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RESUMO

Plantas amazonicas possuem compostos bioativos pouco conhecidos que possuem elevado
potencial em apresentar atividades bioldgicas, podendo contribuir para o desenvolvimento de
novos farmacos, como os antivirais e virucidas. O Herpes Simplex Virus tipo 1 (HSV-1) gera
infeccdo com fase de laténcia e ¢é relacionado a neuropatologias. Ja as infec¢des ocasionadas
pelo arbovirus Chikungunya (CHIKV), ndo possuem medicamentos antivirais especificos como
forma de tratamento. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial efeito
citotoxico, antiviral e virucida de plantas medicinais amazonicas frente ao HSV-1 (cepas KOS
e 29-R, sensivel e resistente ao aciclovir, respectivamente) e Chikungunya (cepa SLZ12). Para
isso, 17 extratos de oito espécies de plantas do Bioma Amazdnico foram submetidos ao
experimento de citotoxicidade por meio do ensaio colorimétrico da Sulforrodamina B. Em
posse da CCso, foi efetuada a triagem antiviral em concentra¢des ndo citotoxicas, pelo ensaio
de inibi¢do da formacdo de placas de lise e, com os extratos mais ativos, foi determinada a Clso
e calculado o indice de seletividade (IS). Na sequéncia foi realizado o ensaio para verificar a
capacidade virucida das amostras, na presenga ou auséncia de solugdes proteicas (BSA), com
consequente determinacdo dos valores de CVso. As amostras mais ativas foram entdo avaliadas
em relacdo a sua capacidade antisséptica de acordo com a normativa DIN EN 14476. Os
extratos etanolico das folhas e aquoso das cascas de Licania macrophylla e, os extratos
etandlicos das cascas de Manilkara elata e de Vouacapoua americana apresentaram elevado
potencial antiviral frente aos virus HSV-1 (cepa KOS), com valores de IS de 17,05; 18,70;
19,01 e 9,11 respectivamente. Frente ao CHIKV, o extrato aquoso das cascas de Licania
macrophylla nao foi ativo, enquanto que os extratos etandlicos das folhas de Licania
macrophylla e das cascas de Manilkara elata e de Vouacapoua americana apresentaram valores
de IS de 21,90; 11,49; e 8,26, respetivamente. O extrato de M. elata foi capaz de inibir a cepa
29-R de HSV-1, resistente ao aciclovir, com valores de Clso 17,7 pg/mL e IS 14,12. Foi
observada, com base nos valores de CVs, a elevada capacidade virucida frente HSV-1 (KOS)
e CHIKYV dos extratos etanolico das folhas (2,74 e 2,16 ng/mL) e aquoso das cascas (0,27 e
0,34 ug/mL) de Licania macrophylla e, os extratos etanolicos das cascas de Manilkara elata
(0,28 e 0,07 ng/mL) e de Vouacapoua americana (0,26 e 0,04 ng/mL), superando a agdo
antiviral. A presenca de solucdes proteicas para a cepa KOS de HSV-1 nao afetou
significativamente a acdo virucida das amostras, revelando estabilidade no efeito virucida. O
extrato aquoso das cascas de L. macrophylla diminuiu a concentragdo viral apos contato por
120 segundos com a cepa KOS de HSV-1, corroborando seu potencial emprego com um
antisséptico. Os resultados apontam que os extratos de maior potencial antiviral agiram de
forma semelhante na inibi¢do da replicagdo dos virus, fato importante para o desenvolvimento
de farmacos anti-CHIKYV e anti-HSV-1. Propde-se que o elevado potencial virucida dos extratos
teve a¢do de modo a desestruturar os virions, gerando a possibilidade de aplicagdes em
formulacdes microbicidas (HSV-1) e na adicao a repelentes (CHIKV). O ensaio conforme a
normativa suportou a ideia do desenvolvimento de antissépticos frente HSV-1.

Palavras-chave: Antiviral. Virucida. Herpesvirus. Chikungunya. Bioma Amazonico.



ABSTRACT

Amazonian plants have little-known bioactive compounds with high potential to present
biological activities, which may contribute to the development of new drugs, such as antivirals
and virucides. The Herpes Simplex virus type 1 (HSV-1) generates infection with a latency
phase and is related to neuropathologies. Infections caused by the Chikungunya arbovirus
(CHIKYV) do not have specific antiviral drugs as a form of treatment. In this sense, the objective
of this work was to evaluate the potential cytotoxic, antiviral, and virucidal effect of medicinal
plants from the Amazon against HSV-1 (strains KOS and 29-R, sensitive and resistant to
acyclovir, respectively) and Chikungunya (strain SL.Z12). For this, 17 extracts of eight plant
species from the Amazon Biome were submitted to the cytotoxicity experiment employing the
Sulforhodamine B colorimetric assay. With the CCso, the antiviral screening was carried out at
non-cytotoxic concentrations, by viral plaque number reduction assay and, with the most active
extracts, the ICso was determined and the selectivity index (IS) was calculated. Subsequently,
the virucidal capacity of the samples was verified, in the presence or absence of protein
solutions (BSA), with the consequent determination of the CVso values. The most active
samples were then evaluated for their antiseptic capacity according to the DIN EN 14476
standard. The ethanolic extracts of leaves and aqueous extracts of Licania macrophylla bark
and the ethanolic extracts of Manilkara elata and Vouacapoua americana bark showed high
antiviral potential against HSV-1 virus (KOS strain), with IS values of 17.05, 18.70, 19.01, and
9.11 respectively. Against CHIKV, the aqueous extract of Licania macrophylla bark was not
active, while the ethanolic extracts of Licania macrophylla leaves and Manilkara elata and
Vouacapoua americana bark showed IS values 0of 21.90; 11.49; and 8.26, respectively. M. elata
extract was able to inhibit the acyclovir-resistant strain 29-R of HSV-1, with ICs¢ values of 17.7
pg/mL and IS 14.12. Based on CVsg values, high virucidal capacity against HSV-1 (KOS) and
CHIKYV was observed in ethanolic extracts from leaves (2.74 and 2.16 pg/mL) and aqueous
extracts from bark (0.27 and 0.34 pg/mL) of Licania macrophylla and the ethanolic extracts of
Manilkara elata (0.28 and 0.07 pg/mL) and Vouacapoua americana (0.26 and 0.04 pg/mL)
from the bark, surpassing the antiviral. The presence of protein solutions for the KOS strain of
HSV-1 did not significantly affect the virucidal action of the samples, revealing stability in the
virucidal effect. The aqueous extract of the bark of L. macrophylla decreased the viral
concentration after contact for 120 seconds with HSV-1 (KOS strain), corroborating its
potential use as an antiseptic. The results indicate that the extracts with greater antiviral
potential acted in a similar way to inhibit virus replication, an important fact for the
development of anti-CHIKV and anti-HSV-1 drugs. It is proposed that the high virucidal
potential of the extracts has acted by destructuring the virions, generating the possibility of
applications in microbicide formulations (HSV-1) and in addition to repellents (CHIKYV).
Testing according to regulations supported the idea of developing antiseptics against HSV-1.

Keywords: Antiviral. Virucidal. Herpesvirus. Chikungunya. Amazon biome.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura do CHIKV. O CHIKV possui um envelope lipoproteico de simetria
icosaédrica. E formado por proteinas estruturais (CP, E3, E2, 6k, E1) e ndo-estruturais (nsP1-
nsP4). Seu capsideo abriga o RNA fita simples Senso poSitivo. ........ccceerveeriienieeiieenieeieennen. 22
Figura 2 — Ciclo de replicacdo viral do CHIK V. .......ccccociiiiiiiiiiiieiececeeeee e 24
Figura 3 — Estrutura dos HSV-1. O HSV-1 ¢ composto por um envelope de simetria icosaédrica

composto por 11 glicoproteinas e duas proteinas de membrana nao glicosiladas, e seu

nucleocapsideo abriga o DNA linear de fita dupla..........ccccceeviieiieniiiiieieceeeeeee e, 31
Figura 4 — Ciclo de replicac@0o do HSV-1...cc.oooiiiiiiiicieeteeee e 34
Figura 5 — Estabelecimento de laténcia pelo HSV-1.....c..coooiiiiiiiiiinicecc 35
Figura 6 — Valores de Clso (ng/mL) das amostras ativas frente ao HSV-1 (cepa KOS) e CHIKV
(S5 oI 520 10 TSP 60

Figura 7 — Resultados da avaliagdo da atividade virucida HSV-1 (cepa KOS) e CHIKV (cepa

SLZ12) dos extratos mais ativos expressos em valores de CVso (Lg/mL)......cccoceeviiiiiennnnnne. 63



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Levantamento de espécies de plantas medicianis com atividade antiviral frente
L] 1 0SSR 27

Quadro 2 - Levantamento de espécies de plantas medicinais com atividade antiviral frente

H S VoL ettt ettt et h ettt sae ettt e sbe et et 36
Quadro 3 - Informagdes sobre as plantas medicinais estudadas...........ccecveeeerieeeiieenieeeeieenee, 41
Quadro 4 — Informagdes sobre as drogas vegetais e tipos de extratos avaliados. .................... 43
Quadro 5 — Particularidades adotadas durante a execugdo dos experimentos antivirais. ......... 47

Quadro 6 — Concentragdes de cada extrato utilizado no ensaio de atividade virucida na presenca

dC SOTUGOES PIOLEICAS. ..vveeeuriieeirieeeiieeeteeeeieeesiteeesteeestaeeetaeesseeessseessseeessseeessseeesssesensseeensseennnes 50



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Titulos infecciosos dos estoques virais utilizados. ........cccceeeeevieerciieencieeeciee e, 53
Tabela 2 - Relacao de espécies de plantas medicinais avaliadas e seus respectivos valores de
citotoxicidade (resultados expressos em CCso pg/mL e intervalo de confianca de 95%). ....... 54
Tabela 3 — Resultados, expressos em % de inibi¢do da replicagdo viral, da triagem antiviral das
plantas medicinais frente ao HSV-1 (cepas KOS e 29R) e CHIKV (cepa SLZ12), por meio do
método de inibigao da formagao das placas de liSe. ........cevuveeeiiieriiiiieieecee e 57
Tabela 4 — Valores de CCso pug/mL, Clso pg/mL e IS das amostras mais ativas frente aos HSV-
1 (cepa KOS) € CHIKV (CePA SLZT2)....oiiiiiiieeieeie ettt e 61
Tabela 5 — Resultados da inativacdo de HSV-1 (cepa KOS) das amostras mais ativas na

presenga de SOIUGOES PIOLCICAS. ...veevieerierrieeieetieeieerteeeteeteessaeeseessreeseessseeseessseesaessaeesseenseas 65



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

3-OS HS 3-O-Sulfated heparan sulfate
AP Peptideo beta-amiloide

ACV Aciclovir

ADE Antibody-Dependent Enhancement
BSA Albumina Sérica Bovina

CCso Concentracdo que reduz em 50 % a viabilidade celular
CHIKYV Chikungunya virus

CHIKF Febre da Chikungunya

Clso Concentragao que inibe 50% da infecgao viral
CMC Carboximetilcelulose

CV5o Concentracao virucida a 50%
DENYV Dengue virus

DIN Deutsches Institut fiir Normung
DMSO Dimetilsulfoxido

HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana
ECSA East/Central/South-African

ECP Efeito citopatico viral

GAGs Glicosaminoglicanas

HSV-1 Herpes Simplex virus tipo 1
HSV-2 Herpes Simplex virus tipo 2
ICPs Infected cell proteins

IC 95% Intervalo de confianca de 95%
IFNs Interferons

IOL Indian Ocean Lineage

IR Infecciosidade residual

IS indice de seletividade

LAT Transcrito associado a laténcia
MEM Minimal Essential Medium
miRNAs microRNAs

nCAC New Central African Clade

NK Natural Killer

NTR Non-translated region



OMS Organizagdao Mundial da Satude
ORF Open reading frame

PCR Polymerase chain reaction

PI Pés-infeccao

SFB Soro fetal bovino

SRB Sulforrodamina B

TCA Acido tricloroacético

TCIDS50 Tissue Culture Infectious Dose
TIM-1 T-cells immunoglobulin and mucin domain 1
Treg Células T Regulatorias

UFP Unidades Formadoras de Placa
UnB Universidade de Brasilia

WA West African

ZIKV Zika virus



2.1
22

3.1

3.1.1
3.1.2
3.13
3.14
3.2

3.2.1
3.2.2
3.23
3.24
33

3.3.1

4.1
4.2
4.2.1
4.2.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.4
4.5
4.6
4.7

SUMARIO

INTRODUQCAQ ...uueeecrcrerenerenesesesesesesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 19
OBIETIVOS tiiitiiinntintennnisssesssissssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 16
OBJETIVO GERAL.......ooiiiiieeeee ettt e 16
OBJETIVOS ESPECIFICOS E METAS RESPECTIVAS......coooiveveveeeereenene. 16
REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cuceveeereeresressessessessesssssesssssssessessessessessessessessesasss 17
CHIKUNGUNY A Lttt sttt sttt st e be e et e st enaee e 17
EPidemiologia.......uecueiieiineiniuennnensniineensneinsnnnsninssesseissesssssssessesssessssssssssssssss 17
Estrutura viral e eXpressio gENiCa .......ccocevverreecsercrensuecsarssensaecssnssesssessansssssessessnse 20
RePLICACAD VIraAl..uuuueiieiireriiciisnnicssssnnicsssssnricsssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 23
Terapias antivirais eXiStENTES ....ccccveecrrrrrecssssnricsssssnrecsssssssecssssssssssssssssssssssssssssssses 25
HERPES SIMPLEX VIRUS ..ot 28
EPidemiologia.......eeueiieiineininennniiseisninsneinsnenseinssesseissesssssssesssessessssssssssssssss 28
Estrutura viral € eXpressao eniCa .......cuiervriseessennsecssernsessssessessssnesssssssssssssens 30
RePLICACAD VIraAl..uuuueiieiireriiciisnnicssssnnicsssssnricsssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 32
Terapias antivirais eXiSteNTes ......cccccvrveeisercssenisnnssenisencssnnsssnsssacsssecsssssssnssssnsssesnns 35
PRODUTOS NATURAIS NO DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS ........... 37
Espécies amazonicas: Etnobotéanica e atividades biologicas 38
MATERIAL E METODOS .....ccoeunmenmmsismmssusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
AQUISICAO DOS EXTRATOS VEGETAIS.......oovoieeeieeeeeeeeeeee e 41
CULTURAS CELULARES ANIMALIS ...ttt 44
CIUIAS ..ccuviiteeiteciticieintececstecseessessseessseesssssssesssasssssesssssssssssassssessssssssnsssassssassnns 44
Meio de cultura € Feagentes .....cuieeereesseecseessressnnssaesssnesssesssnssssesssassssasssssssassssassss 44
VIRUS L.ttt 44
Origem das CEPAS VIFALS ...cccvvvererssercsssnncsssnnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 44
Preparo das suspensées-estoque virais .44
Determinacio dos titulos infeciosos VIraiS......ccceeevveniccssssnnicssssnneccsssansecssssassecsnes 45
AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO ......coevvemreeeiieerirereiesieeseseeseesnee 46
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL ......oooviviveiieeieeeeeeeeeeeeeeee s 47
AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA .......cocoviuivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeneennans 49

AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA NA PRESENCA DE SOLUCOES

PROTEICAS ... 49



4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA PARA FINS ANTISSEPTICOS EM

FASE 2 DE DESENVOLVIMENTO ........ooooviimiuiiiieeeeeeeeseeeeeeees e 51
4.9 ANALISE ESTATISTICA ..., 52
5 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....coerrrerreeeresresessessesessesssssssssessessessssesssessesessese 53
5.1 DETERMINACAO DOS TITULOS INFECCIOSOS VIRAIS ........cccooovverrrnnan, 53
5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE ........cocooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeseeses s 53
53 TRIAGEM ANTIVIRAL: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL PELO
ENSAIO DE INIBICAO DA FORMACAO DAS PLACAS DE LISE........cccoovviveiieernnnn. 56
5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA DIRETA ......coooovimeeeieeeeeeeeeeeenan. 62
5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA DIRETA NA PRESENCA DE
SOLUCOES PROTEICAS ... 65
5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA PARA FINS ANTISSEPTICOS EM
FASE 2 DE DESENVOLVIMENTO ........oooovoiiimiiieeeeeeeeeseeeeeeees s eeeseeseessses s 66
6 CONCLUSAOQO E PERSPECTIVAS.....ooeieeereresesessesesessessssssessssessssssesssssssssssass 67

REFERENCIAS......cuoveeteetessessessessessesssssesssessessessessessessessesssssssssssessessessssessassesasse 68

APENDICE A - POTENCIAL ANTIVIRAL E VIRUCIDA DE VITIS SP.....90

APENDICE Biu...uuoiuiiiiininnninnennnessneississsnesssessesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassss 94




19

1 INTRODUCAO

As infecgOes virais geram a necessidade do desenvolvimento de tratamentos que
diminuam a duragdo e gravidade das suas doengas relacionadas, o que comumente requer o
emprego de multiplas abordagens terapéuticas (ZARNITSYNA et al., 2021). Baseado nisso, o
desenvolvimento de farmacos antivirais busca limitar a infecciosidade e disseminagao viral,
bloqueando os estagios da replicagdo dos virus (TOMPA et al., 2021).

A busca por antivirais avangou apenas na década de 70, o que estd relacionado a
dificuldade no tratamento de doengas infecciosas virais quando em comparagdo com o primeiro
antibiotico descoberto, ainda em 1928 (COS et al., 2004). Além disso, outra problematica
envolvendo as infec¢des virais € o rapido desenvolvimento de cepas resistentes aos farmacos
disponiveis (NEAGU et al., 2018).

Baseado na problemadtica envolvendo os farmacos antivirais, existem registros do uso
de plantas na medicina tradicional datados em 2600 A.E.C. na Mesopotamia. Ao longo dos
anos, compostos derivados de plantas vém sendo utilizados no desenvolvimento de farmacos
destinados ao tratamento de diversas doengas. Como exemplo, o Paclitaxel ¢ um diterpeno
empregado como um medicamento contra cancer de ovario e mama, derivado de plantas do
género Taxus (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Os produtos naturais sdo geralmente estruturas quimicas complexas, servindo de
estimulo para o desenvolvimento de medicamentos. Além disso, os compostos naturais
costumam apresentar-se seletivos e especificos em suas atividades biologicas, sendo uma
excelente fonte para o desenvolvimento de farmacos (NEWMAN; CRAGG; KINGSTON,
2015).

Neste sentido, o Bioma Amazonico apresenta um conjunto de caracteristicas que o
torna um hotspot de biodiversidade, como por exemplo a elevada diversidade de espécies
endémicas (CARDOSO et al., 2017). Assim, torna-se um alvo interessante para estudos das
espécies que podem apresentar potenciais bioldgicos, como a atividade antiviral.

Com base nas problematicas citadas envolvendo o desenvolvimento de farmacos
antivirais, os modelos virais utilizados neste trabalho foram os Herpes simplex virus e
Chikungunya virus.

Os Herpesvirus apresentam cepas resistentes ao aciclovir, antiviral de escolha para o
tratamento da infeccdo, e sdo caracterizados por persistirem no organismo de seus hospedeiros

ao longo da vida (CRIMI et al., 2019; STEMPEL; CHAN; BRINKMANN, 2019). A infec¢ao



20

primaria ¢ litica e, apds isso, torna-se latente com periodos de reativacdo desencadeados por
fatores como estresse, imunossupressao ¢ mudangas ambientais (IVES; BERTKE, 2017).

Ja as infecgdes causadas pelo Chikungunya virus (CHIKV) ndo possuem
medicamentos antivirais especificos para o seu tratamento (KARLAS et al., 2016). Desde sua
descoberta em 1952, até¢ 2018, essa infec¢do ja causou mais de 70 epidemias e seu alto potencial
em modificar-se, a partir de mutagdes, auxilia a transmissdo para novos locais do mundo
(DEEBA et al., 2020; MATUSALI et al., 2019).

No Brasil, o CHIKV foi relatado a partir de 2013 e desde entdo vem causando picos
de infeccao (YACTAYO et al.,, 2016). No Rio de Janeiro, quando comparado com a dengue e
o zika, a febre Chikungunya, como ¢ chamada a infec¢do provocada pelo CHIKV, ¢ a infec¢ao
mais recorrente desde 2016, sendo os primeiros casos relatados em 2015 (SOUZA et al., 2019).

Desta forma, este trabalho objetivou, de modo geral, avaliar a a¢do antiviral e virucida
de diferentes plantas medicinais do Bioma Amazdnico frente aos virus Herpes Simplex e
Chikungunya a fim de sustentar novas informag¢des e contribuir na busca por tratamentos

alternativos para essas infecgdes.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial efeito citotoxico, antiviral e virucida de plantas medicinais

amazonicas frente aos virus Herpes simplex e Chikungunya.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS E METAS RESPECTIVAS

IL.

III.

Avaliar o efeito citotoxico de plantas medicinais da regido amazonica.
Realizar a triagem citotoxica de 17 extratos de oito plantas medicinais do

Bioma Amazonico.

Avaliar a agdo antiviral e virucida in vitro das amostras frente ao Herpes
simples virus tipo 1 e frente ao Chikungunya virus.

Realizar a triagem antiviral com os 17 extratos frente aos dois modelos virais
[HSV-1 (cepas KOS e 29-R) e CHIKV (cepa SLZ12)];

Identificar os extratos mais ativos para determinar as concentragdes inibitérias
aos virus e o indice de seletividade [HSV-1 (cepas KOS e 29-R) e CHIKV
(cepa SLZ12)];

Realizar a triagem virucida com os 17 extratos frente aos dois modelos virais
[HSV-1 (cepas KOS e 29-R) e CHIKV (cepa SLZ12)];

Identificar os extratos mais ativos para determinar as concentragdes que
reduziram a infecciosidade dos modelos virais [HSV-1 (cepas KOS e 29-R) e
CHIKYV (cepa SLZ12)];

Realizar o ensaio virucida mimetizando a presenca de matéria organica com a

cepa KOS de HSV-1, visando a aplicacdo em formula¢des microbicidas.

Avaliar o potencial antisséptico, contra virus, dos extratos virucidas.
Com os extratos mais ativos, realizar o ensaio virucida conforme normativa

relativa ao desenvolvimento de antissépticos de interesse médico frente a cepa

KOS de HSV-1.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CHIKUNGUNYA

3.1.1 Epidemiologia

O Chikungunya virus € um arbovirus responsavel por surtos peridodicos de uma doenga
febril, e foi primeiramente observado na Tanzania, em 1952 por M. Robinson (LUMSDEN,
1955). Em 1953 o virus foi descrito por R. W. Ross, que realizou ensaios in vivo a partir de
amostras de soro sanguineo humano infectadas com CHIKV (ROSS, 1956).

O virus ¢ transmitido, no ciclo urbano, pela picada dos mosquitos Aedes aegypti ¢
Aedes albopictus SHANMUGARAJ; MALLA; RAMALINGAM, 2019). J4 o ciclo enzodtico
envolve outras espécies do género Aedes, como: Aedes furcifer, A. taylori, A. luteocephalus, A.
vittatus e A. fulgens. Nesse caso, os reservatorios e hospedeiros sdo primatas ndo humanos,
principalmente macacos do velho mundo como macacos-verdes (Chlorocebus sabaeus) e
babuinos (Papio papio) (SILVA et al., 2018).

Além disso, as espécies de Aedes possuem preferéncia pelo sangue humano, sdo ativas
durante o dia, alimentando-se de individuos diferentes num curto espago de tempo (WILDER-
SMITH et al., 2017). Com isso, as infeccoes causadas pelo arbovirus Chikungunya vém
demandando maior cautela quando se pensa na disseminagdo da doenca em novas regides
brasileiras (CAMPBELL et al., 2015; DIAS et al., 2018).

Além da transmissdo horizontal entre individuos de Aedes, é reconhecida a transmissdo
vertical entre os mosquitos e essa auxilia na persisténcia do virus em condi¢des ambientais
adversas. Ademais, a transmissdo materno-fetal € observada em humanos (SILVA et al., 2018).
Sabe-se que no mosquito, o virus infecta inicialmente as células epiteliais do intestino,
replicando-se. Ap0s isso, infecta as glandulas salivares e ovarios. Das glandulas, os virus sao
liberados aos dutos salivares para assim serem transmitidos aos hospedeiros vertebrados, como
os humanos (LIM et al., 2018).

As manifestagdes clinicas da fase aguda da infeccao pelo CHIKV incluem artralgia e
artrite severas, febre, dor muscular, cefaleia, fadiga e manifestacdes cutineas, que caracterizam
a febre Chikungunya (CHIKF) (SILVA et al., 2018). A fase aguda da doenca provoca respostas
imunes inatas que resultam na elevacao de IFNs tipo I, quimiocinas pro-inflamatorias, citocinas
e fatores de crescimento, caracterizando uma doenga na qual uma baixa proporg¢ao de individuos

permanecem assintomaticos (entre 5 e 28%) (SILVA; DERMODY, 2017). Sabe-se que a
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resposta imune inata ¢ desencadeada pela replicacdo viral, a partir da elevacao de Interferons
do tipo 1, fazendo com que sejam recrutadas células inflamatorias para os tecidos infectados,
resultando nos danos que geram as dores caracteristicas dessa infec¢do. Os sintomas agudos,
como a febre e cefaleia, demoram cerca de 15 dias para o total desaparecimento, devido ao
desenvolvimento da imunidade adaptativa no organismo com a atuacao dos linfécitos T CD8+
(SILVA; DERMODY, 2017).

Entretanto, a fase cronica da doenga costuma ser problematica. Caracterizada 12
semanas apoOs o inicio dos sintomas, a doenga cronica costuma gerar artralgia persistente e
outros disturbios musculoesqueléticos que prolongam-se por meses ou anos. A propor¢do de
individuos que passa pela fase cronica varia de 3% a 83% (FARIA et al., 2016; JAVELLE et
al., 2017; O’DRISCOLL et al., 2021; PAIXAO et al., 2018; YACTAYO et al., 2016). Na fase
cronica, linfocitos T CD4+ sdo responsaveis pela resposta imune (SILVA; DERMODY, 2017).
Em um trabalho recente desenvolvido por Gois et al. (2022) foi constatado que as células T
regulatorias (Treg) apresentam reducao em sua frequéncia nas fases aguda e cronica, facilitando
o estabelecimento da patogénese.

Apo6s a primeira ocorréncia da CHIKF verificada no Oeste Africano, o CHIKV foi
descrito em paises como a Uganda, pertencente & Africa Subsaariana, nessa mesma década. A
partir de estudos filogenéticos, este genotipo passou a ser designado como East/Central/South-
African (ECSA) (MATUSALI et al., 2019; MCCRAE et al., 1971). Baseado na distribuigao
geografica do virus, amostras isoladas de Senegal e Nigéria em 1966 caracterizaram o gen6tipo
West African (WA). A partir disso o virus foi encontrado na Asia, primeiramente em Bangkok
(Tailandia, 1958) sendo confundido com o virus da dengue que emergiu no mesmo momento.
Dessa forma, foi estruturado o gendtipo Asiatico a partir da sua ocorréncia em Bangkok e
demais regides vizinhas onde se espalhou até 1964 (DEEBA et al., 2020; MATUSALI et al.,
2019; WAHID et al., 2017; WIMALASIRI-YAPA et al., 2019; ZELLER; VAN BORTEL;
SUDRE, 2016).

Ao longo dos anos, o gendtipo ECSA se mostrou mais dominante, emergindo em
diferentes locais do mundo, especialmente em paises asidticos, principalmente a partir de 2004
e, mais recentemente, nas Américas e Europa. Antes de 2004, os gendtipos dificilmente eram
encontrados fora de suas areas geograficas de origem, mas nos anos seguintes o genotipo ECSA
ja apareceu em locais da Asia, por exemplo (DEEBA et al., 2020; SAM et al., 2015; WAHID
et al.,, 2017). Em 2004 surgiu uma nova linhagem de CHIKV derivada de ECSA no Quénia,
responsavel por infectar um grande nimero de viajantes e, dessa forma, provocar epidemias na

bacia do Oceano Indico, Sudeste Asiatico e Europa. A linhagem ficou conhecida como Indian
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Ocean Lineage (I0L), infectou mais de 10 milhdes de pessoas e causou diversas mortes em um
curto espago de tempo. A linhagem IOL ¢ majoritariamente transmitida pelo Aedes albopictus,
capaz de sobreviver em ambientes tropicais e temperados, o que explica a expansao da infec¢ao
para a Europa (MORENS; FAUCI, 2014; TSETSARKIN et al., 2014).

Sabe-se que uma mutacdo na proteina E1 do envelope do CHIKV (E1-A226V) aumenta
significativamente a capacidade do Aedes albopictus de transmitir o virus, o que, por sua vez,
possibilitou a disseminagdo da doenga em regides temperadas, explicando os surtos causados
nas ultimas décadas (KRIL et al., 2021; TSETSARKIN et al., 2007). Em 2005, a Ilha da
Reunido (Departamento da Franga localizado no Oceano Indico) passou por um surto de
CHIKYV, provavelmente transmitido por 4. albopictus, onde estima-se que 266 mil pessoas
foram contaminadas de uma populacao total de 770 mil habitantes (BORGHERINI et al., 2007).

Outras ilhas proximas também passaram por surtos de CHIKV, que na Franca também
ocorreu em 2010, 2013/2014 e 2017 sendo identificadas as linhagens ECSA, Asiatica, WA e
IOL. Os surtos na Franga em 2013 espalharam-se para as ilhas caribenhas e Américas, somando
mais de 1,7 milhdes de casos suspeitos e confirmados (DELISLE et al., 2015; GRANDADAM
etal.,2011; LINDH et al., 2019; MORENS; FAUCI, 2014; WIMALASIRI-YAPA etal., 2019).
Além disso, a linhagem IOL derivada do Quénia facilitou epidemias e surtos mundiais na ultima
década na Asia e India. Em 2007, a Itilia passou por um surto de CHIKV, linhagem IOL,
resultando em uma morte (HAPUARACHCHI et al., 2010; KUMAR et al., 2008; REZZA et
al., 2007).

Uma nova linhagem, também derivada de ECSA e classificada como um clado
monofilético, ¢ anCAC (New Central African Clade), originada provavelmente ainda em 1998.
Sugere-se, atualmente, que essa foi a linhagem responséavel por surtos na Africa Central ao
longos dos anos 2000, devido a sua endemicidade (AGBODZI et al., 2021).

Até outubro de 2020, foram relatados 114 paises com ocorréncia de casos de CHIKF.
No Brasil, foram documentadas ao menos duas linhagens de CHIKV a partir de 2014: a
Asiatica, introduzida no Amapa; e a de genotipo ECSA, identificada inicialmente na Bahia. O
virus teve mais de 356 mil casos provaveis reportados entre 2013 e 2015, sendo 48% desses
confirmados (AGUIAR et al., 2018; VASCONCELLOS et al., 2019; WANG et al., 2022). Os
casos mais bem documentados sdao da regido Centro-Sul e os litorais apresentam-se como
regides de alto risco. O clima brasileiro, as constantes mudancgas ambientais produzidas pelo
homem e o aumento populacional exacerbado levam ao aumento de infec¢des gerando um
desafio no contexto de saude publica (NSOESIE et al., 2016; ZANOTTO; LEITE, 2018).

A espécie A. aegypti ¢ também vetor de outras arboviroses. Sendo o Brasil um pais de
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ocorréncia de outros arbovirus tais como dengue (DENV) e zika virus (ZIKV), a provavel
epidemia simultanea dessas infecc¢des, incluindo o CHIKV, todas transmitidas por A. aegypti,
tem a capacidade de sobrecarregar o sistema de saude, levando a um colapso (LIMA-
CAMARA, 2016). Baseado nisso, sabe-se que o 4. aegypti ¢ capaz de transmitir CHIKV,
DENV e ZIKV de maneira simultanea, na mesma picada, ¢ que a multipla coinfeccdo no
mosquito acelera a replicagdo de CHIKYV, cenario que ocorre de maneira similar em humanos
e gera o agravo da infecg¢do (LIM et al., 2018; SUBUDHI et al., 2018). Taraphdar et al. (2022)
demonstraram, in vitro, as consequéncias da coinfec¢do de CHIKV e DENYV, levando a
ocorréncia do fenomeno ADE (Antibody-Dependent Enhancement) que resulta na complicagao
grave dos sintomas da doenga.

A ocorréncia da coinfeccdo de CHIKV também € observada com o virus causador da
Febre Amarela (MASCARENHAS et al., 2018). Além disso, ha indicios de que pacientes
infectados com HIV s3o mais facilmente infectados por CHIKV devido a imunossupressao
grave (HERTZ et al., 2012). Outra preocupacdo, no ambito de satde unica, ¢ a relagdo do
CHIKYV com infecgdes causadas por SARS-CoV-2, virus causador da pandemia da COVID-19,
jé& que os sintomas iniciais como dor muscular e febre podem ser confundidos e, o aumento de
casos sem o correto diagnostico, sobrecarrega o sistema de saude publico (SILVA;
MAGALHAES; PENA, 2021).

No Brasil, foi reconhecida a transmissio do CHIKV apenas por 4. aegypti (ARAGAO
et al., 2018). Segundo Kraemer et al. (2019), a partir de técnicas de mapeamento estatistico, ¢
possivel perceber que os padrdes de movimento humano explicam a disseminacao das espécies
de Aedes na Europa e nos Estados Unidos apods sua introducdo, fato que pode ser extrapolado
para a situacao brasileira.

Ademais, ha de se pensar na problematica econdmica gerada pelo CHIKV. A
mortalidade entre os casos ¢ rara, mas as dores articulares causadas pela infeccao podem durar
anos, afetando a qualidade de vida e mantendo os pacientes afastados de suas atividades durante
um longo periodo (WATSON et al., 2020). Entre 2014 e 2019 mais de 100 paises reportaram
casos de chikungunya, incluindo paises das Américas, Europa, Africa e Asia, o que levou a
infeccdo a ser citada na lista Blueprint de doengas prioritarias da Organizacdo Mundial da Saude

(OMS) (VAIRO et al., 2019).

3.1.2 Estrutura viral e expressiao génica
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O CHIKYV ¢ classificado como membro da familia Togaviridae, género alphavirus
(KENDRA et al., 2018). O virus possui uma fita simples positiva de RNA, seu genoma possui
12kb e codifica duas poliproteinas capazes de formar proteinas estruturais (CP, E3, E2, 6k, E1)
traduzidas do RNA subgenomico (26S) na extremidade 3 e ndo-estruturais (nsP1, nsP2, nsP3
e nsP4) na extremidade 5° (VASCONCELLOS et al., 2019).

Possuem dois quadros de leitura abertos (ORFs, open reading frames) em seu genoma.
O primeiro ORF ¢ maior e codifica as proteinas ndo estruturais, ja o segundo ORF codifica as
cinco proteinas estruturais. Na extremidade 5’ estd presente uma regiao nao traduzida (NTR,
non-translated region), contendo 76 nucleotideos, a segunda NTR localiza-se na extremidade
3’ do genoma e contém 526 nucleotideos. Por tltimo, ha uma NTR entre os ORFs que possui
68 nucleotideos e carreia a sequéncia responsavel por gerar o RNA subgendmico (26S)
(WONG; CHU, 2018).

A proteina C ¢ clivada e encapsulada nos genomas de RNA viral positivo no citoplasma
para formar o nucleocapsideo com 240 unidades de proteina (FROS; PIILMAN, 2016;
THOMAS et al., 2013). O nucleocapsideo ¢ cercado pelo envelope de bicamada lipidica, sendo
que as proteinas E1 e E2 formam triades glicoproteicas em forma de spikes (SOLIGNAT et al.,
2009; WONG; CHU, 2018). As proteinas E3 e 6k atuam na sinalizagdo, facilitando a
translocacdo da proteina precursora do envelope (E1) para a membrana do reticulo

endoplasmatico (Figura 1) (METZ; PIJLMAN, 2016; TUEKPRAKHON et al., 2018).
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Figura 1 — Estrutura do CHIKV. O CHIKYV possui um envelope lipoproteico de simetria
icosaédrica. E formado por proteinas estruturais (CP, E3, E2, 6k, E1) e ndo-estruturais
(nsP1-nsP4). Seu capsideo abriga o RNA fita simples senso positivo.

Proteinas do

/v envelope

Envelope

RNA viral« . .
lipoproteico

v
Capsideo

Fonte: A autora (Biorender®)

Os aminoacidos presentes na proteina E2 interagem com o nucleo do nucleocapsideo,
conduzindo o processo de brotamento; a proteina E3 realiza a atividade dissulfeto isomerase
que auxilia na formacao de ligagdes dissulfeto e dobras nas glicoproteinas virais (MURUGAN;
SATHISHKUMAR, 2016; SINGH et al., 2018).

Cada proteina nao estrutural desempenha um papel durante e apds a replicagdo (LAW
et al., 2019; NG; HAPUARACHCHLI, 2010; RUPP et al., 2015; SOLIGNAT et al., 2009). A
proteina NsPlcatalisa a iniciagdo do RNA de fita negativa e exibe as atividades de metil e
guanililtransferase necessarias para a sintese do cap 5’ e ancoragem a membrana plasmatica
para a formacao do RNA de fita positiva (FEIBELMAN et al., 2018; KUMAR et al., 2018;
SPUUL et al., 2007).

A NsP2 possui uma RNA helicase N-terminal com atividades de nucleotideo trifosfatase
(NTPase) e RNA trifosfatase e uma cisteina protease na regido C-terminal responsavel pelo
processamento de poliproteinas, atuando na modulagdo da atividade como enzimas helicase e
proteinase (DAS; MERITS; LULLA, 2014; FROS; PIJLMAN, 2016; KARPE; AHER; LOLE,
2011).
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A NsP3 realiza a iniciagdo da replicacdo do genoma no inicio da infecgdo com
atividades de ligacdo de ADP ribosil e hidrolase, facilitando o recrutamento de RNA por outras
proteinas ndo estruturais (ABRAHAM et al., 2018; FROS; PIJLMAN, 2016). A proteina NsP4
catalisa a iniciacdo ou continuagdo da sintese da fita negativa de RNA, juntamente com NsP1,
apresentando também atividade de metilag@o e capeamento da fita de RNA positiva (CHEN et

al., 2017; SOLIGNAT et al., 2009).

3.1.3 Replicagao viral

Inicialmente, o mosquito, ao picar o hospedeiro mamifero, transfere as particulas virais
que sdo liberadas na corrente sanguinea e infectam os leucdcitos a partir dos sitios de ligagao
localizados na proteina do envelope viral. Assim, o CHIKV entra nas células por endocitose
mediada por receptores especificos expressos na superficie das células alvo (Figura 2). A partir
dai, o baixo pH endossomal ¢ responsavel pela fusdo das membranas viral ¢ do endossomo ao
reorganizar os heterodimeros das proteinas E1 e E2 (KRIL et al., 2021; RODRIGUEZ et al.,
2019).

Na sequéncia, o nucleocapsideo ¢ desmontado e libera 0 RNA gendmico viral no
citoplasma. Ocorre a tradug@o das poliproteinas precursoras P123 e P1234, que sao clivadas e
resultam nas proteinas ndo estruturais (NsP1 a NsP4). Essas proteinas formam o complexo de
replicagdo viral, responsavel por sintetizar um RNA de fita negativa que serve como
intermediario para a replicagdo viral (RODRIGUEZ et al., 2019; SILVA; DERMODY, 2017).

Ha o actimulo da poliproteina P123, que ¢ totalmente processada e passa a transcrever
novos genomas de RNA de fita positiva e as proteinas virais responsaveis por codificar o RNA
subgendmico (26S) ao ser formado o complexo de replicagdo viral. o RNA subgenomico ¢
traduzido na poliproteina C-pE2-6K-E1. Interagdes entre os genomas recém sintetizados
promovem a libera¢do da proteina C e a montagem do nucleocapsideo € iniciada (SILVA;
DERMODY, 2017; SOLIGNAT et al., 2009).

A poliproteina C-pE2-6K-E1 € inserida na membrana do reticulo endoplasmatico para
ser processada. A liberagao da proteina 6K permite a associagdo entre El1, E2 e E3 que,
conforme sdao transportadas, sofrem mudangas conformacionais. Ao mesmo tempo, as
glicoproteinas E sdo transportadas ao longo do complexo de Golgi até a membrana plasmatica
e recrutam os nucleocapsideos ja montados. O brotamento das particulas virais ¢ promovido

pela interacdo entre as proteinas C e E2 (KRIL et al., 2021; RODRIGUEZ et al., 2019).
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Figura 2 — Ciclo de replicagdo viral do CHIKV.
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1) A adsorgdo ocorre com receptores de proibitina e glicosaminoglicanos (GAGs); 2) A penetragdo do virus ocorre
por endocitose mediada por clatrina; 3) A alteracdo do pH leva a liberagdo de nucleocapsideo no citosol ¢ entrega
de RNA gendmico viral para a traducdo; 4) NsP4 forma o complexo de replicagdo que produz a fita de RNA
negativa, enquanto a poliproteina nsP123 ¢ clivada para formar nsP1-3 que produz o RNA subgendmico de fita
positiva 26S; 5) O RNA subgendmico codifica uma poliproteina responsavel pelas proteinas estruturais: proteinas
6K e C formam novos nucleocapsideos e E1-3 sdo glicosiladas e liberadas na membrana celular; 6) O
nucleocapsideo e as glicoproteinas interagem, as particulas virais adquirem um envelope de membrana e sdo
liberadas por exocitose. Fonte: A autora (Biorender®)

O tropismo ¢ definido como a capacidade do virus em infectar células, 6rgaos e tecidos
especificos. Sabe-se que a proteina E2 do CHIKYV ¢ responsavel por facilitar a ligacdo entre
virus e célula. Tratando-se das células presentes nos mamiferos, a proibitina 1 foi indicada como
a primeira molécula receptora para CHIKV e presente em células microgliais. Além dessa, as
moléculas TIM-1 (T-cells immunoglobulin and mucin domain 1) e glicosaminoglicanas
(GAGs) também foram reconhecidas como moléculas receptoras (MATUSALI et al., 2019).

As primeiras células que suportam a replicag¢do viral em humanos sdo os fibroblastos
da derme, além de queratindcitos, melanocitos e macrofagos. A partir dai, o CHIKYV viaja até
os linfonodos axilares e causa viremia. Quanto as células sanguineas, sabe-se que ocorre a
replicacdo viral em mondcitos, linfocitos B e células dendriticas plasmocitoides, além de

estudos que sugerem a associagdo viral a plaquetas e hemacias (MATUSALI et al., 2019).
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No musculo esquelético, a replicagdo viral é associada ao desenvolvimento da doenca
grave (LENTSCHER et al., 2020). Ja a infec¢@o nos tecidos sinoviais ocorre pela replicagdo
nos fibroblastos sinoviais e macréfagos e contribuem para os sintomas cronicos. Nas
cartilagens, ¢ reconhecida a replicacdo viral em condrocitos primarios. Nos 0ssos, a replicagao
nos osteoblastos leva a perda 6ssea (MATUSALI et al., 2019).

Por fim, o virus também afeta tecidos neurais. Complicagdes neuroldgicas como
meningite, encefalite e a sindrome de Guillain Barré ja foram associadas ao CHIKV e o virus
foi detectado no liquido cefalorraquidiano. /n vitro, células de neuroblastoma, células gliais e
c¢lulas microgliais foram suscetiveis a replicagdo. Além disso, pode ocorrer infeccdo em células
de o6rgdos secundarios, o que reflete nas sindromes renais, respiratorias, hepaticas, cardiacas e

neurais. Nesse caso, ha infeccdo de fibroblastos e células epiteliais (MATUSALI et al., 2019).

3.1.4 Terapias antivirais existentes

Apesar de toda a problematica em torno da infeccdo por CHIKV, ainda ndo existem
farmacos especificos para o tratamento da doenca. O tratamento de suporte compreende
opioides como morfina, antipiréticos como paracetamol, corticoides (prednisolona), anti-
inflamatérios nao esteroidais (rofecoxibe e celecoxibe) e antirreumaticos (sulfassalazina e
metotrexato) (BHAT et al., 2019). A conduta preconizada pelo Ministério da Satde foca na
hidratacdo, repouso e terapia dos sintomas com analgésicos e anti-inflamatérios, dependendo
da fase da infec¢ao (BRASIL, 2017). No entanto, o mecanismo pelo qual a doenga progride
para a fase crOnica ndo ¢ completamente compreendido e, além dos ja citados, os pacientes sao
tratados com hidroxicloroquina, metotrexato e sulfassalazina (AMARAL; BILSBORROW;
SCHOEN, 2020).

Existem estudos de reposicionamento de farmacos utilizando ribavirina, favipiravir,
cloroquina e outros, mas geralmente as concentracdes efetivas necessarias para a atividade
antiviral sdo superiores as ja aprovadas (PEREZ-PEREZ et al., 2019). Os testes realizados com
cloroquina, medicamento utilizado contra a maléria, foram capazes de inibir os efeitos do
CHIKYV quando em uma infec¢ao recente, mas foram ineficazes em infecc¢des ja tardias tendo
em vista que o farmaco age impedindo a fusdo da proteina viral E1 a membrana plasmatica
(KHAN et al., 2010).

Os testes in vitro e in vivo utilizando a ribavirina demonstraram atividade frente
CHIKYV. Sabe-se que esse medicamento age gerando mutacdes no genoma viral, resultando na

inibicao da polimerase viral e, dessa forma, atuando na replicagao viral. O estudo em questao
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demonstrou que a combinagdo de ribavirina com doxiciclina resultou em alta inibi¢ado viral in
vitro e diminuigao do titulo viral in vivo (ROTHAN et al., 2015). O sofosbovir, utilizado no
tratamento de hepatite C cronica, pode controlar a replicagdo do CHIKV de modo mais eficiente
que a ribavirina (GHILDIYAL; GABRANI, 2020).

Os relatos de reposicionamento de fArmacos ja abrangem diversos medicamentos além
dos antivirais, incluindo a suramina (antiparasitario) e cefalosporinas (antibacterianos)
(GHILDIYAL; GABRANI, 2020). As estratégias de reposicionamento de farmacos podem
derivar de situagdes distintas, como a sua compreensao farmacoldgica ou a partir de analises de
seus efeitos clinicos (PUSHPAKOM et al., 2018). Baseado nessas caracteristicas, os farmacos
sdo selecionados para testagem nos novos alvos.

O desenvolvimento de antivirais € necessario para reduzir os sintomas durante a fase
aguda da infeccdo, o que pode ajudar a diminuir a eficiéncia de transmissdo do virus pelos
mosquitos, e também a probabilidade de desenvolver sintomas cronicos (ABDELNABI et al.,
2020). Os antivirais podem inibir a entrada viral, controlar a infec¢do ligando-se as proteinas
do envelope viral, ou ainda, inibir a replicacdo do CHIKV. Também podem ser explorados
componentes das células hospedeiras, como os lipideos e proteinas (WONG; CHU, 2018).

Neste sentido, os produtos naturais sdo uma importante fonte de metabolitos bioativos
secundarios e t€ém demonstrado enorme importancia na pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos, com amplas atividades terapéuticas, que podem ser utilizados no tratamento de
diversas doencas, como diabetes, cardiopatias, cancer e doencas infecciosas (ALAMGIR,
2018). O Quadro 1 concentra informagdes sobre trabalhos que exemplificam ag¢des antivirais

de extratos de plantas frente ao CHIKV.
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Quadro 1 — Levantamento de espécies de plantas medicinais com atividade antiviral

frente CHIKV.
Espécie Solvente SI* Metabdlitos A.(;a(') . Referéncia
extrator bioldgica
Ampelocissus Metanol . Inle: a N JOSHI et al,
4,69 Cumarinas replicacao 2020
tomentosa e etanol .
viral
Aphloia Acetato | 4 iZEgE::S Eﬂiiec: sy | LEDOUXet
theiformis de etila ’ . plicag al., 2018
glicosideos viral
12-0-
decanoylphorbol- | Inibe a morte
Croton Acetato [3-acetate, 12-0- | celular LEDOUX et
mauritianus dectila |~ >4 | decanoyl-7- induzida por | . "¢
hydroperoxy- CHIKYV in ’
phorbol-5-ene-13- | vitro
acetate
; Jatrophane ester | Inibe a
aEth(c)lZZ:z{des Acetato 208 (composto 3) replicago NOTHIAS-
subys & de etila viral via SCAGLIA et
P 29 Jatrophane ester | mecanismo | al., 2014
semiperfoliata (composto 4) PKC
Kalanchoe Metanol . In1b§ a N JOSHI et al,,
. 4,29 Saponinas replicagdo 2020
pinnata e etanol .
viral
Mammea Inibe a GOMEZ-
. Etanol 295,2 Cumarinas replicagdo CALDERON
americana .
viral etal., 2017
Metanol Inibe a JOSHI et al.,
Paris polyphylla 1,75 Alcaloides replicagdo 2020
e etanol ’
viral
Securinega Acetato 157 N.L* 1n1‘tl>ie : N LEDOUX et
durissima de etila ’ o eplcacao al., 2018
viral
4'- Inibe a
e e Acetato . D LEDOUX et
Stillingia lineata de etila 10,9 acetoxytonantzitlol rephcagao al., 2018
one viral
23 Trigocherrin 1 Inibe a
36 Trigocherrin 2 replicacdo
Trigonostemon Acetato 8 Trigocherrin 6 viral e ALLARD et
cherrieri de etila 2-3 Trigocherriolide 7 | protege as al., 2012
2-3 Trigocherriolide 8 | células do
2-3 Trigocherriolide 9 | ECP

IS: indice de seletividade. N.1.: ndo informado. Fonte: A autora

Ademais, desde 2001 mais de 20 vacinas foram desenvolvidas utilizando diferentes

abordagens. Durante esse tempo, foi observado que, devido a homologia entre as diferentes
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linhagens de CHIKV, as sequéncias genéticas escolhidas para o desenvolvimento das vacinas
podem ser distintas e, mesmo assim, manter a prote¢do (THOMPSON et al., 2022).

No Brasil, atualmente, ha uma vacina contra o CHIKV no final da fase 3 de
desenvolvimento, sendo que ja ao final da fase 1 foi demonstrada a sua prote¢ao de 94 a 100%
dentre os imunizados (WRESSNIGG et al., 2020). Em Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, uma
regido endémica da doenca, adolescentes de 12 a 17 anos estdo passando por testagens clinicas
da vacina ao longo de 2022. A vacina em questdo foi desenvolvida em uma parceria entre o
Butantan e a empresa franco-austriaca Valneva e trata-se de uma vacina atenuada

(BUTANTAN, 2022).

3.2 HERPES SIMPLEX VIRUS

3.2.1 Epidemiologia

Além das infec¢des em expansdo, prevalecem aquelas que ainda ndo possuem cura.
Neste contexto, o Herpes Simplex virus tipo 1 (HSV-1) possui soroprevaléncia de mais de 85%
na populacdo brasileira adulta e em média 83,1% na populagdo da América Latina. A
soroprevaléncia média combinada na América Latina diminuiu com o tempo entre as
populacdes. Antes dos anos 2000, atingia 90,8% da populagao; entre 2000 e 2009 a média ¢ de
80,7% e, entre 2010-2018, 78,8% (SUKIK et al., 2019).

A soroprevaléncia de HSV-1 aumenta linearmente com a idade e ¢ maior no sexo
feminino, sendo que em 2012 a estimativa entre a populacdo mundial foi de 67% (LOOKER et
al., 2015). Além disso, tem sido observado o aumento expressivo de HSV-1 como causador do
herpes genital em jovens, avancando de 30,9% em 1993 para 77,6% em 2001 (KNIPE;
WHITLEY, 2021).

As primeiras descrigdes de infeccdes herpéticas datam da Grécia antiga. Hipdcrates
utilizou o termo ‘herpes’ para descrever “lesdes que rastejavam ao longo da pele”, mesmo sem
o conhecimento do agente etiologico. De outra forma, aponta-se que em 1500 A.E.C. foram
descritas lesdes semelhantes as causadas por HSV em tabuletas Sumérias (ROIZMAN;
WHITLEY, 2001).

Com o avanco da tecnologia, ja no século XX, foram propostos que dois tipos diferentes
de HSV estavam envolvidos nas infeccdes orais e genitais. A infec¢do cerebral foi
primeiramente descrita em 1940 e, ao final da década de 1950, ja existiam relatos da infecgao

por HSV envolvendo outros 6rgaos do corpo (ROIZMAN; WHITLEY, 2001).
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A transmissdo do HSV-1 se da pelo contato com as lesdes herpéticas, superficies das
mucosas e secregdes genitais ou orais. Sabe-se que o contato oral-genital pode levar a
transmissao do HSV-1, mesmo sendo o Herpes Simplex virus tipo 2 (HSV-2) o principal agente
causador da herpes genital (COLE, 2020). A transmissao primaria € via oral e, a secundaria, via
oral-genital. Além disso, o virus pode ser transmitido durante o parto e costuma ser adquirido
ainda na primeira infancia por meio de secre¢des da mucosa oral contaminadas, sendo que a
transmissao pode se dar sem a presencga de sintomas (THELLMAN; TRIEZENBERG, 2017).

A apresentacdo dos sintomas da doenga se da de forma ciclica, tendo em vista que o
HSV-1 ¢ um virus que gera laténcia. O primeiro episédio ¢ muitas vezes mais grave ¢ pode
estar associado a febre, dores musculares, linfadenopatia e cefaleia, além de produzir as lesdes
orais caracteristicas. Ao longo do tempo, os episoddios de doenca diminuem tanto em frequéncia
como em gravidade (COLE, 2020; STEMPEL; CHAN; BRINKMANN, 2019).

A laténcia do HSV-1 tem um importante papel no sucesso da infec¢do. O virus, quando
em estado latente, mantém seu genoma epissomal nos nucleos dos neurdnios do ganglio
trigémeo e ndo produz virions infecciosos. Ocorrendo a reativagdo, o virus volta a replicar e
garante a persisténcia e disseminacgdo para as células e gera excrecdo viral assintomatica ou
novas lesoes no local da infec¢ao primaria — local da inoculacao (YAN et al., 2020).

Fatores como mudangas ambientais, exposicdo a luz ultravioleta e estresse estdo
estreitamente ligados com a reativacdo do HSV-1. Acredita-se que o estresse, ao suprimir o
sistema imunologico, permite a saida da laténcia do virus. Além disso, a epinefrina e o cortisol
contribuem de modo a afetar a gravidade dos sintomas da reativa¢do e da recorréncia da
infeccdo primaria (IVES; BERTKE, 2017).

A resposta imune primaria a infeccdo por HSV-1 ocorre pelo sistema imune inato,
envolvendo células NK (Natural Killer), neutréfilos, células B e T, produgdo de citocinas
inflamatorias e, na sequéncia, o recrutamento da resposta imune adaptativa e humoral. Com o
tempo, linfocitos TCD4 e TCDS8 sdo envolvidos (KNIPE; WHITLEY, 2021).

Ao se estabelecer no corpo, 0 HSV-1, além das lesdes primarias, pode levar a doengas
como a gengivoestomatite e eczema herpético. Complicacdes neurologicas sdo sabidamente
conhecidas, como a encefalite e ceratite acompanhada de conjuntivite, as quais aparecem com
base nos ciclos de laténcia e reativagao do virus. A reativagdo do HSV-1, quando a infecgao ¢
ocular, pode levar a cegueira (YAN et al., 2020).

Quando infecta neonatos, o HSV-1 manifesta-se de trés modos: herpes localizada na
pele, olhos e boca, herpes disseminada e herpes do sistema nervoso central. A maioria das

r

infeccdes ¢ acompanhada de febre, letargia, lesdes na pele ou convulsdoes. Ao envolver o
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sistema nervoso central, ¢ comum ocorrer encefalites. Ja a herpes disseminada pode resultar em
coagulagdo, pneumonite hemorragica, hepatite e lesdes cutdneas e pode chegar em 60% de
mortalidade quando nao tratada (KNIPE; WHITLEY, 2021).

Outros disturbios causados pelo herpes simples incluem doengas sistémicas, assim
como ocorre em outras patologias com correlacdes orais e sistémicas. J& sdo levantadas
evidéncias de que os efeitos cumulativos de repetidas infecgdes cerebrais por HSV-1 podem
resultar em danos neuronais semelhantes aos encontrados em doengas neurodegenerativas
(MARCOCCI et al., 2020).

Atualmente, sabe-se que a reativacdo do HSV-1 tem papel na patogénese da doenca do
Alzheimer. Estudos demonstram maior taxa de risco de desenvolvimento de deméncia em
pessoas infectadas com HSV-1 (TZENG et al., 2018). O Alzheimer ¢ uma doenga inflamatéria
neurodegenerativa que acarreta na perda progressiva de habilidades cognitivas, e ¢ a maior
causa de deméncia. A forma autossomica dominante dessa doenga ¢ caracterizada pela
superproducao do peptideo beta-amiloide (A) a partir de mutagdes em trés genes: APP, PSENI1
ou PSEN2 (HARRIS; HARRIS, 2018).

A infec¢do das células neuronais por HSV-1 leva ao acimulo do peptideo AP, induzindo
o desenvolvimento do Alzheimer. A infeccdo por HSV-1, gerando encefalite cronica, ja foi
hipotetizada como fator causador do Alzheimer. Realizando a técnica de PCR (polymerase
chain reaction), € possivel identificar o HSV-1 em cérebros de idosos que sofreram de
Alzheimer, ou cérebros normais que apresentam areas comumente afetadas pela doenga, como
o hipocampo e os lobos temporais e frontais (HARRIS; HARRIS, 2018).

Outra correlagdo do HSV-1 surge com o cancer esofagico. A prevaléncia de HSV-1
associado ao cancer esofagico chega a 30% dos casos e tornam a doenca ainda mais grave.
Entretanto, o mecanismo pelo qual o virus influencia o desenvolvimento do cancer ainda nao
foi elucidado (LI et al., 2022).

Ademais, em pacientes imunocomprometidos, mais de 90% dos casos de encefalite sdo
causados pelo HSV-1. De modo geral, as infec¢cdes em imunocomprometidos sao clinicamente
mais graves e progressivas. Outras manifestagdes que podem ocorrer com frequéncia nesses
pacientes sdo: pneumonite, esofagite, hepatite e colite (KNIPE; WHITLEY, 2021). Além disso,
pacientes imunocomprometidos sofrem mais com resisténcia as drogas utilizadas no tratamento

do HSV-1 (STEINER; BENNINGER, 2018).

3.2.2 Estrutura viral e expressiao génica
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O HSV-1 ¢ classificado na familia Herpesviridae, subfamilia alfaherpesvirinae, ¢é
envelopado e possui DNA dupla fita (CRIMI et al., 2019; HO; ENRIQUEZ; MULTANI, 2020).
O DNA consiste em dois componentes ligados covalentemente, um longo (L) e um curto (S),
com sequéncias unicas (UL e US, respectivamente) flanqueadas por sequéncias repetitivas
invertidas (WHITLEY; ROIZMAN, 2001). O genoma possui trés origens de replicagdo, duas
curtas (S) e uma longa (L) (MUYLAERT; TANG; ELIAS, 2011).

As particulas virais sdo estruturadas da seguinte forma (Figura 3): DNA nuclear (152
pb) rico em GC (68%), capsideo icosaédrico (150 héxons, 12 pentons), tegumento contendo 26
proteinas ndo estruturais e envelope (KELLY et al., 2009). O envelope ¢ composto por uma
bicamada lipidica, 11 glicoproteinas (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL e gM) e duas
proteinas de membrana ndo glicosiladas (UL20 e US9) (HUANG et al., 2022).

Figura 3 — Estrutura dos HSV-1. O HSV-1 é composto por um envelope de simetria
icosaédrica composto por 11 glicoproteinas e duas proteinas de membrana ndo glicosiladas, e
seu nucleocapsideo abriga o DNA linear de fita dupla.

Proteinas do
envelope

Envelope
lipidico

DNA viral Tegumento

Nucleocapsideo

Fonte: A autora (Biorender®)

As sequéncias repetitivas invertidas de HSV-1 sdo regides extremamente importantes
do genoma viral. R € a sequéncia de 9 kpb que codifica proteina regulatoria inicial a0, bem
como o promotor € a maioria dos genes associados aos transcritos associados a laténcia. Rs ¢ a
segunda regido de sequéncias repetitivas e possui 6,6 kpb. E responsavel por codificar a proteina

inicial imediata o, uma ativadora da transcricdo. Além disso, atua juntamente com proteinas
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regulatorias iniciais imediatas para estimular a expressao de genes que levam a replicacdo viral
(KNIPE; WHITLEY, 2021).

O HSV-1 codifica ao menos 84 polipeptideos, que possuem centenas de fungdes
diferentes. Ao menos 47 desses polipeptideos ndo sdo necessarios a replicagdo viral. Alguns
desses sdo utilizados para alterar o metabolismo celular, garantindo o sucesso da progénie viral
(WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

Ao menos seis proteinas virais sao responsaveis por garantir a expressao dos genes
virais, mobilizando as proteinas da célula hospedeira para sintetizar o DNA e as proteinas virais.
Como exemplo, as proteinas reguladoras ICP0, ICP4 e ICP22 permitem a expressao dos genes

virais e sdo alvos para a terapia antiviral (WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

3.2.3 Replicagao viral

A replicacdo dos HSV ¢ um processo complexo (Figura 4). O HSV sofre uma infecgao
produtiva litica nas células epiteliais e fibroblastos quando ¢ inoculado na mucosa oral, se
espalha e causa a lesdo herpética primaria. O virus entra nos ax6nios dos neurdnios sensoriais
do ganglio trigémeo e estabelece uma infec¢do latente no corpo celular neuronal (KNIPE;

WHITLEY, 2021).

De modo geral, um ciclo replicativo in vitro tem um tempo de duracdo entre 18 a 20
horas. Inicialmente, os virus sdo adsorvidos aos receptores da superficie celular e o seu envelope
funde-se com a membrana plasmatica da célula hospedeira. O capsideo desenvelopado ¢
transportado aos poros nucleares e o genoma viral ¢ liberado no ntcleo da célula. Ali, ocorrem
a transcricdo, sintese do DNA, montagem do capsideo, empacotamento do DNA e o

envelopamento viral, resultando na nova progénie infecciosa (KNIPE; WHITLEY, 2021).

A adsorcdo viral ocorre por meio da fusdo do envelope viral com a membrana
plasmatica e os receptores celulares, ou por meio da endocitose do capsideo a partir da diferenca
de pH, que permite a fusdo a membrana da vesicula endocitica dependente de pH. Assim, a
adsorcdo depende da ligagdo via glicoproteinas gB e gC a um tipo de GAG, o sulfato de
heparana. Pode ocorrer a adsor¢do sem o sulfato de heparana, mas sua presenga aumenta o
sucesso de infecgdo. J& para a ocorréncia da penetragao, a glicoproteina gD se liga a receptores
[HVEM, Nectina-1 ou 2, e 3-OS HS (3-O-Sulfated heparan sulfate)], sofre alteragdes
conformacionais que facilitam a interacdo entre gB com o dimero gH-gL. Esse conjunto de

acontecimentos resulta na fusdo do envelope com a membrana e leva a entrada do
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nucleocapsideo e do tegumento viral no citoplasma (HUANG et al., 2022).

A partir disso, o nucleocapsideo ¢ transportado aos poros da membrana nuclear e, ali,
o DNA viral ¢ liberado ja no nucleo. Ocorre entdo a transcri¢ao, replicagdo e montagem dos
capsideos. A sintese do DNA ¢ feita por um replissoma composto de uma DNA polimerase
heterodimérica (codificada por UL30 e UL42), uma helicase-primase trimérica (codificada por
ULS, UL8 e UL52) e a proteina ICP8 (codificada por UL29). Durante esse estagio, cerca de 84
proteinas diferentes sdo expressas e divididas em trés fases: imediata (o), precoce (P) e tardia

(y) (MUYLAERT; TANG; ELIAS, 2011).

Na fase imediata, a expressdo génica leva a producdo de proteinas que regulam a
replicagdo viral, sintetizadas 3 a 4 h P.I. Elas também bloqueiam a apresentagdo de peptideos
antigénicos na superficie celular, desligando o sistema imune. As ICPs (infected cell proteins)
sdo proteinas multifuncionais que alteram o ambiente celular de modo a permitir a replicacao

viral com a expressdo eficiente dos genes (DONG et al., 2021).

Na sequéncia, na fase precoce, a replicagdo viral e a expressao de proteinas tardias sao
promovidas cerca de 5 a 7 h P.I. As proteinas da fase precoce incluem enzimas requeridas para
a sintese do genoma e para o metabolismo viral. Os produtos dessa fase induzem a expressao
dos genes tardios, que geram a sintese do nucleocapsideo e glicoproteinas do envelope viral

cercade 12 h P.I (KOBILER et al., 2011).

Nesse momento, os capsideos sdo montados em torno das proteinas virais no nucleo
celular, enquanto demais proteinas interagem com o DNA viral para gerar a encapsulagdo. As
proteinas do tegumento migram para o nucleo celular e formam depositos sobre a membrana.
Os capsideos, j& com o DNA viral, associam-se com as proteinas do tegumento. Apods
modificagdes pods-traducionais no complexo de Golgi, as glicoproteinas sdo inseridas nas

membranas nucleares (OWEN; CRUMP; GRAHAM, 2015).

Os nucleocapsideos, ao serem liberados da membrana, recebem o envelope e o
tegumento. O processo de infeccdo litica envolve os produtos génicos virais que inibem o
metabolismo da célula hospedeira, o que eventualmente resulta na morte e lise da célula

hospedeira (KNIPE; WHITLEY, 2021; OWEN; CRUMP; GRAHAM, 2015).



Figura 4 — Ciclo de replicagdo do HSV-1.
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Outro ponto importante que caracteriza o HSV-1 ¢ o estabelecimento de laténcia
(Figura 5). O virus chega ao corpo celular neuronal por meio do transporte axonal retrogrado e
entra nas células neuronais possivelmente pelos mesmos mecanismos conhecidos do ciclo
litico. O genoma ¢ liberado no nucleo neuronal e € carregado por histonas, mas a transcrigao do
gene litico ¢ limitada devido a falta de VP16 (KNIPE; WHITLEY, 2021).

O principal gene viral responsavel pela laténcia ¢ o gene que codifica o transcrito
associado a laténcia (LAT), que ¢ um transcrito primario de RNA ndo codificante (8,3 Kb). O
gene LAT ¢ processado por splicing para produzir um intron circular estavel de 2 Kb, um
transcrito instavel de 6,3 Kb e cinco microRNAs (miRNAs). A expressdao de LAT atua para
promover a sobrevivéncia do neur6nio infectado aumentando a heterocromatina no genoma
viral, reduzindo a expressdo do gene litico viral e inibindo a apoptose (HARRISON; JONES,
2022).

Durante a manutencdo da infeccao latente ha a expressao minima dos genes liticos do
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HSV-1. O DNA viral ¢ mantido de forma estavel no neurdnio, sem replicar. Na ocorréncia de
fatores que reativam o HSV-1, as vias de sinalizagdo de quinase fosforilam as histonas na
cromatina viral para permitir a transcri¢ao do genoma latente, e assim fornecer VP16 suficiente
para desencadear a cascata transcricional litica. Isso permite a formacdo de capsideos,
ocorrendo a movimentagdo dos virions ao longo do axonio por transporte anterégrado e gerando
uma infec¢do recorrente, que costuma manifestar-se como a herpes labial (KUMAR et al.,

2016).

Figura 5 — Estabelecimento de laténcia pelo HSV-1.
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Apos estabelecer uma infecgdo litica, os virus penetram pelas termina¢des nervosas e sdo transportados pelos
axonios, em um sentido retrogrado ao estimulo nervoso, para os neurdnios do ganglio trigémeo. A laténcia se
estabelece e 0 genoma viral é encontrado na forma de epissoma circular no nucleo dos neurdnios até que sinais de
reativacdo sejam recebidos e ele retorne ao sitio de infecgdo produtiva no tecido periférico, causando a recorréncia
da doenga. Durante a laténcia, o DNA viral ¢ expresso a partir dos genes LAT. Fonte: SANTOS; ROMANO;
WIGG, 2015.

3.2.4 Terapias antivirais existentes

A infec¢ao por HSV-1 ndo possui cura ou vacinas aprovadas até entdo. O historico da

busca por farmacos que inibam o HSV-1 ¢ longo, e a primeira demonstragdo de sucesso no
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controle da mortalidade dos casos por encefalite foi demonstrada com o antiviral vidarabina,
que teve seu uso dificultado pela alta citotoxicidade (ROIZMAN; WHITLEY, 2001).

Como os principais sintomas que afetam a populacao sao as lesdes corporais, havia a
urgéncia na descoberta de tratamentos voltados para essa complicagdo clinica. Assim, o
farmaco aciclovir, um analogo aciclico nucleosidico, foi descoberto em 1977 ao agir como o
antagonista da DNA polimerase viral, inibindo a replicagdo do HSV-1. Mesmo ndo sendo capaz
de eliminar o virus do organismo, o aciclovir atua diminuindo a frequéncia, duragdo e
severidade dos surtos de infeccdo, e € altamente seletivo, ja que € convertido a sua forma ativa
apenas nas células infectadas (CRIMI et al., 2019).

Atualmente, apesar do aciclovir ser o farmaco referéncia no tratamento de HSV-1,
outros farmacos antivirais também sdo utilizados, como o valaciclovir, famciclovir, foscarnet e
penciclovir (CRIMI et al.,, 2019). As limitagdes a terapia antiviral incluem baixa
biodisponibilidade, toxicidade e surgimento de cepas resistentes aos medicamentos, que foram
relatadas principalmente em individuos imunocomprometidos (STEMPEL; CHAN;
BRINKMANN, 2019).

Os medicamentos contra infecgdes por herpesvirus sao principalmente de dois tipos:
analogos de nucleosideos ¢ inibidores da helicase-primase (amenamevir), tendo ambos a
capacidade de reduzir ou interromper a replicacio do genoma viral. Outros alvos de
medicamentos antivirais podem ser as proteinas virais envolvidas na adesdo e penetragdo, a
replicacdo do genoma a nivel de proteina e a nivel de DNA/RNA. Diante disso, tecnologias
envolvendo CRISPR/Cas9 e RNA de interferéncia ja comprovaram eficacia na inibi¢do de
infeccdes herpéticas, mas com limitagdes especificas, como o surgimento de variantes
resistentes a CRISPR/Cas9 ou instabilidade das técnicas (DONG et al., 2021).

Assim, a pesquisa por farmacos capazes de inibir a infeccao por HSV-1 ¢ um trabalho
continuo. O aciclovir, por exemplo, ¢ derivado da esponja marinha Cryptotethya crypta,
exemplificando o potencial presente em produtos naturais no desenvolvimento de novos
farmacos eficazes (ALVAREZ et al., 2020). O Quadro 2 retine exemplos de espécies que

apresentam potencial antiviral frente o HSV-1.

Quadro 2 - Levantamento de espécies de plantas medicinais com atividade antiviral frente
HSV-1.

Espécie Solvente SI* Metabdlitos Aciao biologica | Referéncia
extrator
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Baccharis ’ Inibicao da VISINTINI
audichaudiana Agua >117 N.L adsor¢do e pos- | JAIME et
& adsorcao al., 2013
Baccharis ‘ Compostos Atividade VENTURI
anomala Agua | 421,21 fenolicos virucida etal., 2018
Cecropia ‘ . SILVA et
glaziovii Agua >56,1 Extrato Indefinido al.. 2010
Inibe a
penetracao, a
disseminagao
. Fracdo enriquecida viral célula a
Cecrgp i Agua |>130,9 em C-glicosil célula e reduz a SILVA et
glaziovii . ~ al., 2010
flavonoides expressao das
proteinas gD e
gE do envelope
viral
Inibigao viral
total no ensaio
Enteromorpha N.L 353 Polissacarideos no Izlomento fla LOPES et
compressa adicao e mantida | al., 2017
no pos-
tratamento
Inibe a
Hy]_?nea . Agua | >298,5 Pohssaca’rldeos e penetracao Vll'fll MENDES
musciformis proteinas e apresenta agao | etal., 2012
virucida
Mentha Oleo Oxido de Inibe 0s Gltimos | pyyppy 1y
: >700 o estagios de
suaveolens essencial piperitenona S etal., 2014
replicacdo
Mentha Oleo AgdosInergica | pyypy |
. 67 N.I com o aciclovir
suaveolens essencial etal., 2014

apos adsorcao
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N.I.: ndo informado. Fonte: A autora

PRODUTOS NATURAIS NO DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

Para que novos farmacos sejam desenvolvidos, existem diversas etapas de estudos.
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Primeiramente, na etapa de estudos pré-clinicos, sdo realizados testes em células, in vitro, e em
animais, in vivo (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2013). Esse ¢ o passo inicial, o qual foi
aplicado no presente estudo por meio de ensaios in vitro com cultura de células animais, visando
simular as rea¢des de um “organismo” a um potencial candidato a farmaco.

Ap0s as pesquisas pré-clinicas iniciais, inicia-se a etapa de pesquisa clinica, dividida
em quatro fases. Na fase 1, o farmaco ¢ testado em humanos saudéveis para verificar a sua
seguranca e possivel toxicidade. A fase 2 concentra-se em avaliar a eficacia do farmaco frente
a doenga para o qual foi desenvolvido e a dose-resposta, a partir de um pequeno grupo de
pacientes afetados pela doenga. Na fase 3, os testes ocorrem num numero maior de doentes e
ocorre o acompanhamento por até quatro anos, para que entdo o medicamento seja registrado
junto as agéncias regulatorias. Por fim, na fase 4, os estudos sdo conduzidos ap0s a inser¢cao do
medicamento no mercado, objetivando a farmacoepidemiologia, farmacovigilancia e
bioequivaléncia (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2013).

Nas tultimas cinco décadas, cerca de 90 medicamentos antivirais foram aprovados
mundialmente, muitos deles tendo origem em produtos naturais. Os compostos bioativos de
origem natural com reconhecida atividade antiviral correspondem aos grupos de metabolitos
secundarios, tais como: polifendis, cumarinas, flavonoides, terpenos, quinonas e outros
(CLERCQ; E., 2016).

Sendo as infec¢Oes virais uma das maiores causas de mortalidade e morbidade
mundial, a maioria dos antivirais disponiveis tratam apenas um seleto grupo de agentes
infecciosos e, na maioria dos casos, sao ineficazes contra virus resistentes (BEN-SHABAT et
al., 2020). Neste contexto, diversas plantas ja possuem estudos demonstrando seu potencial
antiviral, muitas dessas sendo utilizadas ha milénios por populares, fato responsavel por
impulsionar estudos com essas espécies (BEN-SHABAT et al., 2020; NEWMAN; CRAGG,
2020).

O Bioma Amazonico € reconhecido por ser a maior floresta do mundo, abrigar a maior
bacia hidrografica e possuir nove tipos de vegetacdo. Partindo disso, a riqueza de espécies
endémicas comporta um elevado potencial de geragdo de recursos no ambito do

desenvolvimento de farmacos (JUNIOR; SOUZA, 2021).

3.3.1 Espécies amazonicas: Etnobotéinica e atividades biologicas

A etnobotanica fornece informagdes sobre o0 uso popular das plantas medicinais, sendo

base para o desenvolvimento de estudos aprofundados sobre as espécies utilizadas. Dentro de
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seu significado cultural, as plantas possuem importancia espiritual para as populagdes locais
(CRAGG; NEWMAN, 2013). O presente trabalho buscou demonstrar a potencial agao antiviral
de espécies pouco estudadas de plantas endémicas do bioma amazonico, as quais serdo expostas
a seguir.

A espécie Vouacapoua americana Aubl. distribui-se entre os estados brasileiros do
Amapé e Pard e nos paises Guiana Francesa e Suriname, ocorrendo, portanto, em florestas
neotropicais (DUTECH; MAGGIA; JOLY, 2000). Desta arvore deriva a substancia conhecida
como piceatannol, um polifenol analogo ao resveratrol e com atividades anti-inflamatoria,
antioxidante, anticarcinogénica e antiviral ja descritas (AGGARWAL et al., 2004; SATO et
al., 2014; YOUNG HAN et al., 2009). Além desse composto, ha presenca de diterpenos com
potencial a¢do antitumoral, antioxidante, antibacteriana e antiviral (DICKSON; HOUGHTON;
HYLANDS, 2007; DICKSON; FLEISCHER; HOUGHTON, 2011). Popularmente, ¢ utilizada
como antisséptico, fortificante e no tratamento de tlceras gastricas (VIANA et al., 2011).

Uncaria guianensis (Aubl.) Gmel. ¢ uma espécie de trepadeira lenhosa originada nas
Américas Central e do Sul, distribuindo-se também na Africa e Asia sendo que no Brasil ocorre
na Amazonia (POLLITO; TOMAZELLO, 2006). No uso popular, ¢ empregada no tratamento
de tumores, artrite, diabetes e inflamac¢des (HEITZMAN et al., 2005). Estudos comprovam seu
potencial antiviral, anti-inflamatério, antialergénico, citotdoxico e antioxidante, parte desses
devido a presenga de compostos alcaloides (CARVALHO et al., 2006; LEE et al., 1999;
MELLO et al., 2017; SANDOVAL et al., 2002).

Ocorrendo em alta densidade, principalmente no Cerrado brasileiro, a espécie lenhosa
Ouratea hexasperma (A. St.-Hil.) Baill. possui preferéncia ao solo seco (FONSECA; JUNIOR,
2004). Biflavonoides isolados das folhas apresentaram potencial citotéxico contra linhagens
tumorais humanas e, os demais compostos possuem propriedades antioxidantes,
anticolinesterasicas e antidiabéticas. Ja4 na medicina popular, a planta ¢ utilizada no alivio de
distarbios reumaticos e gastricos (DANIEL et al., 2005, 2007; FIDELIS et al., 2019).

O latex produzido por Brosimum acutifolium Huber ¢ utilizado tradicionalmente na
Amazodnia, desde o século XVIII, para o tratamento da sifilis (VIEIRA et al., 2019). Distribuida
principalmente do leste do Estado do Paré (Brasil) ao leste do Suriname, também ¢ utilizada
popularmente como anti-inflamatorio e anti-reumatico (TORRES et al., 2000). Possui, em suas
folhas, flavonoides e lignoides com agao antibacteriana, e lignoides com atividade inibidora da
proteina quinase - alterando o controle da regulagdo de glicogénio, aglicar, metabolismo de
lipidio e outras cascatas de transdugdo de sinal - (ROUMY et al., 2020; TAKASHIMA;
ASANO; OHSAKI, 2002). Além disso, ja foi constatado seu potencial antioxidante bem como
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a acdo contra bactérias patogé€nicas resistentes a medicamentos (CORREIA et al., 2008;
MARTINS et al., 2016).

Manilkara elata (Allemao ex Miq.) Monach. ¢ uma arvore que distribui-se na floresta
amazoOnica e mata atlantica (ALMEIDA et al., 2013). Ha pouca bibliografia quanto a atividade
bioldgica da espécie mas de sua resina ja foram isolados compostos do tipo hidrocarbonetos,
triterpenos, esteroides, ligninas e agtcares (SEGOVIA et al., 2010).

Tabebuia serratifolia (Vahl) ¢ uma arvore amazonica e demonstra atividade
antitumoral, antiviral, antibacteriana, antioxidante, antialergénica, anti-inflamatoria, larvicida e
potencial contra lupus por conter quinonas, lignanas e triterpenos (BARCELOS et al., 2017;
CRAGG; NEWMAN, 2005; LEMOS et al., 2007; MORAIS et al., 2005). A T. serratifolia é
utilizada popularmente para o tratamento de cancro, doengas renais, hepaticas e intestinais
(CHAVES; BARROS, 2012).

Nativa da Amazoénia e de pequeno porte, a espécie Ambelania acida Aubl. possui uso
popular a partir de infusdes dos frutos para diarreia e disenteria, ¢ seu latex serve como
expectorante (LEVI—STRAUSS, 1952; OLIVEIRA; ALMEIDA, 2016). Estudos revelam a
presenca de alcaloides, esteroides, triterpenoides, fendis, taninos, agucares redutores e resinas
em sua composi¢ao (OLIVEIRA; ALMEIDA, 2016).

Licania macrophylla Benth, na fitoterapia popular, ¢ utilizada como cicatrizante,
antiinflamatéria, contra amebiase e disturbios disentéricos, € possui flavonoides, taninos,
saponinas, esterdides e triterpendides (GOMES et al., 2006; SALES et al., 2019). Ha
demonstracdo de seu potencial contra bactérias resistentes e acdo contra ulceras do trato
gastrointestinal (CORREIA et al., 2008; SALES et al., 2019).

Portanto, devido a importancia dessas espécies no ambito popular, cultural e de
preservacao da biodiversidade brasileira, objetivou-se seu estudo na inten¢do de aperfeigoar os
conhecimentos sobre suas atividades biologicas, representadas no presente estudo pelos

potenciais antiviral e virucida.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 AQUISICAO DOS EXTRATOS VEGETAIS
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Os extratos de oito espécies de plantas medicinais (Vouacapoua americana, Uncaria

guianensis, Quratea hexasperma, Brosimum acutifolium, Manilkara elata, Tabebuia

serratifolia, Ambelania acida, Licania macrophylla) foram fornecidos por meio de

colaboragdes ja estabelecidas com o Prof.° Dr.° Isamu Kanzaki da Universidade de Brasilia
(UnB) (Quadros 3 ¢ 4).

Quadro 3 - Informagdes sobre as plantas medicinais estudadas.

elata (Allemao ex Miq.)
Kuntze

Nome cientifico Sinonimia cientifica Nome Exsicata
popular
Ambelania cucumerina
Spruce ex Miers, Ambelania
sagotii Miill. Arg., Pepino do
Ambelania acida Ambelania tenuiflora mato/Papaia-
Aubl. Miill.Arg., Ambelania do-veado-
tenuiflora var. tenuiramea vermelho
Miill.Arg., Willughbeia
acida (Aubl.) Oken
Brosimopsis
. acutifolia (P.Iuber). Mururé/
Brosimum Ducke, Brosimopsis Merctrio
acutifolium Huber | obovata Ducke, Brosimum
. N vegetal
caniceps Standl., Piratinera
acutifolia (Huber) Pittier.
Licania . . . Anoerd/
macrophylla Benth Licania laxifiora Fritsch Anauera
Mimusops elata Allemao ex
Manilkara elata Miq., Manilkara h.u beri Magaranduba
~ . (Ducke) A.Chev., Mimusops
(Allemao ex Miq.) . . /Magarandub
huberi Ducke, Kaukenia .
Monach. eira
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Ouratea
hexasperma (A.
St.-Hil.) Baill.

Ouratea boliviana Tiegh.,
Ouratea crispa Tiegh.,
Ouratea denudata Tiegh.,
Ouratea hexasperma var.
planchonii Engl., Ouratea
undulata Tiegh., Ouratea
weddelliana Tiegh.

Vassoura-de-
bruxa/
Barba-de-
bode

serraj;;’l;zl;uzc\l/ahl) Handroanthus serratifolius | Ipé-amarelo/
Nich (Vahl) S.Grose Pau-d'arco
Ourouparia guianensis
Aubl., Uncaria aculeata
. . . . . . Unha de
Uncaria guianensis Willd., Uncaria spinosa ato/Garra de
(Aubl.) Gmel. Raeusch., Uruparia & ato
versicolor Raf., Nauclea g
guianensis (Aubl.) Poir.
Andira aubletii Benth.,
Vouacapoua ..
americana Aubl Vouacapoua aubletii Acapu
' (Benth.) Lyons

Fonte: Sistema de informagdo sobre a biodiversidade brasileira; Reflora: Plantas do Brasil; Herbario virtual

austral Americano.




Quadro 4 — Informagdes sobre as drogas vegetais e tipos de extratos avaliados.
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Codigo Espécie Droga vegetal Extrato
9 Ambelania acida Folhas Etandlico
14 Ambelania acida Folhas Etanodlico
7 Brosimum acutifolium Folhas Aquoso
10 Licania macrophylla Folhas Etandlico
11 Licania macrophylla Casca Aquoso
13 Manilkara elata Casca Etanolico
4 Ouratea hexasperma Folhas Etandlico
6 Ouratea hexasperma Folhas Etanolico
15 Tabebuia serratifolia Casca Etanolico
2 Uncaria guianensis Folhas Aquoso
3 Uncaria guianensis Folhas Etanodlico
8 Uncaria guianensis Folhas Etanodlico
12 Uncaria guianensis Casca Etandlico
16 Uncaria guianensis Folhas Aquoso
1 Vouacapoua americana Medula Etanolico
5 Vouacapoua americana Casca Etanolico
17 Vouacapoua americana Casca Etanolico

Fonte: A autora

A partir dos extratos vegetais liofilizados foram preparadas as solugdes-estoques na

concentragdo de 25 mg/mL, sendo realizada a pesagem do material em balanga analitica e

posterior diluigdo em dimetilsulfoxido (DMSO). Na sequéncia, os extratos foram armazenados

a -20°C até o uso. A porcentagem de DMSO empregada nos ensaios nao ultrapassou 1% nas

maiores concentragdes testadas, ndo havendo influéncia do solvente nos experimentos

realizados.

Os extratos vegetais de codigos 5 e 17 (Vouacapoua americana, extrato etanolico das

cascas), 2 e 16 (Uncaria guianensis, extrato aquoso das folhas), 4 € 6 (Ouratea hexasperma,

extrato etanolico das folhas) e 9 e 14 (Ambelania acida, extrato etanodlico das folhas) possuem

o mesmo liquido extrator e droga vegetal em seus pares, porém sdo extratos distintos ja que a

coleta do material vegetal ocorreu em tempos diferentes.
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4.2  CULTURAS CELULARES ANIMAIS

4.2.1 Células

Foram utilizadas células Vero (ATCC:CCL 81), provindas de fibroblastos de rim de
macaco verde (Cercopithecus aethiops) e imortalizadas, mantidas em atmosfera umedecida e
controlada a 37°C e 5% de CO». A linhagem celular foi escolhida por ser permissiva a replicagao
in vitro de HSV-1 e CHIKV (AGGARWAL; GARG, 2018; ARAKAWA et al., 2009;
BARRETT et al., 2017; HU; HSIUNG, 1989).

4.2.2 Meio de cultura e reagentes

Para o cultivo das células Vero foi utilizado o meio de cultivo celular MEM (Minimal
Essential Medium) com bicarbonato de sddio para tamponamento do pH em 7,4 e suplementado
com Soro Fetal Bovino (SFB) na concentracdo de 10% para promog¢do de crescimento e
manuten¢do da linhagem celular. Para obtencdo de subculturas e realizacdo dos experimentos
foi utilizada a enzima proteolitica tripsina que age dissociando a cadeia polipeptidica em

determinadas sequéncias de aminoacidos.

43  VIRUS

4.3.1 Origem das cepas virais

Os virus utilizados foram Herpes Simplex virus tipo 1 cepas KOS e 29-R (sensivel e
resistente ao aciclovir, respectivamente) proveniente da Faculdade de Farméacia, Universidade
de Rennes, Fran¢a e o Chikungunya virus (CHIKV) cepa SLZI12, coletada, isolada e
identificada de acordo com o protocolo 2.498.658 e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

em Humanos, CEP-UNICEUMA, Maranhao.

4.3.2 Preparo das suspensdes-estoque virais
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As suspensoes-estoques foram preparadas com base na metodologia de Simdes, Amoros
e Girre (1999). Garrafas de cultivo foram semeadas com células Vero, 24 h antes da infecgao
viral. Apds aspirar o meio e lavar a monocamada com solugdao tampao fosfato (PBS), foi
realizada a infec¢do com 1 mL da suspensao viral e a garrafa foi incubada (37°C e 5% CO3) por
1 h para adsorcdo e penetragdo viral. O excesso de meio foi aspirado e foram adicionados 10
mL de MEM sem SFB, ocorrendo nova incubagao nas condigdes ja citadas.

O efeito citopatico viral (ECP) foi monitorado por microscopio invertido a cada ciclo
de replicacgdo viral (18 h). Ap6s a monocamada ser totalmente infectada, o frasco foi congelado
a -80°C e descongelado a 37°C por trés vezes a fim de romper as membranas celulares,
permitindo a liberagdo das particulas virais. As suspensdes-virais foram centrifugadas a 4°C e
350 x g. Por fim, o sobrenadante foi aliquotado em microtubos estéreis, titulado e armazenado

a -80°C at¢é a utilizagdo nos experimentos.

4.3.3 Determinacao dos titulos infeciosos virais

No intuito de observar o numero de particulas virais por mL dos inéculos virais
produzidos, foi realizada a titulagdo viral a partir do método de contagem de placas de lise, que
determina as Unidades Formadoras de Placa (UFP) (BURLESON; CHAMBERS;
WIEDBRAUK, 1992).

Para a titulagdo das suspensdes-virais de HSV-1 foram utilizadas placas de 24
cavidades preparadas com células Vero na densidade de 2,5 x 10° células/cavidade em MEM
suplementado com 10% de SFB, ocorrendo incubagdo em estufa de CO; (37°C) até confluéncia
(24 h). Para a titulagdo das suspensdes-virais de CHIKV foram utilizadas placas de 12 cavidades
com uma densidade de 3,5x10° células/cavidade.

Apos aspiragdo e lavagem com PBS, as células foram infectadas com diferentes
dilui¢des da suspensdo-estoque viral (razdo 1:10). Ap6s um periodo de incubacao de 1 h, foi
adicionada a solugdo de carboximetilcelulose (CMC)! e feita uma nova incubacido durante 48

h. Apds este periodo, as células foram fixadas e coradas com corante preto de naftaleno? para a

"Preparo da solugdo de carboximetilcelulose (CMC): Meio MEM 2X + solu¢do aquosa a 1,5% de
carboximetilcelulose (Sigma®), na proporcao 1:1.

2Preparo da solugdo de preto de naftaleno: 100 mg do corante preto de naftaleno (Sigma®) foram dissolvidos em
100 mL de uma solugdo aquosa a 5% de acido acético (Merck®). Esta mistura foi filtrada através de papel filtro e
estocada a 4°C, sendo aquecida em banho-maria a 37°C, antes de seu uso.



46

titulagdo do HSV-1 e com cristal violeta® para a titulagdo do CHIKV. O corante foi aspirado e,
apods a secagem total, as placas de lise foram contabilizadas em microscopio estereoscopico,
permitindo o calculo do titulo viral conforme equagdo abaixo, e expresso em Unidades

Formadoras de Placas por mililitro (UFP/mL):

N° de placas formadas na ultima diluicdo X Reciproca da diluicdo

Volume (em mL)

44  AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO

A citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico da sulforrodamina B
(SRB), verificando a viabilidade celular da linhagem apos tratamento com as amostras
(VICHAIL KIRTIKARA, 2006). O ensaio se baseia na capacidade da SRB de ligar-se a
proteinas celulares que, ap6s fixagdo, sao quantificadas e correlacionando-se a viabilidade das
células. O ensaio foi realizado conforme adaptagdes da metodologia por Silva (2009).

Para isso, placas de 96 cavidades foram semeadas com células Vero na densidade de
2,5 x 10* células/cavidade. As placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO> durante 24 h para
obtencdo da confluéncia do tapete celular. O tratamento foi realizado com diferentes
concentragdes das amostras (faixa de 250 a 0,24 ug/mL), em dilui¢des na razao 1:2, por 48 h
nas condi¢des de incubacgao ja citadas. Apos o periodo de incubagdo, as células foram fixadas
com 100 pL de uma solugdo de 4cido tricloroacético (TCA) a 10% e incubadas por 1 h a 4°C.
As placas foram entdo lavadas cuidadosamente com agua destilada por trés vezes e, apos
secagem, foram coradas com 100 pL da solu¢do de SRB* durante 30 minutos, em temperatura
ambiente. Foram realizadas trés lavagens com uma solu¢do de 4cido acético a 1% para retirar
o excesso de corante €, entdo 100 uL de uma solugdo de Tris Base 10mM? foram adicionados
em cada cavidade de modo a extrair o corante ligado as proteinas das células viaveis. Em um
espectrofotometro (Spectramax, Molecular Devices), as placas sofreram agitagdo durante cinco

segundos e a leitura da absorbancia foi feita em 510 nm.

3 Preparagdo da solugdo de cristal violeta: 0,4 mg do corante cristal violeta foram dissolvidos em 88 mL de agua
Milli-Q contendo 10 pL de fenol e 12 mL de etanol absoluto. A solugédo foi filtrada em papel filtro e diluida na
razdo 1:2 para uso nos experimentos.

4 Preparo da solugdo 4acida de sulforrodamina B: 57 mg de sulforrodamina B (Sigma®) foram dissolvidos em 100
mL de uma solug@o aquosa a 1% de acido acético (v/v) (Merck®).

5 Preparo da solugdo Tris-Base 10 mM: 242,2 mg de Tris-Base (Sigma®) foram dissolvidos em 200 mL de dgua
ultra-pura, e o pH foi ajustado até 10,5.
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Os valores de absorbancia foram transformados em porcentagens de viabilidade

celular em relagdo ao controle celular (100% de viabilidade) pela féormula:

X% = Densidade 6ptica do material-teste x 100
Densidade 6ptica do controle celular

Na sequéncia, os percentuais calculados referentes as diferentes concentragdes das
amostras foram inseridos num grafico, e, através de analise de regressao nao linear foi possivel
calcular os valores de CCso, ou seja, a concentragdo de cada amostra que reduziu em 50% a
viabilidade celular. Os valores de CCso calculados representam a média de trés experimentos

independentes com seu intervalo de confianga de 95% (IC 95%).

4.5  AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

O ensaio de inibicdo da formagao das placas de lise foi realizado para verificar a
atividade antiviral dos extratos de plantas medicinais frente aos virus HSV-1 (cepas KOS e 29-
R) e CHIKV (cepa SLZ12) (BURLENSON; CHAMBERS; WIEDBRAUK, 1992). A
padronizagdo da técnica para o ensaio com o CHIKV foi realizada pela autora do presente
trabalho. Inicialmente, foi realizada uma triagem de todos os 17 extratos das oito diferentes
espécies de plantas, nas concentragdes de 100 ou 50 pg/mL. Apo6s a identificagdo dos extratos
mais ativos, o ensaio foi realizado novamente, desta vez observando as concentragdes nao
citotoxicas para as cé€lulas e utilizando cinco dilui¢des seriadas das amostras, de modo a permitir
a determinagdo dos valores de Clso por meio de analise de regressao ndo linear. Cada modelo
viral requisitou particularidades durante a execug¢do do experimento, como podem ser

visualizadas no Quadro 5:

Quadro 5 — Particularidades adotadas durante a execu¢do dos experimentos antivirais.

HSV-1 (cepas KOS e 29-R) CHIKY (cepa SLZ12)
Placas de 24 cavidades Placas de 12 cavidades
32,5 x 10° células/cavidade 3,5 x 10° células/cavidade
Coloragao das placas de lise com solugdo | Coloracao das placas de lise com formaldeido
acida de preto de naftaleno + cristal violeta

Fonte: A autora
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Inicialmente, placas de 24 cavidades foram semeadas com células Vero na densidade
descrita no Quadro 5 e incubadas em condi¢des padrao por 24 h até obter confluéncia. O meio
de cultivo foi aspirado cuidadosamente e adicionados 400 uL da suspensao viral contendo 100
UFP/cavidade para os experimentos com os virus herpéticos ou 50 UFP/cavidade para os
experimentos com CHIKV. As placas foram incubadas durante 1 h em estufa a 37°C e 5% de
COa. Apos esse periodo, as suspensdes virais foram aspiradas, os materiais-teste diluidos na
razdo 1:2 em uma solu¢do de CMC e adicionados cuidadosamente as placas. Uma nova
incubagao das placas ocorreu durante 48 h.

Em cada experimento foram realizados controles virais contendo somente a suspensao
viral sem os tratamentos e, para HSV-1, o controle positivo contendo o firmaco aciclovir (ACV
- Sigma®). Além disso, também foram realizados controles celulares ndo tratados, ou seja,
contendo somente células ndo infectadas e ndo tratadas com as amostras.

Decorrido este periodo, as placas de HSV-1 foram fixadas e coradas com uma solucao
de preto de naftaleno sob agitagdo durante 20 minutos. As placas de CHIKV foram
primeiramente fixadas com formaldeido 10% durante 40 minutos sob agitacdo, e coradas com
uma solucao de cristal violeta durante 30 minutos sob agitagcdo. As solucdes foram aspiradas e
as placas deixadas em repouso para completa secagem.

Apo6s a contagem das placas em lupa, a porcentagem de inibigao da replicagdo viral

induzida por cada amostra em rela¢do aos controles virais foi calculada pela formula:

% de inibi¢ao = 1 - | namero de placas material-teste | X 100

namero de placas controle viral

Em seguida, os percentuais calculados foram inseridos em um grafico e por meio da
analise de regressdo ndo linear foi possivel calcular os valores de CI50, ou seja, a concentragao
de cada amostra que inibiu 50% a infecgdo viral. Os valores de CI50 representam a média de,
no minimo, trés experimentos independentes com seu intervalo de confianca de 95% (IC 95%).
De posse dos valores de CC50 e CI50 foi possivel calcular o indice de seletividade (IS) de cada
amostra (IS = CC50/CI50). Sabe-se que quanto maior o valor de IS, mais seletiva ¢ a amostra
em relacdo ao virus e nao as células hospedeiras (COS et al., 2006). Os valores calculados

representam a média de trés experimentos independentes.
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4.6  AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA

Este ensaio foi realizado de modo a determinar se as amostras que se mostraram ativas
nos experimentos antivirais seriam capazes de inativar as particulas virais na auséncia de
células, ou seja, avaliar a acdo direta das amostras sobre as particulas virais, e sua consequente
diminui¢ao da capacidade infectante dos virus estudados (EKBLAD et al., 2006). Novamente
a padronizag¢do da técnica para os ensaios com CHIKYV foi realizada pela autora e, inicialmente,
foi realizada a triagem com os 17 extratos das oito espécies de plantas de modo a identificar as
amostras com maior potencial virucida, as quais passaram novamente pelo ensaio virucida com
cinco diferentes dilui¢des seriadas, para a determinacao dos valores de CVso por meio de analise
de regressao nao linear.

Inicialmente, misturas de 50 pL da suspensdo viral contendo 4x10* UFP de HSV-1
(KOS) ou 2x10* UFP de CHIKV (SLZ12) e 50 uL das diferentes concentragdes dos materiais-
teste (diluidos em MEM sem SFB, razdo 1:2) ou 50 pL. de MEM (controle viral) foram
homogeneizadas e incubadas por 15 min a 37°C em banho-maria. Na sequéncia, foram
realizadas dilui¢des 1:100 em MEM, de modo a obter concentracdes nao inibitorias de cada
amostra. A infecciosidade residual foi determinada pelo método de placas de lise (item 4.5).
Apos a contagem das placas de lise a infecciosidade residual (IR) foi determinada conforme a

férmula:

% IR =1 - | nimero de placas material-teste | X 100

namero de placaS controle viral

Os percentuais de IR calculados foram inseridos no grafico e, por analise de regressao
ndo linear, os valores de CVso foram calculados, sendo esse a concentragdo da amostra que
diminuiu em 50% a capacidade infectante de cada virus. Os valores calculados representam a

média de trés experimentos independentes.

47  AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA NA PRESENCA DE SOLUCOES
PROTEICAS
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Este ensaio foi conduzido para verificar a capacidade virucida das amostras mais ativas

na presenga de proteinas, as quais podem interferir na capacidade virucida dos extratos

(EKBLAD et al., 2006).

Volumes equivalentes (25 pL) de cada amostra na concentragdo da CVso® (Quadro 6)

e de diferentes dilui¢des seriadas (razdo 1:10) de uma solu¢ao de BSA (Albumina Sérica Bovina

— 0,00005 a 0,5%) foram misturados em tubos e incubados em temperatura ambiente por 5
minutos. Apos, foram adicionados 4x10* UFP de HSV-1 (cepa KOS) ou 2x10* UFP de CHIKV
(cepa SLZ12) em 50 uLL de meio MEM sem SFB e incubados por mais 15 min a 37°C. Controles

virais foram feitos usando-se 50 pL de meio MEM + 50 uL da suspensdo viral contendo 4x10*

UFP de HSV-1 (cepa KOS) ou 2x10* UFP de CHIKV (cepa SLZ12), e também controles

utilizando 50 pL das diferentes concentragdes das solugdes proteicas + 50 uL da mesma

suspensao viral.

Quadro 6 — Concentragdes de cada extrato utilizado no ensaio de atividade virucida na
presenca de solucdes proteicas.

ESPECIE CODIGO CVs0 (ng/mL) CONCENTRACAO x4
(ng/mL)*
Licania macrophylla 10 0,44 2
Licania macrophylla 11 0,23 0,3
Manilkara elata 13 0,103 0,2
Vouacapoua 17 0,203 0,3
americana

*A concentragdo utilizada ¢ multiplicada por 4 devido as dilui¢des realizadas ao longo do experimento com a
adigd@o de volumes equivalentes da solugédo proteica e suspensao viral. Fonte: A autora

Decorrido este periodo, foi realizada a diluicao das misturas (1:100) a fim de se obter

a concentragdo nao inibitoria das amostras, utilizando-se MEM gelado. A IR foi determinada

pelo método de placas de lise (item 4.5), conforme a formula:

%IR=1-

numero de placas material-teste
numero de placaS controle viral

x 100

6 A concentragio utilizada é 4x maior que o valor de CVsy de cada extrato, considerando que ela é reduzida ao
longo da adig¢ao de volumes equivalentes da solugdo proteica e suspensdo viral.
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Os percentuais de IR calculados foram inseridos no grafico e por analise de regressao
ndo linear os valores de CVso foram calculados, sendo esse a concentracao da amostra que
diminuiu em 50% a capacidade infectante de cada virus. Os valores calculados representam a

média de trés experimentos independentes.

48 AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA PARA FINS ANTISSEPTICOS EM
FASE 2 DE DESENVOLVIMENTO

Este ensaio foi conduzido conforme a normativa DIN EM 14476-2015, que busca
validar o desenvolvimento de desinfetantes quimicos e antissépticos por meio de um teste
quantitativo de suspensdo para avaliacdo da atividade virucida na &area médica e foi
desenvolvida por um instituto europeu de padronizagao (DIN, Deutsches Institut fiir Normung).
No presente trabalho, a normativa foi aplicada com adaptagdes objetivando avaliar a potencial
aplicagdo como antissépticos dos extratos mais ativos.

O preparo foi realizado em 4gua nio-filtrada conforme descrito na normativa’. As
suspensoes virais de HSV-1 cepa KOS foram preparadas de modo a gerar um titulo inicial de
10° TCID50/mL. O ensaio foi realizado com as amostras que mostraram maior potencial
virucida no ensaio realizado no item 4.6, utilizando as concentragdes obtidas pelo calculo dos
valores de CCso de cada um dos extratos, devido as dilui¢des realizadas ao longo deste ensaio.

Em um tubo cdnico de 15 mL foram adicionados 100 uL de uma substancia de
interferéncia (BSA 0,3%), 100 puL da suspensdo viral e 800 uL das solugdes contendo os
extratos. As solucdes foram homogeneizadas e mantidas em banho-maria a 22 °C por 120
segundos. Apods esse periodo, 500 pL das solu¢des foram misturados a 4,5 mL de meio de
cultivo (MEM + 2% de SFB) gelado para a inativagdo das particulas virais em banho de gelo.
Foram realizadas cinco dilui¢gdes virais para o teste.

Em placas de 96 cavidades, contendo 2,5 x 10%° células/cavidade da linhagem celular

Vero, foram adicionados 100 uL de cada diluig¢do viral em cada cavidade, cujo meio de cultivo

70 preparo da solugio + extrato para aplicagdo na norma foi realizado da seguinte forma: Soluc¢do A + Solugdo B

= Solu¢do C + Extrato.

- Preparo da solugdo A: 0,1984g de cloreto de magnésio e 0,4624g de cloreto de calcio foram dissolvidos em
100 mL de agua destilada. A solugdo foi esterilizada em autoclave.

- Preparo da solugdo B: 0,3502g de bicarbonato de sddio foram dissolvidos em 100 mL de 4dgua destilada e a
esterilizagdo ocorreu por filtragdo em membrana de 0,22pum.

- Preparo da solugdo C: 600 pL da solugdo A e 800 pL da solucdo B foram adicionados em 70 mL de agua
destilada filtrada em membrana.

Nessa solugdo, a partir do calculo da concentracdo desejada, o extrato foi adicionado.
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foi previamente aspirado. Foram mantidas cavidades apenas com meio de cultivo,
caracterizando o controle celular; cavidades com as suspensdes virais, caracterizando os
controles virais; e cavidades contendo MEM + amostra, para visualizar possiveis efeitos
citopaticos dos extratos. Apos incubagdo de 1 h a 37 °C e 5% CO2, 100 pL de meio foram
adicionados em cada cavidade.

As placas foram novamente incubadas por 48 h. A visualizacdo do efeito citopatico viral
de cada cavidade permitiu a determinacao da TCID50 (7issue Culture Infectious Dose) pelo
método adaptado de Spearman-Kérber, considerando as cavidades e as reciprocas das diluigdes

onde houve efeito citopatico evidente.

49  ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos, foram utilizados delineamentos de blocos completamente
casualizados ¢ um arranjo fatorial dos tratamentos (SOKAL; ROHLF, 1995). Cada cavidade
caracterizou uma unidade experimental e os tratamentos foram as diferentes concentragdes dos
extratos das plantas testadas. Os tratamentos e os controles positivos e negativos foram
distribuidos aleatoriamente e as repeti¢oes foram feitas em placas e momentos diferentes.

Os valores de CCso e Clso foram estimados por meio de curvas concentragdo-resposta
por analise de regressdo ndo-linear. Os experimentos foram realizados em triplicata e os
resultados expressos por meio da média de experimentos independentes com seu intervalo de
confianca de 95%.

As diferencas estatisticamente significativas ou ndo foram realizadas através dos testes
ANOVA/Tukey ou teste t ndo pareado, utilizando o programa GraphPad Prism® 8.2.1 (Graph
Pad Software, La Jolla, CA, EUA). O intervalo de confianca adotado foi de 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1  DETERMINACAO DOS TITULOS INFECCIOSOS VIRAIS
Os titulos infecciosos das suspensdes-estoques virais foram determinados conforme a
metodologia descrita no item 4.3.3. Ao longo do trabalho, mais de uma suspensao viral foi

produzida e utilizada. Os resultados estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Titulos infecciosos dos estoques virais utilizados.

Virus Suspensio-estoque viral Titulo (UFP/mL)
HSV-1 (KOS) 1 6,8 x 107
2 1,0 x 107
HSV-1 (29-R) 1 5,0 x 10°
2 5,0 x 10°
CHIKYV (SLZ12) 1 2,4x10°
2 7,2x 10°

Fonte: A autora (2022)

52  AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Para o desenvolvimento de novos farmacos, os testes de citotoxicidade sdo um pré-
requisito para avaliar a saude celular apés a exposi¢cdo ao material teste. Isso € feito por meio
de ensaios in vitro utilizando o cultivo de células animais, e permite a identificagdo de
substancias toxicas de maneira precisa antes mesmo dos testes in vivo e em seres humanos (LIU
etal.,2018).

Os ensaios de citotoxicidade permitem a répida obtencdo de resultados quantitativos
devido a possibilidade de triar grandes quantidades de materiais-testes em um curto espaco de
tempo e o controle das varidveis experimentais (BRIOSCHI et al., 2022). Além disso, os testes
podem ser utilizados para analisar a citotoxicidade de compostos além das células-alvo do
tratamento, permitindo uma observagdo preliminar de possiveis efeitos adversos (CHI;
BURROWS; ANDERSON, 2022).

Nesse sentido, foram testados 18 extratos de diferentes plantas medicinais quanto a sua
citotoxicidade por meio do ensaio colorimétrico da sulforrodamina B conforme o item 4.4,
frente a linhagem de células imortalizadas Vero, de modo a caracterizar a concentragdo

citotoxica para 50% das células (CCso) apds 48h de acdo dos extratos (Tabela 2).
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A concentracdo inicial testada para todas as amostras foi de 250 pg/mL e foram

realizadas diluigdes seriadas (1:2), resultando em 11 concentragdes diferentes para a analise em

regressao nao-linear, conforme descrito no item 4.4. O experimento foi realizado em triplicata,

bem como todos os experimentos do presente trabalho.

Tabela 2 - Relagao de espécies de plantas medicinais avaliadas e seus respectivos valores de
citotoxicidade (resultados expressos em CCso pg/mL e intervalo de confianca de 95%).

. . DROGA LiQUIDO CCs
ESPECIE CODIGO VEGETAL EXTRATOR (IC 95%)
. . 138,70
Ambelania acida 9 folhas etanol (57,69 a 333 .4)
. . 52,84
Ambelania acida 14 folhas etanol (36,40 2 76,68)
Brosimum acutifolium 7 folhas agua > 250,00
Lo 221,90
Licania macrophylla 10 folhas etanol (92.40 a 533,1)
Licania macrophylla 11 casca agua > 250,00
. 240,60
Manilkara elata 13 casca etanol (92,67 a 624.7)
3,94
Ouratea hexasperma 4 folhas etanol (1,132 a 1,374)
Ouratea hexasperma 6 folhas etanol > 250,00
Tabebuia serratifolia 15 casca etanol > 250,00
Uncaria guianensis 2 folhas agua > 250,00
Uncaria guianensis 3 folhas etanol > 250,00
. . . 101,40
Uncaria guianensis 8 folhas etanol (39.60 a 259.8)
Uncaria guianensis 12 casca etanol >250,00
Uncaria guianensis 16 folhas agua > 250,00
. 31,56
Vouacapoua americana 1 medula etanol (25,92 2 38.43)
. 73,80
Vouacapoua americana 5 casca etanol (49,38 a 110,3)
Vouacapoua americana 17 casca etanol > 250,00

Os valores de CCsp representam a média de trés experimentos independentes com seu respectivo Intervalo de
confianca de 95%. Fonte: A autora
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Analisando os resultados do teste de citotoxicidade, os extratos que apresentaram maior
citotoxicidade (CCso < 100 pg/mL) foram: os extratos etandlicos da medula e casca da espécie
V. americana (extratos 1 e 5, respectivamente); o extrato etanolico das folhas de 4. acida
(extrato 14) e, por fim, o extrato etanolico das folhas de O. hexasperma (extrato 4). Esse ultimo
apresentou-se como o mais citotoxico (CCso = 3,94 ug/mL). Estes extratos, possivelmente
contém metabdlitos citotoxicos, sinalizando que ndo seriam bons candidatos para os ensaios
subsequentes, em razao da elevada citotoxicidade em células da linhagem Vero, inviabilizando
a sobrevivéncia de células saudaveis e hospedeiras virais.

Ainda, cada solvente utilizado na extracdo ¢ capaz de extrair classes de metabolitos
especificas com base em sua polaridade. A 4dgua e o etanol, os dois solventes utilizados na
extracdo das drogas vegetais das 8 espécies do presente estudo, sdo liquidos extratores polares.
A 4gua extrai majoritariamente metabdlitos das classes das antocianinas, taninos, saponinas,
terpenos, polipeptidios e lecitinas. Ja o etanol extrai principalmente compostos das classes dos
taninos, polifenodis, poliacetilenos, flavonoides, terpenos, alcaloides e esterdis (PANDEY;
TRIPATHI, 2014).

Tratando-se da espécie V. americana, um trabalho desenvolvido por Kido et al. (2003)
revelou a presencga de cassanos diterpenoides no extrato das cascas utilizando o solvente cloreto
de metileno, além do trabalho de King (1955)e colaboradores, de 1955, que isolou dois
compostos cassanos furanoditerpénicos, o acido (+)-vouacapénico e (+)-metilvouacapenato.
Como sera exposto em mais detalhes na sequéncia do presente trabalho, o extrato etandlico das
cascas de V. americana de codigo 17 apresentou inibicdo significativa dos modelos virais
estudados. Além disso, os extratos das cascas se apresentaram menos citotoxicos quando em
comparagao com o extrato da medula de V. americana.

De modo interessante, os extratos de codigo 5 e 17 utilizaram o solvente etanol para
extracdo dos compostos das cascas de V. americana, entretanto, o extrato de codigo 5 foi mais
citotoxico quando em comparagdo ao de codigo 17 (CCso = 73,80 e > 250 pg/mL,
respectivamente). Isso pode ser explicado pelo fato de que as coletas do material vegetal para
a extra¢do foram realizadas em momentos diferentes, o que sustenta a presenca de diferentes
compostos conforme as variagdes das condi¢des ambientais (LOPES et al., 2017).

O extrato mais citotoxico dentre a triagem do presente estudo foi o da espécie O.
hexasperma, que também apresentou diferencas nos valores de CCso entre seus dois extratos
etanolicos das folhas da planta, semelhante a condigdo encontrada para os extratos de V.
americana citados anteriormente. O género Ouratea possui documentacdo da presenga de

diversos flanovoides e diflavonoides, e da espécie O. hexasperma foram isolados compostos
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como C-glicosilflavonas, prenilflavonoides, derivados de metoxi-isoflavonas, biisoflavonas
(FIDELIS, et al.,2014; MOREIRA et al., 1994). A espécie revelou, in vitro, possuir capacidade
antioxidante e antidiabética ao serem isolados os compostos trans-3-O-etilresveratrol-2-C-f3-
glicosideo, litospermosideo, 2,5-dimetoxi-benzoquinona, lup-20(30)-eno-3f3,28-diol, 7-O-
metilgenisteina, apigenina, luteolina e mentoflavona (FIDELIS, et al, 2019). Desses
compostos, luteolina e apigenina exibiram os melhores indices de capacidade antioxidante e
antidiabética.

Para A4. acida, nao foram encontradas informagdes em bibliografia sobre a composi¢ao
fitoquimica da espécie. Considerando outra espécie do género Ambelania, a Ambelania
occidentalis, o extrato metandlico das partes aéreas da planta permitiram o isolamento de dois
alcaloides ind6licos denominados vincamina 1 e 14-epi-vincamina (AYYAD et al., 2012). O
composto vincamina, quando isolado, j4 demonstrou potencial anti-inflamatério em lesdes
pulmonares in vitro e in vivo, bem como atividade anticancerigena frente a linhagem de cancer
pulmonar humana (A549) (AL-RASHED et al., 2021; RENUSHE et al., 2022).

Dessa forma, mesmo apresentando citotoxicidade na linhagem celular Vero, os
extratos etanolicos da medula e casca da espécie V. americana, o extrato etandlico das folhas
de A. acida e o extrato etandlico das folhas de O. hexasperma possuem bibliografia relatando
atividades biologicas importantes, que nao as antivirais, necessitando de estudos mais

aprofundados voltados para esses potenciais, bem como a analise fitoquimica detalhada.

5.3  TRIAGEM ANTIVIRAL: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL PELO
ENSAIO DE INIBICAO DA FORMACAO DAS PLACAS DE LISE

O ensaio de inibig¢do de formagao de placas de lise € utilizado como padrdo ouro para
testes com HSV e, como o CHIKV ¢ um virus de ciclo litico, a metodologia também foi
utilizada para esse modelo viral. No ensaio, um titulo viral conhecido ¢ inoculado em uma
linhagem celular permissiva a replicacdo viral e, as amostras-testes sdo aplicadas diluidas em
uma solucdo espessante que previne a propagacdo dos virus para as células adjacentes no
momento da lise celular. Com isso, ao final do experimento € possivel observar a formagao de
placas de lise celular que, ao serem quantificadas permitem o célculo da Clso, ou seja, a
concentracdo de cada amostra necessdria para inibir 50% da replicacdo viral (JEFFERY;
AARONS, 2009).

Ap6s a determinagdo da CCso, os extratos foram submetidos a uma triagem antiviral

frente aos modelos virais de HSV-1 (cepas KOS e 29-R) e de CHIKV (cepa SLZ12). O ensaio
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de inibi¢do da formacao das placas de lise permitiu selecionar os extratos mais ativos para cada
modelo viral e que, a0 mesmo tempo, também apresentaram baixa citotoxicidade para a
linhagem celular Vero (Tabela 3).

A triagem frente ao HSV-1 cepa 29-R foi inicialmente realizada na concentracdo de
50 pg/mL, entretanto, devido a citotoxicidade de algumas amostras, optou-se por continuar a

triagem na concentragdo de 25 pg/mL.

Tabela 3 — Resultados, expressos em % de inibi¢ao da replicagdo viral, da triagem antiviral
das plantas medicinais frente ao HSV-1 (cepas KOS e 29R) e CHIKV (cepa SLZ12), por
meio do método de inibi¢do da formacgao das placas de lise.

% INIBICAO VIRAL

DROGA LiQUIDO

VEGETAL EXTRATOR 1ov-1 ~ HSV-I - CHIKV

KOS 29-R SLZ12
(50 ug/mL) (25 pg/mL) (50 ng/mL)

ESPECIE  CD*

Aciclovir 100 0 NR
Ambelania folhas etanol 7900 2181 87.57
acida
Ambelania | folhas etanol 90,36 30,58 100,00
acida
Brosimum folhas agua 0,49 NR 30,13
acutifolium
Licania 10 folhas etanol 100,00 50,67 99.41
macrophylla
Licania 1 casca 4gua 96,35 12,04 68,36
macrophylla
Manilkara | 5 casca etanol 98,54 68,69 100,00
elata
Ouratea
4 folhas etanol 95,26 25,61 80,67
hexasperma
Quratea 6 folhas etanol 99,27 14,11 88.17
hexasperma
Tabel‘)uic‘z 15 casca etanol 3,77 NR 26,29
serratifolia
Uncaria folhas sgua 22,85 NR 39,12

guianensis
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Uncaria 3 folhas etanol 2421 NR 41,78
gulanenszs
U‘ncarza' 8 folhas etanol 57,61 NR 4391
gulanenszs
U‘ncarza' 12 casca etanol 53,30 NR 19,49
gulanenszs
Uncaria 16 folhas agua 1,58 NR 28,35
gulanenszs
Vouacapoua medula etanol 100,00 92,26 100,00
americana
Vouacapoua casca etanol 100,00 53,60 95,56
americana
Vouacapoua |, casca etanol 97,81 11,35 68,61
americana

Aciclovir foi empregado como controle positivo nos experimentos com HSV-1; NR = ndo realizado; CD =
codigo do extrato; Os valores % representam a média de trés experimentos independentes. A triagem da
cepa 29-R de HSV-1 foi realizada a 25 pg/mL devido a citotoxicidade apresentada por alguns extratos.

Fonte: A autora

Analisando os resultados da triagem antiviral dispostos na tabela 3, os extratos que
apresentaram inibi¢do maior que 50% foram considerados ativos. Assim, 12 extratos foram
ativos frente ao HSV-1 cepa KOS, dez foram ativos frente ao CHIKV, e quatro extratos foram
ativos para o HSV-1 cepa 29-R.

Todos os quatro extratos ativos para a cepa 29-R foram os mesmos que inibiram a cepa
KOS do HSV-1, sendo esses: extratos etandlicos da medula e cascas de V. americana (codigos
1 e 5, respectivamente), extrato etanolico das folhas de L. macrophylla (c6digo 10) e extrato
etanolico das cascas de M. elata (cddigo 13). Dentre esses, apenas o extrato etandlico da medula
de V. americana inibiu em mais de 90% o modelo viral 29-R, resistente ao aciclovir.

Os demais extratos que inibiram em mais de 50% a cepa KOS foram: extratos
etanolicos das folhas de O. hexasperma (codigos 4 e 6), extrato etandlico das folhas de U.
guianensis (codigo 8), extratos etandlicos das folhas de 4. acida (codigos 9 e 14), extrato
aquoso das cascas de L. macrophylla (cddigo 11), extrato etanolico das cascas de U. guianensis
(codigo 12) e extrato etandlico das cascas de V. americana (codigo 17).

Ja os 10 extratos que inibiram o CHIKV em mais de 50% foram: extratos etanolicos
da medula e cascas de V. americana (codigos 1, 5 e 17, respectivamente), extratos etanolicos

das folhas de O. hexasperma (cddigos 4 e 6), extratos etandlicos das folhas de 4. acida (c6digos
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9 e 14), extrato etanolico das folhas de L. macrophylla (c6digo 10), extrato aquoso das cascas
de L. macrophylla (cddigo 11) e extrato etanolico das cascas de M. elata (cddigo 13).

Nao foram encontrados resultados documentados de atividade antiviral frente HSV-1
ou CHIKYV da espécie V. americana (extratos ativos de codigos 1, 5 e 17). Entretanto, cassanos
diterpenos e furanoditerpenos que podem estar presentes nesta espécie ja demonstraram
potencial antiviral frente o Parainfluenza virus tipo 3 e o virus sincicial respiratorio (MAURYA
etal., 2012).

A espécie O. hexasperma (extratos ativos de codigos 4 e 6) nao possui bibliografia
antiviral documentada, mas outras espécies do género ja demonstraram potencial antiviral.
Avaliando extratos etanolicos, aquosos, diclorometano e de éter de petréleo da espécie OQuratea
lucens, foi constatada a atividade antiviral frente HSV-1, HSV-2, poliovirus, virus da estomatite
vesicular e virus parainfluenza tipo 3 (FIDELIS, et al., 2014). Outro trabalho demonstrou
atividade antiviral das espécies Ouratea castaneifolia, O. semiserrata ¢ O. spectabilis frente
HSV-1, Vaccinia virus e virus da encefalomiocardite murina (BAGLA; MCGAW,; ELOFF,
2012).

Ha documentagdo sobre as atividades anti-inflamatéria e antioxidante, e atividade
antiviral frente DENV para a espécie Uncaria guianensis (extrato ativo de cddigo 8) (ABDUL
et al., 2022). Outra espécie desse género, U. tomentosa, também foi ativa frente DENV e, além
desse, frente o virus influenza A (subtipo H3N2) (QIN et al., 2021). Da mesma espécie foram
sugeridos efeitos anti-HSV-1 relacionados a presenga de polifenois ou seu efeito sinérgico com
alcaloides (CAON et al., 2014).

Nao foram encontrados trabalhos sobre a atividade antiviral de 4. acida (extratos
ativos de codigos 9 e 14), ou mesmo sobre outras espécies do género Ambelania. Isso fortalece
o ineditismo do presente estudo. O trabalho de Oliveira e Almeida (2016) isolou compostos
alcaloides, esteroides, triterpenoides, fendis, taninos, agucares redutores e resinas nesta mesma
espécie. Dessa forma, pode-se supor que esses compostos sejam os responsaveis pela agao
antiviral observada no presente estudo.

Espécies do género Licania apresentam atividade antioxidante com a presenga de
taninos (LUNA et al., 2022). Ja a espécie L. canii possui flavonoides e triterpenoides (BILIA;
MENDEZ; MORELLI, 1996). Na sequéncia do presente trabalho serdo discutidos os resultados
relacionados a atividade antiviral de Licania macrophylla (extratos ativos de codigos 10 e 11).

O género Manilkara possui documentacdo da presenca de triterpenoides em sua
composicao (HILL; CONNOLLY, 2018). A espécie M. elata (extrato ativo de codigo 13) ndo

possui bibliografia sobre seu potencial antiviral, mas outras espécies do género apresentaram
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atividade in silico frente SARS-CoV-2 devido a compostos fenolicos (EL-MORDY et al.,
2020).

Com base nas amostras que inibiram os virus em ao menos 50%, foi realizado o ensaio
de inibicdo da formagdo das placas de lise em um segundo momento, de modo a viabilizar o
calculo da Clsp e do IS. O IS ¢ calculado por meio da razdo CCso/Clso e, quanto maior o seu
valor, maior a seletividade em relagdo ao virus, poupando a célula hospedeira em termos de
citotoxicidade (ANDERSEN et al., 2020).

A Figura 6 demonstra os valores de Clso calculados para as seis amostras que foram
consideradas ativas, num primeiro momento, tanto em relagdo ao HSV-1 (cepa KOS), quanto
ao CHIKV. Aplicando o teste de ANOVA seguido de Tukey, ndo houve diferencas
significativas (p > 0,05) entre os valores de Clso dos mesmos extratos ativos para as duas cepas
virais. Isso demonstra que os extratos foram ativos de maneira similar entre os diferentes

modelos virais, atuando possivelmente na inibi¢ao da replicagdo viral de modo semelhante.

Figura 6 — Valores de Clso (ug/mL) das amostras ativas frente ao HSV-1 (cepa KOS) e
CHIKYV (cepa SLZ12).
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Comparagdo da analise da atividade antiviral frente a cepa KOS de HSV-1 e frente ao CHIKV expressa em Clso
(ng/mL) por meio do ensaio de inibi¢do da formagdo de placas de lise. Eixo X: seis extratos ativos para ambos os
virus. Eixo Y: Clso (ng/mL). Extrato etandlico da medula de Vouacapoua americana (Codigo 1). Extrato etandlico
das folhas de Ouratea hexasperma (Codigo 4). Extrato etandlico das cascas de Vouacapoua americana (Codigo
5). Extrato etandlico das folhas de Licania macrophylla (Cédigo 10). Extrato etandlico das cascas de Manilkara
elata (Codigo 13). Extrato etandlico das cascas de Vouacapoua americana (Codigo 17). Estatistica: ANOVA, pos-
teste Tukey, p < 0,05 indica diferenca significativa. Fonte: A autora
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A partir do célculo do IS, foram definidos os extratos de maior atividade frente HSV-1
(KOS e 29-R) e CHIKV (SLZ12). A Tabela 4 mostra os extratos que apresentaram o maior
potencial na atividade antiviral para HSV-1 (cepa KOS) e CHIKV (cepa SLZ12), selecionados
a partir da observagao dos elevados valores dos IS e CCso, bem como baixas concentragdes na
Clso. O extrato aquoso das cascas de L. macrophylla nao apresentou elevada capacidade
antiviral frente CHIKV, inviabilizando o calculo dos valores de Cls e IS.

Entre os extratos testados no segundo ensaio de inibigao da formacao das placas de lise,
quatro apresentaram maior potencial antiviral frente ao HSV-1 (cepa KOS) e ao CHIKV (cepa
SL.Z12), sendo eles: o extrato aquoso das folhas e o extrato etandlico das cascas de Licania
macrophylla, e os extratos etandlicos das cascas de Manilkara elata e de Vouacapoua
americana, sendo que o extrato etandlico das cascas de Manilkara elata também foi o inico

ativo frente a cepa do HSV-1 resistente ao aciclovir (29-R), apresentando valores de Clso 17,9

ug/mL e IS 14,2.

Tabela 4 — Valores de CCso pg/mL, Clso pg/mL e IS das amostras mais ativas frente aos HSV-
1 (cepa KOS) e CHIKV (cepa SLZ12)

HSV-1 KOS CHIKV SLZ12
ESPECIE CD CCx CIso s CIso s
(IC 95%) (IC 95%)
i Lfcirco"”]j"lla 11,84 13,01
pryea 10 2219 (1091a 18,74  (8,04a 17,05
(extrato etandlico 16.99) 16,32)
das folhas) ’ ’
Lircan];'a” 1337
macropiyita 11 >250 (1l,11a 18,70 ND ND
(extrato aquoso da
16,09)
casca)
Manilkara elata 18,56 12,66
(extrato etandlico 13 240,6 (9,98 a 12,96 (12,16 a 19
da casca) 19,2) 21,89)
VO”";’.‘”’ oud 24,48 27,42
(exgzi ;i:r’l"ghco 17 >250 (14,12a 1021  (12,82a 9,12
30,49) 30,45)
da casca)

ND: nao definido, o extrato ndo apresentou potencial antiviral, inviabilizando o calculo de Clsg e IS; CD: cédigo;

os valores representam a média de trés experimentos independentes com seu respectivo intervalo de confianca de
95% (1C95%). Fonte: A autora
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Estudos com outras espécies do género Licania ja demonstraram o seu potencial
antiviral. Miranda e colaboradores (2002) testaram um extrato das sementes da espécie Licania
tomentosa (Benth.) frente a uma cepa de HSV-1 resistente ao aciclovir e, 0 mesmo apresentou
atividade virucida e antiviral em concentragdes nao-toxicas, revelando um potencial
microbicida. O extrato das sementes de L. tomentosa apresentaram elevada seletividade (IS =
851) para a cepa resistente ao aciclovir quando em comparacdo com os extratos de L.
macrophylla utilizados neste trabalho, que apresentaram valores de IS de 18,74 e 18,7 (extratos
das folhas e cascas, respectivamente) quando testados frente a cepa sensivel ao aciclovir.

Tratando-se do género Manilkara, em um estudo conduzido por Liu et al. (2019),
utilizando cumarinas derivadas dos frutos maduros da espécie Manilkara zapota, foi
demonstrado o potencial anti-HIV, sobretudo com agao na atividade da transcriptase reversa do
virus. Outros trabalhos citam a atividade de plantas do género Mimusops (sindnimo do género
Manilkara) frente ao HIV e HSV-1 (GAMI; PATHAK; PARABIA, 2012). A espécie Mimusops
elengi L., no trabalho realizado por Hattori et al. (1995) inibiu cerca de 46% a replicagdo do
HSV-1 numa concentracdo de 100 pg/mL. Em comparacdo, a espécie M. elata (extrato de
codigo 13) do presente estudo inibiu em 98,54% a replicacdo de HSV-1 quando testada em 50
ng/mL, demonstrando seu elevado potencial antiviral.

A estatistica de teste t ndo pareado entre os valores de Clsode KOS e 29-R para o extrato
de M. elata (extrato etandlico da casca) também nao demonstrou diferenca significativa. Sabe-
se que 95% dos casos resistentes a aciclovir sdo devido a mutagdes no gene UL23 que codifica
a timidina quinase, e 5% sdo atribuidos a mutagdes no gene UL30 que codifica a DNA
polimerase viral (FROBERT et al., 2014). No caso do aciclovir, ocorre a fosforilagdo pela
enzima timidina quinase de origem viral, para que o farmaco seja incorporado ao DNA do virus
e interrompa sua sintese e replicagdao (BRIK, 1993). Desse modo, pode-se dizer que, como nao
houve diferenca significativa entre a Clso do extrato de M. elata entre a cepa sensivel (KOS) e
resistente ao aciclovir (29-R), o extrato possivelmente agiu em alvos semelhantes ao longo da
replicagdo viral. Avaliando esse cenario, o extrato de M. elata apresenta potencial com vistas

ao desenvolvimento de farmacos antivirais em especial frente as cepas resistentes de HSV-1.

5.4  AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA DIRETA

O efeito virucida ocorre baseado em um mecanismo de agdo, envolvendo a interacao
de uma amostra com o envelope ou proteinas do capsideo viral, interferindo diretamente na

estrutura do virus e reduzindo sua infectividade (ZHOU et al., 2021). Isso pode ser interessante
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no combate a determinadas infec¢des virais, como por exemplo as infecgdes herpéticas, onde a
aplicagdo de produtos de uso tépico podem inativar diretamente as particulas virais (EKBLAD
et al., 2010).

Com base nos resultados obtidos pelos testes antivirais, os extratos mais ativos foram
escolhidos para avaliar seu efeito virucida direto. No teste, ¢ observado se ha inibi¢ao direta das
particulas virais antes mesmo de ocorrer contato com as células. Na metodologia realizada
(segundo item 4.6) uma mistura das amostras a serem testadas com um nimero conhecido de
particulas virais ¢ incubada por 15 min a 37 °C para mimetizar a temperatura corporal humana.

Os resultados dispostos na Figura 7 demonstram os valores de CVso para cada um dos
extratos testados frente HSV-1 (cepa KOS) e CHIKYV (cepa SLZ12). Em um primeiro momento,
todas as amostras foram testadas na faixa de concentracao de 50 — 0 pg/mL (dilui¢des na razao
1:2). Como todos os extratos inibiram 100% a infecciosidade viral das cepas testadas, revelando
um alto potencial virucida, novos ensaios foram realizados empregando-se menores
concentragdes até que, por fim, foram alcangadas as concentragdes que permitiram os célculos
das CV5so. Para a cepa 29-R de HSV-1, resistente ao aciclovir, a inica amostra ativa foi o extrato

etandlico das cascas de M. elata, resultando no valor de CVsode 1,52 pg/mL.

Figura 7 — Resultados da avaliag¢do da atividade virucida frente HSV-1 (cepa KOS) e CHIKV
(cepa SLZ12) dos extratos mais ativos expressos em valores de CVso (ug/mL).
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Comparacao da andlise da atividade virucida frente a cepa KOS de HSV-1 e frente ao CHIKV expressa em CVs
(pg/mL) por meio do ensaio de atividade virucida direta. Eixo X: extratos ativos. Eixo Y: CVso (ng/mL). Extrato
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etanolico das folhas de Licania macrophylla (Codigo 10). Extrato aquoso das cascas de Licania macrophylla
(Codigo 11). Extrato etanolico das cascas de Manilkara elata (Codigo 13). Extrato etandlico das cascas de
Vouacapoua americana (Codigo 17). Estatistica: ANOVA, pos-teste Tukey. Fonte: A autora

Todos os valores de CVso foram menores do que os valores obtidos para Clso nos testes
da atividade antiviral anteriormente citados. A fim de constatar se as concentragdes antivirais ¢
virucidas foram significativamente diferentes entre os extratos mais ativos foi aplicada
ANOVA seguida de teste de Tukey. Quando comparados os valores de Clso e CVso entre os
extratos mais ativos e as trés cepas virais, o extrato 13 (Manilkara elata) foi o Gnico a apresentar
diferencga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os valores encontrados para a cepa
resistente ao aciclovir de HSV-1 (29-R) e para CHIKV. De toda forma, todos os extratos mais
ativos testados apresentaram atividade virucida em uma concentragao menor do que a utilizada
nos ensaios antivirais, mostrando maior potencial virucida do que antiviral.

Além disso, todos extratos apresentaram uma atividade virucida estatisticamente mais
expressiva quando comparado ao seu potencial antiviral, em especial o extrato etanolico das
cascas de Vouacapoua americana (extrato 17), o qual apresentou valores de CVso
estatisticamente menores do que os valores de Clso frente ao HSV-1 (KOS) e CHIKV (p < 0,05,
teste de Tukey).

Levando em consideragdo que os extratos mais ativos apresentaram maior potencial
virucida do que antiviral pode-se propor que esses atuaram de forma semelhante, possivelmente
causando danos a estrutura das trés cepas virais e, desse modo, inviabilizando o processo de
adsor¢do e penetracao viral nas células. Mais especificamente, a inativagdo viral a partir dos
extratos pode estar relacionada com a ligacdo dos componentes dos extratos as proteinas dos
envelopes virais, influenciando nos primeiros estagios de replicacao.

Pode-se sugerir, dessa forma, que os quatro extratos de maior atividade das espécies
Licania macrophylla, Manilkara elata e Vouacapoua americana, apOs isolamento e
identificacdo dos compostos com atividades virucidas, poderiam ser empregados em
formulagdes microbicidas para utilizacdo no combate a infeccdes por HSV-1 e CHIKV,
reduzindo a transmissao viral. O presente estudo trata-se de um trabalho inicial, com pesquisas
in vitro, na tentativa de identificar novas possibilidades no tratamento das infec¢des causadas
por HSV-1 e CHIKV, sendo necessarios estudos extras para a validacdo e implementacao de

produtos baseados nas informagdes apresentadas neste trabalho.
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5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA DIRETA NA PRESENCA DE
SOLUCOES PROTEICAS

Como os resultados da atividade virucida direta descritos anteriormente demonstraram
potente atividade virucida dos extratos, com 100% de inibi¢do nas maiores concentragdes
testadas, foi realizada a avaliagdo da atividade virucida na presenga de BSA conforme a
metodologia descrita no item 4.7. O teste foi realizado com o objetivo de analisar se a presenca
de solugdes ricas em proteina teria influéncia na acdo virucida das amostras testadas,
visualizando o uso clinico dos extratos.

Objetivando o desenvolvimento de um possivel medicamento virucida de uso tdpico,
os testes foram conduzidos apenas com a cepa KOS de HSV-1 devido a problematica das lesdes
em mucosas causadas durante a infec¢ao por esse virus. Os resultados estdo dispostos na tabela

5.

Tabela 5 — Resultados da inativagdo de HSV-1 (cepa KOS) das amostras mais ativas na
presenca de solucdes proteicas.

BSA (%) L. macrophylla L. macrophylla M. elata V. americana
(ext. etan. folhas) (ext. ag. cascas) (ext. etan. cascas)  (ext. etan. cascas)
X c X o X o X o
0,5 31,72 13,38 48,12 11,71 35,70 24,54 45,52 20,23

0,05 3495 1438 52,52 4,66 6244 10,15 32,87 18,83
0,005 33,64 17,87 47,50 7,97 23,74 7,26 47,60 28,48
0,0005 57,03 829 30,35 26,14 25,10 561 39,78 35,55
0,00005 4466 921 31,70 2588 1541 16,85 51,19 30,83

Resultados expostos em porcentagem de inativagao viral. X: média; o: desvio padrdo. Extrato etandlico das folhas
de Licania macrophylla. Extrato aquoso das cascas de Licania macrophylla. Extrato etandlico das cascas de
Manilkara elata. Extrato etandlico das cascas de Vouacapoua americana. Fonte: A autora

Com base nos resultados apresentados na tabela 5, pode-se observar que, apesar da
infecciosidade residual ter sofrido uma pequena variagdo na presenga de solugdes proteicas, a
capacidade virucida dos extratos manteve-se constante reafirmando a capacidade virucida dos
extratos. Essa constatagdo foi confirmada a partir da analise dos dados por meio de ANOVA,
ndo havendo diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) quando analisados as

porcentagens de inibi¢do nas diferentes concentracdes de BSA.
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5.6  AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA PARA FINS ANTISSEPTICOS EM
FASE 2 DE DESENVOLVIMENTO

Visando a aplicagdo dos extratos mais ativos em um produto de acdo antisséptica
contra HSV-1 (cepa KOS), o protocolo de DIN EN 14476:2015-12 foi aplicado com
adaptacdes, conforme descrito no item 4.8.

Os resultados apontaram o extrato aquoso das cascas de Licania macrophylla e o
extrato etandlico das cascas de Vouacapoua americana como sendo os mais ativos, com a
média entre as triplicatas resultando na diminuicdo do titulo viral de 10® para 10° TCID50 e
10° TCID50 para os respectivos extratos. Estes resultados sugerem que esses extratos possuem
uma relevante a¢do virucida mesmo em um curto tempo de agdo (120 segundos) e sem
expressiva influéncia na presenga de matéria organica (BSA), sendo bons candidatos para o
desenvolvimento de formulacdes para aplicagdo em antissépticos para o HSV-1.

Um trabalho desenvolvido por Pradhan e Nguyen (2018) verificou a agdo virucida de
dois compostos, MST-312 (inibidor de telomerase sintético) e o seu correspondente natural, o
galato de epigalocatequina (EGCQG) frente HSV-1, constatando a inativa¢do dos virions na
temperatura de 37° e temperatura ambiente. O mesmo foi observado no presente trabalho, onde
os extratos etanolico das folhas e aquoso das cascas de Licania macrophylla e extratos
etanolicos das cascas de Manilkara elata e Vouacapoua americana apresentaram relevante agao
virucida quando em contato com o virus a 37 °C durante 15 minutos, enquanto que os extratos
aquoso das cascas de Licania macrophylla e etandlico das cascas de Vouacapoua americana
apresentaram acao virucida em temperatura ambiente apos 120 segundos de contato com HSV-
1.

Os achados desse ensaio corroboram a hipdtese descrita anteriormente (item 5.4), de
que a agdo virucida possivelmente se deu em razao da desestruturac¢ao dos virions pelos extratos
mais ativos citados acima, impossibilitando o inicio do processo de replicacio do HSV-1

(estagios de adsorcao e penetracao viral).
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os extratos etandlico das folhas e aquoso das cascas de Licania macrophylla e os
extratos etanolicos das cascas de Manilkara elata e de Vouacapoua americana apresentaram
elevado potencial antiviral frente aos virus HSV-1 (cepa KOS) e CHIKV. Possivelmente, os
extratos agiram de modo semelhante, indicando sua acdo na replicacdo viral dos modelos
testados. Assim, os extratos tornam-se bons candidatos ao desenvolvimento de farmacos
antivirais, principalmente observando a falta de medicamentos especificos anti-CHIKV. O
extrato de M. elata foi capaz de inibir a cepa 29-R de HSV-1, sendo de interesse para o
desenvolvimento de farmacos capazes de combater as cepas resistentes ao aciclovir.

De modo interessante, os quatro extratos de maior potencial antiviral também
demonstraram elevada capacidade virucida, constatando que a a¢do virucida foi superior a agao
antiviral. Nesse caso, sugere-se que os extratos induziram a desintegracao da estrutura dos
virions, agindo nas etapas anteriores a replicagdo viral. Desse modo, testes futuros devem ser
realizados de modo a viabilizar a utilizagao dos compostos ativos isolados destes extratos em
formulagdes microbicidas (HSV-1) e, no caso de CHIKV, a adi¢do em formulas de repelentes
para aumentar a eficiéncia destes produtos. Além disso, a influéncia de solugdes proteicas
(BSA), tratando-se da cepa KOS de HSV-1, ndo afetou significativamente a agdo virucida das
amostras, revelando estabilidade no efeito virucida.

Por fim, o extrato aquoso das cascas de L. macrophylla manteve sua acdo virucida,
diminuindo a concentragdo viral apds contato por 120 segundos com a cepa KOS de HSV-1.
Assim, suportando a ideia do desenvolvimento de antissépticos frente ao HSV-1.

Para validar a aplica¢do biotecnoldgica desses extratos, serdo necessarios ensaios de
mecanismo de acdo das amostras frente os modelos virais estudados, bem como a analise

fitoquimica detalhada para a formulagao de produtos em fases posteriores.



68

REFERENCIAS

ABD EL-MORDY, F. M. et al. Inhibition of SARS-CoV-2 main protease by phenolic
compounds from Manilkara hexandra (Roxb.) Dubard assisted by metabolite profiling and in

silico virtual screening. RSC advances, v. 10, n. 53, p. 32148-32155, 28 ago. 2020.

ABDELNABI, R. et al. Antiviral drug discovery against arthritogenic alphaviruses: Tools and
molecular targets. Biochemical Pharmacology, v. 174, p. 113777, 1 abr. 2020.

ABDUL, R. et al. An updated review on the antimicrobial and pharmacological properties of
Uncaria (Rubiaceae). Journal of Herbal Medicine, v. 34, p. 100573, 1 jul. 2022.

ABRAHAM, R. et al. ADP-ribosyl-binding and hydrolase activities of the alphavirus nsP3
macrodomain are critical for initiation of virus replication. Proceedings of the National

Academy of Sciences, v. 115, n. 44, p. E10457-E10466, 30 out. 2018.
AGBODZI, B. et al. Chikungunya viruses containing the A226V mutation detected
retrospectively in Cameroon form a new geographical subclade. International Journal of

Infectious Diseases, v. 113, p. 65-73, 1 dez. 2021.

AGGARWAL, A.; GARG, N. Newer Vaccines against Mosquito-borne Diseases. The Indian
Journal of Pediatrics, v. 85, n. 2, p. 117123, fev. 2018.

AGGARWAL, B. B. et al. Role of resveratrol in prevention and therapy of cancer: preclinical
and clinical studies. Anticancer research, v. 24, n. 5A, p. 2783-840, 2004.

AGUIAR, B. S. et al. Potential risks of Zika and chikungunya outbreaks in Brazil: A

modeling study. International Journal of Infectious Diseases, v. 70, p. 20-29, 1 maio 2018.

AL-RASHED, S. et al. Vincamine, a safe natural alkaloid, represents a novel anticancer

agent. Bioorganic Chemistry, v. 107, p. 104626, 1 fev. 2021.

ALAMGIR, A. N. M. Therapeutic Use of Medicinal Plants and their Extracts: Volume 2:



69

Phytochemistry and Bioactive Compounds. [s.l.] Springer International Publishing, 2018.
v. 2.

ALLARD, P.-M. et al. Antiviral chlorinated daphnane diterpenoid orthoesters from the bark
and wood of Trigonostemon cherrieri. Phytochemistry, v. 84, p. 160-168, 1 dez. 2012.

ALMEIDA, E. B. DE et al. Leaf morphology and anatomy of Manilkara Adans. (Sapotaceae)
from northeastern Brazil. Plant Systematics and Evolution, v. 299, n. 1, p. 1-9, 29 jan.

2013.

ALVAREZ, D. M. et al. Current Antivirals and Novel Botanical Molecules Interfering With
Herpes Simplex Virus Infection. Frontiers in Microbiology, v. 11, n. 139, p. 1-19, 11 fev.
2020.

AMARAL, J. K.; BILSBORROW, J. B.; SCHOEN, R. T. Chronic Chikungunya Arthritis and
Rheumatoid Arthritis: What They Have in Common. The American Journal of Medicine, v.

133, n. 3, p. €91-e97, 1 mar. 2020.

ANDERSEN, P. L. et al. Discovery and development of safe-in-man broad-spectrum antiviral
agents. International Journal of Infectious Diseases, v. 93, p. 268-276, 1 abr. 2020.

ARAGADO, C.F. et al. Circulation of Chikungunya virus in Aedes aegypti in Maranho,
Northeast Brazil. Acta Tropica, v. 186, p. 1-4, 1 out. 2018.

ARAKAWA, T. et al. Antiviral and Virucidal Activities of Natural Products. Current
Medicinal Chemistry, v. 16, n. 20, p. 2485-2497, 1 jul. 2009.

AYYAD, S. E. N. et al. Vincamine and 14-epi-vincamine indole alkaloids from Ambelania
occidentalis. Journal of Saudi Chemical Society, v. 16, n. 4, p. 419-422, 1 out. 2012.

BAGLA, V. P.; MCGAW, L. J.; ELOFF, J. N. The antiviral activity of six South African
plants traditionally used against infections in ethnoveterinary medicine. Veterinary

Microbiology, v. 155, n. 2—4, p. 198-206, 23 mar. 2012.



70

BARCELOS, L. B. et al. Andlise fitoquimica e das atividades citotoxica, antioxidante, e
antibacteriana das flores de Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholson. Revista Fitos, v. 11, n. 1,

2017.

BARRETT, P. N. et al. Vero cell technology for rapid development of inactivated whole virus
vaccines for emerging viral diseases. Expert Review of Vaccines, v. 16, n. 9, p. 883—-894, 2

set. 2017.

BEN-SHABAT, S. et al. Antiviral effect of phytochemicals from medicinal plants:
Applications and drug delivery strategies. Drug Delivery and Translational Research, v.

10, n. 2, p. 354-367, 1 abr. 2020.

BHAT, S. M. et al. Spectrum of candidate molecules against Chikungunya virus - an insight
into the antiviral screening platforms. Expert Review of Anti-Infective Therapy, v. 17, n. 4,

p. 243-264, 3 abr. 2019.

BILIA, A. R.; MENDEZ, J.; MORELLLI, I. Phytochemical investigations of Licania genus.
Flavonoids and triterpenoids from Licania carii. Pharmaceutica Acta Helvetiae, v. 71, n. 3,
p. 191-197, 1 ago. 1996.

BORGHERINI, G. et al. Outbreak of chikungunya on Reunion Island: Early clinical and
laboratory features in 157 adult patients. Clinical Infectious Diseases, v. 44, n. 11, p. 1401-
1407, 1 jun. 2007.

BRASIL. Chikungunya: Manejo Clinico. Brasilia: Ministério da Saude, 2017. v. 2% edicao.
BRIK, D. Antivirais. Arq. Bras. Oftal., v. 56, n. 6, p. 302-307, 1993.

BRIOSCHI, M. B. C. et al. Models for cytotoxicity screening of antileishmanial drugs: what
has been done so far? International Journal of Antimicrobial Agents, p. 106612, 9 jun.

2022.

BUTANTAN. Vacina da chikungunya ¢ segura e gera resposta imune duradoura em 96% dos



71

voluntarios, apontam resultados finais de fase 3 nos EUA. Disponivel em: <
https://butantan.gov.br/noticias/vacina-da-chikungunya-e-segura-e-gera-resposta-imune-
duradoura-em-96-dos-voluntarios-apontam-resultados-finais-de-fase-3-nos-eua>. Acesso em:

10 jul. 2022.

CAMPBELL, L. P. et al. Climate change influences on global distributions of dengue and
chikungunya virus vectors. Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological

Sciences, v. 370, n. 1665, p. 1-9, 2015.

CAON, T. et al. Antimutagenic and antiherpetic activities of different preparations from
Uncaria tomentosa (cat’s claw). Food and Chemical Toxicology, v. 66, p. 30-35, 1 abr.

2014.

CARDOSO, D. et al. Amazon plant diversity revealed by a taxonomically verified species
list. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v.

114, n. 40, p. 10695-10700, 3 out. 2017.

CARVALHO, M. V. et al. Investigations on the anti-inflammatory and anti-allergic activities
of the leaves of Uncaria guianensis (Aublet) J. F. Gmelin. Inflammopharmacology, v. 14, n.

1-2, p. 48-56, mar. 2006.

CHAVES, E. M. F.; BARROS, R. F. M. Diversidade e uso de recursos medicinais do
carrasco na APA da Serra da Ibiapaba, Piaui, Nordeste do Brasil. Revista Brasileira de

Plantas Medicinais, v. 14, n. 3, p. 476486, 2012.

CHEN, M. W. et al. Chikungunya virus nsP4 RNA-dependent RNA polymerase core domain
displays detergent-sensitive primer extension and terminal adenylyltransferase activities.

Antiviral Research, v. 143, p. 3847, 1 jul. 2017.
CHI, L. H.; BURROWS, A. D.; ANDERSON, R. L. Can preclinical drug development help
to predict adverse events in clinical trials? Drug Discovery Today, v. 27, n. 1, p. 257-268, 1

jan. 2022.

CIVITELLI, L. et al. In vitro inhibition of herpes simplex virus type 1 replication by Mentha



72

suaveolens essential oil and its main component piperitenone oxide. Phytomedicine, 2014.

CLERCQ, E. DE; E., D. C. Approved antiviral drugs over the past 50 years. . Clinical
Microbiology Reviews , v. 29, n. 3, p. 695-747, 2016.

COLE, S. Herpes Simplex Virus: Epidemiology, Diagnosis, and Treatment. Nursing Clinics
of North America, v. 55, n. 3, p. 337-345, 1 set. 2020.

CORREIA, A. F. et al. Amazonian plant crude extract screening for activity against
multidrug-resistant bacteria. European Review for Medical and Pharmacological Sciences,

v. 12, n. 6, p. 369-380, nov. 2008.

COS, P. et al. Plant Substances as Anti-HIV Agents Selected According to Their Putative
Mechanism of Action L. Journal of Natural Products, v. 67, n. 2, p. 284-293, fev. 2004.

COS, P. et al. Anti-infective potential of natural products: How to develop a stronger in vitro

‘proof-of-concept’. Journal of Ethnopharmacology, v. 106, n. 3, p. 290-302, 19 jul. 2006.

CRAGG, G. M.; NEWMAN, D. J. Plants as a source of anti-cancer agents. Journal of
Ethnopharmacology, v. 100, n. 1-2, p. 72-79, 22 ago. 2005.

CRAGG, G. M.; NEWMAN, D. J. Natural products: a continuing source of novel drug leads.
Biochimica et biophysica acta, v. 1830, n. 6, p. 3670-3695, jun. 2013.

CRIML S. et al. Herpes Virus, Oral Clinical Signs and QoL: Systematic Review of Recent
Data. Viruses, v. 11, n. 5, p. 463, 21 maio 2019.

DANIEL, J. F. D. S. et al. Others flavonoids from Ouratea hexasperma (Ochnaceae). Journal
of the Brazilian Chemical Society, v. 16, n. 3 B, p. 634-638, 2005.

DANIEL, J. F. DE S. et al. Antitumor activity of biflavonoids from Ouratea and Luxemburgia

on human cancer cell lines. Indian Journal of Pharmacology, v. 39, n. 4, p. 184, 2007.

DAS, P. K.; MERITS, A.; LULLA, A. Functional Cross-talk between Distant Domains of



73

Chikungunya Virus Non-structural Protein 2 Is Decisive for Its RNA-modulating Activity.
Journal of Biological Chemistry, v. 289, n. 9, p. 5635-5653, 28 fev. 2014.

DEEBA, F. et al. Global transmission and evolutionary dynamics of the Chikungunya virus.

Epidemiology and Infection, v. 148, p. €63, 19 fev. 2020.

DELISLE, E. et al. Chikungunya outbreak in Montpellier, France, september to october 2014.
Eurosurveillance, v. 20, n. 17, p. 21108, 30 abr. 2015.

DIAS, J. P. et al. Seroprevalence of Chikungunya Virus after Its Emergence in Brazil.

Emerging Infectious Diseases, v. 24, n. 4, p. 617, 1 abr. 2018.

DICKSON, R. A.; HOUGHTON, P. J.; HYLANDS, P. J. Antibacterial and antioxidant
cassane diterpenoids from Caesalpinia benthamiana. Phytochemistry, v. 68, n. 10, p. 1436—

1441, maio 2007.

DICKSON, R.; FLEISCHER, T.; HOUGHTON, P. Cassane-type diterpenoids from the genus

Caesalpinia. Pharmacognosy Communications, v. 1, n. 1, p. 63-77, 1 jul. 2011.

DONG, H. et al. Antiviral strategies targeting herpesviruses. Journal of Virus Eradication,
v.7,n. 3, p. 100047, 1 set. 2021.

DUTECH, C.; MAGGIA, L.; JOLY, H. 1. Chloroplast diversity in Vouacapoua americana
(Caesalpiniaceae), a neotropical forest tree. Molecular Ecology, v. 9, n. 9, p. 1427-1432, 1
set. 2000.

EKBLAD, M. et al. A highly lipophilic sulfated tetrasaccharide glycoside related to
muparfostat (PI-88) exhibits virucidal activity against herpes simplex virus. Antiviral

Research, v. 86, n. 2, p. 196-203, 1 maio 2010.

FARIA, N. R. et al. Epidemiology of Chikungunya Virus in Bahia, Brazil, 2014-2015. PLoS
Currents, 1 fev. 2016.

FEIBELMAN, K. M. et al. Identification of small molecule inhibitors of the Chikungunya



74

virus nsP1 RNA capping enzyme. Antiviral Research, v. 154, p. 124-131, jun. 2018.

FIDELIS, Q. C. et al. Ouratea genus: chemical and pharmacological aspects. Revista

Brasileira de Farmacognosia, v. 24, n. 1, p. 1-19, 1 jan. 2014.

FIDELIS, Q. C. et al. Chemical and Biological insights of Ouratea hexasperma (A. St.-Hil.)
Baill.: a source of bioactive compounds with multifunctional properties. Natural Product

Research, v. 33, n. 10, p. 1500-1503, 19 maio 2019.

FONSECA, M. S. DA; JUNIOR, M. C. DA S. Fitossociologia ¢ similaridade floristica entre
trechos de Cerrado sentido restrito em interflivio e em vale no Jardim Botanico de Brasilia,

DF. Acta bot. bras., v. 18, n. 1, p. 19-29, 2004.

FROBERT, E. et al. Resistance of herpes simplex viruses to acyclovir: An update from a ten-

year survey in France. Antiviral Research, v. 111, p. 3641, 1 nov. 2014.

FROS, J. J.; PIILMAN, G. P. Alphavirus infection: Host cell shut-off and inhibition of

antiviral responses. Viruses, v. 8, n. 6, p. 166, 11 jun. 2016.

GAMI, B.; PATHAK, S.; PARABIA, M. Ethnobotanical, phytochemical and
pharmacological review of Mimusops elengi Linn. Asian Pacific Journal of Tropical

Biomedicine, v. 2, n. 9, p. 743-748, 1 set. 2012.

GHILDIYAL, R.; GABRANI, R. Antiviral therapeutics for chikungunya virus. Expert
opinion on therapeutic patents, v. 30, n. 6, p. 467-480, 2 jun. 2020.

GOIS, B. M. et al. Regulatory T cells in acute and chronic human Chikungunya infection.
Microbes and Infection, v. 24, n. 3, p. 104927, 1 abr. 2022.

GOMES, M. DO L. et al. Usos medicinais e composi¢ao quimica das folhas de Licania
macrophylla Benth.(Chrysobalanaceae). Brazilian Journal of Pharmacy, v. 87, n. 1, p. 26—

29, 2006.

GOMEZ-CALDERON, C. et al. Antiviral effect of compounds derived from the seeds of



75

Mammea americana and Tabernaemontana cymosa on Dengue and Chikungunya virus
infections. BMC Complementary and Alternative Medicine, v. 17, n. 1, p. 57, 18 dez.
2017.

GRANDADAM, M. et al. Chikungunya Virus, Southeastern France. Emerging Infectious
Diseases, v. 17, n. 5, p. 910, 2011.

HAPUARACHCHI, H. C. et al. Re-emergence of Chikungunya virus in South-east Asia:
Virological evidence from Sri Lanka and Singapore. Journal of General Virology, v. 91, n.

4, p. 1067-1076, 1 abr. 2010.

HARRIS, S. A.; HARRIS, E. A. Molecular Mechanisms for Herpes Simplex Virus Type 1
Pathogenesis in Alzheimer’s Disease. Frontiers in aging neuroscience, v. 10, n. MAR, 6

mar. 2018.

HARRISON, K. S.; JONES, C. Regulation of herpes simplex virus type 1 latency-reactivation

cycle and ocular disease by cellular signaling pathways. Experimental Eye Research, v. 218,

p. 109017, 1 maio 2022.

HATTORI, M. et al. Inhibitory effects of various ayurvedic and Panamanian medicinal plants
on the infection of herpes simplex virus-1 in vitro and in vivo. Phytotherapy Research, v. 9,

n. 4, p. 270-276, 1995.

HEITZMAN, M. E. et al. Ethnobotany, phytochemistry and pharmacology of Uncaria
(Rubiaceae). Phytochemistry, v. 66, p. 5-29, 1 jan. 2005.

HERBARIO VIRTUAL AUSTRAL AMERICANO. Disponivel em:
<https://herbariovaa.org/>. Acesso em: 09 set. 2022.

HERTZ, J. T. et al. Chikungunya and Dengue Fever among Hospitalized Febrile Patients in
Northern Tanzania. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 86, n. 1,

p. 171, 1 jan. 2012.

HILL, R. A.; CONNOLLY, J. D. Triterpenoids. Natural Product Reports, v. 35, n. 12, p.



76

1294-1329, 1 jan. 2018.

HO, D. Y.; ENRIQUEZ, K.; MULTANI, A. Herpesvirus Infections Potentiated by Biologics.
Infectious Disease Clinics of North America, v. 34, n. 2, p. 311-339, 1 jun. 2020.

HU, J. M.; HSIUNG, G. D. Evaluation of new antiviral agents: 1. In vitro perspectives.
Antiviral Research, v. 11, n. 5-6, p. 217-232, 1 jun. 1989.

HUANG, Y. et al. Receptors and ligands for herpes simplex viruses: Novel insights for drug
targeting. Drug Discovery Today, v. 27, n. 1, p. 185-195, 1 jan. 2022.

IVES, A. M.; BERTKE, A. S. Stress Hormones Epinephrine and Corticosterone Selectively
Modulate Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) and HSV-2 Productive Infections in Adult
Sympathetic, but Not Sensory, Neurons. Journal of Virology, v. 91, n. 13, 1 jul. 2017.

JAVELLE, E. et al. The challenge of chronic chikungunya. Travel Medicine and Infectious
Disease, v. 15, p. 3-4, 1 jan. 2017.

JOSHI, B. et al. Antibacterial, Antifungal, Antiviral, and Anthelmintic Activities of Medicinal
Plants of Nepal Selected Based on Ethnobotanical Evidence. Evidence-Based

Complementary and Alternative Medicine, v. 2020, p. 1-14, 22 abr. 2020.

JUNIOR, J. G. DE P.; SOUZA, L. L. L. DE. Medicinal plants used in the Amazon region : a

systematic review. Research, Society and Development, v. 10, n. 14, p. 1-16, 2021.

KARLAS, A. et al. A human genome-wide loss-of-function screen identifies effective

chikungunya antiviral drugs. Nature Communications, v. 7, n. 1, p. 1-14, 12 set. 2016.

KARPE, Y. A.; AHER, P. P.; LOLE, K. S. NTPase and 5’-RNA Triphosphatase Activities of
Chikungunya Virus nsP2 Protein. PLoS ONE, v. 6, n. 7, p. €22336, 19 jul. 2011.

KELLY, B. J. et al. Functional roles of the tegument proteins of herpes simplex virus type 1.
Virus Research, v. 145, n. 2, p. 173—-186, 1 nov. 2009.



77

KENDRA, J. A. et al. Functional and structural characterization of the chikungunya virus
translational recoding signals. Journal of Biological Chemistry, v. 293, n. 45, p. 17536—
17545, 9 nov. 2018.

KHAN, M. et al. Assessment of in vitro prophylactic and therapeutic efficacy of chloroquine
against chikungunya virus in vero cells. Journal of Medical Virology, v. 82, n. 5, p. 817—

824, 1 maio 2010.

KIDO, T.; TANIGUCHI, M.; BABA, K. Diterpenoids from Amazonian crude drug of
Fabaceae. Chemical & pharmaceutical bulletin, v. 51, n. 2, p. 207-208, fev. 2003.

KING, F. E.; JONES, G. The Chemistry of Extractives from Hardwoods. Part XXI.* The
Structure of Eperuic Acid. Journal of the Chemical Society, n. 658, 1955.

KNIPE, D. M.; WHITLEY, R. Herpes Simplex Virus 1 and 2 (Herpesviridae). In:
Encyclopedia of Virology. [s.l.] Elsevier, 2021. p. 404-413.

KOBILER, O. et al. Herpesvirus replication compartments originate with single incoming

viral genomes. mBio, v. 2, n. 6, 20 dez. 2011.

KRAEMER, M. U. G. et al. Past and future spread of the arbovirus vectors Aedes aegypti and
Aedes albopictus. Nature Microbiology 2019 4:5,v. 4, n. 5, p. 854-863, 4 mar. 2019.

KRIL, V. et al. New Insights into Chikungunya Virus Infection and Pathogenesis. Annual
review of virology, v. 8, n. 1, p. 327-347, 29 set. 2021.

KUMAR, N. P. et al. A226V mutation in virus during the 2007 chikungunya outbreak in
Kerala, India. Journal of General Virology, v. 89, n. 8, p. 1945-1948, 1 ago. 2008.

KUMAR, S. et al. Chikungunya virus nsP1 interacts directly with nsP2 and modulates its
ATPase activity. Scientific Reports, v. 8, n. 1, p. 1045, 18 dez. 2018.

KUMAR, S. P. et al. Pathogenesis and life cycle of herpes simplex virus infection-stages of

primary, latency and recurrence. Journal of Oral and Maxillofacial Surgery, Medicine,



78

and Pathology, v. 28, n. 4, p. 350-353, 1 jul. 2016.

LAW, Y.-S. et al. Structural insights into RNA recognition by the Chikungunya virus nsP2
helicase. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 116, n. 19, p. 9558-9567, 7
maio 2019.

LEDOUX, A. et al. Antiplasmodial, anti-chikungunya virus and antioxidant activities of 64
endemic plants from the Mascarene Islands. International Journal of Antimicrobial

Agents, v. 52, n. 5, p. 622-628, 1 nov. 2018.

LEE, K. et al. Bioactive Indole Alkaloids from the Bark of Uncaria guianensis. Planta
Medica, v. 65, n. 08, p. 759-760, 4 dez. 1999.

LEMOS, T. L. G. et al. Quinones from plants of northeastern Brazil: structural diversity,
chemical transformations, NMR data and biological activities. Natural Product Research, v.

21, n. 6, p. 529-550, 20 maio 2007.
LENTSCHER, A. J. et al. Chikungunya virus replication in skeletal muscle cells is required
for disease development. The Journal of clinical investigation, v. 130, n. 3, p. 14661478, 2

mar. 2020.

LEVI-STRAUSS, C. The use of wild plants in tropical South America. Economic Botany, v.
6, n. 3, p. 252-270, jul. 1952.

LI S. et al. Oesophageal carcinoma: The prevalence of DNA tumour viruses and therapy.

Tumour Virus Research, v. 13, p. 200231, 1 jun. 2022.

LIM, E. X. Y. et al. Mosquitoes as Suitable Vectors for Alphaviruses. Viruses 2018, v. 10, n.
2, p. 84, 14 fev. 2018.

LIMA-CAMARA, T. N. Emerging arboviruses and public health challenges in Brazil.
Revista de Saude Publica, v. 50, p. 36, 27 jun. 2016.

LINDH, E. et al. The Italian 2017 Outbreak Chikungunya Virus Belongs to an Emerging



79

Aedes albopictus—Adapted Virus Cluster Introduced From the Indian Subcontinent. Open

Forum Infectious Diseases, v. 6, n. 1, 1 jan. 2019.

LIU, X. et al. A comparison of in vitro cytotoxicity assays in medical device regulatory

studies. Regulatory toxicology and pharmacology : RTP, v. 97, p. 24-32, 1 ago. 2018.

LIU, Y. P. et al. Prenylated Coumarins from the Fruits of Manilkara zapota with Potential
Anti-inflammatory Effects and Anti-HIV Activities. Journal of agricultural and food
chemistry, v. 67, n. 43, 2019.

LOOKER, K. J. et al. Global and Regional Estimates of Prevalent and Incident Herpes
Simplex Virus Type 1 Infections in 2012. PLOS ONE, v. 10, n. 1, p. 0140765, 28 jan. 2015.

LOPES, N. et al. Green seaweed Enteromorpha compressa ( Chlorophyta , Ulvaceae ) derived
sulphated polysaccharides inhibit herpes simplex virus. International Journal of Biological

Macromolecules, v. 102, p. 605-612, set. 2017.

LUMSDEN, W. H. . An epidemic of virus disease in Southern Province, Tanganyika
territory, in 1952—1953 1I. General description and epidemiology. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 49, n. 1, p. 33-57, 1 jan. 1955.

LUNA, E. M. et al. Antioxidant potential of the Caatinga flora. Phytomedicine Plus, v. 2, n.
2, p. 100240, 1 maio 2022.

MARCOCCI, M. E. et al. Herpes Simplex Virus-1 in the Brain: The Dark Side of a Sneaky
Infection. Trends in Microbiology, p. 1-13, maio 2020.

MARTINS, F. J. et al. Antioxidant activity and potential photoprotective from amazon native
flora extracts. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 161, p. 34-39, 1
ago. 2016.

MASCARENHAS, M. et al. A scoping review of published literature on chikungunya virus.
PLoS ONE, v. 13, n. 11, 1 nov. 2018.



80

MATUSALLIL G. et al. Tropism of the Chikungunya Virus. Viruses, v. 11, n. 2, p. 175, 20 fev.
2019.

MAURYA, R. et al. A review on cassane and norcassane diterpenes and their

pharmacological studies. Fitoterapia, v. 83, n. 2, p. 272-280, 1 mar. 2012.

MCCRAE, A. W. R. et al. Chikungunya virus in the entebbe area of Uganda: Isolations and
epidemiology. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v.

65,n. 2, p. 152-168, jan. 1971.

MELLO, C. DA S. et al. Decrease in Dengue virus-2 infection and reduction of
cytokine/chemokine production by Uncaria guianensis in human hepatocyte cell line Huh-7.

Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 112, n. 6, p. 458468, jun. 2017.

MENDES, G. DA S. et al. Anti-HSV activity of Hypnea musciformis cultured with different

phytohormones. Brazilian Journal of Pharmacognosy, 2012.

METZ, S. W.; PIILMAN, G. P. Function of Chikungunya Virus Structural Proteins. In:
Chikungunya Virus. Cham: Springer International Publishing, 2016. p. 63-74.

MIRANDA, M. M. F. S. et al. Anti-herpes simplex virus effect of a seed extract from the
tropical plant Licania tomentosa (Benth.) Fritsch (Chrysobalanaceae). Phytomedicine, v. 9, n.

7, p. 641-645, 1 jan. 2002.

MORALIS, S. M. DE et al. Plantas medicinais usadas pelos indios Tapebas do Ceard. Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 15, n. 2, p. 169-177, 2005.

MOREIRA, I. C. et al. Isoflavanone dimers hexaspermone A, B and C from Ouratea
hexasperma. Phytochemistry, v. 35, n. 6, p. 1567-1572, 19 abr. 1994.

MORENS, D. M.; FAUCI, A. S. Chikungunya at the Door — D¢ja Vu All Over Again? New
England Journal of Medicine, v. 371, n. 10, p. 885-887, 4 set. 2014.

MURUGAN, S. B.; SATHISHKUMAR, R. Chikungunya infection: A potential re-emerging



81

global threat. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, v. 9, n. 10, p. 933-937, 1 out.
2016.

MUYLAERT, I.; TANG, K. W.; ELIAS, P. Replication and Recombination of Herpes
Simplex Virus DNA. Journal of Biological Chemistry, v. 286, n. 18, p. 15619-15624, 6
maio 2011.

NEAGU, I. A. et al. Life cycle synchronization is a viral drug resistance mechanism. PLOS

Computational Biology, v. 14, n. 2, p. 1-26, 15 fev. 2018.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural Products as Sources of New Drugs over the Nearly
Four Decades from 01/1981 to 09/2019. Journal of Natural Products, v. 83, n. 3, p. 770—
803, 2020.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M.; KINGSTON, D. G. I. Natural Products as
Pharmaceuticals and Sources for Lead Structures. In: The Practice of Medicinal Chemistry:

Fourth Edition. [s.1.] Elsevier Ltd, 2015.

NG, L. C.; HAPUARACHCH]I, H. C. Tracing the path of Chikungunya virus—Evolution and
adaptation. Infection, Genetics and Evolution, v. 10, n. 7, p. 876-885, 1 out. 2010.

NOTHIAS-SCAGLIA, L.-F. et al. Jatrophane Diterpenes as Inhibitors of Chikungunya Virus
Replication: Structure—Activity Relationship and Discovery of a Potent Lead. Journal of

Natural Products, v. 77, n. 6, p. 1505-1512, 27 jun. 2014.

NSOESIE, E. O. et al. Global distribution and environmental suitability for chikungunya
virus, 1952 to 2015. Eurosurveillance, v. 21, n. 20, p. 30234, 19 maio 2016.

O’DRISCOLL, M. et al. Arthralgia resolution rate following chikungunya virus infection.

International Journal of Infectious Diseases, v. 112, p. 1-7, 1 nov. 2021.

OLIVEIRA, N. T.; ALMEIDA, S. S. M. DA S. DE A. Andlise fitoquimica, citotdxica e
antimicrobiana do extrato bruto etandlico das folhas da espécie Ambelania acida Aublet

(Apocynaceae). Biota Amazonia, v. 6, n. 1, p. 20-25, 2016.



82

OWEN, D. J.; CRUMP, C. M.; GRAHAM, S. C. Tegument Assembly and Secondary
Envelopment of Alphaherpesviruses. Viruses 2015, v. 7, n. 9, p. 5084-5114, 18 set. 2015.

PAIXAO, E. S. et al. Chikungunya chronic disease: a systematic review and meta-analysis.
Transactions of The Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 112, n. 7, p.
301-316, 1 jul. 2018.

PANDEY, A.; TRIPATHI, S. Extraction of Pharmaceutical Drugs. 2014. Journal of
Pharmacognosy and Phytochemistry, v. 2, n. 5, p. 115-119, 2014.

PATANGRAO RENUSHE, A. et al. Vincamine, an active constituent of Vinca rosea
ameliorates experimentally induced acute lung injury in Swiss albino mice through
modulation of Nrf-2/NF-«B signaling cascade. International Immunopharmacology, v.

108, p. 108773, 1 jul. 2022.

PEREZ-PEREZ, M.-J. J. et al. Chikungunya virus drug discovery: still a long way to go?
Expert Opinion on Drug Discovery, v. 14, n. 9, p. 855-866, 2 set. 2019.

POLLITO, P. A. Z.; TOMAZELLO, M. Anatomia do lenho de Uncaria guianensis e U.
tomentosa (Rubiaceae) do Estado do Acre, Brasil. Acta Amazénica, v. 36, n. 2, p. 169-176,
2006.

PRADHAN, P.; NGUYEN, M. L. Herpes simplex virus virucidal activity of MST-312 and
epigallocatechin gallate. Virus Research, v. 249, p. 93-98, 2 abr. 2018.

PUSHPAKOM, S. et al. Drug repurposing: progress, challenges and recommendations.
Nature Reviews Drug Discovery, v. 18, n. 1, p. 41-58, 12 out. 2018.

QIN, N. et al. Recent research progress of Uncaria spp. based on alkaloids: phytochemistry,
pharmacology and structural chemistry. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 210,

p. 112960, 15 jan. 2021.

REFLORA. Disponivel em:



83

<https://reflora.jbrj.gov.br/reflora/PrincipalUC/Principal UC.do;jsessionid=35A14437EB6933
433D0D64E1E0C88324>. Acesso em: 30 ago. 2020.

REZZA, G. et al. Infection with chikungunya virus in Italy: an outbreak in a temperate region.

The Lancet, v. 370, n. 9602, p. 18401846, 1 dez. 2007.

RODRIGUEZ, A. K. et al. Molecular characteristics and replication mechanism of dengue,
zika and chikungunya arboviruses, and their treatments with natural extracts from plants: An

updated review. EXCLI Journal, v. 18, p. 9881006, 2019.

ROIZMAN, B.; WHITLEY, R. J. The nine ages of herpes simplex virus. Herpes, v. §, n. 1, p.
23-27,2001.

ROSS, R. W. The Newala epidemic: III. The virus: isolation, pathogenic properties and
relationship to the epidemic. Journal of Hygiene, v. 54, n. 2, p. 177-191, 15 jun. 1956.

ROTHAN, H. A. et al. A Combination of Doxycycline and Ribavirin Alleviated Chikungunya
Infection. PLOS ONE, v. 10, n. 5, p. €0126360, 13 maio 2015.

ROUMY, V. et al. Plant therapy in the Peruvian Amazon (Loreto) in case of infectious
diseases and its antimicrobial evaluation. Journal of Ethnopharmacology, v. 249, p.

112411, 1 mar. 2020.

RUPP, J. C. et al. Alphavirus RNA synthesis and non-structural protein functions. Journal of
General Virology, v. 96, n. 9, p. 2483-2500, 1 set. 2015.

SALES, P. F. et al. Antiulcerogenic activity of the ethanolic extract of Licania macrophylla

Benth. O Mundo da Saude, v. 43, n. 4, p. 814-833, 5 dez. 2019.

SAM, L.-C. et al. Updates on Chikungunya Epidemiology, Clinical Disease, and Diagnostics.
Vector-Borne and Zoonotic Diseases, v. 15, n. 4, p. 223-230, abr. 2015.

SANDOVAL, M. et al. Anti-inflammatory and antioxidant activities of cat’s claw (Uncaria

tomentosa and Uncaria guianensis) are independent of their alkaloid content. Phytomedicine,



84

v.9,n. 4, p. 325-337, jan. 2002.

SANTOS, N. S. de O.; ROMANOS, M. T. V.; WIGG, M. D. Virologia humana. 3. ed. — Rio

de Janeiro: Guanabara Koogan, 2015.

SATO, D. et al. Synthesis of glycosides of resveratrol, pterostilbene, and piceatannol, and
their anti-oxidant, anti-allergic, and neuroprotective activities. Bioscience, Biotechnology,

and Biochemistry, v. 78, n. 7, p. 1123-1128, 3 jul. 2014.

SEGOVIA, J. F. O. et al. A deteccao de produtos naturais biologicamente ativos no estado do
Amapa. In: Programa Primeiros Projetos - PPP. Macapa: [s.n.]. p. 93—117.

SHANMUGARAJ, B.; MALLA, A.; RAMALINGAM, S. Epidemiology, clinical features
and transmission of re-emerging arboviral infection chikungunya. Asian Pacific Journal of

Tropical Biomedicine, v. 9, n. 4, p. 135-139, 2019.

SILVA, I. T. DA. Triagem anti-herpética de alguns taxons da biodiversidade brasileira:
Fracionamento biomonitorado de Cecropia glaziovii Sneth., Urticaceae (embatba). [s.1.]

Universidade Federal de Santa Catarina, 2009.

SILVA, S.J. R. DA; MAGALHAES, J. J. F. DE; PENA, L. Simultaneous Circulation of
DENYV, CHIKYV, ZIKV and SARS-CoV-2 in Brazil: an Inconvenient Truth. One Health, v.
12, p. 100205, 1 jun. 2021.

SILVA, I. T. et al. In vitro antiherpes effects of a C -glycosylflavonoid-enriched fraction of
Cecropia glaziovii Sneth *. The Society for Applied Microbiology, v. 51, p. 143-148, 2010.

SILVA, J. V. ]. et al. A scoping review of Chikungunya virus infection: epidemiology,
clinical characteristics, viral co-circulation complications, and control. Acta Tropica, v. 188,

p. 213-224, dez. 2018.

SILVA, L. A.; DERMODY, T. S. Chikungunya virus: epidemiology, replication, disease
mechanisms, and prospective intervention strategies. Journal of Clinical Investigation, v.

127,n. 3, p. 737-749, 1 mar. 2017.



85

SIMOES, C. M. O.; AMOROS, M.; GIRRE, L. Mechanism of antiviral activity of
triterpenoid saponins. Phytotherapy Research, v. 13, n. 4, p. 323-328, 1 jun. 1999.

SINGH, A. et al. Understanding the interactability of chikungunya virus proteins via
molecular recognition feature analysis. RSC Advances, v. 8, n. 48, p. 27293-27303, 31 jul.
2018.

SISTEMA DE INFORMACAO SOBRE A BIODIVERSIDADE BRASILEIRA. Disponivel
em: <https://www.sibbr.gov.br/>. Acesso em: 30 ago. 2020.

SOKAL, R. R.; ROHLF, F. J. Biometry. 3 ed. New York: Freeman, 1995. p. 346-352.

SOLIGNAT, M. et al. Replication cycle of chikungunya: A re-emerging arbovirus. Virology,
v. 393, n. 2, p. 183-197, 25 out. 2009.

SOUZA, T. M. L. et al. Emergence of the East-Central-South-African genotype of
Chikungunya virus in Brazil and the city of Rio de Janeiro may have occurred years before

surveillance detection. Scientific Reports, v. 9, n. 1, p. 1-7, 2019.

SPUUL, P. et al. Role of the Amphipathic Peptide of Semliki Forest Virus Replicase Protein
nsP1 in Membrane Association and Virus Replication. Journal of Virology, v. 81, n. 2, p.

872-883, 15 jan. 2007.

STEINER, I.; BENNINGER, F. Manifestations of Herpes Virus Infections in the Nervous
System. Neurologic Clinics, v. 36, n. 4, p. 725-738, 1 nov. 2018.

STEMPEL, M.; CHAN, B.; BRINKMANN, M. M. Coevolution pays off: Herpesviruses have
the license to escape the DNA sensing pathway. Medical Microbiology and Immunology, v.
208, p. 495-512, 1 ago. 2019.

SUBUDHLI, B. B. et al. Current strategies for inhibition of Chikungunya infection. Viruses, v.
10, n. 235, 3 maio 2018.



86

SUKIK, L. et al. Herpes simplex virus type 1 epidemiology in Latin America and the
Caribbean: Systematic review and meta-analytics. PLOS ONE, v. 14, n. 4, p. €0215487, 1
abr. 2019.

TAKASHIMA, J.; ASANO, S.; OHSAKI, A. Mururins A-C, Three New Lignoids from
Brosimum acutifolium and their Protein Kinase Inhibitory Activity. Planta Medica, v. 68, n.

7, p. 621-625, 22 jul. 2002.

TARAPHDAR, D. et al. Comodulation of Dengue and Chikungunya Virus Infection During a
Coinfection Scenario in Human Cell Lines. Frontiers in Cellular and Infection

Microbiology, v. 12, n. April, p. 1-15, 2022.

THELLMAN, N. M.; TRIEZENBERG, S. J. Herpes simplex virus establishment,
maintenance, and reactivation: In vitro modeling of latency. Pathogens, v. 6, n. 28, 1 set.

2017.

THOMAS, S. et al. Chikungunya virus capsid protein contains nuclear import and export

signals. Virology Journal, v. 10, n. 1, p. 269, 28 ago. 2013.

THOMPSON, D. et al. Immunological implications of diverse production approaches for

Chikungunya virus-like particle vaccines. Vaccine, v. 40, n. 22, p. 3009-3017, 11 maio 2022.
TOMPA, D. R. et al. Trends and strategies to combat viral infections: A review on FDA
approved antiviral drugs. International Journal of Biological Macromolecules, v. 172, p.

524-541, 1 mar. 2021.

TORRES, S. L. et al. Flavonoids from Brosimum acutifolium. Phytochemistry, v. 53, n. 8, p.
1047-1050, 1 abr. 2000.

TSETSARKIN, K. A. et al. A single mutation in Chikungunya virus affects vector specificity
and epidemic potential. PLoS Pathogens, v. 3, n. 12, p. 1895-1906, dez. 2007.

TSETSARKIN, K. A. et al. Multi-peaked adaptive landscape for chikungunya virus evolution



87

predicts continued fitness optimization in Aedes albopictus mosquitoes. Nature

Communications, v. 5, n. 1, p. 1-14, 16 jun. 2014.

TUEKPRAKHON, A. et al. Broad-spectrum monoclonal antibodies against chikungunya
virus structural proteins: Promising candidates for antibody-based rapid diagnostic test

development. PLOS ONE, v. 13, n. 12, p. €0208851, 17 dez. 2018.

TZENG, N. S. et al. Anti-herpetic Medications and Reduced Risk of Dementia in Patients
with Herpes Simplex Virus Infections—a Nationwide, Population-Based Cohort Study in

Taiwan. Neurotherapeutics, v. 15, n. 2, p. 417-429, 1 abr. 2018.

VAIRO, F. et al. Chikungunya: Epidemiology, Pathogenesis, Clinical Features, Management,
and Prevention. Infectious Disease Clinics, v. 33, n. 4, p. 1003-1025, 1 dez. 2019.

VASCONCELLOS, A. F. et al. Genome sequences of chikungunya virus isolates circulating
in midwestern Brazil. Archives of Virology, v. 164, n. 4, p. 1205-1208, 3 abr. 2019.

VENTURI, C. R. et al. Chemical analysis and antiviral activity evaluation of Baccharis
anomala. Natural Product Research, v. 32, n. 16, p. 1960-1962, 2018.

VIANA, C. A. DOS S. et al. Plantas da Amazonia: 450 espécies de uso geral. [s.]: s.n.].
VIEIRA, E. F. DE M. et al. Mururé (Brosimum acutifolium Huber) in the treatment of
syphilis in colonial Amazonia: historical data to the actual contribution to treatment. Acta

Botanica Brasilica, v. 33, n. 2, p. 183-190, 1 jun. 2019.

VISINTINI JAIME, M. F. et al. In vitro antiviral activity of plant extracts from Asteraceae
medicinal plants. Virology Journal, v. 10, p. 1-10, 2013.

WAHID, B. et al. Global expansion of chikungunya virus: mapping the 64-year history.

International Journal of Infectious Diseases, v. 58, p. 69—76, 1 maio 2017.

WANG, Y. et al. A periodic Chikungunya model with virus mutation and transovarial

transmission. Chaos, Solitons & Fractals, v. 158, p. 112002, 1 maio 2022.



88

WATSON, H. et al. Stiffness, pain, and joint counts in chronic chikungunya disease:
relevance to disability and quality of life. Clinical Rheumatology, v. 39, n. 5, p. 16791686,
1 maio 2020.

WHITLEY, R. J.; ROIZMAN, B. Herpes simplex virus infections. The Lancet, v. 357, n.
9267, p. 1513-1518, 12 maio 2001.

WILDER-SMITH, A. et al. Epidemic arboviral diseases: priorities for research and public
health. The Lancet Infectious Diseases, v. 17, n. 3, p. e101—e106, 1 mar. 2017.

WIMALASIRI-YAPA, B. M. C. R. et al. Chikungunya virus in Asia — Pacific: a systematic
review. Emerging Microbes & Infections, v. 8, n. 1, p. 70-79, 16 jan. 2019.

WONG, K. Z.; CHU, J. J. H. The Interplay of Viral and Host Factors in Chikungunya Virus
Infection: Targets for Antiviral Strategies. Viruses, v. 10, n. 6, p. 294, 30 maio 2018.

WRESSNIGG, N. et al. Single-shot live-attenuated chikungunya vaccine in healthy adults: a
phase 1, randomised controlled trial. The Lancet Infectious Diseases, v. 20, n. 10, p. 1193—

1203, 1 out. 2020.

YACTAYO, S. et al. Epidemiology of chikungunya in the americas. Journal of Infectious
Diseases, v. 214, n. 5, 15 dez. 2016.

YAN, C. et al. Disturbed Yin—Yang balance: stress increases the susceptibility to primary and
recurrent infections of herpes simplex virus type 1. Acta Pharmaceutica Sinica B, v. 10, n.

3, p- 383-398, 1 mar. 2020.

YOUNG HAN, S. et al. Efficient Total Synthesis of Piceatannol via ( E )-Selective Wittig—
Horner Reaction. Synthetic Communications, v. 39, n. 8, p. 1425-1432, 25 mar. 2009.

ZANOTTO, P. M. DE A.; LEITE, L. C. DE C. The Challenges Imposed by Dengue, Zika,
and Chikungunya to Brazil. Frontiers in Immunology, v. 9, n. 1964, p. 1-10, 28 ago. 2018.



89

ZARNITSYNA, V. L et al. Advancing therapies for viral infections using mechanistic
computational models of the dynamic interplay between the virus and host immune response.

Current Opinion in Virology, v. 50, p. 103—109, 1 out. 2021.

ZELLER, H.; VAN BORTEL, W.; SUDRE, B. Chikungunya: Its History in Africa and Asia
and Its Spread to New Regions in 2013-2014. Journal of Infectious Diseases, v. 214, n.
suppl 5, p. S436-S440, 15 dez. 2016.

ZHOU, J. et al. Nanotechnology for virus treatment. Nano Today, v. 36, p. 101031, 1 fev.
2021.



90

APENDICE A - Potencial antiviral e virucida de Vitis sp.

Introducio

As espécies de Vitis sp. sdo conhecidas pelo uso na produc¢do de vinhos, sucos e
alimentos. A uva é nativa do Asia Ocidental, atualmente distribuida por todo o mundo ¢ com
aplicagdes medicinais ja conhecidas (CHEN et al., 2020). Como exemplo, polifendis presentes
na espécie Vitis amurensis demonstraram potencial na inibicdo do SARS-CoV-2, segundo
Souid et al. (2022). Dessa forma, o aproveitamento da uva ¢ intensificado a medida em que sdo
constatadas novas atividades farmacologicas dentre as espécies.

Sabe-se, inclusive, que as sementes de uva possuem alto potencial biologico e diversos
polifendis em sua composicdo que atuam como antioxidantes, anticancerigenos, anti-
inflamatorios, neuro protetivos e bacteriostaticos (CHEN et al., 2020). Um trabalho
desenvolvido por Wang et al. (2019) demonstrou o potencial in vitro e in vivo de
proantocianidinas presentes nas sementes de uva frente o cancer de figado, resultando na
inibi¢do da autofagia e aumento de apoptose de células cancerigenas. Outro grande potencial
das sementes de uva ¢ relacionado a protecdo contra doengas cardiovasculares, ja que possuem
compostos que agem como cardioprotetores (SABRA; NETTICADAN; WIJEKOON, 2021).

Dessa forma, estudos envolvendo o potencial biologico das sementes de uva
possibilitam o aproveitamento total da planta, diminuindo o desperdicio e fornecendo
conhecimento para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento. O objetivo desse
projeto foi verificar o potencial antiviral e virucida de um extrato de sementes de Vitis sp. (ESU)
adquiridos comercialmente (OptiPure, Chemco Industries, Los Angeles, EUA).) frente ao
HSV-1 (cepas KOS e 29-R) e ao CHIKV (cepa SLZ12). Este mesmo extrato j4 foi previamente
avaliado para outros fins por nosso grupo de pesquisa (GARCIA et al., 2019).

Material e métodos

A citotoxicidade do extrato foi verificada por meio do ensaio colorimétrico da
sulforrodamina B, conforme item 4.4 da metodologia descrita anteriormente, para determinagao
da CCso. A concentracdo inicial utilizada foi de 250 pg/mL.

O ensaio de inibi¢do da formacdo de placas de lise foi empregue para verificar a
atividade anti-HSV-1 (KOS e 29-R) e anti-CHIKV do ESU. Foram realizadas cinco dilui¢des

1:2, conforme metodologia descrita em 4.5 de modo a viabilizar a determinagdo da Clso e IS.
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Na sequéncia, o ensaio virucida direto foi executado frente HSV-1 (KOS e 29-R) e
CHIKV conforme o item 4.6 j& descrito. Para a cepa KOS de HSV-1, também foi realizado o
ensaio virucida na presenca de solugdes proteicas (BSA, albumina sérica bovina) conforme
item 4.7. Ap6s ambos os testes foram calculados os respectivos valores de CVso. Por fim, a

normativa DIN EN 14476 adaptada foi aplicada frente a mesma cepa viral (item 4.8).

Resultados e discussao

O ESU apresentou CCso de 138,2 pg/mL. Os resultados dos ensaios antivirais,

expressos em Clso e IS, e virucida direto, expressos em CVso, estdo expostos na tabela a seguir.

Tabela 1 — Resultados dos ensaios antivirais e virucida [HSV-1 (KOS e 29-R) e CHIKV
(SLZ12)] do extrato de semente de Vitis sp.

ENSAIO HSV-1 KOS HSV-129-R CHIKV
ANTIVIRAL (Clso) 8,25 16,75 14,95
INDICE DE 16,75 7,89 9,56
SELETIVIDADE
VIRUCIDA DIRETO 0,26 16,75 14,45
(CVsp)

Os valores representam a média de trés experimentos independentes. Fonte: A autora (2022)

O extrato obtido a partir de sementes de Vitis sp. ndo demonstrou diferenga
estatisticamente significativa (p > 0,05) ao se comparar os valores de Clso de 29-R e KOS por
ANOVA seguida de teste de Tukey.

As espécies de uva, pertencentes ao género Vitis, sdo plantas ricas em compostos
bioativos com potencial medicinal, como os polifenois. Um estudo recente constatou a inibigao
da replicacdo viral nos estagios iniciais da infec¢ao causada por HSV-1 e SARS-CoV-2,
utilizando compostos fenolicos obtidos do extrato das folhas de Vitis vinifera (ZANNELLA et
al., 2021). Foi observado que os extratos de maior atividade para HSV-1 foram aqueles de pH
7el13.

Outro estudo demonstrou que o resveratrol, polifenol presente em Vitis sp., também atua
nos estagios iniciais da replicacdo de HSV-1, afetando a proteina regulatoria ICP-4. Pesquisas
subsequentes observaram que o resveratrol também age inibindo a inducdo do fator nuclear
kappa B —necessario para a replicacdo viral (DATE; DESTACHE, 2016). Corroborando esses
resultados, o extrato de semente de uva utilizado no presente trabalho apresentou elevada

inibicao da replicagdo do HSV-1, tanto para cepa sensivel quanto para a cepa resistente ao
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aciclovir (IS = 16,75 e 7,89, respectivamente), indicando uma possivel inibi¢ao da replicagao
viral.

Os resultados da analise por ANOVA seguida de teste de Tukey revelaram diferenca
significativa entre os valores de CVsode KOS e 29-R e KOS e CHIKV (p <0,05). Esse resultado
demonstra um elevado potencial virucida do extrato em uma concentragdo extremamente baixa
(0,2610 pg/mL) em especial para a cepa KOS de HSV-1. Possivelmente, o ESU inviabiliza a
replicacdo viral ao desestrutura-lo, impedindo todo o processo de replicagao viral.

Isso ampara, por exemplo, a aplicagdao do extrato em formulagdes de repelentes contra
Aedes aegypti ja existentes ja que ndo se sabe com exatiddo os mecanismos pelos quais os
repelentes atuam mas hé conhecimento de que eles funcionam anulando o odor da pele humana
e, dessa forma, redirecionam e previnem os mosquitos (GOMES FERNANDES et al., 2021).
Entretanto, observando os resultados do ensaio virucida na presenga de BSA para HSV-1
(KOS), devem ser utilizadas concentragcdes maiores que a CVso para manter a atividade virucida

do extrato.

Tabela 2 — Resultados da inativagdo de HSV-1 (cepa KOS) do extrato de semente de uva na
presenga de solucdes proteicas.

BSA (%) X G

0,5 0,00 0,00
0,05 0,00 0,00
0,005 50,92 17,74
0,0005 47,28 34,28
0,00005 69,45 24,71

X: média; o: desvio padrdo. Fonte: A autora (2022)

Por fim, o ESU ndo demonstrou atividade virucida significativa em 120 segundos, pela
normativa DIN EN 14476, ndo sendo um bom candidato ao desenvolvimento de antissépticos

frente HSV-1.

Conclusio e perspectivas

O extrato de semente de uva apresentou elevado potencial antiviral e, principalmente,
virucida, podendo ser empregue em formulagdes microbicidas frente HSV-1, por exemplo.
Entretanto, sdo necessarios estudos de elucidacao de mecanismo de a¢ao e a analise fitoquimica

para o desenvolvimento de produtos biotecnologicos.
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3 Projetos realizados em paralelo

3.1 Prestagoes de servico

Ensaios virucidas conforme a normativa internacional ISO 18184-2019, utilizando
modelos virais envelopados (virus da Hepatite Murina 3 (MHV-3)) e nao-envelopados
(adenovirus humanos tipos 2 ¢ 5 (HaDV-2 e HaDV-5)) frente amostras de tecidos, plasticos e

outras superficies enviadas por empresas e outras institui¢des do Brasil.

3.2 Citotoxicidade de compostos sintéticos e semissintéticos
Triagem citotoxica de mais de 100 compostos sintéticos e semissintéticos fornecidos em
parceria com o Departamento de Quimica, pelo ensaio colorimétrico da sulforrodamina B na

linhagem celular Vero.

3.3 Citotoxicidade de peptideos
Ensaio colorimétrico da sulforrodamina B frente peptideos fornecidos em parceria com

o Laboratério de Imunologia Aquatica.

3.4 Atividade virucida de formulagdes a partir de produtos naturais pelo ensaio DIN EN
14476:2015-12 adaptado
Atividade virucida utilizando MHV-3, HaDV-2 e HaDV-5, HSV-1 (KOS) utilizando
formulacdes de produtos naturais fornecidas em parceria com o Laboratorio de Farmacotécnica

da UFSC e utilizando a DIN EN 14476:2015-12 conforme adaptacoes.

4 Publicac¢oes em fase de elaboracao

4.1 PAVI, C.P.; PRA, 1.D.; KANZAKI, L.1.B.; FONGARO, G.; SILVA, L.T.. Antiviral and

Virucidal potential of Amazonian Medicinal Plants.

4.2 PAVI, C.P.; PRA, I.D.; KANZAKI, L.IB.; FONGARO, G.; SILVA, L.T.. Grape seed

extract for control of Herpes Simplex infections.
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