Avaliacao in vitro da citotoxicidade de um liquido i6nico
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RESUMO

O Zika virus tem gerado preocupacao mundial devido a sua associagao com a microcefalia
e a auséncia de medicamentos para combaté-la. Liquidos i6nicos sdo sais que tém
despertado grande interesse na microbiologia, porém pouco se sabe acerca de sua
atividade antiviral. Com isso, a pesquisa investigou a citotoxicidade do sal (BTAC1)2ImCl
e sua atividade antiviral frente ao Zika virus. Para isso, células da linhagem Vero foram
expostas por 72h a diferentes concentracdes do composto, e a viabilidade celular
foi verificada através de dois métodos, nos quais percebeu-se que apenas a mais alta
concentracdotestada (1000uM) apresentou citotoxicidade. Asdemais concentractes foram
aplicadas em ensaio de atividade antiviral, no qual notou-se que todas as concentracdes
inibiram a replicacéo viral, com cerca de 54% de inibicdo na concentracdo de 125uM.
Considerando que é dificil atingir virus sem danificar as células hospedeiras e que isso
representa uma limitacao no desenvolvimento de antivirais, os resultados obtidos podem
ser considerados promissores.
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In vitro evaluation of cytotoxicity of an ionic liquid
and its antiviral activity against Zika virus

ABSTRACT

Zika virus has been generate worldwide concern because of his association with
microcephaly and the absence of drugs for reach it. Tonic liquids are salts which has
been awakened high interest in microbiology, but little is now known about its antiviral
activity. With this situation, this study evaluated the cytotoxicity of the salt (BTAC,),ImCl
and its antiviral activity for Zika virus. For this, Vero cells was exposed for 72h to differents
concentrations of the salt and two cytotoxicity tests were performed, in which it was
observed that just the highest concentration tested (1000uM) showed up cytotoxicity. The
others concentrations were applied in a test of antiviral activity, in which was observed
that all the concentrations showed up antiviral activity, and the highest was 54%, in
the concentration of 125uM. Having in mind that one of the biggest limitations in the
development of antiviral drugs is the difficult of reach virus without generate damage to
cells, the results obtained until this moment can be considered promising.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude, em fevereiro de 2018, divulgou uma lista de doencas e
patoégenos para os quais é extremamente necessario priorizar pesquisa e desenvolvimento.
A febre de Zika, causada pelo Zika virus (ZIKV), se faz presente nesta lista tendo em vista
seu potencial de gerar novas emergéncias na saude publica, associado ao fato de ndo haver
solucdes preventivas ou curativas eficientes até o momento.

Os sintomas da febre de Zika, segundo a OMS (2018), geralmente sao leves e incluem
febre, conjuntivite e dor de cabeca. Entretanto, de acordo com a mesma fonte, a infeccdo
pelo ZIKV durante a gravidez tem sido associada a complicacdes como microcefalia,
malformacdes congénitas do feto, o parto prematuro e o aborto. Em adultos, a infeccdo pelo
virus tem sido associada a manifestacao de sindromes do sistema nervoso central presente
hospedeiro, como a sindrome de Guillain-Barré.

A microcefalia de acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (2019), é uma
condicdoem que a cabecado bebé se desenvolve de maneira menor do que a esperada, devido
a ma formacdo do seu cérebro, assim podendo gerar na crianca: convulsdes, problemas de
alimentacdo, visao, audicdo e, na condi¢do mais grave, a doenca pode ser fatal. De acordo
com Global Virus Network (2016), entre os anos 2010 e 2014 foram registrados no Brasil,
aproximadamente 175 bebés que nasceram com microcefalia por ano. J4 em 2015, foram
registrados mais de 4000 casos dessa doenca em recém nascidos, coincidindo com a chegada
do ZIKV no pais. Ja foi demonstrado que a infeccao pelo virus leva ao desenvolvimento
de microcefalia em camundongos (CLERCQ e LI, 2016), além da capacidade do virus de
penetrar a placenta, o que fortalece sua ligacdo com deficiéncias congénitas (MINER e
DIAMOND, 2017).

Além disso, a sindrome de Guillain-Barré, de acordo com Martins (2018), é considerada
uma doenca neural aguda, em que células do sistema imune passam a atacar células do
sistema nervoso central resultando em deficiéncias no desenvolvimento sensorial e motor
do paciente. Até 2017, o ZIKV j& havia sido reportado em 84 paises ao redor do mundo
sendo que, destes, 31 apresentaram um aumento no numero de casos de microcefalia
relacionados com a infecgdo pelo virus, e 24 paises relataram um aumento no numero de
casos de sindromes neuroldgicas decorrentes da infeccdo (ORGANIZAGAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2017).

De acordo com Tortora et al (2012), nos paises desenvolvidos, estima-se que pelo menos
60% de todas as doencas infecciosas sejam causadas por virus. Porém sabe-se que, desde
o desenvolvimento do primeiro medicamento antiviral, em 1963 até o ano de 2016, apenas
90 antivirais foram desenvolvidos e aprovados no mundo (CLERCQ e LI, 2016), sendo
estes antivirais especificos para o tratamento de nove doencas infecciosas humanas, e
que nenhuma destas doencas é a Zika. Assim sendo, o numero de antivirais disponiveis é
limitado e estd abaixo da demanda existente. Isto se deve, principalmente, ao fato de que o
virus serem parasitas intracelulares obrigatérios, devendo o antiviral interferir apenas nos
processos metabolicos do virus e nao causar toxicidade a célula hospedeira. De acordo com
Pereira (2012), a seletividade que agentes antivirais devem apresentar é uma das principais
barreiras no desenvolvimento de novos medicamentos antivirais. Dentre as moléculas que
tém apresentado tal seletividade em estudos realizados, pode-se citar os Liquidos I6nicos.
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Esses compostos formam uma classe cuja potencial atividade antimicrobiana tem os
tornado candidatos atrativos como novos biocidas. Nos ultimos quinze anos, diversos
estudos tém sido publicados sobre o potencial biologico de liquidos i6nicos, porém, de
acordo com Egorova e Ananikov (2018), muito pouco tem se sido publicado acerca de
sua atividade antiviral. Na verdade, de acordo com as mesmas autoras, menos de 1% das
pesquisas divulgadas entre 2017 e 2018 sobre estes compostos, abordam sua atividade
antiviral. Assim, ¢ de grande interesse que pesquisas sobre a atividade antiviral de liquidos
i6nicos sejam feitas.

Tendo em vista o contexto apresentado, o objetivo desta pesquisa foi investigar o potencial
citotéxico do liquido i6nico (BTAC)),ImCl frente a linhagem celular Vero e empregar as
concentracoes de menor citotoxicidade em teste de atividade antiviral frente ao Zika virus.

2 METODOLOGIA

2.1 Cultivo das células

A linhagem celular Vero, permissiva ao ZIKV, foi obtida pelo Laboratério de Citotoxicidade
da Universidade Feevale a partir do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCR]J). Para cultivo,
as células foram incubadas em frasco estéril de poliestireno de 25 cm* contendo o meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) de baixa glicose, suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB). O frasco foi incubado em estufa a 37°C, umidificada e com
5% de CO, (atmosfera padrao).

O meio de cultura foi substituido a cada trés ou quatro dias, de acordo com a confluéncia da
monocamada celular e os subcultivos realizados. Os subcultivos da célula, se caracterizam
pela remocdo da monocamada celular quando ela completava confluéncia, a fim de manter
o cultivo celular. A remocdo do tapete celular foi feita pela tripsinizacdo, processo que
consiste na remoc¢ao do meio de cultivo do frasco e adi¢do da enzima Tripsina, uma enzima
que hidrolisa cadeias polipeptidicas, e através disso, promove a desagregacdo celular
(GUIMARAES et al, 2010).

Apos a adicdo da enzima e desagregacao do tapete celular, as células foram adicionadas
em um tubo de fundo conico contendo o dobro de meio em relacao a quantidade de
tripsina que foi adicionada e centrifugadas a 1000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em meio de cultivo. Entao, a fracao
da suspensdo necessaria para manutencao do cultivo foi transferida de volta para o frasco
de cultivo, contendo quantidade suficiente de meio.

2.2 Plaqueamento

Para desenvolvimento dos testes foi necessdrio realizar o plaqueamento das células. Estas
foram tripsinizadas de acordo com a metodologia padrdo de tripsinizacdo e contadas em
uma camara de Neubauer. Apés contagem das células e calculo das quantidades necessarias
para os testes, tendo em vista a densidade celular utilizada em cada teste, a ressuspensao
celular foi transferida para um tubo de fundo coénico, juntamente com meio DMEM
puro, em quantidade necessaria para atingir o volume dos pocos da placa. A mistura foi
homogeneizada,e com auxilio de micropipetador automatico, as células foram transferidas
para os pocos da placa.

Para os dois ensaios de citotoxicidade foram utilizadas uma densidade celular de 1 x 10°
células por pogo, sendo que foram preparadas duas placas de 96 pogos cada, uma para
cada um, dos dois ensaios. Para o teste de atividade antiviral, foi utilizada uma densidade
celular de 2 x 10° por pogo, sendo que foi preparada uma placa de 24 pogos. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C em atmosfera padrao por 24h antes da realizacao dos ensaios,
para ocorrer a adesao das células aos pocos e formacao de uma monocamada celular.
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2.3 Diluigées do liquido ionico

A estrutura molecular do liquido idnico testado nesta pesquisa, de sigla (BTAC,),ImCl, estd
representadanaFigural. Amoléculafoisintetizadano Laboratorio de Processos Tecnolégicos
e Catdlise da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo que o cation imidazolico foi
escolhido tendo em vista que possui atividades bioldgicas relatadas na bibliografia e, dentre
estas, a atividade antiviral (THOME, 2015; ZANCHETTI, 2018; SOMMER et al, 2018); o 4nion
cloreto foi escolhido tendo em vista sua baixa toxicidade quando comparado & outros anions
inorganicos (THOME, 2015) e o substituinte benzotriazol foi escolhido pois é altamente
hidrossoluvel, o que diminui a citotoxicidade da molécula (BRIGUGLIO et al, 2015).

Figura 1. Cloreto de 1,3-dimetil-benzotriazol-imidazol.
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Para os testes de citotoxicidade foi adicionado, em tubo de fundo conico, o volume
necessario do meio DMEM puro para a concentracao mais alta a ser testada (1000 uM) e sobre
o meio foi adicionado o volume adequado de liquido i6nico, partindo do LI concentrado,
previamente preparado, na concentracao de 125 mM pM. Apds a homogeneizagdo da maior
concentracdo prosseguiu-se com a diluicao seriada 1:2, que resultou nas concentragoes de
1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 uM.

Para o teste de atividade antiviral, apds preparar todas as diluicdes seriadas 1:2, foi
adicionado sobre os tubos de fundo conico um volume do espessante carboximetilcelulose
(CMC) a fim de dobrar o volume, resultando nas concentracoes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25
e 15,6 uM.

2.4 Avaliacgao citotdxica

2.4.1 Exposicéo das células ao liquido idnico

Apds 24h da realizacdo do plaqueamento, as células atingiram a confluéncia necessaria para
os ensaios de citotoxicidade. Para exposicdo das células ao liquido i6nico em diferentes
concentracgoes, o meio de cultivo foi retirado dos pocos e sobre as culturas de células foram
adicionados 200 uL das concentracoes de 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 uM do LI, sendo que
todas as concentracoes foram avaliadas em quintuplicatas. Para os controles, tanto positivo,
quanto negativo, ao invés da adicao da diluicao do LI, foram adicionados 200 uL. do meio
DMEM puro. As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera padrao. O periodo de incubacao
foi de 72h, tendo em vista que esse é o tempo necessario para a posterior realizacao do teste
de atividade antiviral, pois € o tempo de replicacdo do ZIKV. Sobre o controle positivo, apos
71h de incubacéo, foram adicionados 10 uL com perdxido de hidrogénio 1% e a placa foi
incubada novamente por mais 1h.
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2.4.2 Ensaio MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio)

O ensaio reducao do sal MTT é um ensaio utilizado para avaliar a atividade mitocondrial
das células e baseia-se no fato de que as enzimas desidrogenase mitocondriais, presentes
apenas em células metabolicamente viadveis, sdo capazes de reduzir o MTT (brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio), um sal amarelo e soltvel em 4gua,
a formazan, um pigmento roxo e insoluvel em dgua, que se acumula nas células e pode,
posteriormente, ser dissolvido em solvente adequado, como o dimetilsulféxido (DMSO), e
quantificado por espectrofotometria. Assim, a reducao do MTT a formazan é diretamente
proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (Pedrosa, 2011). O ensaio foi
executado de acordo com a metodologia descrita por Mosmann (1983).

Para realizacdo do teste, ap6s 72h de exposicdo destas as diferentes concentragoes do sal,
o sobrenadante foi removido dos pocos e adicionou-se a cada poco 200 uL de solucao de
DMEM puro com 4% de MTT 5 mg/mlL, ao abrigo da luz pois o MTT é fotossensivel. Apés 2h
de incubacdo a 37°C em atmosfera padrao, o meio foi substituido por 200 uL de DMSO. As
amostras foram homogeneizadas utilizando micropipeta multicanal e o contetdo da placa
foi transferido para microplaca de leitura. Para o branco do teste foi utilizado 100 pL de
DMSO. Por fim, a leitura foi realizada em espectrofotometro de microplaca M3 (Molecular
Devices®) em 570 nm.

2.4.3 Ensaio Sulforrodamina B

O ensaio de Sulforrodamina B é um ensaio utilizado para medir a densidade celular, baseado
na quantidade de proteinas celulares pela coloracao destas com o corante Sulforrodamina
B (SRB), um corante rosa que, em meio moderadamente dcido, se liga na porcdo basica
dos aminoécidos e se dissocia dos mesmos em meio basico, possibilitando a quantificacao
do contetdo proteico através de espectrofotometria (THOME, 2015). Assim, a quantidade
de corante extraido é diretamente proporcional ao numero de células vidveis. O ensaio foi
executado de acordo com a metodologia descrita por Skehan et al (1990).

Para realizacdo do teste, apds 72h de exposicdo das células as diferentes concentracoes
do sal, o meio foi removido com auxilio de micropipeta multicanal e a placa foi lavada
trés vezes com 100 uL de solucao tampao fosfato-salino (PBS) por poco. Em seguida, foram
adicionados 50 pL de solucdo de dcido tricloroacético 10% (TCA) por pogo, com o objetivo de
desnaturar as proteinas presentes, e a placa foi incubada em geladeira a 4°C, para precipitar
e gerar a adesdo das protefnas a placa.

Ap6s 1h de incubacdo o TCA 10% foi descartado, a placa foi lavada cinco vezes com 100
uL de dgua ultrapura (miliQ) por pogo e incubada em geladeira a 4°C. Apés o periodo, 50 pL
de solucdo de SRB 0,4% foram adicionados em cada um dos pogos e a placa foi incubada
a 21°C, a fim de corar as proteinas precipitadas e fixadas na etapa anterior. Ap6s 30 min
de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e as células lavadas quatro vezes com 100 pL
de solucdo de 4cido acético 1%, com o objetivo de retirar o excesso de SRB que ndo havia
se ligado as protefnas. Em seguida, a placa permaneceu durante 5 min em temperatura
ambiente, a fim de secéd-la. Entdo, sobre os pocos foram adicionados 100 uL de tampao Tris
pH 10,5 e a placa foi colocada em um agitador de placas durante 5 min em velocidade de
5 RPM, com o intuito de extrair o corante ligado aos aminodcidos na etapa de coloracdo
com SRB. Para o branco do teste foi utilizado 100 pL de tampdo Tris pH 10,5. Por fim, o
sobrenadante foi transferido para microplaca de leitura e lido em espectrofotémetro de
microplaca M3 (Molecular Devices®) em 564 nm.
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2.4.4 Andlise estatistica

Considerando a normalidade das variaveis analisadas, a andlise estatistica foi realizada
pelo método de andlise de varidancia (ANOVA) de uma via, que visa fundamentalmente
verificar-se existe diferenca significativa entre as médias das absorbancias das diferentes
concentracgoes testadas e se os fatores exercem influéncia em alguma varidvel dependente,
seguida do pés-teste de Tukey. Se o teste realizado na ANOVA ¢ significante, a Unica certeza
é de que existe, no minimo, um par de médias diferente, mas néo se sabe quantas e quais.
Para se determinar quais os pares de médias diferentes apds a realizacdo da ANOVA, foi
realizado o que se denomina pdés-teste de Tukey, que permite comparar médias, duas a duas.

O resultado é considerado significativo quando p<0,05. Os resultados sdo expressos como
porcentagem do controle negativo + desvio padrao, sendo as células controle consideradas
como 100% vidveis, e representam o perfil de resposta de dois experimentos individuais
realizados em quintuplicatas. A partir destes dados foi possivel se verificar o perfil de
citotoxicidade do composto (BTAC,),ImCl frente a linhagem celular Vero, apés 72h de
incubacao.

2.5 Avaliagao da atividade antiviral - ensaio de reducao de placas de lise

A atividade antiviral do liquido i6nico (BTAC ), ImCl frente ao ZIKV foi avaliada a partir
do ensaio de reducdo do ntimero de placas de lise, conforme a metodologia descrita por
Burleson et al (1992). Este ensaio é utilizado para quantificar o numero de focos virais (placas
de lise) formados em uma monocamada celular previamente exposta a uma quantidade
conhecida de virus e incubada junto a diferentes concentragoes do sal.

O método baseia-se no fato de que, ao invadir as células e replicarem-se, os virus causam
efeitos morfoldgicos a estas, podendo levar a morte celular. Ao usar-se um agente espessante
sobre a monocamada celular em ataque, como o CMC, porém a drea afetada pelo virus é
limitada, formando-se focos de acdo viral na monocamada, que podem ser posteriormente
visualizados e quantificados através de coloracdo da monocamada com corante adequado.
Assim, a atividade antiviral é verificada através da diminuicdo do numero de focos de
acdo viral na monocamada quando exposta a diferentes concentracdes do composto,
em comparagdo com o controle viral, onde o virus ataca as células sem acdo de nenhum
tratamento, e é expressa em % de inibicao de atividade viral frente ao controle viral.

2.5.1 Dilui¢do do ZIKV

O ZIKV utilizado nesta pesquisa foi o MR766, de cepa africana. A suspensao previamente
titulada do virus foi conservada congelada em ultrafreezer a -80°C, na concentragdo de 6,8 x
10° Unidades Formadoras de Placa (UFP)/mL. Para desenvolver o teste de atividade antiviral
foi necessario diluir a solucdo de ZIKV até a concentracdo de 100 UFP/poco, a fim de facilitar,
ao final, a contagem dos focos virais. Assim, instantes antes da realizacao da inoculacao do
virus na placa, foi adicionado em um tubo de fundo conico, o volume necessario do meio
DMEM puro para a diluicdo e sobre o meio foi adicionado o volume adequado de estoque
viral. O meio foi homogeneizado e mantido em geladeira.

2.5.2 Exposigao das células ao virus e ao liquido iénico

Apds 24h da realizacao do plaqueamento, as células atingiram a confluéncia necessaria para
o teste. Para exposicdo das células ao virus previamente diluido, na concentracdo de 100
UFP por poco, o meio de cultivo foi retirado dos pogos e estes foram lavados com 400 uL de
solucao salina livre de célcio e magnésio (CMF), a fim de retirar compostos excretados pelas
células durante a etapa de adesdo. Apds a remocdo do CMF, sobre as culturas de células,
foram adicionados 400 pL da diluicdo viral preparada anteriormente.
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Para o controle viral do teste, composto apenas de células Vero expostas ao virus sem
nenhum tratamento, foram adicionados 400 pL de diluicdo viral e, para o controle celular
do teste, composto por células Vero expostas ao meio de cultivo padrao, foram adicionados
400 uL de meio DMEM puro. Em seguida, a placa foi incubada a 37°C em atmosfera padrao
durante o periodo de 1h, com o intuito de ocorrer a adesao do virus as células. A cada 15 min
a placa foi agitada a fim de se facilitar a etapa de adesao.

Apds 1h de exposicdo das células ao ZIKV, o sobrenadante foi removido dos pocos e estes
foram lavados novamente, com 400 uL de CMF. Em seguida, foram adicionados, sobre cada
poco, 500 uL da solucdo do liquido i6nico nas concentracoes 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e
15,6 uM a 50% do espessante CMC, sendo que todas concentragoes foram realizadas em
triplicata. Sobre o controle viral e celular foram adicionados 500 pl. do meio DMEM a 50%
do espessante CMC. A placa foi incubada a 37°C em atmosfera padrdo durante o periodo de
72h, que é o tempo de replicacao do ZIKV.

2.5.3 Coloragao e contagem do namero de placas de lise

Para visualizar as placas de lise formadas pelo virus apos seu periodo de replicacao, a placa
foi retirada da estufa, o sobrenadante foi removido dos pogos e foram adicionados 500 uL
do corante cristal violeta 4 g/L sobre as monocamadas celulares, para melhor visualizagdo
dos focos virais. Em seguida, a placa foi mantida em agitador de placas a 5 RPM durante 30
min. Apds o tempo de agitacao, o corante foi removido dos pogos e a placa foi mantida em
temperatura ambiente durante cerca de 48h para secagem e posterior contagem do numero
de focos virais presente em cada um dos pocos, com auxilio de contador de coldnias.

2.5.4 Andlise dos resultados de atividade antiviral

Para analise dos resultados do ensaio de reducdo do numero de placas de lise, o numero
médio de focos virais de cada concentracio foi relacionado com o niumero de focos virais do
controle viral do teste, de acordo com a férmula abaixo, e assim obteve-se a % de inibicdo de
atividade viral frente ao controle viral de cada uma das concentracdes testadas.

Num. focos virais do controle viral ------------ 100% de atividade viral
Num. focos virais da conc. testada ------------ X% de atividade viral

100% - X% = % de inibicdo de atividade viral
3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Andlise citotoxica
A andlise citotdxica teve como objetivo verificar o comportamento da linhagem celular Vero
quando exposta a diferentes concentragdes do composto (BTAC ), ImClL.

Na tabela 1, estdo apresentados os resultados do ensaio MTT, expressos como valores
percentuais em relacgdo ao cultivo controle (100% de atividade mitocondrial) apds exposicdo
de 72h das diferentes concentragoes do composto em linhagem celular Vero.
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Tabela 1. Atividade mitocondrial apos 72h de exposicéo

Concentragdes (pM) Atividade Mitocondrial
Controle negativo 100%
Controle positivo 5,61%
1000 83,64%
500 87,68%
250 95,15%
125 92,11%
62,5 94,70%
31,25 89,51%

Através dos dados da tabela pode-se perceber que com o aumento da concentracdo do LI,
houve uma sutil diminuicao da atividade mitocondrial da linhagem celular, que se tornou
mais acentuada na concentracao de 1000 uM. Na concentracao de 31,25 uM houve uma
sutil queda desta atividade mitocondrial, porém esta ndo foi estatisticamente significativa
conforme foi verificado, posteriormente, em andlise propria.

Na tabela 2, estdo apresentados os resultados do ensaio Sulforrodamina B, expressos
como valores percentuais em relagdo ao cultivo controle (100% de contetdo proteico) apds
exposicao de 72h das diferentes concentragdes do composto em linhagem celular Vero.

Tabela 2. Conteudo proteico ap6s 72h de exposicao

Concentragoes (pM) Contetido proteico

Controle negativo 100%
Controle positivo 18,87%
1000 93,37%
500 96,01%
250 99,99%
125 98,95%
62,5 97,32%
31,25 99,99%

Através dos dados da tabela pode-se perceber que, com o aumento da concentracdo do
LI, houve uma sutil diminuicao do contetdo proteico que se tornou mais acentuada na
concentracao de 1000 pM.

Para melhor esclarecimento dos resultados obtidos, foi realizada a andlise estatistica
destes através do método ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey. Na figura
2, esta representado o grafico gerado com a analise estatistica, que demonstra o perfil de
citotoxicidade dos dois ensaios realizados.
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Figura 2. Alteragdes da atividade mitocondrial e do conteudo proteico
causado por (BTAC,),ImCl em células Vero apds 72h de exposigao.

5

) 100 . - MTT
.8 X -» Sulforredamina B
!9\ 804

2

g 60

)

@

B 40-

=

€  20-

>

)

-

2

31,26 625 125 250 500 1000
Concentragoes do LI (M)

Legenda: *Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p<0,05), ANOVA de
uma via seguida de pds-teste de Tukey.

Com a anadlise estatistica foi possivel verificar que, em ambos os testes realizados, a inica
concentracdo que se demonstrou estatisticamente diferente do controle negativo, composto
por células incubadas somente com meio de cultivo padrdo que ndo sofreram nenhum tipo
de tratamento, foi a de 1000 uM, sendo a concentracdo mais alta testada. Ainda assim, tal
atividade téxica pode ser considerada irrelevante, tendo em vista seu baixo valor. As demais
concentracoes nao mostraram diferenca significativa do controle negativo, portanto sdo
consideradas nao citotoxicas.

Liquido i6nicos de acordo com a bibliografia, tem sua toxicidade relacionada a sua cadeia
substituinte. Ranke et al (2007), em trabalho sobre efeitos biolégicos de sais imidazdlicos
com diferentes comprimentos de cadeia substituinte em células em cultura, verificou que a
toxicidade aumentou proporcionalmente ao aumento de cadeia lateral do substituinte dos
sais. Sheldon (2001) afirma que, liquidos i6nicos com maior tamanho de cadeia alquilica
possuem mais caracteristicas lipofilicas, tendo maior afinidade pela membrana plasmatica
de células e tornando-os mais toxicos, pois aumentam a permeabilidade da membrana
plasmatica. Desse modo, a baixa citotoxicidade apresentada pela molécula testada nesta
pesquisa se deve, provavelmente, ao fato de os dois substituintes benzotriazol presentes
na molécula de (BTAC,),ImCl conferirem maior hidrossolubilidade a ela, o que diminui
sua citotoxicidade (BRIGUGLIO et al, 2015). A maior hidrossolubilidade proveniente do
grupamento se deve ao fato de que através de seus atomos de nitrogénio, o substituinte
pode realizar liga¢des de hidrogénio com a molécula de dgua, tendo maior afinidade pela
molécula.

3.2 Andlise da atividade antiviral

A andlise da atividade antiviral teve como objetivo verificar o comportamento do ZIKV
frente as diferentes concentracoes do LI que ndo se mostraram estatisticamente diferentes
do controle negativo apds o desenvolvimento dos ensaios de citotoxicidade.

Na tabela 3, estdo apresentados os resultados do ensaio de atividade antiviral, expressos
como média do numero de focos formados pelo ZIKV em cada uma das concentragoes do
LI ap6s 72h de exposicao.
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Tabela 3. Média do nimero de focos virais

Concentragoes (UM) Média do niimero de focos

Controle celular 0,0

Controle viral 98,56
500 52,25

250 75,55

125 45,13

62,5 74,33

31,25 83,11

15,6 87,00

Através da andlise, pode-se perceber que todas as concentra¢oes de (BTAC,),ImCl testadas
diminuiram o nimero de focos virais em comparacao com o controle viral, que foi exposto
somente ao virus e que nao sofreu nenhum tipo de tratamento. De todas as concentracoes,
a de 125 uM foi a que demonstrou a menor média do nimero de focos. Para melhor
esclarecimento dos resultados obtidos, foi realizado o cdlculo do % de reducéo da atividade
viral de cada concentracao. O grafico da Figura 3 foi elaborado apds o cdlculo.

Figura 3. Ensaio de redugdo do nimero de placas de lise.
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Com a analise dos resultados foi possivel observar que as concentragdes de 500 e de 125
uM foram as que mais apresentaram capacidade de reduzir a acao do Zika virus, sendo elas
de, respectivamente, 44,41% e 54,34%. De acordo com a bibliografia, a atividade antiviral de
liquidos i6nicos ainda ndo esta totalmente elucidada. Dentre os poucos estudos publicados
acerca da atividade antiviral de liquidos i6nicos, destaca-se o estudo de Sommer et al (2018),
que verificou que um virus envelopado testado mostrou maior sensibilidade aos liquidos
i6nicos, provavelmente, devido a alta lipossolubilidade apresentada pelas cadeias laterais
testadas. Em contrapartida, as moléculas hidrossoluveis, como a molécula testada nesta
pesquisa, dificultam a lise celular e a liberacdo virica (WU et al, 2018; LEUNG et al, 2011).
Assim, a capacidade de reduzir a acdo viral apresentada pelas concentracoes de (BTAC ),ImCl
se deve, provavelmente, ao fato destas concentrac¢des inibirem a saida do virus da célula,
impedindo sua proliferacdo (PEREIRA, 2012). Ainda assim, novos estudos sdo necessarios
para comprovar o mecanismo de acdo da molécula testada.
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4 CONCLUSAO

A partir dos ensaios realizados nesta pesquisa, foi possivel verificar que o composto cloreto
de 1,3-dimetil-benzotriazol-imidazol apresentou menos de 10% de toxicidade somente
na maior concentragdo testada (1000 uM) enquanto que, nas demais concentracdes, o
composto ndo se mostrou citotoxico, podendo ser caracterizado como biocompativel nestas
concentragoes. Em contrapartida, o composto apresentou capacidade de reduzir o numero
de focos virais em todas as concentragoes testadas, sendo que a maior porcentagem de
reducado da atividade viral, até o momento, foi de 54%, exercida pela concentracao de 125
uM. Desse modo, conclui-se que os objetivos da pesquisa foram atingidos.

O fato de virus serem parasitas intracelulares obrigatérios e de que é relativamente
dificil atingi-los sem danificar a célula hospedeira é uma das maiores limitagdes para o
desenvolvimento de antivirais atualmente. Desta forma, os resultados obtidos com a pesquisa
podem ser considerados promissores e servirem de referéncia para futuros estudos na area.

A continuacdo da pesquisa se dard na realizacdo de um novo teste de avaliacdo da
atividade antiviral, com o LI nas concentracoes de 80; 100; 125; 150; 250 e 500 uM, a fim de
investigar profundamente a capacidade da molécula de reduzir a proliferagao do virus em
concentragoes proximas da faixa entre 125 e 500 uM. Além disso, pretende-se realizar novos
testes de citotoxicidade, através da metodologia de incorporacdo do corante Vermelho
Neutro, e realizacao de novo teste de avaliacdao da atividade antiviral, através da metodologia
Tissue Culture Infective Dose (TCID).

Tendo em vista a ampla quantidade de combinacdes cation-dnion possiveis na sintese de
liquidos idnicos, no futuro, os dados gerados com as pesquisas podem fornecer informacdes
e auxiliar na sintese de novos protétipos, através de alteracoes estruturais e o planejamento
através de bioinformadtica. Além disso, é interessante que a possivel atividade antiviral da
moléculatestada na presente pesquisa seja avaliada frente a outros Flavivirus de preocupacado
mundial, como o virus da febre amarela e o virus da dengue.
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