CHIKV quando 

comparado com ribavirina até 12hpi (AHMADI et al., 2016), demonstrando que, mesmo 

com a infecção já estabelecida, o composto ainda é capaz de diminuir a infeção. 

O tratamento com naringenina apresenta vantagens, uma vez que também 
apresenta atividade analgésica e anti-inflamatória (JIN et al., 2017; MANCHOPE et al., 

2016; PINHO-RIBEIRO et al., 2016a,  2016b),características importantes no controle da 

artralgia, um dos principais sintomas observados em pacientes infectados com MAYV 
(DA SILVA PESSOA VIEIRA et al., 2015). Com menor efeito quando comparado ao 

controle (ribavirina), o tratamento com crisina apresenta características semelhantes ao 

tratamento com naringenina. Crisina é descrita como uma droga hepatoprotetora, 

antialérgica, antiinflamatoria, antioxidante, atividades também importantes para controle 

da sintomatologia desencadeada por infecções por MAYV e outros vírus artritogênicos 
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(NAZ et al., 2019; SOUZA et al., 2015; STOMPOR GORĄCY; BAJEK BIL; 

MACHACZKA, 2021).  

Com exceção da droga LLA9A, todos os compostos testados apresentam 

atividade independente do genótipo viral testado. Resultados similares fora observados 

em estudos com tratamento com naringenina durante infecção dos quatro sorotipos do 
DENV (FRABASILE et al., 2017) e dois genótipos de ZIKV (CATANEO et al., 2019). 

Resultados utilizando tratamento com crisina durante infecção de outros arbovírus, 
como DENV, ZIKA (SUROENGRIT et al., 2017) e CHIKV (POHJALA et al., 2011) 

corroboram nossos achado com MAYV.  Nossos estudos utilizaram duas cepas de 

MAYV: 1) MAYV_D é um isolado clínico e 2) a BeAr20290 é uma cepa isolada em 1960 
de mosquitos Haemagogus (ESPÓSITO; DA FONSECA, 2015). A diferença observada 

para durante o tratamento com o composto LLA9A pode estar relacionada à diferenças 

entre as cepas, sendo que a cepa BeAr20290 é uma cepa que vem sendo cultivada em 

diferentes substratos o que pode ter originado mutações adaptativas diferindo da 

sequência genômica do isolado clínico de MAYV mais recente e consequentemente na 
susceptibilidade ao tratamento (RADIGAN et al., 2015). No entanto, estes dois genótipos 

são os mais prevalentes em número de casos no mundo e avanços em pesquisa nos 

compostos anti-MAYV (naringenina e crisina), com ambos são relevantes.  

Durante o desenvolvimento do projeto, demonstramos por diversos ensaios que 

todos os compostos candidatos anti-MAYV (naringenina, LLA9A, crisina e ésterC6) 

foram capazes de reduzir a infecção e produção de partículas virais infecciosas. 

Ademais, tratamentos com naringenina e crisina além de controlar a replicação, 

possuem eficácia para tratar os sintomas relacionados à infeção em pacientes como 

febre, artralgia constituindo um interessante composto terapêutico durante infecções por 

MAYV. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Inicialmente, esse estudo objetivava realizar a triagem antiviral não apenas para 

infeções por MAYV, mas também pelo vírus Oropouche (OROV). Devido a pandemia 

de SARS-COV-2 e, uma série de restrições para o desenvolvimento da pesquisa e, o 

estudo envolvendo OROV foi paralisado.  Por se tratar de um vírus negligenciado não 

há reagentes disponíveis comercialmente que permitam estudos mais aprofundados 

sobre a biologia e patogênese relacionadas a OROV. Nesse contexto, foram 

desenvolvidos e caracterizados anticorpos monoclonais dirigidos contra proteínas do 

OROV (mAbs OROV). No ANEXO II, está apresentado um estudo demonstrando a 

aplicabilidade dos mAbs OROV em ensaios diagnósticos por IFI e Imunohistoquímica 

além de indicar que esses reagentes podem ser utilizados para outros estudos 

relacionados a OROV e como testes de triagem antiviral. 

Em relação ao estudo envolvendo MAYV, dois compostos de referência 

(naringenina e crisina) e, dois compostos derivados (LLA9A e éster C6) apresentaram 

atividade inibitória da infecção, todos com possível ação nas proteínas nsP 

responsáveis pela replicação viral. Neste contexto, pretendemos dar prosseguimento 
aos testes de eficácia e toxicidade em ensaios in vivo utilizando camundongos como 

modelo para os desafios. Adicionalmente, iremos avaliar o mecanismo de ação de cada 
composto através de docking molecular e, dependendo dos resultados, realizar 

experimentos de cristalografia dos vírus na presença dos compostos utilizados como 

tratamento, visando determinar a proteína alvo. Além disso, há disponível no laboratório 

outros compostos aprovados pelo FDA que ainda não foram triados, muitos deles com 

autorização de uso em humanos concedida pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária brasileira (ANVISA), permitindo um processo de validação para uso em 

pacientes mais célere.  
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10. ANEXO I – LISTA DE COMPOSTOS TRIADOS DERIVADOS DE NARINGENINA, 
CRISINA, CARBAMATOS E COMPOSTOS DA BIBLIOTECA TOCRISCREEN (FDA). 

Compostos derivados do flavonoide (flavonona) naringenina (ALBUQUERQUE 
DE OLIVEIRA MENDES et al., 2020) 

Código 
da 

amostra 
Estrutura dos compostos Massa 

molar  

Naringen
ina 

 

272,25 
g/mol 

LLA4A 

 

636,86 
g/mol 

LLA4B 

 

454,55 
g/mol 

LLA5A 

 

580,75  
g/mol 

LLA5B 

 

426,5  
g/mol 

CSP1A 

 

468,54  
g/mol 

CSP1B 

 

370,39  
g/mol 
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CSP7A 

 

777,21  
g/mol 

LLA7B 

 

440,57  
g/mol 

LLA8B 

 

412,52  
g/mol 

LLA9A 

 

496,68  
g/mol 

LLA10A 

 

692,96  
g/mol 

LLA10B 

 

482,61  
g/mol 

LLA11A 

 

524R,6
5  

g/mol 

LLA11B 

 

398,45  
g/mol 

LLA12A 

 

749,07  
g/mol 

LLA12B 

 

510, 66  
g/mol 
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Compostos carbamatos 
Código Estrutura Massa Molar 

PPC140 

 

306,40 g/mol 

PPC81 

 

306,40 g/mol 

PPC97 

 

385,30 g/mol 

PPC96 

 

336,43 g/mol 

CSP2B 

 

398,49  
g/mol 

CSP3B 

 

384,47  
g/mol 

CSP4B 

 

356,41  
g/mol 

CSP5B 

 

328,36  
g/mol 
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PPC105 

 

321,42 g/mol 

PPC88 

 

286,42 g/mol 

PPC111 

 

244,36 g/mol 

PPC138 

 

272,39 g/mol 

PPC141 

 

286,42 g/mol 

PPC145 

 

320,43 g/mol 

PPC87 

 

300, 39 g/mol 

PPC107 

 

258,32 g/mol 
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PPC110 

 

258,32 g/mol 

PPC139 

 

286,37 g/mol 

PPC142 

 

300, 39 g/mol 

PPC123 

 

334,42 g/mol 

PPC116 

 

284,40 g/mol 

PPC117 

 

242,32 g/mol 

PPC146 

 

270,37 g/mol 

PPC120 

 

318,42 g/mol 
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Compostos derivados do flavonoide (flavona) crisina 

Código da amostra Estrutura dos compostos Massa molar 
(g/mol) 

Crisina 
O

OH

HO

O  

254 

Acetato crisina 

 

296 

Éter C6 crisina 

 
 
 
 
 
 
 

478 

Éter C12 crisina 

 
 
 
 
 
 
 
 

422 

Éter C16 crisina 

 
 
 
 
 
 
 

478 

Éster C6 crisina 

 
 
 
 
 
 
 

352 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

O

OOH

O

O

O

OOH

O
4

O

OOH

O

10

O

OOH

O

14

O

OOH

O

O

4
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Éster C10 crisina 
 
 
 

 
 
 

 
 
408 

Éster C14 crisina 

 
 
 
 
 
 
 

482 

Cafeoil crisina 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

532 

Benzoato crisina 

 
 
 
 
 
 
 
 

358 

   

O

OOH

O

O

8

O

OOH

O

O

12

O
AcO

AcO

OAc

OH

O

OOH

R

R =  

O

OOH

R

O

OH
AcO

AcO

 R =  
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#5932 Tocriscreen FDA-Approved Compounds - Testados 

Cat.No Product Name Brief Description Concentration 
/ Solvent 

Product Data 
Sheet 

0425 UK 14,304 alpha2 agonist 10mM DMSO 
solution Datasheet_0425 

0427 Bromocriptine 
mesylate 

Selective D2-like 
agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0427 

0475 Dihydroergotamine 
mesylate 

Partial alpha agonist. 
Non-selective 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0475 

0515 Dobutamine 
hydrochloride 

alpha1, beta1 and 
beta2 agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0515 

0685 Diltiazem 
hydrochloride 

Ca2+ channel blocker 
(L-type) 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0685 

0694 Pilocarpine 
hydrochloride Muscarinic agonist 10mM DMSO 

solution Datasheet_0694 

0869 Felbamate NMDA antagonist, 
acts glycine site 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0869 

0902 Cimetidine H2 antagonist, I1 
agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0902 

0909 Tropicamide Selective M4 
muscarinic antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0909 

0911 Glibenclamide Kir6 (KATP) channel 
blocker 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0911 

0999 Tamoxifen citrate 
Estrogen receptor 
partial 
agonist/antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0999 

1097 Taxol 
Promotes assembly 
and inhibits 
disassembly of mi 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1097 

1226 Etoposide Topoisomerase II 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1226 

1328 Flumazenil Benzodiazepine 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1328 

1453 Clemastine 
fumarate H1 antagonist 10mM DMSO 

solution Datasheet_1453 

1470 Flecainide acetate 
Cardiac Na+ channel 
blocker. 
Antiarrhythmic 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1470 

1530 Lovastatin Potent HMG-CoA 
reductase inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1530 

1692 Cilostazol 
PDE3A inhibitor. Also 
adenosine uptake 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1692 

1706 Acetaminophen 
Cyclooxygenase 
inhibitor; may be 
selective for CO 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1706 

1944 Loratidine 
Peripheral H1 
antagonist; antiallergic 
agent 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1944 

1965 Simvastatin HMG-CoA reductase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1965 
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2004 Isradipine Ca2+ channel blocker 
(L-type) 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2004 

2175 Tetrabenazine 
Potent inhibitor of 
vesicular monoamine 
transpor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2175 

2280 Raloxifene 
hydrochloride 

Selective estrogen 
receptor modulator 
(SERM) 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2280 

2429 Fexofenadine 
hydrochloride 

H1 receptor 
antagonist; non-
sedating antiallergic 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2429 

2513 Acyclovir 
Inhibits viral DNA 
polymerase; 
antiherpetic agent 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2513 

2571 Amlodipine 
besylate 

Ca2+ channel blocker 
(L-type) 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2571 

2578 Benazepril 
hydrochloride 

Angiotensin-
converting enzyme 
(ACE) inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2578 

2624 Decitabine 
DNA 
methyltransferase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2624 

2664 Cabergoline Selective D2-like 
agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2664 

2673 Acarbose Glucosidase alpha 
inhibitor (intestinal) 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2673 

2682 Sodium 4-
Phenylbutyrate 

Histone deacetylase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2682 

2685 Carvedilol 
beta-adrenoceptor 
and alpha1-
adrenoceptor anta 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2685 

2688 CPT 11 DNA topoisomerase I 
inhibitor; antitumor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2688 

2796 (S)-(+)-Ibuprofen 
Cyclooxygenase 
inhibitor (COX-1 > 
COX-2) 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2796 

2839 Levetiracetam Antiepileptic; binds 
SV2A 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2839 

2864 Metformin 
hydrochloride 

Activator of 
LKB1/AMPK; 
antidiabetic agent 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2864 

2917 Venlafaxine 
hydrochloride 

Dual 
serotonin/noradrenalin 
re-uptake inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2917 

2960 Felodipine Ca2+ channel blocker 
(L-type) 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2960 

2964 Doxazosin 
mesylate alpha1 antagonist 10mM DMSO 

solution Datasheet_2964 

3016 Miconazole nitrate Antifungal agent 10mM DMSO 
solution Datasheet_3016 

3108 Bumetanide Na+/2Cl-/K+ (NKCC) 
symporter inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3108 

3118 Ranolazine 
dihydrochloride 

Antianginal, activates 
pyruvate 
dehydrogenase 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3118 

3256 Metoprolol tartrate Selective beta1 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3256 

3259 Gemcitabine 
hydrochloride 

DNA synthesis 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3259 
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#5932 Tocriscreen FDA-Approved Compounds – Não testados 
Cat.No Product Name Brief Description Concentration / 

Solvent 
Product Data 
Sheet 

0583 Minoxidil Kir6 channel (KATP) 
opener 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0583 

0623 Prazosin 
hydrochloride 

alpha1 and alpha2B 
antagonist. MT3 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0623 

0691 Dipyridamole Adenosine transport 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0691 

0713 Cyclothiazide 
AMPA selective 
desensitization 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0713 

0937 Pimozide D2-like antagonist 10mM DMSO 
solution Datasheet_0937 

0964 Diazoxide Blocks desensitization 
of AMPA receptors 

10mM DMSO 
solution Datasheet_0964 

1047 ICI 182,780 Estrogen receptor 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1047 

1126 Dexamethasone Anti-inflammatory 
glucocorticoid 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1126 

1479 Mifepristone 
Progesterone and 
glucocorticoid receptor 
antagon 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1479 

1505 Mycophenolic acid 
Inosine 
monophosphatase 
dehydrogenase inhibit 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1505 

1637 Argatroban Potent thrombin 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1637 

1695 Cisapride 
5-HT4 agonist; 
stimulates intestinal 
ACh release 

10mM DMSO 
solution Datasheet_1695 

2007 Fluticasone 
propionate 

Selective high affinity 
glucocorticoid receptor 
ago 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2007 

2018 Mirtazapine 
Potent 5-HT2 
antagonist. Also 5-
HT3, H1 and alph 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2018 

2252 Doxorubicin 
hydrochloride 

Antitumor antibiotic 
agent. Inhibits DNA 
topoisom 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2252 

2395 Sertraline 
hydrochloride 

5-HT re-uptake 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2395 

2596 Mexiletine 
hydrochloride 

Na+ channel blocker; 
antiarrhythmic agent 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2596 

2600 Clofarabine Deoxycytidine kinase 
(dCK) substrate 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2600 

3287 Prochlorperazine 
dimaleate 

D2 receptor 
antagonist. Also 5-
HT3 and nAChR an 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3287 

3309 Fluvastatin sodium Potent HMG-CoA 
reductase inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3309 

3388 Anastrozole Potent aromatase 
(CYP19) inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3388 
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2625 Zonisamide 
Blocks voltage-
sensitive Na+ and 
Ca2+ channels (T 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2625 

2671 Budesonide 
Synthetic 
glucocorticoid; anti-
inflammatory and c 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2671 

2706 Temozolomide DNA-methylating 
antitumor agent 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2706 

2749 Dexmedetomidine 
hydrochloride 

Potent, highly 
selective alpha2 
agonist. Active iso 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2749 

2831 Bupropion 
hydrochloride 

Non-selective inhibitor 
of dopamine and 
noradren 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2831 

2852 Adapalene RARbeta and 
RARgamma agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2852 

2968 Spironolactone Mineralocorticoid 
receptor antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_2968 

3000 Iressa Orally active, selective 
EGFR inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3000 

3050 Tamsulosin 
hydrochloride 

Selective alpha1A 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3050 

3109 Furosemide 
Na+/2Cl-/K+ (NKCC) 
symporter inhibitor. 
Also anta 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3109 

3292 Metyrapone 11-beta hydroxylase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3292 

3308 Zileuton Orally active 5-LOX 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3308 

3351 NS 304 Selective prostacyclin 
IP1 receptor agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3351 

3389 Bicalutamide 
Non-steroidal 
androgen receptor 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3389 

3495 Fludarabine Purine analog; inhibits 
DNA synthesis 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3495 

3517 Nebivolol 
hydrochloride 

Highly selective beta1-
adrenoceptor 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3517 

3586 Sumatriptan 
succinate 

5-HT1A/1B/1D 
receptor agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3586 

3609 Tizanidine 
hydrochloride alpha2 agonist 10mM DMSO 

solution Datasheet_3609 

3620 Topiramate 
GluR5 antagonist; 
inhibits carbonic 
anhydrase (CA 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3620 

3737 Asenapine maleate Novel antipsychotic 
agent 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3737 

3756 Maraviroc Selective CCR5 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3756 

3757 Dofetilide 
KV11.1 (hERG) 
channel blocker; 
inhibits rapid dela 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3757 

3759 Exemestane Steroidal aromatase 
(CYP19) inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3759 

3761 Tolterodine L-tartrate 
Potent, non-selective 
muscarinic receptor 
antago 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3761 



110 
 

3765 Linezolid 
Antibiotic; inhibits 
protein synthesis in 
gram-posit 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3765 

3768 Sunitinib malate 
Potent VEGFR, 
PDGFRbeta and KIT 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3768 

3771 Azithromycin 
Antibiotic; inhibits 50S 
ribosomal subunit 
formatio 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3771 

3784 Sildenafil citrate Orally active, potent 
PDE5 inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3784 

3786 Celecoxib 
Selective 
cyclooxygenase-2 
(COX-2) inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3786 

3798 Losartan potassium Selective, non-peptide 
AT1 antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3798 

3805 Repaglinide Kir6 (KATP) channel 
blocker 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3805 

3842 5-Azacytidine 
DNA 
methyltransferase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3842 

3852 Tranylcypromine 
hydrochloride 

Irreversible inhibitor of 
LSD1; also inhibits 
MAO 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3852 

3862 Eletriptan 
hydrobromide 

Orally active, selective 
5-HT1B/1D agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3862 

3863 Trovafloxacin 
mesylate 

Antibiotic; inhibits 
bacterial DNA 
synthesis 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3863 

3896 Rotigotine 
hydrochloride 

Dopamine D2/D3 
agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3896 

3908 Ibutilide 
hemifumarate 

Blocks IKr, hERG and 
L-type Ca2+ channels; 
class II 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3908 

3918 Pyrimethamine 
Potent inhibitor of 
multi-drug and toxin 
extrusion 

10mM DMSO 
solution Datasheet_3918 

4092 Aspirin Cyclooxygenase 
inhibitor; NSAID 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4092 

4093 Hydrocortisone Adrenal glucocorticoid; 
immunosuppressant 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4093 

4094 Flutamide 
Non-steroidal 
androgen receptor 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4094 

4096 Clotrimazole Cytochrome P450 
inhibitor; antifungal 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4096 

4098 Carbamazepine 
Inhibitor of neuronal 
voltage-gated Na+ 
channels; 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4098 

4099 Azathioprine 
Purine analog; prodrug 
of 6-mercaptopurine 
(Cat. 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4099 

4102 Mycophenolate 
mofetil 

Inosine 
monophosphate 
dehydrogenase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4102 

4107 Probenecid MRP inhibitor 10mM DMSO 
solution Datasheet_4107 
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4113 Fenofibrate PPARalpha agonist 10mM DMSO 
solution Datasheet_4113 

4117 Bepridil hydrochloride Non-selective calcium 
channel blocker 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4117 

4124 Pioglitazone 
hydrochloride 

Selective 
PPARgamma agonist; 
antidiabetic agent 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4124 

4148 Abacavir hemisulfate Reverse transcriptase 
inhibitor; antiretroviral 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4148 

4149 Delavirdine mesylate 
Non-nucleoside 
reverse transcriptase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4149 

4216 Valsartan High affinity, selective 
AT1 antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4216 

4231 Nateglinide 
Kir6 (KATP) blocker; 
displays high affinity 
for SUR1 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4231 

4241 Olopatadine 
hydrochloride 

H1 antagonist; ocular 
antiallergic agent 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4241 

4245 Meclizine 
dihydrochloride 

Human pregnane X 
receptor agonist; H1 
antagoni 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4245 

4256 Tiagabine 
hydrochloride 

GABA uptake inhibitor; 
anticonvulsant 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4256 

4308 Rasagiline mesylate Selective, irreversible 
MAO-B inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4308 

4349 Olanzapine 5-HT2A/D2 antagonist; 
atypical antipsychotic 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4349 

4350 Axitinib Potent VEGFR-1, -2 
and -3 inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4350 

4361 Bosutinib Dual Src-Abl inhibitor; 
antiproliferative 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4361 

4382 Letrozole 
Potent, reversible non-
steroidal aromatase 
inhibit 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4382 

4418 Saquinavir mesylate HIV protease inhibitor 10mM DMSO 
solution Datasheet_4418 

4427 Febuxostat Xanthine oxidase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4427 

4440 Rivastigmine tartrate Dual AChE and BChE 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4440 

4460 Trifluorothymidine 
Thymidylate synthase 
inhibitor; induces DNA 
frag 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4460 

4501 Ribavirin 
Antiviral guanosine 
analog; blocks eIF4E 
activity 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4501 

4553 Azilsartan 
Potent AT1 receptor 
inverse agonist; 
antihyperten 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4553 

4616 Olmesartan 
Potent AT1 antagonist; 
metabolite of 
Olmesartan 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4616 

4652 SAHA Class I and II HDAC 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4652 

4657 Zolmitriptan Potent 5-HT1B/1D/1F 
agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4657 

4712 Salmeterol xinafoate Long-acting beta2 
agonist; bronchodilator 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4712 
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4735 Quetiapine 
hemifumarate 

5-HT2/D2 antagonist; 
atypical antipsychotic 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4735 

4791 Candesartan AT1 receptor 
antagonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4791 

4796 Escitalopram oxalate 
Selective serotonin 
reuptake inhibitor 
(SSRI) 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4796 

4798 (S)-Duloxetine 
hydrochloride 

Potent 5-HT and NA 
reuptake inhibitor; also 
block 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4798 

4799 Capecitabine 
Prodrug of 5-
Fluorouracil (Cat. No. 
3257). Inhibits 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4799 

4819 Methylprednisolone Glucocorticoid 
receptor agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4819 

4833 Levonorgestrel Synthetic 
progesterone analog 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4833 

4857 Amlexanox 
Inhibitor of TBK1 and 
IKKepsilon; antiallergic 
agen 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4857 

4935 Sulfasalazine 
Inhibitor of NF-kappaB 
activation; also inhibits 
SX 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4935 

4942 Pitavastatin calcium HMG-CoA reductase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4942 

4985 Miglitol alpha-glucosidase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4985 

4990 Stavudine Nucleoside analog; 
antiviral 

10mM DMSO 
solution Datasheet_4990 

5069 Teriflunomide 
Dihydroorotate 
dehydrogenase 
inhibitor 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5069 

5136 Rizatriptan benzoate Potent 5-HT1B/1D 
agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5136 

5139 Telmisartan 
AT1 antagonist; 
PPARgamma partial 
agonist 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5139 

5181 Tolvaptan 
Potent and selective 
vasopressin V2 
receptor anta 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5181 

5250 Ramipril 
Non-peptide, 
competitive 
angiotensin-converting 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5250 

5263 Bazedoxifene acetate 
Potent and selective 
estrogen receptor 
modulator 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5263 

5325 Rosiglitazone 
Potent and selective 
PPARgamma agonist; 
antidia 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5325 

5422 XL 184 
Potent VEGFR 
inhibitor; also inhibits 
other RTKs 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5422 

5491 Aliskiren 
hemifumarate 

Potent renin inhibitor; 
antihypertensive 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5491 

5584 Aripiprazole 
High affinity D2 and 5-
HT1A receptor partial 
agoni 

10mM DMSO 
solution Datasheet_5584 
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11. ANEXO II – DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF THE FIRST 

MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST OROPOUCHE VIRUS 

Development of monoclonal antibodies against Oropouche Virus and its 
applicability to immunohistochemistry diagnosis 
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Abstract 
Oropouche virus (OROV), the causative agent of Oropouche Fever, is broader 

dispersed in Brazil and South America regions causing sporadic outbreaks. Due 

to the undifferentiated initial clinical symptoms caused by OROV and by other 

arboviruses that geographically overlap, the differential diagnosis is challenging. 

As for most of the neglected tropical diseases, there are a lack of reagents for 

diagnosis and to study viral pathogenesis. In this context, we generated and 

characterized a panel of mouse monoclonal antibodies that recognizes OROV 

antigens in Indirect Immunofluorescent Assay (IFA) and Immuno-Histochemistry 

(IHC) assays. Considering that it is the first monoclonal antibody produced for the 

detection of OROV infections, we evaluate that it will be useful not only for 

diagnostic purposes but also for serological surveys and epidemiological 

surveillance on the dispersion and prevalence of OROV in Brazil and South 

America region.  

 
1. Introduction 

Oropouche virus (OROV) is the etiological agent of a neglected emerging 

zoonotic disease named Oropouche fever, which is transmitted to humans mostly 

by the biting of Culicoides paraensis 1. In Brazil, since the isolation of OROV in 

1960 2, several outbreaks of human disease were initially reported in the states 

of Pará, and later reached other states in the northern region of the country, such 

as Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão and Rondônia 3,4. After a long period 

without OROV disease notification, in 2006, the virus reemerged in the states of 

Pará and Amazonas and it came to be considered one of the most prevalent 

arboviruses in the Brazilian Amazon 5,6, prior to the emergence of the Zika virus 

and Chikungunya virus in Brazil. 

OROV is a member of the genus Orthobynyavirus, family Peribunyaviridae 

and is classified into four genotypes, all found in Brazil 7,8. The viral particle is 

spherical with approximately 60 nm in diameter and a genome containing three 

negative segments of single-stranded genomic RNA (Small (S), Medium (M) and 

Large (L)) surrounded by helical nucleocapsids. Each segment encodes different 

proteins, the nucleocapsid (N; 26,26 KDa) and nonstructural protein s (NSs; 
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10,65KDa) by the S segment, two structural surface glycoproteins (Gn with 

28,03KDa and Gc with 107,14KDa) and one nonstructural protein m (NSm; 

26,65KDa) by the M segment, and the RNA-dependent RNA polymerase (261,25 

KDa) by the L segment 9–13.  

The clinical presentations are usually confused with other arboviruses that 

co-circulate in the endemic areas, such as dengue and yellow fever. Oropouche 

fever is described as acute febrile illness common associated with headaches, 

fever, myalgia and skin rash 2. Neural pathways of infection might occur, resulting 

in rare cases of neurological syndromes and severe systemic infections, 

however, the prognosis is good and there are no reports of sequelae resulting 

from the infection 14–17. No licensed vaccines are currently available and the 

treatment for Oropouche fever consists of symptoms relief using antipyretic and 

analgesics 18. The clinical diagnostic is normally confused with dengue virus, 

because they have similar symptoms, and the laboratory diagnostic consists of 

molecular techniques (RT-PCR), and viral isolation in cultured cells which are 

limited to the viremic phase 19–21. 

Polyclonal and monoclonal antibodies (mAbs) are essential tools widely 

used in the serological diagnosis of diseases caused by microorganisms, 

including viral infections 22–24. Additionally, mAbs are more specific than 

polyclonal antibodies, reducing issues in the interpretation of results, and 

facilitating the standardization and reproducibility of the assays 25. This reagent 

is also essential for epidemiological surveillance, differential diagnostic and 

pathogenesis studies 25. Additionally, mAbs have also therapeutic properties and 

could eventually be used in immunotherapy as already demonstrated for other 

virus infections 26. In this study, we describe the development and 

characterization of mouse mAbs against a Brazilian strain of OROV and 

demonstrated its applicability as a diagnostic reagent in IHC assays. 

 
2. Animals and Methods 
Cell line and viruses 

C6/36 Aedes albopictus cells (ATCC CRL-1660) were grown in Leibovitz’s 

L15 medium (Gibco, Grand Island, USA) supplemented with 5% fetal bovine sera 

(FBS-Gibco), 25 μg/ml gentamicin (Gibco) and 0.27% tryptose at 28°C. Vero E6 

cells (Sigma, 85020206), A549 (ATCC CCL-185), Huh-7.5 (ATCC PTA-8561) e 
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A172 (ATCC CRL-1620) were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium/Nutrient Ham F12 (DMEM F12 – Gibco) with 10% FBS, 14 mM sodium 

bicarbonate, 100 IU/ml penicillin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) and 100 

μg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich) at 37°c in a 5% CO2 atmosphere. Mouse 

myeloma cell line P3x63Ag8.653 (kindly supplied by Dr. Carlos R. Zanetti, from 

Laboratorio de Imunologia Aplicada, Universidade Federal de Santa Catarina, 

Florianópolis, Brazil; ATCC CRL-1580) and hybridomas were maintained in 

RPMI-1640 medium (Cultilab, Campinas, Brazil) with 20% FBS, 23.8 mM sodium 

bicarbonate, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 9.6 mM HEPES, 100 

IU/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin and 0.25 μg/ml amphotericin B (Sigma-

Aldrich) at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. THP-1 (ATCC TIB-202) and THP-1-

derived macrophages were maintained in RPMI-1640 medium (Cultilab, 

Campinas, Brazil) with 10% FBS, 23.8 mM sodium bicarbonate, 2 mM L-

glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 9.6 mM HEPES, 100 IU/ml penicillin, 100 

μg/ml streptomycin and 0.25 μg/ml amphotericin B (Sigma-Aldrich) at 37°C in a 

5% CO2 atmosphere, and differentiation was induced with 100 ng/ml of phorbol 

myristate acetate (PMA) for 48h. 

OROV is a clinical isolate kindly supplied by Dr. Felipe Gomes Naveca27, 

previously allocated in Virology Molecular Laboratory (Instituto Carlos 

Chagas/Fiocruz, Brazil), was amplified in Vero E6 and titrated by the plaque-

forming assay in C6/36 28.  

 

Immunization protocol 

Tree 30 day-old BALB/c mice were immunized five times (14 days apart) 

with 1x106 pfuC6/36/dose/animal of OROV mixed with Alu-S-Gel (Serva, 

Heidelberg, Germany) in the doses 1 to 4 (intraperitoneal route) and no adjuvant 

in the fifth dose (intravenous route) (Figure 1A). Blood samples were collected 

prior to first immunization (pre-immune sera) and after fourth immunization by 

puncturing the caudal vein. The experimental protocol for animal use were 

approved by the Ethical Committee on Animal Research of the Fundação 

Oswaldo Cruz (Fiocruz CEUA n° LW-27/19). 

  

Production of mAb 
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Three days after the fifth dose, the mice were anesthetized via 

intraperitoneal route with 100 mg/kg ketamine/20 mg/kg xylazine and, the final 

bleeding was performed by cardiac puncture to obtain post-immune sera. After 

the bleeding mice were euthanized with an overdose of ketamine (500 mg/kg) 

and xylazine (100 mg/kg) and their spleens were removed aseptically. The 

splenocytes were separated and fused with P3x63Ag8.653 cells using 

polyethylene glycol (MW 3000-3700; Sigma-Aldrich), as previously described 23. 

The resulting hybrid cells were maintained in RPMI-1640 media and the selection 

of hybrid cells (myeloma + splenocytes) where made using HAT supplement (100 

μM hypoxanthine, 0.4 μM aminopterine and 16 μM thymidine; Sigma-Aldrich) for 

14 days, followed by 4 days in HT supplement media (100 μM hypoxanthine and 

16 μM thymidine). After selection in HAT/HT media hybrid cells were maintained 

in RPMI media as already described 23.   

 

Hybridoma screening with immunofluorescence assay 

Hybridomas that were secreting anti-OROV antibody were selected by 

indirect immunofluorescence (IFA) on OROV-infected C6/36 cells and uninfected 

C6/36 as control (MOCK). Briefly 1x104 C6/36 cells/well (96-well plates) were 

infected with OROV at a multiplicity of infection (MOI) of 1, fixed 48h post-

infection with methanol:acetone (v/v) overnight at -20°. Thus, after the fixative 

reagent was discarded and plates dried in the air, 100 μl of hybridoma cell culture 

supernatants were added in each well and incubated for 1h at 37°C. After 

washing three times with PBS (1x Phosphate Buffered Saline) plus 0.05% Tween 

20, an anti-mouse alexa fluor 488-conjugated antibody (1:1000; Sigma-Aldrich) 

and 0,3 mM DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) diluted in PBS-BSA 1% 

(Bovine Sera Albumine) were used to stain cells secreting antibodies against 

OROV virus. After 1h incubation at 37°C cells were washed again 3x using PBS 

and 100 μl of PBS were added in each well for microscopy analysis. The 

polyclonal serum was used as positive controls and pre-immune sera as a 

negative control. The immunofluorescence images were captured with Operetta 

CLS High-Content Analysis System (PerkinElmer, Massachusetts, USA) using a 

20x non-confocal objective and analyzed using the Harmony Software 

(PerkinElmer).  
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Clones that reacted with infected cells and did not react with MOCK controls 

were subjected to limiting dilutions (LD) to have a single cell per well. Upon 

reaching 75% confluence, the IFA was performed again, and the clones that still 

recognize OROV antigens in C6/36 infected cells were subjected to a second 

round of limiting dilution. Once reactivity was confirmed after two cycles of LD, 

isotyping was performed by immunoassay with a commercial kit (Southern 

Biotech), according to the manufacturer's recommendations, and the hybridoma 

were expanded to produce mAb and the cells were freeze for future use. 

 

Target protein of mAb anti-OROV 

The specificity of mAb to OROV proteins was investigate using Western Blot 

assay. Supernatant of Vero E6 infected by OROV at a MOI 0.001 was 

concentrated by polyethylene glycol precipitation using 7% at final concentration 

of PEG 8000 and purified by sedimentation through a 30%/60% sucrose cushion 

in TNE (20 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA). The cell extract was 

lysed (0.1% Triton-X, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10% glycerol), 

centrifuged at 2,000 rpm for 1 minute and the supernatant was collected and 

stored at -80°C. Purified viral supernatant, infected cell lysate and uninfected 

(MOCK) were then diluted in Laemmli sample buffer (1:1), boiled for 10 minutes 

and loaded into 13% SDS-Page gels 22,29.  
 
Immunohistochemistry assay 

To evaluate the effectiveness of the mAbs produced in 

immunohistochemistry assay, we intracranially inoculated 300 PFU of OROV in 

3 newborn BALB/C mice (first 48h of life) or vehicle (MOCK). After 3 days, 

animals were euthanatized using an overdose of ketamine (500 mg/kg) and 

xylazine (100 mg/kg) and the brain tissue was collected and kept in buffered 

formalin solution (10% formaldehyde, 30 mM NaH2PO4 H2O, 45 mM NaH2PO4). 

Pathological analysis was performed in tissue samples stained with hematoxylin 

and eosin (H&E) (Harris Hematoxylin: NewProv, Cod. PA203, Paraná, BR; Eosin: 

BIOTEC Analytical Reagents, Cod. 4371, Paraná, BR). 

The anti-OROV clones 63B3E7 and 268B8A3, at 1:100 dilution were used 

in immunohistochemistry assays (IHC) of mice infected brain tissues. The 

immunohistochemistry assay recommended an overnight incubation protocol for 
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the primary antibodies in a humid chamber, with a temperature between 2 and 8º 

C. The secondary polymer (Mouse/Rabbit PolyDetector DAB HRP Brown, 

BSB0205, BioSB, Santa Barbara, CA) was applied to the material tested for 40 

minutes at room temperature. The technique was revealed with the addition of 

the complex 2, 3, Diaminobenzidine plus hydrogen peroxide substrate, for 

sufficient time for the development of the brown color, followed by counterstaining 

with Harris Hematoxylin. Two non-correlated mAbs that recognize flavivirus-

specific 4G2 (hybridoma D1-4G2-4-15, ATCC HB-112) and alphavirus-specific 

1G1 (produced from the CHIKV E1 envelope protein) were used as negative 

controls. The experimental protocol using animals were approved by the Ethical 

Committee on Animal Research of the Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz CEUA 

n° LW-20/20). 

 

Mabs reactivity in different cell types 

The reactivity of anti-OROV clone 63B3E7 mAb was evaluated by IFA in 

several cell lines infected by OROV (C6/36, Vero E6, A549, Huh-7.5 and THP-1-

derived Macrophages). Briefly, 1x104 cells/well seeded in 96-well plates were 

infected at MOI of 0.02, 0.1, 0.5, 2.5 and 12.5 with OROV and incubated at 

different time points (24h, 48h or 72h). At each time point, cells were fixed with 

200 μL/well of methanol-acetone (1:1) at -20°C for 1 hour. Next, 100 μl/well of 

anti-OROV mAb 63B3E7, diluted 1:800 in 1% PBS-BSA was incubated for 1 hour 

at 37°C. After three washes with PBS-T, anti-mouse IgG antibody conjugated to 

Alexa Fluor 488 (Sigma-Aldrich) and DAPI (4'.6-diamidino-2-phenylindole) were 

diluted 1:1,000 and 0.3 mM, respectively, in 1% PBS-BSA and incubated for 1 

hour at 37 °C. After three washes with 100 μl/well of PBS plates were analyzed 

under fluorescent microscopy. The images were captured by the Operetta CLS 

High-Content Analysis System (PerkinElmer, Massachusetts, USA) using a 20x 

non-confocal objective and analyzed using the Harmony Software (PerkinElmer). 

Nuclei quantification and percentage of cells infected by OROV infection were 

evaluated by staining with DAPI and Alexa Fluor 488, respectively.  

For THP-1 cells, flow cytometry was used to evaluate the reactivity of anti-

OROV clone 63B3E7 mAb. 2x105 cells/well in 24-well plates were infected under 

the same conditions described above. After each incubation time, cells were 

harvest and treated with 200 μl/well of blocking buffer (PBS + 5% FBS + 1% AB+ 
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human sera) for 20 minutes at room temperature, fixed with Citofix/Citoperm (BD 

Biosciences, USA) and incubated with the anti-OROV mAb 63B3E7 diluted 1:400 

in Perm/Wash (BD Biosciences) for 30 minutes at 37 °C. After three washes with 

Perm/Wash solution cells were incubated with Alexa Fluor 488 conjugated anti-

mouse IgG antibody (Invitrogen) diluted 1:400 in Perm/Wash. After 30 minutes of 

incubation, cells were washed again and recovered in 200 μL/well of filtered PBS 

and the quantification of infected cells was performed in the BD FACS Canto II 

equipment (BD Biosciences, USA) and analyzed in the FlowJo software (BD 

Biosciences, USA). 

 

3. Results 

Fusion of murine splenocytes with P3x63Ag8.653 cells resulted in 1,272 

hybridomas. Of these, 968 wells were screened and 148 (15%) were positive by 

IFA analysis of C6/36 cells infected by OROV (MOI of 1 for 48h). In the second 

round of screening, 34.5% of the 148 initial clones (51) continued to produce anti-

OROV antibodies and did not react with the MOCK control (Figure 1B). The cells 

presenting the highest density and immunofluorescence intensity in the plate 

wells were subjected to limiting dilutions (LD) to obtain a single cell per well. After 

two successive limiting dilution cycles, two hybridomas secreting anti-OROV 

mAbs were obtained (Figure 1 B-C). The hybridoma were expanded in culture 

and the supernatant from both clones were purified and concentrated by 

precipitation with ammonium sulfate. The mAb was identified as IgG2a (clone 

63B3E7) and IgM (clone 268B8A3) isotypes with kappa light chains. 

The specificity of the two anti-OROV antibodies were evaluated by IFA 

using uninfected (MOCK) and infected (OROV) C6/36 cells (Figure 1 D-F). Both 

mAbs 63B3E7 and 268B8A3 specifically reacted with OROV infected cells 

(Figure 1 C-F) and no unspecific reaction was observed in MOCK infected cells. 

The staining pattern of C6/36 infected cells was similar with anti-OROV clone 

63B3E7 and the polyclonal sera (1:800) (Figure 1 D-E).  

Infected and MOCK cell lysates and purified OROV supernatant were used 

in western blot assays to verify the identity of viral proteins recognized by both 

mAbs. The mAb 63B3E7 target only one viral protein with approximately 25 kDa 
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(Figure 2 A and B) in OROV positive samples. The mAb 268B8A3 did not react 

with any protein in the samples (Figure 2 A).  

In addition, we evaluated the applicability of the two mAbs in IHC assays. 

The mAbs 63B3E7 and 268B8A3 reacted and differentiated the OROV infection 

(Figure 3 A and C) from MOCK (Figure 3 B and D) in mouse neuronal tissue. In 

both mAbs, the deposit of a granular brown stain (DAB) indicative of 

immunoreaction positivity is seen in the cytoplasm of cortical neurons, especially 

in the perinuclear region. The pyramidal cortical neurons and those located in the 

hippocampus presented the highest and strongest positivity. No immunopositivity 

was observed in glial cells, endothelial cells, or any other cell types present in the 

mouse central nervous system. Despite the mAbs were able to differentiate 

between infected and uninfected tissue, mAb 268B8A3 clearly produce a higher 

background in uninfected neuronal tissue at the dilution tested (Figure 3D), 

compared to mAb 63B3E7. Non-correlated mAbs (4G2 and 1G1) did not react to 

OROV proteins (Figure 3 E-F). 

To analyse the reactivity of anti-OROV 63B3E7 mAb in different cells lines, 

C6/36, Vero E6, Huh-7.5, A172, A549 and THP-1-derived macrophages, were 

infected each strain with OROV. The 63E3E7 mAb specifically detected OROV 

antigen in cell culture, and did not cross react with cells proteins in all tested 

lineages (Figure 4). We determined that mAb 63B3E7 detect OROV-infected 

cells in IFA at low MOIs, as demonstrated in Huh-7.5 cell infected with MOI 

0.00125 after 24 h (Supplementary Figure 1). 

 
4. Discussion 

OROV causes frequent outbreaks in the states of Pará6 and Amazonas 6,30, 

and more recently, cases of infection have been reported in other regions of 

Brazil, such as the Southeast 14,31 and Central 20 regions, confirming viral spread 
21,32. Because the clinical signs of OROV infection are undifferentiated from other 

arboviral infections as dengue, especially in the early phase, the number of ORO 

fever cases is underreported. As a neglected virus, only few studies address the 

prevalence and dispersion of OROV and, its impact in the epidemiological 

panorama in Brazil and South America. In this context,  the development of 

reagents, as specific monoclonal antibodies would be relevant not only for 
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diagnostic purposes but also for research on viral biology, pathogenesis and 

epidemiology, especially in countries in which dengue and OROV are endemic 

and sympatric 20.  

Currently the diagnosis for OROV detection is essentially based on 

molecular tests, such as RT-PCR or real time RT-PCR 14,20,33 as well as classical 

virology tests (viral isolation, hemagglutination inhibition, PRNT and complement 

fixation tests)4,8,19. However, these are laborious, highly complex techniques and 

require specialized professionals to interpret the data. A simpler alternative would 

be the use of antibody-based tests. The antibodies used in the only commercially 

available  test are polyclonal sera 34,35 or ascite fluids (ATCC; VR-1228AF) from 

animals infected with OROV 36. These reagents present variations from lot to lot 

that might impact in the results. Therefore, the development of defined and stable 

reagents, such as anti-OROV monoclonal antibodies, would guarantee the 

specificity and reproducibility  of the assays,  improving the diagnosis of the 

disease, and in addition to being useful for research purposes 21,25. 

We produced and characterized two mAbs able to differentiate OROV-

infected cells or tissues from uninfected controls. Although both Mabs were able 

to detect OROV infection, the mAb 63B3E7 yielded better results both in IFA and 

IHC formats. In IFAs, mAb 63B3E7 specifically target viral proteins in all infected 

cell lines (lineages derived from humans, non-human primates and mosquitoes) 

used in this study, yielding results comparable to the literature data. 37,38  

The two mAbs are from different isotypes (1 IgG2a and 1 IgM) and are 

probably targeting different epitopes as both were reactive in IFI and IHC assays 

but not in western blots39. The western blot results suggest that mAb 63B3E7 

recognizes a linear epitope of a protein with approximately 25 kDa in OROV 

samples. During viral replication cycle, three main proteins are synthetized: the 

nucleocapsid protein with ~26.26 KDa, the non-structural protein M with 26.65 

KDa and the Gn viral envelope glycoprotein with 28.03 kDa8,40,41. Using purified 

virus particles in western assays the mAb 63B3E7 strongly reacted with a protein 

with a molecular weight in the range of 25KDa suggesting that the OROV 

nucleocapsid protein might be the target of mAb 63B3E7. These results agree 

with the results obtained for mAbs of La Crosse and Tahyna viruses, which are 

viral species of the same family of OROV. In a study using La Crosse virus, the 

G2 protein ontologically corresponds to the Gn proteiof OROV. This protein is 
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less immunogenic when compared to other structural proteins, such as N protein 

and G1 (higher molecular weight envelope glycoprotein). These latter proteins 

are the main targets of produced monoclonals 42. In denaturing western blot 

assays, the mAb 268B8A3 did not react with the proteins present in the sample, 

possibly because it targets a conformational epitope 39, since it recognized OROV 

proteins in IFA and IHC assays. 

A percentage of OROV-infected patients can progress to a more serious 

clinical outcome involving neurological manifestations such as viral meningitis 
14,16, however the exact mechanism(s) is not known. There are three studies 
35,43,44 that have developed murine models to study OROV neuroinfection. These 

studies, together, show the neural route and crossing the blood-brain-barrier 43, 

glial activation and neuronal cell death 35. Aiming to determine if the mAbs we 

developed would be useful for the study of viral biology and diagnosis using IHC, 

we infected IC mice with OROV and examined neuronal tissues. However, 

immunostaining was not observed in any cell type, except in cortical neurons. 

The immunopositivity of both mAbs was easy to obtain with standard protocol for 

the immunohistochemistry technique. The brown staining that appears after DAB 

is easily observed, very strong, and specifically perinuclear intracytoplasmic, 

making the immunolocalization for the OROV-positive area by light microscopy 

reliable. The mAb 268B8A3 showed a slight background in the glial matrix. 

Summing up, we produce and characterized two mAb which specifically 

recognize OROV proteins. This reagent proved to be versatile, and especially 

useful for differential diagnosis of OROV from other arboviruses of medical 

importance, like dengue virus and yellow fever virus that co-circulate in Brazil and 

South America. As the anti-OROV mAbs are of different isotype (IgG2a and IgM), 

and possibly target different epitopes, they could be employed in serological 

assays, as capture ELISA or point-of-care tests for laboratory diagnosis of OROV 

using both mAbs.  

To improve the use of this reagent, we intend to analyze the sensitivity and 

specificity of the Mabs conjugated with molecules (colloidal gold and 

fluorophores), in diagnostic assays, as seen in tests for dengue virus for example 
45,46. For OROV, there are no commercially available mAb-based diagnostic tests, 

mainly due to the lack of commercial interest as OROV fever is considered a 

neglected disease. Moreover, there are a paucity in the knowledge about basic 
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aspects of the viral biology and pathogenesis, also due the absence of specific 

reagents. Consequently, the search and development of such reagents are 

extremely valuable to fill these gaps since the outbreaks caused by OROV is 

generally confused with the dengue virus infections. We evaluate that the mAbs 

developed may be useful supporting research, diagnosis and epidemiological 

surveillance of OROV infections. 
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FIGURES 
 

 
Figure 1: Production and selection of anti-OROV monoclonal antibodies. In 

A, scheme of inoculations in mice for the production of mAbs, together with 

the collection of sera. In B, the screening of hybridomas resulting from the 

fusion is demonstrated, in addition to the following steps for selecting the 

most promising ones. In C, representative IFA for detection of anti-OROV 

antibodies from clones 63B3E7 (1:800) and 268B8E3 (1:100), together with 

the control sera (pre-immune and polyclonal, diluted 1:100 and 1:800, 

respectively). The culture supernatant of the LD2 clones were purified and 
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evaluated for the detection of viral antigens in C6/36 cells (1x104 cells per 

well) uninfected (Mock) and infected with OROV (MOI 1 for 48h). In blue, 

cell nuclei stained with DAPI and in green OROV labeled with the respective 

mAb or polyclonal immune sera, followed by anti-mouse IgG conjugated 

with Alexa-Fluor 488. In D-F, infected (OROV - red) and uninfected (MOCK 

- C6/36) cells blue) were used for titration of polyclonal mouse sera (D), 

mAb 63B3E7 (E) and mAb 268B8A3 (F). Infection data obtained by IFA 

were normalized, analyzed, and plotted using Alexa-Fluor 488-conjugated 

anti-mouse Ig labeling.  The bar corresponding a 100μm. D-F represents 3 

experiments of three different biological replicas.  

 

 
Figure 2: Western blots for the identification of OROV protein target by the 

mAbs 63B3E7 and 268B8A3. In A, OROV-infected Vero E6 cell extract 

reacted with anti-OROV mAbs 63B3E7 and 268B8A3. As controls an anti-

OROV polyclonal immune sera and an anti-envelope of flavivirus mAb 4G2. 

In B, purified OROV (OROV Pur. line), OROV infected Vero E6 cell lysate 

(OROV Lys. line) or uninfected Vero E6 lysate (MOCK line) reacted with 

mAb 63B3E7. Both are subjected to 13% SDS-PAGE and electroblotted 

onto nitrocellulose membranes. Proteins were stained with the mAbs, 

fllowed by anti-mpuse IgG conjugated to alkaline phosphatase. Molecular 

weight marker 10-250 kD. 
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Figure 3: Immunohistochemistry in mouse neuronal tissue infected by 

OROV. Red arrows demonstrate perinuclear staining in neuronal tissue of 

mice infected by OROV and stained with mAb 63B3E7 (A) and mAb 

268B8A3 (C). Image depicting the absence of perinuclear tissue and 

neuronal cytoplasmic immunolabel of the mAb 63B3E7 (B) and mAb 

268B8A3 (D) in a neuronal tissue of mice uninfected with OROV (MOCK). 

In E and F is demonstrated negative control with non-correlation mAbs, 4G2 

and 1G1, respectively. The bar corresponding 25 μm. 
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Figure 4: Reactivity in different cell types. A representative image of the 

permissiveness to OROV of cultures of C6/36, Vero E6, A172, A549, Huh-

7.5 and macrophages differentiated from THP-1 is shown. In blue, nuclei 

stained with DAPI and, in green, OROV labeled with mAb 63B3E7, followed 

by anti-mouse IgG conjugated with Alexa-Fluor 488. In the images, MOCK 

represents uninfected cells after 72h, and OROV cells infected with OROV 

MOI 0.02 for 72 h. The bar corresponding 100 μm. The images represent 3 

biological replicas.  

 

 

 
Supplementary 1: Infection of Huh-7.5 cells with OROV. The normalized 

percentage of OROV infection in Huh-7.5 cells (A) and the nuclear 

quantification (B) are demonstrated in different MOIs (12.5 – 3.125x10-4) 

after 24 h (line and bars in blue, respectively) and 48 h (line and bars in red, 

respectively), by IFI. The image representative of one of the smallest MOIs 
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tested (MOI 0.00125, 24 hpi) is demonstrated in C. In blue, DAPI stained 

nuclei and, in green, OROV labeled with mAb 63B3E7, followed by anti-

mouse IgG conjugated to Alexa -Fluor 488. MOCK: uninfected cells after 24 

h. A-B represents 3 experiments of three different biological replicas.  
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12. ANEXO III – COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA ANIMAL 
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