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RESUMO

O Dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV) e o Chikungunya virus (CHIKV) sdo arbovirus
amplamente distribuidos em paises tropicais e subtropicais e sdo as principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. A febre hemorragica causada pelo DENV, a
microcefalia e anormalidades neurol6gicas em recém nascidos causadas pelo ZIKV e
cronificacdo de artralgia grave causada pelo CHIKV, despertaram a urgéncia para a busca de
vacinas e drogas antivirais efetivas para a prevencao e tratamento de infeccbes causadas por
esses virus. Visto gue natureza fornece um vasto reservatério de entidades quimicas
complexas, neste trabalho foi feito o fracionamento biomonitorado de extratos brutos de
vegetais e de fungos com atividade antiviral contra pelo menos um dos virus aqui estudados
para identificacdo e isolamento de substancias antivirais. Para tal foram utilizadas técnicas
como UPLC/HPLC acoplada a espectrometria de massas. Mais de 6.000 fracGes obtidas no
fracionamento foram testadas contra DENV-2 e ZIKV. Paralelamente foram testados novos
extratos brutos contra DENV-2, ZIKV e CHIKV, a saber: (i) 4.000 extratos testados contra
DENV-2, dentre os quais identificamos 61 extratos vegetais e 129 extratos fangicos ativos; (ii)
1.107 extratos testados contra ZIKV, identificando-se como ativos, 28 vegetais e 20 fungicos;
(iii) 565 contra o CHIKYV, resultando em 20 extratos vegetais e 13 extratos fangicos ativos. A
atividade antiviral in vitro de extratos/fracdes foi feita pelo método do MTT, visualizacdo do
efeito citopatico (ECP) viral por microscopia 6ptica e por ensaios virucidas. Onze extratos de
fungos endofiticos foram ativos contra os 3 virus. Oitenta e nove extratos fungicos
apresentaram valores de indice de seletividade (IS) de 1 a > 500, sendo que, dentre os 51
extratos testados, 49 apresentram atividade virucida contra o DENV-2. Onze extratos
fungicos demonstraram IS de > 1,0 a 4,0 contra o ZIKV. O fracionamento de 20 extratos
fungicos sugeriu a presenca de 12 substancias em fracfes ativas contra DENV-2. Uma
substancia clorada ativa contra DENV-2 e ZIKV (CigH17CIN,O7) estd em processo de
isolamento. Extratos vegetais obtidos de plantas de 39 familias foram ativos contra DENV-2,
sendo que extratos de espécies pertencentes as familias Amaryllidaceae, Begoniaceae,
Calophyllaceae, Fabaceae, Lythraceae, Malpighiaceae, Rubiaceae e Sapindaceae
foram ativos contra DENV-2, ZIKV e CHIKV. Quarenta e cinco extratos vegetais
demonstraram valores de IS de 1,1 a 61,8 contra DENV-2 e IS de > 1,0 a 5,2 contra ZIKV.
Extratos obtidos de espécies de Amaryllidaceae, Fabaceae e Orchidaceae geraram extratos
ndo virucidas contra DENV-2 e ZIKV. O fracionamento de 15 extratos de espécies de
Amaryllidaceae, Fabaceae e Orchidaceae permitiu a identificacdo de 25 substancias em
fracOes ativas contra DENV-2 e/ou ZIKV. Entre elas, a licorina, pretazetina, narciclasina e a
narciclasina-4-O-B-D-xilopiranosideo, cuja identidade foi confirmada de forma inequivoca por
ressonancia magnética, mostraram atividade antiviral ndo virucida, com IS de 3,7 a 8,6 contra
DENV-2 e ZIKV. Derivados mono- e di- acetilados de licorina, obtidos por sintese quimica,
foram menos citotoxicos, porém inativos contra DENV-2, ZIKV e CHIKV. Quando combinadas
em diversas concentracdes, a licorina e a pretazetina ndo apresentaram potenciagdo da
atividade antiviral. A predicao in silico, pela plataforma pkCSM, dos perfis de farmacocinética
e de toxicidade (ADMET) mostrou que a licorina, pretazetina, narciclasina e narciclasina-4-O-
B-D-xilopiranosideo tém boa metabolizacdo e ndo possuem toxicidade mutagénica; A licorina
e a pretazetina foram preditas com melhor absor¢éo oral, distribuicdo e excre¢éo, sugerindo
gue ambas podem ser candidatas para testes em modelo animal. Em suma, neste trabalho
foram identificadas 37 substancias derivadas de plantas e de fungos como possiveis antivirais.
Vale ressaltar que nenhuma delas ja foi descrita com atividade contra o ZIKV.

Palavras chave: Antivirais, Dengue, Zika, Produtos naturais



ABSTRACT

Dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV) and Chikungunya virus (CHIKV) are arboviruses
widely distributed in tropical and subtropical countries and are the leading causes of morbidity
and mortality worldwide. DENV hemorrhagic fever, microcephaly and neurological
abnormalities in newborns caused by ZIKV, and severe chronic arthralgia caused by CHIKV,
have called for urgent search for effective vaccines and antiviral drugs for the prevention and
treatment of infections caused by these viruses. Since nature provides a vast reservoir of
complex chemical entities, in our study, to identify and isolate antiviral substances against
DENV-2; ZIKV and CHIKV, we performed the bioguided fractionation of crude extracts of plants
and fungi with antiviral activity against at least one of the viruses studied here, by using
UPLC/HPLC coupled to mass spectrometry. The in vitro antiviral activity of extracts/fractions
was done by the MTT method, visualization of viral cytopathic effect (ECP) by optical
microscopy and virucidal assays. More than 6,000 extract fractions were tested against DENV-
2 and ZIKV. In addition, new crude extracts against the three viruses, namely: (i) 4,000
extracts against DENV-2, among which we identified 61 plant extracts and 129 active fungal
extracts; (ii) 1,107 against ZIKV, identifying 28 plant extracts and 20 active fungal and,; (iii) 565
against CHIKV, resulting in 20 plant extracts and 13 active fungal. Eleven extracts from
endophytic fungi were active against the 3 viruses. Eighty-nine fungal extracts showed
selectivity index (IS) values ranging from 1 to > 500, and among the 51 extracts tested 49
showed virucidal activity against DENV-2. Eleven fungal extracts showed IS of > 1.0 to 4.0
against ZIKV. The fractionation of 20 fungal extracts suggested the presence of 12 substances
in active fractions against DENV-2. A chlorinated substance active against DENV-2 and ZIKV
(C19H17CIN20Oy) is being isolated. Plant extracts obtained from plants of 39 families were active
against DENV-2, and extracts from species of Amaryllidaceae, Begoniaceae, Calophyllaceae,
Fabaceae, Lythraceae, Malpighiaceae, Rubiaceae and Sapindaceae were active against
DENV-2, ZIKV and CHIKV. Forty-five plant extracts showed IS values from 1.1 to 61.8 against
DENV-2; and IS from > 1.0 to 5.2 against ZIKV. Extracts obtained from species of
Amaryllidaceae, Fabaceae and Orchidaceae were non-virucidal extracts against DENV-2 and
ZIKV. The fractionation of 15 extracts of Amaryllidaceae, Fabaceae, Orchidaceae species
allowed the identification of 25 substances in active fractions against DENV-2 and / or ZIKV.
Among them, lycorine, pretazettine, narciclasine and narciclasine-4-O-8-D-xylopyranoside,
whose identity was unequivocally confirmed by nuclear magnetic resonance, showed non-
virucidal antiviral activity, with IS = 3.7 to 8.6 against DENV-2 and ZIKV. Mono- and di-
acetylated lycorine derivatives obtained by chemical synthesis were less cytotoxic but inactive
against DENV-2, ZIKV and CHIKV. When combined in various concentrations, lycorin and
pretazettine did not show potentiation of antiviral activity. The pkCSM platform for in silico of
pharmacokinetic and toxicity profiles (ADMET) suggested (i) lycorine, pretazettine,
narciclasine and narciclasine-4-O-B-D-xylopyranoside with good metabolism and no
mutagenic toxicity; (ii) lycorine and pretazettine with better oral absorption, distribution and
excretion suggesting that both may be candidates for animal model testing. In summary, 37
substances derived from plants and fungi were identified as possible antivirals. It is noteworthy
that none of them have been described with activity against ZIKV.

Keywords: Antivirals, Dengue, Zika, Natural products
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1 INTRODUCAO

1.1 Prefacio

Nos ultimos 30 anos, assim como Vvisto para outros virus, a emergéncia e re-
emergéncia de arbovirus tém se tornado uma ameaca global. Os arbovirus sdo um
grupo diversificado de virus transmitidos por uma variedade de vetores artropodes que
incluem mosquitos, carrapatos, entre outros. O termo arbovirus deriva ndo somente
pela sua veiculacao por artropodes, mas porque parte do ciclo replicativo desses virus
ocorre em artropodes. Existem cerca de de 550 espécies de arbovirus, dentre as
guais, mais de 150 estao relacionadas com doencas em seres humanos (WHO, 1985;
YOUNG, 2014).

Os arbovirus pertencentes as familias Flaviviridae (género Flavivirus) como o
virus da febre amarela ou Yellow fever virus (YFV), Dengue virus (DENV) e Zika virus
(ZIKV) e Togaviridae (género Alphavirus), como o Chikungunya virus (CHIKV) e
Mayaro virus (MAYV) séo responsaveis por infec¢cdes que causam um alto impacto
social e econdmico, devido a alta morbidade e mortalidade associadas.

O MAYYV foi responsavel por surtos de doenca febril aguda e sindrome de artralgia
na Regido Amazénica e no Planalto Central do Brasil, bem como em outros paises da
América do Sul (FIGUEIREDO, 2007; MOTA et al., 2015; ACOSTA-AMPUDIA et al.,
2018).

O primeiro caso de transmisséo local de CHIKV fora da Africa, Asia e Europa foi
reportado na Guiana Francesa em 2013. Além disso, em pouco mais de um ano apos
essa dispersdo a infeccdo de mais de 1 milhdo de pessoas foi reportada
(FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014). Desde entdo, 47 paises e territdérios nas
Américas do Norte, Central e do Sul tém reportado surtos ou epidemias causadas por
CHIKV (CDC, 2019). No Brasil, em 2019, foram notificados mais de 123 mil casos e
75 6bitos por infec¢des pelo CHIKV, sendo as maiores taxas de incidéncia nas regides
Sudeste e Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Assim como os alphavirus, varios flavivirus sdo agentes etioldégicos de doencas
de alto impacto a saude publica mundial, tais como o YFV, o ZIKV, os sorotipos 1-4
do DENV e o virus do Oeste do Nilo (West Nile virus - WNV) (GUZMAN; HARRIS,
2015; MAYER, 2017; WHO, 2019). Outros flavivirus ainda séo restritos a algumas
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regides como o virus da encefalite Japonesa (Japanese encephalitis virus - JEV), 0
virus da encefalite transmitida por carrapatos (Tick-borne encephalitis virus -
TBEV), 0 virus da encefalite equina  Venezuelana (Venezuelan equine
encephalitis virus - VEEV) e o virus da encefalite de St. Louis (Saint Louis
encephalitis virus - SLEV).

Mesmo existindo ha décadas uma vacina eficaz contra a febre amarela, no
periodo 2016/2017 foi registrada uma epidemia de febre amarela no Brasil,
sobretudo na regido Sudeste, com 779 casos humanos confirmados e 262 G4bitos,
caracterizada como a maior deste século no Brasil. Nos meses de janeiro a maio de
2019, foram registrados 1281 casos notificados e 14 Obitos por febre amarela
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017; 2019).

A infeccao pelo DENV ocorre em pelo menos 128 paises, com quase 4 bilhdes de
pessoas em risco (BHATT et al., 2013; STANAWAY et al., 2016). No Brasil, somente
em 2019, foram notificados cerca de 1,5 milh&o de casos provaveis, sendo que 62 %
desses estdo concentrados nos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Goias. Além
disso, mais de 1.300 casos foram confirmados como dengue grave e cerca de 17.000
casos como dengue com sinais de alarme, contabilizando 683 oObitos até outubro de
2019 (Ministério da Saude, 2019).

O ZIKV, anteriormente restrito a Africa, invadiu outros continentes causando
grande preocupacdo mundial (HAYES, 2009), principalmente devido a sua associacéo
com a microcefalia e com patologias neuroldgicas graves (SAIZ; MARTIN-ACEBES,
2016; 2017; CALVET etal., 2016; DRIGGERS et al., 2016; JOHANSSON et al., 2016;
MLAKAR et al., 2016; BAUD et al., 2017). No Brasil, somente em 2019, foram mais
de 10.400 casos notificados e 3 ébitos confirmados por ZIKV (Ministério da Saude,
2019).

A continua expansao geografica do DENV, CHIKV e ZIKV e, mais
recentemente, do YFV é um alerta de que novas epidemias podem surgir a qualquer
momento. Uma variada fauna de mosquitos vetores, a mudanca de clima e vegetacao
global, o aumento de trafego de pessoas e a urbanizacdo nédo planejada produzem
condi¢Bes para uma maior proliferacdo de mosquitos, 0 que acarreta em um enorme
aumento das infec¢Bes por arbovirus, sobretudo em paises com climas tropicais e
subtropicais (GUBLER, 2002; GUZMAN; HARRIS, 2015). Além disso, as infec¢des

por esses virus causam um amplo espectro de doencas, variando de infeccéo
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assintomética a doenca grave, o que pode levar a erros de classifica¢do no relato de
casos, especialmente com a co-circulagdo de tantos virus em determinadas areas
(FRITZELL et al., 2018).

Apesar do grande esforco mundial no combate a varios arbovirus, ainda nédo
hé drogas antivirais especificas aprovadas para o tratamento dos doentes infectados
por tais virus (MENENDEZ-ARIAS; RICHMAN, 2014). Atualmente, os tratamentos
disponiveis para DENV, ZIKV e CHIKV sado limitados a administracdo de anti-
inflamatorios, analgésicos e antipiréticos.

A inexisténcia de tratamentos ou vacinas eficazes contra CHIKV, ZIKV e DENV
reforca a necessidade de terapias com medicamentos com alvos virais inovadores.
Portanto, pesquisadores tém voltado sua atengao para a natureza, tentando identificar
compostos que podem ser usados como antivirais. De fato, muitos estudos tém
mostrado que a natureza representa um vasto reservatorio de substancias com
potencial antiviral. Varios grupos de pesquisa ao redor do mundo buscam a
descoberta de novas substancias que poderdo ser usadas como produtos
farmacéuticos ou servir como estruturas protétipos e otimizadas para o
desenvolvimento de novos agentes antivirais (TEIXEIRA et al., 2014).

Diferentes abordagens e metodologias tém sido utilizadas na busca e
desenvolvimento de drogas antivirais tais como testes de compostos especificos com
atividade antiviral conhecida contra outros virus, reposicionamento de drogas
utilizadas para tratamento de outras doencas, rastreio de bibliotecas com centenas de
milhares de moléculas bioativas assim como o estudo computacional baseado em
estruturas para a descoberta de novas substancias antivirais ou otimizacdo de
moléculas ja conhecidas.

Neste trabalho, foi feita a prospeccéao/identificacao/isolamento de substancias
bioativas contra DENV, ZIKV e CHIKV derivadas de milhares de extratos vegetais e

fungicos depositados na Extratoteca do Instituto René Rachou - Fiocruz Minas.
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1.2 Caracteristicas e ciclo de replicacéo da familia Flaviviridae (FIELDS et
al., 2013)

Os virus da familia Flaviviridae compartilham semelhancas na morfologia do
virion, organizacdo do genoma e estratégia de replicacdo, no entanto, exibem
propriedades bioldgicas diversas. Tais virus possuem um envelope composto por uma
bicamada lipidica e uma glicoproteina (E). O envelope viral envolve o nucleocapsideo
gue consiste de uma fita simples de RNA de senso positivo complexado com mdltiplas
copias de proteinas do capsideo (C).

Ap0s a entrada na célula alvo por endocitose mediada por receptores celulares,
0 baixo pH do endossomo induz a fusdo do envelope viral as membranas celulares
para o desnudamento do genoma de RNA que € liberado no citoplasma onde acontece
todo o processo de replicacdo viral. O genoma dos virus da familia Flaviviridae
funcionam como RNA mensageiro (MRNA) e codifica uma unica poliproteina que &
clivada por uma combinacdo de proteases virais e do hospedeiro em 3 proteinas
estruturais, C (capsideo), prM (precursor da membrana), E (proteina do envelope); e
7 proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NoB e NS5).

As proteinas estruturais séo localizadas na por¢cdo N-terminal da poliproteina
seguidas das proteinas ndo estruturais (NS). A replicacdo do RNA viral ocorre
inteiramente no citoplasma em estreita associagdo com membranas intracelulares. A
sintese de um RNA de cadeia Unica fita negativa fornece o intermediario replicativo
para sintese de varias copias do genoma viral que sera empacotado nas particulas
virais em formacéo. Os novos virus se juntam por brotamento em um compartimento
intracelular de membrana, muito provavelmente no reticulo endoplasméatico, em
seguida, pelas vias secretorias celulares (complexo de Golgi) sendo 0s novos virions

liberados na superficie celular (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo de multiplicacdo dos Flavivirus. Os flavivirus séo internalizados por
endocitose mediada por receptor (1) e direcionados para endossomos iniciais, onde o
ambiente acido induz a fusdo (2) entre o virus e a membrana endossomal o que resulta na
liberacdo do genoma (3). A traducdo do RNA viral é seguida pelo processamento da
poliproteina resultante por proteinas celulares e proteinas codificadas pelo virus (4). Os locais
de clivagem e a topologia das proteinas estruturais (em verde) e ndo estruturais (NS) (em
vermelho) na membrana do reticulo endoplasmético (RE) séo ilustrados esquematicamente
(4). Apo6s a traducdo, um complexo de replicagdo € montado e associado a membranas
induzidas por virus, onde ocorre a replicagdo viral (5). O complexo de replicacdo comecga a
transcrever o RNA (+) para o RNA (-), que serve como modelo para nova sintese de RNA (+).
As cadeias progénies de RNA (+) podem iniciar um novo ciclo de tradu¢do ou serem montadas
em virions (6). O empacotamento ocorre ha superficie do RE, seguido pelo brotamento das
proteinas estruturais e do RNA recém-sintetizado no limen do RE. Os virions imaturos
resultantes séo transportados para o complexo de Golgi, onde a clivagem da proteina prM a
M mediada por furina geram particulas infecciosas maduras (7) que sado liberadas por
exocitose (8). Retirada de GARCIA et al., 2009.
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1.3 Caracteristicas do ciclo de replicagéo dos Alphavirus

O CHIKV, membro do género Alphavirus da familia Togaviridae penetra nas
células hospedeiras por endocitose mediada por receptor. O ambiente acidofilico do
endossoma culmina na formacgéao de poros de fuséo e liberagcdo do nucleocapsideo no
citosol (KIELIAN, 2006) (Figura 2).

A glicoproteina E2 do CHIKV é a principal responsavel pelas interagcbes com
receptores celulares e a E1 promove a fusédo do virus nos endossomos da célula alvo.
Ap0s atradugéo, o precursor E2 forma heterodimeros no reticulo endoplasmatico com
a E1 que transita pela via secretora para a membrana plasmatica, onde interagem
com nucleocapsideos e entdo, ocorre o brotamento dos virions.

O CHIKYV possui um genoma de RNA fita simples de senso positivo que codifica
duas Open Reading Frame (ORF), cercada por regides nao traduzidas 5’ e 3. A ORF
5’ é traduzida do RNA gendémico por um mecanismo dependente de cap, o qual resulta
na formacéo de 4 proteinas nao estruturais (nsP1-4) responsavel pela replicacéo do
RNA citoplasmético e modulacdo das respostas antivirais celulares (FROS et al.,
2010). A ORF 3’ é traduzida de um RNA subgendmico, que também é capeado, para
originar as principais proteinas estruturais do virus, o capsideo e as glicoproteinas E1
e E2 do envelope (KHAN et al., 2002).
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Figura 2 - Ciclo de replicagdo do CHIKV. A particula viral é internalizada via receptores na
membrana plasmatica por endocitose (1) e direcionados para 0s endossomos primarios (2)
onde o ambiente acido induz a fusdo do envelope com a membrana endossomal levando a
liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma. O nucleocapsideo é desarranjado para liberacao
do genoma viral (3), o qual é traduzido nas proteinas nao estruturais (4). Apdés o
processamento, o complexo de proteinas ndo estruturais formam a replicase viral, a qual
catalisa a sintese do RNA (-) e que serve como um template para sintese da fita completa de
RNA (+) e do RNA subgenbmico (6). O RNA subgenbmico é traduzido na poliproteina
estrutural que é entdo clivada para originar as proteinas estruturais individuais (7) e em
seguida, a montagem dos componentes virais. As particulas de virus formadas séo liberadas
por brotamento pela membrana plasmatica, onde adquire o envelope com as glicoproteinas

virais incorporadas (8). Fonte: Adaptado de Abdelnabi et al., 2015.
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1.4 A Dengue

A dengue, causada pelo DENV, é considerada a principal causa de morbidade e
mortalidade em paises tropicais e subtropicais (GUZMAN et al., 2010). O DENV possui
4 sorotipos antigenicamente distintos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. A
maioria dos paises endémicos tem reportado a circulacdo dos 4 sorotipos nos ultimos
anos (MESSINA et al., 2014).

Apo6s a inoculacdo no homem por mosquitos vetores do género Aedes, o DENV
se replica em células dendriticas da pele, células da linhagem mieloide, incluindo
macréfagos e mondcitos. Ha evidéncias de infeccdo de hepatécitos e células
endoteliais. Em humanos, o mecanismo provavel pelo qual o virus se propaga para
0s Orgaos periféricos é a propagacao hematogénica, sendo a infeccdo do sistema
nervoso central ocasionalmente relatada (PUCCIONI-SOHLER et al., 2017).

A maioria das infecgbes por DENV € assintomatica, entretanto, sua
manifestacao clinica pode variar das formas brandas denominadas dengue com ou
sem sinais de alarme as formas graves da doenca que podem eventualmente levar a
morte (HALSTEAD; COHEN, 2015; WHO, 2012; BACK; LUNDKVIST, 2013). O
periodo de incubacéo é geralmente de 4 a 7 dias, podendo variar entre 3 e 14 dias. A
apresentacao mais comum da dengue € o aparecimento subito de febre acompanhada
de dor de cabeca, dor retro-orbital, mialgia e artralgia generalizadas, rubor de face,
anorexia, dor abdominal e nauseas. Erupcbes cutaneas sdo frequentemente
observadas no tronco, bracos, coxas e palmas das maos. As anormalidades
detectadas no laboratério podem incluir leucopenia e trombocitopenia. Nao existe uma
infeccdo crénica com DENV pois uma vez infectados, os individuos adquirem
imunidade para aquele sorotipo. No entanto, os individuos podem experimentar
multiplos episddios clinicos se infectados com os demais sorotipos do DENV
(HALSTEAD; COHEN, 2015).

A presenca de sinais de alerta de dengue grave estd associada a dor
abdominal, fraqueza, vbémitos persistentes, hemorragia em mucosas, inquietacao,
aumento do figado (> 2 cm), ou aumento do hematdécrito concomitante a diminuicéo
do numero de plaquetas. Os critérios para diagnéstico de dengue grave incluem

gualquer sinal de extravazamento de plasma que leve ao choque ou a acumulagéo de
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fluidos no pulmdo causando dificuldade respiratéria, sangramento grave e
comprometimento grave dos 6rgdos (WHO, 2012).

Hipotetiza-se que as formas graves da dengue estéo associadas com infec¢des
subsequentes ou secundarias por sorotipos heterotipicos, independentemente do
intervalo de tempo entre a infeccdo primaria e secundaria (RODRIGUEZ-ROCHE;
GOULD, 2013), e podem ser causadas por um fendmeno imunol6égigo chamado
infectividade aumentada por anticorpos ou ADE, sigla em inglés do termo Antibody-
Dependent Enhancement (HALSTEAD, 1988; GUSMAN; ALVAREZ; HALSTEAD,
2013; BACK; LUNDKVIST, 2013).

Individuos infectados por qualquer um dos sorotipos de DENV desenvolvem
imunidade monotipica protetora evidenciada pela geracdo de anticorpos do tipo
imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G (IgG). Os anticorpos IgG podem ser
encontrados no soro no final do periodo de convalescenca (9-10 dias) em infeccdes
primarias e também podem ser detectados precocemente no caso de infeccdes
secundarias. A IgG é encontrada em altos titulos de 30-40 dias apoés a infec¢do, mas
pode permanecer detectavel por décadas, o que permite a identificacao de individuos
gue estiveram em contato com o virus (HALSTEAD; COHEN, 2015). Ademais, pode
haver protecdo cruzada entre os diferentes sorotipos de DENV por um periodo
limitado. Recentemente, altos titulos preexistentes de anticorpos do virus da dengue
foram associados ao risco reduzido de infec¢éo e sintomas por ZIKV (RODRIGUEZ-
BARRAQUER et al., 2019).

O diagnéstico da dengue é feito por confirmacao laboratorial da infeccéo pelo
virus. Geralmente, € realizado por sorologia utilizando-se varios métodos tais como:
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica para captura de anticorpos IgM (MAC-ELISA),
ensaio de imunoabsorcao ligado a enzima (ELISA), para identificacdo de IgG, teste
de neutralizacéo por reducéo de placas (PRNT) e também por deteccédo da proteina
viral ndo estrutural NS1. O diagndstico da dengue também pode ser feito por métodos
moleculares, tais como, reacdo em cadeira da polimerase com transcriptase reversa
(RT-PCR) e pelo isolamento do virus, este Gltimo menos utilizado. Vale ressaltar que
o diagnéstico por sorologia ndo permite a sorotipagem do virus infectante, exceto pelo
PRNT. A sensibilidade dos testes € variavel em decorréncia ao tempo de coleta das
amostras e pela necessidade de multiplas amostras, como para pesquisa de IgG na
fase aguda e fase convalescente. Os testes de RT-PCR e detec¢ao da NS1 séo

considerados prova da infecgdo com DENV pois oferecem um diagnostico mais
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precoce e mais especifico com sensibilidade de 80 a 90 % se utilizados de 1 a 3 dias
apos o inicio da doenca (HUNSPERGER et al., 2016).
Como ainda ndo ha tratamento especifico para combater o DENV, usualmente
é feito apenas o tratamento de suporte ao paciente para amenizar 0s sintomas da
doenca. As condutas terapéuticas iniciam-se com o gerenciamento da febre, cuidados
de enfermagem, equilibrio de fluidos, eletrdlitos e parametros de coagulacédo do
sangue (WHO, 2012; BEAUTE; VONG, 2010). Pacientes com dengue podem ser
tratados com acetaminofeno (AHMAD et al., 2011) seguido de repouso e terapia de
hidratacéo oral. Caso ocorram sinais de desidratacdo ou sangramento, 0s pacientes
devem ser hospitalizados. Medicamentos a base de acido acetilsalicilico ndo devem
ser utilizados, pois possuem efeito anticoagulante e aumentam o risco de hemorragias
(OISHI et al., 2007). Melhorias no gerenciamento dos casos de dengue reduziram a
taxa de letalidade dos pacientes hospitalizados pela doenca a menos de 1 %,
enquanto historicamente essa taxa chegava a 20 % (MONATH, 1994; SIMMONS et
al., 2015).
Alguns avancos tém surgido no combate a dengue, entre eles o desenvolvimento
da vacina Dengvaxia, que foi desenvolvida pela empresa francesa Sanofi Pasteur. A
vacina é tetravalente, recombinante e atenuada e é produzida em células Vero sem
soro. Cada um dos quatro sorotipos do DENV contidos nesta vacina foi obtido
separadamente por tecnologia de DNA recombinante, combinando o virus atenuado
da vacina da febre amarela (17D204) e os quatro sorotipos dos virus selvagens da
dengue (GUY et al., 2015; PITISUTTITHUM; BOUCKENOOGHE, 2016). A eficacia da
Dengvaxia varia segundo o sorotipo viral, sendo maior nos tipos 3 e 4 e tendo uma
menor eficacia principalmente contra o DENV-2. A eficacia da vacina também é
superior em criangas acima dos 9 anos de idade, e depende da situacao soroldgica,
sendo maior nos voluntarios expostos previamente ao DENV (CAPEDING, et al.,
2014; VILLAR, et al., 2015). No entanto, hd uma contraindicacdo da vacina para
pessoas que nunca tiveram dengue (ANVISA, 2019). Até 2019, a Dengvaxia foi
licenciada em 19 paises, entre eles: o Brasil, a Argentina, a Australia, o México, o

Paraguai, o Peru, entre outros.
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1.5 A febre do Zika e asindrome congénita do Zika

A febre do Zika, causada pelo ZIKV, é uma doenca exantematica transmitida
principalmente por mosquitos do género Aedes, sendo que 0s sintomas podem durar
até uma semana. Sua apresentacdo clinica é semelhante a de outras infec¢des
causadas por arbovirus, principalmente a dengue. Os sintomas incluem febre baixa,
erupcgao cutanea, artralgia, artrite, mialgia, dor de cabeca, conjuntivite e edema. Os
casos graves envolvendo hospitalizagdo sdo incomuns e as mortes sao raras
(AHMAD; AMIN; USTIANOW SKI, 2016).

Nos ultimos anos, a febre do Zika expandiu-se geograficamente mudando de
uma doenca endémica transmitida por mosquitos na Asia equatorial e Africa para uma
doenca epidémica em diversas regides do mundo, principalmente nas Américas
(HAYES, 2009; KINDHAUSER et al., 2016). O ZIKV foi isolado pela primeira vez em
1947 a partir do soro de um macaco sentinela (Macaca mulatta) na floresta Zika perto
de Entebbe, em Uganda, e logo em seguida, de homogeneizados dos mosquitos
Aedes africanus em janeiro de 1948. Ambos os isolamentos foram feitos por
inoculacao intracerebral das amostras em camundongos albinos suicos (DICK;
KITCHEN; HADDOW, 1952).

Até o inicio dos anos 2000, o ZIKV recebeu pouca atencéo na literatura médica,
pois foi relatado que estaria associado a apenas uma duzia de casos de doencas
febris autolimitantes em areas endémicas da Africa e da Asia (HAYES, 2009), como
Indonésia, Nigéria e Uganda (YUN; LEE, 2017). Na ultima década, o ZIKV ganhou
atencéo global, ja que em abril de 2007 ocorreu o primeiro grande surto fora da Africa
e Asia. Tal surto surgiu na llha Yap nos Estados Federados da Micronésia, localizado
no noroeste do Oceano Pacifico. As infeccbes por ZIKV foram associadas aos
sintomas de febre, erupcdes cutaneas, artralgia e conjuntivite (LANCIOTTI et al.,
2008; DUFFY et al.,, 2009; KINDHAUSER et al., 2016). Em outubro de 2013, o
segundo grande surto da Zika comecou na Polinésia Francesa no Oceano Pacifico
Sul-Central. A Polinésia Francesa é constituida por 118 ilhas agrupadas em cinco
arquipélagos, das quais 67 estao habitadas com uma populacao total de cerca de 280
mil pessoas (CAO-LORMEAU et al., 2014; CAO-LORMEAU; MUSSO, 2014). Esse
surto levou cerca de 30 mil pessoas a procurarem tratamento médico por suspeita
de infeccédo por ZIKV (BESNARD et al., 2014; MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU,
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2014). Além dos milhares de casos na Polinésia Francesa, multiplos surtos de
pequena escala também foram registrados durante 2013-2014 em um conjunto de
ilhas do Pacifico Sul (CAO-LORMEAU; MUSSO, 2014) incluindo as llhas Cook (ROTH
et al., 2014), Nova Caledbnia (DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015) e llha de Pascoa
(TOGNARELLI et al., 2016).

No inicio de 2015, quatro estudos relataram a deteccao de RNA de ZIKV em 19
amostras de soro de fase aguda de residentes locais e visitantes do Nordeste do Brasil
gue apresentaram sintomas comuns de febre, erupcdo cutanea, mialgia, artralgia e
conjuntivite (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; CARDOSO et al., 2015;
ZAMMARCHI et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015), indicando a primeira transmissao
autoctone de ZIKV no hemisfério ocidental. Em dezembro de 2015, entre 440 mil e 1,3
milhdo de casos suspeitos de infeccdo por ZIKV foram registrados em 14 dos 26
estados brasileiros (HENNESSEY; FISCHER; STAPLES, 2016). Além do numero
aumentado dos casos de sindrome de Guillain-Barré, um aumento significativo na
incidéncia de microcefalia entre recém-nascidos foi reconhecido pela primeira vez
durante o surto de ZIKV no Brasil (SCHULER-FACCINI et al., 2016), sugerindo uma
possivel associacdo entre a infeccdo por ZIKV e a microcefalia. Embora fosse
consenso a subnotificacdo dos casos de microcefalia no Brasil, menos de 200 casos
por ano antes de 2015, mais de 4.000 casos suspeitos de microcefalia foram relatados
no Brasil no periodo de meados de 2015 até janeiro de 2016 (VICTORA et al., 2016).
A associacdo entre o ZIKV e a microcefalia também foi verificada em dois estudos
retrospectivos, na Polinésia Francesa, realizados ap6s o surto ocorrido em 2013-2014
(CAUCHEMEZ et al., 2016; JOUANNIC et al., 2016). Além disso, outras observacdes
acerca do surto da Polinésia Francesa mostraram que houve um aumento de 20 vezes
na incidéncia da sindrome de Guillain-Barré (CAO-LORMEAU et al., 2016; WATRIN
et al., 2016), criando preocupacdes sobre a associacdo entre a infeccdo por ZIKV e
essa sindrome. Desde entdo, sdo crescentes as evidéncias que ligam a situacéo
epidemioldgica aos varios distlrbios neuroldgicos, como Sindrome de Guillain-Barré
e malformacdes neonatais, principalmente a microcefalia.

Desde a sua introducao no Brasil, 0 ZIKV se espalhou rapidamente em toda a
América Central e nas Ilhas do Caribe. A partir de 12 de janeiro de 2017, a transmissao
autéctone de ZIKV foi relatada em mais de 48 paises e territdrios pan-americanos,
com um numero acumulado de mais de 170 mil casos confirmados e mais de 500 mil

casos suspeitos. A sindrome congénita associada a infeccdo pelo ZIKV foi
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documentada em 22 paises e territérios pan-americanos, com mais de 2,3 mil casos
confirmados (ETIENNE; SANTOS; ESPINAL, 2017; OPAS, 2017). Como previsto, 0
ZIKV expandiu sua faixa geogréafica para a América do Norte, emergindo primeiro no
sul da Florida em julho 2016 e com centenas de casos confirmados de transmisséo
local por mosquitos (BOGOCH et al., 2016; FAUCI; MORENS, 2016; LESSLER et al.,
2016).

Embora tenha sido isolado em vérias espécies de mosquitos do género Aedes
(PAIXAO et al., 2016), os principais responsaveis pela transmisséo do ZIKV, tém sido
0 A. aegypti (MARCHETTE; GARCIA; RUDNICK, 1969) e o A. albopictus (GRARD et
al., 2014). A transmissao sexual também ja foi reportada (FOY et al., 2011; MUSSO
et al., 2015; MOREIRA et al.,, 2017). Varios estudos ja reforcaram tal hipotese
mostrando que o RNA viral de ZIKV pode ser detectado no sémen, meses apos a
infeccdo, sendo possivel também o isolamento da particula infecciosa viral
(MATHERON et al., 2016; NICASTRI et al., 2016). Outras formas ja relatadas de
transmissao nao vetorial do ZIKV incluem contato ndo-sexual através da pele intacta
de pessoa a pessoa (SWAMINATHAN et al., 2016), também ja mostrada para DENV
(CHEN; WILSON, 2004) e transmissdo por transfusdo de sangue (MOTTA et al.,
2016). Ainda nao se sabe se o0 ZIKV pode ser transmitido por meio da amamentacao.
No entanto, estudos mostraram que particulas infecciosas de ZIKV foram isoladas do
leite materno de mae infectada, sendo reportada também, a deteccdo do RNA viral
em leite materno de trés maes sintomaticas (BESNARD ET AL., 2014; DUPONT-
ROUZEYROL et al., 2016).

Ainda ndo existe uma vacina licenciada contra o ZIKV. Estratégias de
imunizacao feita com o ZIKV inativado, contendo o adjuvante alum, apresentou
sucesso na protecdo de camundongos suscetiveis desafiados (LAROCCA et al.,
2016) e também em macacos Rhesus (ABBINK et al., 2016). Por outro lado, embora
as vacinas vivas atenuadas tenham uso generalizado para varias infeccdes virais, elas
sdo geralmente contraindicadas para gestantes, imunossuprimidos e em alguns
casos, para criancas. Portanto, tais vacinas ndo parecem ser a melhor op¢ao quando
se trata do ZIKV.

Felizmente, até o momento, quase quarenta candidatos vacinais estdo em
desenvolvimento pré-clinico ativo (POLAND et al., 2018), sendo varios ja aprovados
pela Agéncia Federal do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados

Unidos (FDA) para ensaios clinicos de fase |, e um desses candidatos progrediu para
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0 ensaio clinico de fase Il (MASLOW, 2019). Vale mencionar mais uma vez que, até
o0 momento, ndo h& drogas antivirais especificas aprovadas para o tratamento de
pacientes infectados com ZIKV.

1.6 A febre do Chikungunya (CHIKF)

O CHIKV, assim como o DENV e ZIKV, é transmitido principalmente pelos
mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus (JUPP; MCINTOSH, 1988; WEAVER,
2014; HIGGS, 2015). Clinicamente, a infeccao por CHIKV tem uma fase aguda e uma
fase cronica associada a uma poliartrite debilitante. A fase aguda pode durar até 15
dias sendo caracterizada por inicio abrupto de febre alta, quadro grave de artralgia e
mialgia e erup¢cdo cutanea maculopapular eritematosa, que pode variar de leve a
grave com envolvimento de mais 90 % da pele (MINER, 2015). A dor nas articulacoes
€ tipicamente simétrica e qualquer articulacdo pode ser afetada, sendo as articulacdes
das extremidades as mais comumente afetadas. Outros sintomas, principalmente em
criancas, idosos e imunodeprimidos, incluem complicacbes oculares como
conjuntivite, uveite, episclerite e retinite (MAHENDRADAS; AVADHANI; SHETTY,
2013; MEHTA et al., 2018).

O aumento da frequéncia de surtos de CHIKF nos ultimos 15 anos parece estar
associado a uma maior incidéncia de Obitos e outras formas mais graves da doenca,
com relatos de casos de envolvimento cardiaco, renal, hepatico e neurologico
(JOSSERAN, 2006; RAMPAL; MEENA, 2007; WIELANEK, 2007; BRITO, 2017).

A fase crénica da CHIKF se caracteriza por uma progressao e persisténcia da
artralgia grave, de forma que a inflamacéo de uma articulacdo se dissemina ao longo
do tempo para outras articulacbes (AMDEKAR; PARASHAR; ALAGARASU, 2017), e
em alguns pacientes a dor debilitante persiste por 3 anos ou mais (SUHRBIER;
JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012; SCHILTE, 2013).

Estima-se que no mundo todo mais de um milhdo de pessoas sejam acometidas
por ano pela CHIKF. A alta taxa de transmissibilidade da doenca é um dos principais
problemas de salde publica em regides afetadas. Estudos epidemioldgicos
mostraram que cerca de 75 % dos individuos infectados pelo CHIKV desenvolvem
sintomas da doenca (SERGON et al., 2007; GERARDIN et al., 2008; GANESAN;
DUAN; REID, 2017).
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Até o ano de 2000, algumas epidemias do CHIKV se limitaram a territorios
asiaticos e africanos, sendo o ano de 2004 marcado por uma grande epidemia no
Quénia que logo se espalhou para mais de 40 paises da Africa, Asia, Europa e
Oceania (WEAVER; FORRESTER, 2015). Na epidemia na ilha francesa La Reunion
em 2005, casos graves da doenca com manifestacfes neuroldgicas, cardiacas e
mortes associadas foram reportados pela primeira vez (BURT et al., 2017). Neste
mesmo periodo, uma adaptacdo genética do virus circulante, que até entdo era
transmitido pelo mosquito Ae. aegypti, permitiu que o CHIKV fosse transmitido de
forma eficiente pelo Ae. albopictus. Essa adaptacdo genética foi caracterizada por
uma mutacdo na glicoproteina E1 do envelope viral, que permitiu que o virus fosse
rapidamente introduzido em areas prevalentes de Ae. albopictus (TSETSARKIN et al.,
2007).

Em 2013, o CHIKYV foi detectado no Caribe e logo em seguida afetou mais de
50 paises nas Américas (CASSADOU, 2014; LEPARC-GOFFART, 2014; VAN
BORTEL, 2014). Em 2014 apareceram o0s primeiros casos de CHIKF relatados no
Brasil e causados pelos dois genotipos do virus (NUNES et al., 2015). No mesmo ano,
no Brasil foram confirmados 1.424 casos autoctones de CHIKV, e em 2016 foram
confirmados mais de 145 mil casos com relatos de casos graves e com mais de 200
mortes associadas a infeccdo. Em 2017 e 2018, 231 Obitos por CHIKV foram
confirmados sendo 273 mil casos de CHIKF registrados (MINISTERIO DA SAUDE,
2019).

O CHIKYV continua a causar grandes epidemias em todo o mundo e ainda néo

h& tratamento ou vacina disponivel para prevenir a infecgéo.

1.7 Produtos naturais e a biodiversidade como fonte de drogas antivirais

Os produtos naturais (PN) sdo substancias produzidas pelo metabolismo
secundario dos organismos vivos, tendo sido selecionados pela natureza durante
milénios de evolucdo nas suas interagces com o meio ambiente. As interacdes entre
0S organismos e seu ambiente permitem ou induzem a formulacdo de diversas
entidades quimicas complexas, que favorecem sua sobrevivéncia e competitividade.
Portanto, devido a suas func¢des biolégicas e origem, os PN s&o estruturas quimicas

com alto potencial terapéutico.
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A utilizacdo de PN com propriedades terapéuticas é tdo antiga quanto a
civilizagdo humana, ja que por um longo tempo, produtos minerais, vegetais e animais
foram as principais fontes de drogas utilizadas para o tratamento de doencas. H&a
registros de um grande numero de formulacdes empregando ervas medicinais
descritas por diversas civilizagdes antigas. Os primeiros registros, feitos em tabuletas
de argila em escrita cuneiforme, sdo da Mesopotamia e datados de 2600 a.C. Ha
varios relatos de formulagdes por outras civilizagbes antigas, entre elas: a civilizacdo
egipcia (Papiro de Ebers, 1500 a.C.), a chinesa (LI et al., 2011; 2014), a hindu
(Ayurved; System of Medicine, 1000 a.C.) e a grega (relatadas nos trabalhos de
Teofrasto de aproximadamente 300 a.C. e de Galeno de 130-200 d.C). Ainda hoje, o
O0leo de cedro (Cedrus spp.), de cipreste (Cupressus sempervirens), a mirra
(Commiphora spp.) e a dormideira (Papaver somniferum) sao utilizados para o
tratamento de tosse, resfriados, infeccdes parasitarias e inflamacdes (DE PASQUALE,
1984).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO), em muitos paises
desenvolvidos, principalmente da Europa, uma grande parcela da populacdo ainda
hoje faz uso de préaticas complementares de saude, sobretudo, com o uso de plantas
medicinais. Mesmo com facil acesso a medicina moderna, o uso de plantas medicinais
nesses paises ainda mantém uma alta popularidade, tanto por razfes culturais quanto
historicas. Ja nos paises em desenvolvimento, principalmente dos continentes asiatico
e africano, 65-80 % da populacao depende exclusivamente de plantas medicinais para
cuidados basicos de saude. Esse € outro importante motivo pelo qual as plantas
medicinais e sua biodiversidade sdo economicamente importantes (RAHMAN et al.,
2004). Atualmente, esse conjunto de praticas de atencdo a saude baseadas na
tradicdo e sabedoria popular, como o conhecimento, a experiéncia e as crencas de
culturas indigenas, sao definidas pela WHO como medicina alternativa.

No Brasil, o uso de plantas medicinais foi disseminado principalmente pela
cultura indigena. O Brasil se destaca por ser um dos paises mais ricos em
biodiversidade em todo o mundo. De fato, o territorio brasileiro possui varios biomas,
como a Caatinga, o Campo, o Cerrado, a Floresta Amazénica, a Mata Atlantica, a
Mata de Araucaria, a Mata de Cocais, o Pantanal e as Zonas Litoraneas. Esses
biomas sdo uma fonte riquissima de produtos naturais terapéuticos. Embora muitas
plantas medicinais tradicionais ja tenham atividade antiviral descrita (KUDI; MYINT,
1999; BETANCUR-GALVIS et al., 1999) e sejam utilizadas para o tratamento de
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infeccdes por espécies de virus DNA e RNA em animais e humanos (MULLER et al.,
2007), as pesquisas sobre o potencial das plantas como fonte de antivirais ou outros
farmacos, ainda sdo pobremente exploradas no nosso pais, contrastando com paises
como a Alemanha, os Estados Unidos e o Canada (CALIXTO, 2000; RATES, 2001).

Em 20 de maio de 2015, o Congresso Nacional Brasileiro aprovou a LEI N°
13.123 que regulamenta o acesso ao bioma brasileiro para fins de pesquisa e
inovacgao tecnoldgica. No entanto, varias questfes ainda permanecem incertas, como:
() a informacgéo genética sobre a origem de substancias do metabolismo dos seres
vivos; (ii) o conhecimento tradicional associado que indica um uso potencial para o
conhecimento genético; (iii) o consentimento prévio e informado, ou seja, a permissao
para uso em pesquisa e inovacao dada pelo detentor do conhecimento tradicional; (iv)
e 0 acesso: permissdo para coleta de material para pesquisa cientifica e
desenvolvimento tecnologico (CALIXTO, 2019).

Historicamente, companhias farmacéuticas utilizaram extratos de plantas para
produzir formulacdes terapéuticas relativamente rudimentares, mas com o avango dos
antibidticos em meados do século XX, formulacbes de drogas com substancias
razoavelmente purificadas tornaram-se mais frequentes (FIRN; JONES, 2003). Os
extratos brutos contém uma complexidade de misturas variaveis, portanto, o risco de
efeitos secundarios indesejados é sempre alto. Certamente, a maneira mais simples
para diminuir o risco de efeitos indesejados € isolar a substancia ativa. No entanto,
inicialmente esse ndo foi 0 motivo pelo qual pretendeu-se a purificagdo de substancias
contidas em produtos naturais. O principal motivo foi a necessidade de identificar
produtos de plantas adulterados por meio da determinacdo da quantidade de
principios ativos contidos neles. Somente depois que isso pbde ser feito, foi
reconhecido que a composicdo dos produtos quimicos e as substancias ativas
variavam quantitativamente e qualitativamente durante todo o ciclo de vida da planta.
As mudancas nas condi¢cdes climaticas, o tempo de colheita, a adequacdo do
processo de secagem, a natureza e duracdo do armazenamento, entre outros
aspectos, influenciam notavelmente no perfil de substancias contidas em um extrato
(CONNOR, 2005).

Paralelamente & ideia da obtencdo de substancias “puras”, despertou-se a
possibilidade de modificagbes estruturais, visando a producdo de drogas mais ativas
e seguras, com aumento da atividade, seletividade e/ou a reducéo de efeitos adversos

ou toxicidade. Como exemplos, destacam-se o isolamento da morfina por Emanuel
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Merck em 1826 e a primeira droga semissintética, a aspirina, produzida pela Bayer
em 1899 (DE PASQUALE, 1984; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003;
CHATTOPADHYAY:; NAIK, 2007). A aspirina, um dos primeiros produtos quimicos
naturais modificados quimicamente, continua tendo um importante papel no mercado.
Infelizmente, modificacbes quimicas em compostos naturais ndo sao simples de
serem feitas e, frequentemente, as diferencas entre o composto modificado e o natural
sdo quase imperceptiveis.

Apesar de muitas vantagens e sucessos do passado, houve uma diminuicéo
do uso de plantas em ensaios de triagens para a descoberta de novas drogas. Isso
aconteceu em decorréncia das dificuldades de acesso e de fornecimento, da
complexidade da quimica e da lentid&do inerente de se trabalhar com tais produtos.
Associados a esses fatores surgiram novas tecnologias, como o0 uso da quimica
combinatoria e o desenvolvimento de métodos de triagem bioldgicos automatizados,
como as triagens de alto desempenho (HTS, do inglés High Throughput Screening)
para a obtencdo de um maior niumero de substancias biologicamente ativas.

Basicamente, a quimica combinatoria refere-se a métodos quimicos sintéticos
gue permitem preparar um grande nimero de compostos em um Unico processo. As
reacdes sao feitas em varias etapas paralelamente e os produtos reacionais
resultantes sdo combinacfes aleatérias dos reagentes e, portanto, milhares de
substancias novas séo geradas (YUNES; CALIXTO, 2001).

Concomitantemente ao aperfeicoamento das técnicas da quimica
combinatodria, o método HTS permite a avaliacdo in vitro de milhares de substancias
por ensaio, sendo um processo rapido que determina a atividade biologica de
amostras de wuma Quimioteca Combinatéria. Tais técnicas empregadas
simultaneamente, permitem a identificacdo de novos compostos capazes de
interagirem com os alvos terapéuticos testados em escala nanomolar. Devido ao
emprego dessas estratégias combinadas surgiu o termo hit, usado para definir uma
substancia ativa contra determinado alvo biolégico, in vitro, identificada pelo emprego
dessas técnicas (DIAS; CORREA, 2001). Essas novas tecnologias contribuiram
bastante para que as empresas farmacéuticas diminuissem o interesse na triagem de
produtos naturais, principalmente entre 1984 e 2003, favorecendo o desenvolvimento
de bibliotecas de compostos sintéticos (BAKER, 2007; RISHTON, 2008).

Entretanto, mesmo com os avancos tecnoldgicos observados na pesquisa de

novas entidades quimicas e o investimento de bilhdes de ddlares em pesquisas e
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desenvolvimento nessa area, até 2014, o aumento esperado na produtividade e
descoberta de hits ndo se materializou. Apenas 2 moléculas obtidas dessa estratégia,
o sorafenib e o ataluren, atingiram o mercado farmacéutico (NEWMAN; CRAGG,
2016). O sorafenib é utilizado na terapia da leucemia mieloide crénica, carcinoma de
células renais e carcinoma hepatocelular, e o ataluren, usado para o tratamento da
distrofia muscular de Duchenne.

Atualmente, ressurgiu o interesse por produtos naturais como fonte de
substancias bioativas. Isso se deve aos avancos nas técnicas de separacdo,
purificacédo, identificacdo de compostos em misturas complexas e a aplicagdo dos
varios métodos analiticos nessa area. Tais métodos incluem cromatografia liquida de
alta/ultra performance, espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear,
biologia estrutural, genémica, biologia molecular, bioquimica, entre outros. O acesso
as fontes naturais, por outro lado, comprova que a natureza € praticamente
insuperavel e a evolucéo tecnoldgica dessas técnicas tornou-se uma poderosa aliada
no processo de descoberta ndo s6 de novas moléculas, mas de alvos e estratégias
terapéuticas nunca antes pensadas.

O tratamento de doencas infecciosas e oncoldgicas tem se utilizado de
numerosas classes de drogas capazes de interagir com muitos alvos celulares
especificos (XIAO; MORRIS-NATSCHKE; LEE, 2016). Na oncologia, no periodo entre
0s anos 1940 até o final de 2014, das 175 moléculas aprovadas, 85 séo de produtos
naturais ou derivados diretos. Em relacdo as doencas infecciosas, a influéncia das
estruturas de produtos naturais € bastante acentuada. Ha um reconhecimento cada
vez maior de que algumas substancias promissoras sdo produzidas somente por
microrganismos em interacdes microbianas especificas com os hospedeiros dos quais
séo isolados (NEWMAN; CRAGG, 2016).

O mercado global anual de medicamentos vale cerca de 1 trilhdo de ddlares, e
um terco dos medicamentos mais vendidos no mundo sdo produtos naturais ou seus
derivados (CALIXTO, 2016). A variedade e complexidade de metabdlitos especiais
sintetizados por plantas evoluiram como mecanismos de defesa as condi¢cdes de
adaptacao ambientais ricas em insetos, animais e microrganismos, incluindo os virus.
Dessa forma, as plantas constituem-se num enorme laboratério de sintese orgéanica,
fruto de milhdes de anos de evolugcdo (MONTANARI; BOLZANI, 2001). Newman e
Cragg (2016) avaliaram a participacdo dos produtos naturais nos medicamentos

aprovados pela FDA entre 1981 e 2014. Nesse periodo foram aprovados 1.562
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medicamentos, sendo 67 produtos naturais inalterados, 320 derivados de produtos
naturais e 61 sintéticos com farmacoforos de produtos naturais.

Indubitavelmente, um dos produtos naturais mais conhecidos derivado de fungo
(Penicillium notatum) € a penicilina, descoberta em 1929 por Alexander Fleming
(MANN, 1994). Os fungos tém feito parte da vida humana por milhares de anos e,
além de fontes de medicamentos, sdo usados como alimentos (cogumelos), na
preparacdo de alimentos, bebidas alcodlicas, entre outros. Atualmente, com os
avancos da microbiologia, seu uso tem sido estendido para o desenvolvimento de
enzimas, controle bioldgico, varios antibidticos e outros compostos
farmacologicamente ativos.

As vias metabdlicas fungicas séo responsaveis pela producéo de uma enorme
gama de compostos bioativos, incluindo diferentes classes de moléculas secundarias,
tais como terpenoides, policetideos, alcaloides, poliacetiienos e outros compostos
com diferentes atividades biologicas. Essas moléculas sdo consideradas importantes
prototipos para o desenvolvimento de novos pesticidas e drogas.

Os macrofungos (poliporos), basidiomicetos e ascomicetos, sdo uma
importante fonte de substancias farmacologicamente ativas. Cerca de 80 % dos
fungos poliporos testados mostraram forte atividade antimicrobiana e muitos exibiram
atividades antiviral, citotoxica, cardiovascular, anti-inflamatoria, imunoestimulante e
anticancerigenas (STAMETS, 2002; ZJAWIONY, 2004). Extratos obtidos de fungos
basidiomicetos, mostraram atividade antiviral contra o virus influenza A, in vitro e in
vivo (KABANOV et al., 2011). Em outro estudo foi mostrado que o extrato aquoso do
fungo Inonotus obliquus possui um alto efeito virucida contra o virus da hepatite C
(SHIBNEV et al., 2011). Embora seja um grupo menos estudado em relacdo aos
antivirais, Linnakoski e colaboradores, 2018, em revisdo recente mencionam
compostos fungicos ja isolados e com atividades antivirais contra varios virus tais
como DENV, ZIKV, JEV (RAEKIANSYAH et al., 2017), Enterovirus 71 (PANG et al.,
2018), virus da influenza A (SACRAMENTO et al., 2015), HIV (BASHYAL et al., 2014;
ZHAO et al., 2017) entre outros.
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1.8 Substancias antivirais contra DENV, ZIKV e CHIKV

As infecgbes causadas por DENV, ZIKV e CHIKV tém um alto custo econdmico
para a sociedade, como salérios perdidos, produtividade diminuida, despesas de
custos associados a prestacdo de cuidados de saude, além de despesas médicas
diretas. Apenas no hemisfério ocidental, o custo da dengue foi estimado em cerca de
2,1 bilhdes de ddlares por ano (BEATTY etal., 2011). Portanto, a busca por moléculas
antivirais em fontes naturais € uma abordagem promissora para o descobrimento e
desenvolvimento de drogas para tratamento de pacientes acometidos por essas
arboviroses.

Varias plantas ja foram descritas com atividade antiviral contra DENV (KADIR;
YAAKOB; ZULKIFLI, 2013). Até o0 momento, ja foram descritas mais de 30 espécies
distribuidas em todo o mundo, sendo que algumas ainda néo foram investigadas
cientificamente. Ademais, nos ultimos anos tém aumentado o numero de trabalhos
publicados relatando a atividade antiviral de espécies de plantas contra DENV, sendo
gue varias delas sdo consideradas plantas medicinais (KAUSHIK, et al., 2018).

Nas Filipinas, a Euphorbia hirta conhecida localmente como “tawa-tawa”, é
usada na medicina popular pela populacdo de areas rurais para tratar a dengue.
Popularmente, acredita-se que o consumo das folhas de “tawa-tawa” possa combater
a infeccao viral e prevenir hemorragias, e desse modo, proteger o paciente de
desenvolver as formas graves da dengue. No entanto, ainda ndo existem estudos
cientificos comprovando a eficacia da E. hirta (http://www.curelibrary.com/blog
/2007/04/). Em outro estudo, no tratamento de um paciente com dengue com extrato
aquoso de folhas de mamoeiro (Carica papaya), da familia Caricaceae, foi possivel
avaliar um aumento da contagem de plaquetas e glébulos brancos, principalmente
neutrofilos, caracteristica essencial para evitar a progressao para as formas graves
da dengue (AHMAD et al., 2011).

Extratos metandlicos de Andrographis paniculata (Acanthaceae) e Momordica
charantia (Cucurbitaceae) apresentaram alta atividade antiviral contra DENV-1 em
ensaios in vitro baseados apenas na andlise do efeito citopatico (TANG et al., 2012).
O extrato aquoso de folhas de Nim (Azidarachta indica Juss) da familia Meliaceae,
testados na sua dose maxima ndo toxica em ensaios de inibicdo viral, inibiu

completamente a replicacdo do DENV-2 in vitro. A planta Nim é nativa da india e do
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Paquistdo e comumente € encontrada em paises tropicais e subtropicais. Nesse
mesmo estudo, tal extrato também inibiu completamente a replicagdo do DENV-2, in
vivo, apos inoculacgéo intracerebral em camundongos lactentes (PARIDA et al., 2002).

Substancias da planta medicinal Boesenbergia rotunda, da familia
Zingiberaceae inibiram a protease NS3 do DENV-2 (KIAT et al., 2006). Outro estudo
indicou que varios extratos de plantas medicinais tailandesas, Rhizophora apiculata,
Flagellaria indica Linn., Cladogynos orientalis Zipp. (Euphorbiaceae) e Houttuynia
cordata Thunb., apresentaram atividade antiviral contra DENV-2, sendo fontes para o
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento da dengue (KLAWIKKAN et al.,
2011).

A Uncaria tomentosa, familia Rutaceae, uma videira conhecida como unha-de-
gato encontrada na regido tropical da América do Sul e América Central teve sua
atividade antiviral demonstrada, in vitro, em mondcitos humanos infectados com
DENV-2 e tratados com o extrato. Além da atividade antiviral demonstrada, o extrato
bruto de U. tomentosa foi responsavel pela imunomodulacdo dessas células,
reduzindo os niveis de citocinas com potencial inflamatério, como o TNF-a (fator de
necrose tumoral alfa) e o IFN-a (interferon alfa). Os fagocitos mononucleares, tais
como mondcitos e células dendriticas, sdo ativadas apos a infeccdo por DENV
(SCOTT et al., 1980; HALSTEAD, 1988; NEVES-SOUZA et al., 2005) e produzem
mediadores pro-inflamatorios incluindo TNF-a, interleucina-6 (IL-6), IL-8, entre outros.
Essas citocinas sdo também conhecidas por estarem aumentadas em pacientes com
dengue (HOBER et al., 1993; BOZZA et al., 2008), e provavelmente desempenham
um papel na ativacdo de células endoteliais e na permeabilidade vascular, podendo
levar as manifestacdes clinicas mais graves da doenca.

Em 2013, Lee e colaboradores demonstraram a atividade inibitéria, in vitro,
contra o DENV-2, ap6s o tratamento simultdneo de um coquetel de extratos aquosos
de quatro espécies do género Phyllanthus (P. urinaria, P. niruri, P. amarus e P.
watsonii). Os autores desse trabalho observaram mais de 90 % de reducéo viral apés
o tratamento com o coquetel de extratos do género Phyllanthus e varias substancias
bioativas foram identificadas, tais como o acido gélico, a geranina, a siringina e a
corilagem. A analise de protedmica das células infectadas com DENV, tratadas ou nédo

com o coquetel, revelou a expressao diferencial de 13 proteinas potencialmente
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associadas a ligacéo e entrada do virus as células, a producao da poliproteina viral, a
replicacdo do RNA viral e também ao processo de montagem e maturacgéo viral.

Em relacdo as substancias antivirais de fungos, principalmente contra DENV-2
e ZIKV, h& poucos trabalhos publicados, o que torna esse campo de pesquisa ainda
mais promissor. Em 2017, Estoppey e colaboradores demonstraram que a
cavinafungina, um lipopeptideo de origem fangica, é ativo contra DENV1-4 e também
contra ZIKV.

De forma geral, h4 uma caréncia de pesquisas de antivirais contra ZIKV em
produtos naturais. No entanto, ha trabalhos que demonstram que as plantas sédo
fontes importantes a serem investigadas. Polifenéis como o galato de
epigalocatequina e cloreto de delfinidina presentes na planta Camellia sinensis, planta
do cha verde, foram ativos contra ZIKV (CARNEIRO et al., 2016).

Embora a comunidade cientifica tenha feito um enorme esforgco em busca de
candidatos antivirais que possam ser utilizados contra o ZIKV, a pesquisa por
antivirais a partir de produtos naturais, parece nao ter sido a principal delas. Entre as
diferentes abordagens devido a urgéncia de uma droga efetiva contra o ZIKV,
comumente, 0 que tem ocorrido € uma tentativa de reposicionamento de drogas ja
liberadas e utilizadas na pratica clinica para o tratamento de outras doencas.
Claramente ha uma énfase na busca, in vitro e in vivo, entre compostos com atividade
antiviral conhecida para outros virus ou na triagem de bibliotecas compostas por
centenas de moléculas bioativas. Essas moléculas tém como alvos componentes
virais e celulares, incluindo analogos de nucleosideos e inibidores da sintese de
nucleosideos. Outras drogas que tém como alvos enzimas virais, moléculas anti-
inflamatorias, assim como aquelas com atividades antitumorais, antibidticas e
antiparasitarias também tém sido bastante exploradas em ensaios contra o ZIKV.

Alguns derivados/andlogos de nucleosideos que tém como alvos as
polimerases virais, tais como: nucleosideos 2’-C-metilados, que tém mostrado inibicdo
do ZIKV em culturas celulares (EYER et al., 2016; ZMURKO et al., 2016; HERCIK et
al., 2017), sofosbuvir e BCX4430 (BULLARD-FEIBELMAN et al., 2017; JULANDER et
al., 2017; SACRAMENTO et al., 2017), induziram maiores taxas de sobrevivéncia em
camundongos imunodeficientes infectados com ZIKV e tratados (BULLARD-
FEIBELMAN et al., 2017; JULANDER et al., 2017).

A bromocriptina, usada no tratamento de tumores da hipdfise, inibiu a protease

NS2B-NS3 de ZIKV, consequentemente inibindo a replicacao e redugéo da carga viral
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do ZIKV (CHAN et al., 2017). Os inibidores da sintese de pirimidina NITDO0O0S,
CID91632869, finasterida, brequinar, 6-azauridina, gencitabina e 5-fluorouracil
reduziram a multiplicagéo viral de ZIKV in vitro (PASCOALINO et al., 2016; ADCOCK
et al., 2017; KUIVANEN et al., 2017). O tratamento com NITD008 melhorou as taxas
de sobrevivéncia em camundongos infectados com ZIKV (DENG et al., 2016).

O N-(4-hidroxifenil) retinamida, composto sintético demonstrado como inibidor
do DENV-2 por diminuicdo do RNA viral (CAROCCI et al., 2015) (FRASER et al.,
2014), também inibiu 0 ZIKV in vitro, reduzindo a viremia e a carga viral no cérebro de
modelo murino de infe¢céo do ZIKV (PITTS et al., 2017).

Varios outros compostos com atividade anti-ZIKV foram identificados em
estudos de reposicionamento de drogas ou em triagens com milhares de moléculas,
muitas delas ja conhecidas como bioativas. As substancias saliphe, montesina,
niclosamida (XU et al., 2016; ADCOCK et al., 2017; KUIVANEN et al.,, 2017),
bortezomibe, sertralina (BARROWS et al., 2016), palonosetron (PASCOALINO et al.,
2016), obatoclax (RAUSCH et al., 2017) e PHA-690509 também demonstraram
atividade contra o ZIKV.

Drogas imunossupressoras tais como a ciclosporina A, o acido micofenolico e
a azatioprina também foram descritas como inibidores do ZIKV (QING, et al., 2009;
BARROWS et al., 2016). Do mesmo modo, medicamentos hipolipidémicos como a
lovastatina, PF-429242, fatostatina, acido nordihidroguaiarético e o acido tetra-O-
metil-nordihidroguaiarético demonstraram atividade inibitéria contra o ZIKV em
culturas celulares (PASCOALINO et al., 2016; MERINO-RAMOS et al., 2017).

Os antiparasitarios e antimalaricos, como a ivermectina, cloroquina, quinacrina,
mefloquina, GSK-36796 e pirimetamina (BARROWS et al., 2016; DELVECCHIO et al.,
2016; BALASUBRAMANIAN et al.,, 2017), bem como antibiéticos como a
nanchangmicina, a daptomicina e a kitasamicina também reduziram in vitro a
multiplicacdo do ZIKV (BARROWS et al., 2016; PASCOALINO et al., 2016; RAUSCH
et al., 2017).

A busca por antivirais contra o CHIKV tem aumentado bastante desde a
epidemia causada por esse virus em 2004/2005 nas ilhas do Oceano indico (WHO,
2006). E inumeros esforgos tém sido feitos para a descoberta ou desenvolvimento de
uma substancia antiviral contra o CHIKV.

Um dos primeiros compostos demonstrados como antivirais, in vitro, contra o

CHIKYV foi a cloroquina (KHAN et al., 2010), amplamente usada para o tratamento da
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maléria. No entanto, a cloroquina foi demonstrada como ineficaz em estudos de fase
| conduzidos em individuos que desenvolveram artralgia por CHIKV na llha francesa
La Reunion (DE LAMBALLERIE et al., 2008; ROQUES et al., 2018).

O analogo sintético do nucleosideo purina (GRACI; CAMERON, 2006), a
ribavirina, ja licenciada pela FDA para o tratamento de infec¢des pelo virus sincicial
respiratério (VSR) (COOPER, 2003) e também para o tratamento da Hepatite C em
combinagao com o IFN peguilado (POYNARD et al., 1998; MANGIA et al., 2008), foi
demonstrado como potente inibidor do efeito citopatico (ECP) induzido por CHIKV em
células Vero (BRIOLANT et al., 2004; GALLEGOS et al., 2016). Um estudo conduzido,
por pelo menos duas semanas, com pacientes com artrite e dores nos pés apoés
infeccdo por CHIKV, constatou que a administracido da ribavirina reduziu edemas e
dores nas articulagdes (RAVICHANDRAN; MANIAN, 2008). Seis dos 10 pacientes
tratados puderam caminhar livremente com o tratamento e sete pacientes nao
necessitaram de analgésicos apés 4 semanas de tratamento. Apesar dos resultados
promissores, o0 numero de pacientes nessa coorte foi baixo para observacdes
conclusivas sobre a eficacia da ribavirina. Contudo, a atividade anti-CHIKV in vitro e
in vivo observada com o tratamento com a ribavirina justifica um estudo mais
aprofundado sobre seu uso para o tratamento da CHIKF.

A 6-azauridina, assim como a ribavirina, € um analogo de nucleosideo que tem
demonstrado amplo espectro viral (RADA; DRAGUN, 1977). Clinicamente, ela é
usada para o tratamento da psoriase grave sem efeitos adversos graves. Além dos
estudos mecanisticos, a 6-azauridina é uma substancia que requer avaliacdo
cuidadosa em modelos adequados, in vivo, de infeccdo por CHIKV.

O acido micofendlico também foi demonstrado como inibidor do CHIKV. Seu
modo de acdo demonstrado foi a deplecdo de pools de GTP e subsequente inibicao
da apoptose induzida pelo CHIKV, resultando numa diminuicdo do ECP (KHAN et al.,
2011).

O arbidol é um antiviral de amplo espectro aprovado na Russia e na China para
o tratamento e profilaxia de infec¢des causadas pelo virus influenza, assim como para
outras infecgBes virais respiratorias. Em 2011, o arbidol foi demonstrado como ativo
contra o CHIKV. Ha mais de 20 anos em uso clinico, o arbidol € uma substancia bem
tolerada e apresenta poucos efeitos adversos, sendo portanto, um bom candidato para

realizacdo de pesquisas clinicas com pacientes com CHIKF (DELOGU et al., 2011).
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A substéancia cetona clorometil-RVKR-decanoil também foi demonstrada como
inibidor da infecgéo pelo CHIKV por inibicdo da furina, prejudicando desse modo, a
disseminacéo para células vizinhas (OZDEN, et al., 2008).

Ha trabalhos que mostram que produtos naturais podem ser fontes de
inibidores enzimaticos diretos e indiretos contra o CHIKV. Lucas-Hourani e
colaboradores, 2013, conduziram um ensaio fenotipico no qual testaram mais de 3 mil
compostos, identificando alguns derivados naturais que bloquearam parcialmente a
atividade da proteina NSP2 do CHIKV e impactando a replicagdo viral in vitro. Em
outro estudo, os flavonoides baicaleina, fisetina e quercetagetina também afetaram a
producdo de RNA e a expressao de proteinas virais com baixa toxicidade (LANI et al.,
2016).

Allard e colaboradores (2012) realizaram o fracionamento biomonitorado de
extratos de casca de Trigonostemon cherrieri para identificar inibidores da porcao da
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) da NS5 do DENV. Os autores isolaram
uma nova seérie de ortoésteres diterpenoides oxigenados carregando uma porcao
clorada incomum que inibiram o ECP causado pelo CHIKV em células Vero. Dado o
alvo que abordaram no ensaio de triagem, € bem provavel que esses compostos
inibam a replicase do CHIKV.

Ressalta-se que estruturas de compostos naturais podem ser otimizadas, em
termos de atividades biolOgicas, através de transformacdes sintéticas. Ha poucos
relatos sobre o efeito de produtos naturais em enzimas virais do CHIKV, sendo os
produtos naturais relativamente inexplorados nesse sentido. Considerando a vasta
gama de compostos disponiveis nha natureza, € possivel prever que mais
investigacGes nesse campo sejam descritas em um futuro préximo.

Acreditamos que a exploracdo da biodiversidade de plantas e de fungos
certamente é uma estratégia promissora para a identificacdo de substancias com
propriedades antivirais para utilizacdo no tratamento de doencas virais tais como
arboviroses como a dengue, zika e chikungunya.

A maioria das substancias antivirais descritas e citadas neste trabalho estdo
apenas nas etapas preliminares da pesquisa e isso se deve, em parte, as varias
lacunas na biologia dos virus, especialmente DENV, ZIKV e CHIKV. Como exemplo,
0S processos que contribuem para a encefalite induzida por CHIKV e para a artrite
cronica ainda sdo mal compreendidos, obviamente sendo obstaculos a descoberta de

medicamentos antivirais.
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1.9 Alvos para descoberta e desenvolvimento de antivirais

Os agentes antivirais podem agir em diferentes etapas da replicagédo viral,
incluindo a sintese e degradacdo de proteinas, na replicacdo dos genomas virais e
modificacdo dos fatores ou vias do hospedeiro que afetam o ciclo de replicacdo do
virus. Além disso, etapas de entrada e saida dos virus das células também s&o pontos
de interferéncia. Na maioria dos casos, 0s antivirais de acao direta agem sobre
polimerases e proteases.

Na busca por antivirais, varios fatores sdo considerados, tais como: (i) é
desejavel que tenha um bom nivel de inibi¢cdo. Idealmente, uma droga que seja capaz
de eliminar a replicacao do virus. Na pratica, uma inibicdo de 50 a 90 % €é considerada
otima para o desenvolvimento de um antiviral. Mesmo uma reducgéo de 50 % na
replicacdo pode reduzir a carga viral a um nivel no qual o sistema imunolégico do
hospedeiro possa prontamente elimina-lo; (ii) ter um alvo especifico pois a ligacao ou
inibicdo de um alvo nédo intencional na célula hospedeira pode levar a efeitos adversos
e até mesmo a morte celular. O antiviral deve, portanto, atuar apenas em alvos virais
ou do hospedeiro aos quais se destinam. Portanto, a toxicidade celular tem que ser
monitorada paralelamente a poténcia geral da substancia. Ademais, ha esforcos para
atingir proteinas especificas do ciclo de vida do virus, como por exemplo a RdRp (RNA
polimerase dependente de RNA) que ndo esta presente na célula hospedeira nao
infectada; (iii) acao efetiva em varios virus de uma mesma familia (inibicdo de amplo
espectro); (iv) capacidade de entrar rapidamente nas células, seja através de
transporte ativo, difusdo ou como pré-droga; (v) acdo imediata, pois, por exemplo,
pacientes infectados com DENV, ZIKV ou CHIKV geralmente ndo apresentam
sintomas por 4-10 dias e, portanto, os antivirais precisam impedir que tais virus se
espalhem em um periodo relativamente tarde no ciclo de infeccdo (BOTTING; KUHN,
2012).

Sendo assim, varias etapas do ciclo de replicacdo viral sdo investigadas como
possiveis alvos de inibicdo. Substancias capazes de interromper os mecanismos de
adsorcao viral, fusdo e entrada, escape endossomal, processamento do RNA viral,
replicacdo do genoma, montagem do virus, evasao da resposta imune do hospedeiro
e liberagdo do virus para outras células, podem ser promissoras para 0
desenvolvimento de um antiviral (BOTTING; KUHN, 2012).
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A entrada do virus na célula hospedeira é essencial para que ocorra a
replicacdo. Um inibidor que impede a penetracéo viral na célula alvo minimiza uma
variedade de efeitos negativos causados por fatores de viruléncia, além de possibilitar
que o virus figue mais vulneravel para ser eliminado pelo sistema imunolégico. No
caso dos flavivirus, a proteina E € responsavel pela entrada e fusdo na membrana,
portanto, € um bom alvo terapéutico, pois inibiria as etapas seguintes no ciclo de vida
do virus, inclusive a liberagdo endossomal. Os inibidores de entrada também podem
ter como alvos componentes extracelulares como 0s receptores das células
hospedeiras, 0os quais sdo mais acessiveis, com a vantagem de reduzir as doses
requeridas e os limites de toxicidade (TEISSIER; PENIN; PECHEUR, 2011). Os
receptores usados pelo CHIKV sdo expressos em varias células, especificamente a
proibitina (WINTACHAI, et al., 2012), fosfatidilserina, glicosaminoglicanos, receptores
da subunidade 3 da ATP sintase (VAN DUIJL-RICHTER et al., 2015) e o receptor
Mxra8 (MONTEIRO et al., 2019).

A inibicdo especifica do RNA viral € uma outra abordagem valida para o
desenvolvimento de um antiviral. No entanto, os virus que tém um genoma RNA de
fita simples e de senso positivo se assemelham ao mRNA celular. Embora
conveniente para esses virus, € desafiador atingir o RNA viral sem a inibi¢cao colateral
de mRNA celulares.

Outros alvos interessantes para a atuacao de inibidores, sdo as proteinas NS
dos flavivirus, que estdo envolvidas na replicacdo do genoma viral e na evasao pelo
virus do sistema imune do hospedeiro. H4 estudos que demonstraram que a exclusao
da NS1 do genoma de flavivirus iniba a replicacao viral (LINDENBACH; RICE, 1999).
O celgosivir € um pro-farmaco natural da castanospermina (Castanospermum
australae) clinicamente aprovado para tratamento do HCV, que € convertido a
castanospermina por difusdo dentro da célula. Essa droga demonstrou atividade
antiviral, contra DENV in vitro e in vivo, promovendo a inibicdo da glicosilacdo da
proteina NS1 e sua acumulacdo no RE. Embora o celgosivir atue na etapa celular de
glicosilacao, a sua eficiéncia mostra que a NS1 tem um papel vital na replicacdo desse
virus e a identifica como um alvo promissor (RATHORE et al., 2011).

As proteinas NS3 e NS5 dos flavivirus sdo os alvos mais estudados e
considerados promissores para a pesquisa e desenvolvimento de antivirais para os
flavivirus. A NS3 é uma enzima multifuncional que atua como protease para o

processamento das poliproteinas, como RNA trifosfatase para capear o RNA viral
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nascente e como helicase, que desenrola os &cidos nucleicos em dupla-fita durante a
replicacdo do RNA viral. A NS5 tem um dominio metiltransferase, envolvido no
capeamento do RNA mensageiro viral, e um dominio RdRp, responsavel pela
replicagcédo da fita positiva do RNA gendmico.

Ainda em relagdo aos flavivirus, outros alvos em estudo sdo a NS2a, crucial
para a sintese de RNA viral e a montagem do virion (XIE et al., 2015), a NS2b que se
liga a NS3 e forma a protease NS3 funcional (FALGOUT et al., 1991), e a NS4b, uma
proteina de membrana integral que se insere nas membranas derivadas do RE no
sitio de replicacdo, essencial para a funcao normal da replicacdo (MILLER et al.,
2007). Alguns inibidores que interferem na funcdo da NS4b ja foram identificados, no
entanto, ainda ndo se sabe como essas moléculas inibem especificamente a NS4b, e
mesmo se a inibicdo seria adequada para reduzir a carga viral (PATKAR et al., 2009;
XIE et al.,, 2011). A NS4a possui 0 peptideo 2K que € uma sequéncia de 32
aminoacidos na sua porcao C-terminal que a direciona a membrana do RE. Na
insercdo na membrana, a sequéncia 2K é clivada por proteases virais e celulares para
originar as proteinas maduras NS4a e NS4b. Uma mutacdo na 2K do WNV foi
responsavel por conferir resisténcia a licorina (MILLER et al., 2007; ROOSENDAAL et
al., 2006). Portanto, ha uma hipotese de que a inibicdo do peptideo 2K interfere no
rearranjo da membrana ou reconhecimento do seu sitio de clivagem. Tal hipotese
implica que os substratos de proteases também podem fornecer uma gama de novas
estratégias de inibicdo. Além disso, € provavel que o peptideo 2K tenha outra funcéo
no complexo de replicacdo além do alvo proteico, ja que ele se co-localiza com as
proteinas de replicacédo viral.

O capsideo envolve e protege o genoma viral. Até 0 momento, ndo existem
compostos antivirais direcionados a proteina C para interferir na montagem e
desnudamento do virion. Contudo, a inibicAo da proteina C por estratégias de
silenciamento de genes com short hairpin RNA (shRNA) reduziu bastante a producéo
viral do WNV (ONG; CHU; NG, 2008; QIN; QIN, 2006). Portanto, esse pode ser mais
um alvo eficaz no futuro e vale a pena ser investigado. Teoricamente, seria efetivo um
inibidor com capacidade de bloquear as interacdes entre a proteina C e “congelar’ o
nucleocapsideo em uma conformagdo na qual ndo fosse possivel a liberacdo do RNA
gendmico. Os precursores das glicoproteinas de maturacdo também sdo alvos que

podem ser inibidos.
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Em relagdo ao CHIKV, a proteina precursora E3E2 é clivada pela furina, uma
protease celular, nas formas maduras E3 e E2. E um inibidor da furina ja foi descrito
como supressor da infeccéo por CHIKV (OZDEN et al., 2008). Em teoria, as proteinas
ndo estruturais NSP1, NSP2, NSP3 e NSP4 do CHIKV também sdo alvos a serem
investigados. Essas 4 proteinas se juntam para formar o complexo de replicacéo viral
e servem de molde para a sintese de RNAs subgenémicos. Uma mutagdo na regiao
da NSP2 inibiu a replicagdo do CHIKV, demonstrando ser um alvo atraente para
antivirais (LUCAS-HOURANI et al., 2013). A NSP1 esta envolvida na sintese da fita
negativa do RNA viral. A NSP2 possui um dominio de protease envolvido no
processamento das poliproteinas virais, uma RNA helicase, uma RNA trifosfatase
envolvida no capeamento do RNA viral e uma trifosfatase nucleotidica (BOURAI et al.,
2012). A NSP3 faz parte da unidade da replicase e a NSP4 representa a RNA
polimerase viral. Em suma, ha varios alvos para o desenvolvimento de antivirais, e as
pesquisas por moléculas que atuem nesses alvos € uma area que visivelmente esta

avancando.
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2 JUSTIFICATIVA

A descoberta de novas drogas antivirais torna-se cada dia mais importante devido
a ameaca global de pandemias e surtos epidémicos de doencas virais (Noble et al., 2010).
O Brasil vem enfrentando varias epidemias causadas pelos virus da dengue e, mais
recentemente, por ZIKV, CHIKV e pelo YFV. De fato, no periodo de 2016 a 2017 foi
registrada uma epidemia de febre amarela no Brasil, sobretudo na regido Sudeste, que
foi caracterizada como a maior epidemia deste século no pais.

Além do desenvolvimento de vacinas, outra estratégia de combate a essas viroses,
a exemplo do que aconteceu com a AIDS (Sindrome da imunodeficiéncia adquirida), é o
desenvolvimento de farmacos antivirais para aliviar a carga viral nos pacientes, de forma
a permitir que o sistema imune seja capaz de eliminar o virus, bem como minimizar as
diversas formas de transmissdo pelo vetor. Portanto, se faz necessaria e urgente a
descoberta de drogas capazes de impedir/diminuir a proliferacdo de virus nos pacientes
infectados.

As plantas sempre tiveram uma participagdo importante na medicina tradicional e,
ainda hoje, sdo empregadas no tratamento dos sintomas de varias doengas de etiologia
viral. Vérias espécies de plantas j4 foram demonstradas como inibidoras da multiplicacédo
ou infeccdo de vérios virus (ASWAL et al., 1996) tais como o HIV (LEE-HUANG et al.,
2003), o Influenza virus (YAMADA et al., 2009), o DENV (SIMOES et al., 2011); (LEE et
al., 2013) e o HHV (Human herpesvirus 2) (ZHU et al., 2006). Portanto, a busca em
produtos naturais de substancias ativas € uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de drogas antivirais. Ademais, aproximadamente 40 % dos
medicamentos modernos sédo derivados de fontes naturais, seja utilizando a substancia
natural ou mesmo sua versao sintetizada (JASSIM; NAJI, 2003; NEWMAN; CRAGG,
2016).

Do mesmo modo que as plantas, os fungos apresentam uma enorme
biodiversidade tanto no nimero de espécies quanto na sua complexidade metabdlica,
uma vez que possuem vias bioguimicas incomuns ou até mesmo Unicas para a producao
de enzimas, metabdlitos secundarios e outros compostos bioativos. Algumas espécies de
fungos exploradas pelo homem produzem importantes farmacos como a penicilina,
ciclosporina e as estatinas. Assim, € de crucial importancia a identificacdo de novos
compostos bioativos produzidos por fungos que poderdo ser usados como moléculas

protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos.
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De fato, ha uma variedade de motivos que justificam o interesse terapéutico na
busca de antivirais a partir de produtos naturais, a saber: (i) o limitado tempo de utilizacao
de alguns medicamentos para o tratamento de certas infec¢des virais devido aos
problemas relacionados a resisténcia viral; (ii) problemas de laténcia e recorréncia de
infeccbes virais em pacientes imunocomprometidos; (iii) a falta de medicamentos
eficientes para o tratamento da maior parte das doencas causadas por virus; e (iv) a
diversidade estrutural de metabdlitos secundarios provenientes de plantas e de fungos.

No entanto, sabe-se que apenas uma pequena fracdo do vasto reservatorio de
compostos disponiveis na natureza é explorada visando a descoberta de substancias
antivirais. Isso também se aplica a biodiversidade brasileira, incluida entre as maiores do
planeta e que se constitui em um imenso laboratério quimico altamente sofisticado.
Espécies de plantas e de fungos endofiticos de diferentes biomas brasileiros, assim como
fungos de biomas como o deserto do Atacama e o0 continente Antartica também séo
explorados neste trabalho quanto ao potencial de moléculas antivirais. A utilizacdo das
mais variadas espécies sob diferentes processos de pressdo natural ampliam
enormemente as chances de identificacdo de moléculas de alta complexidade com acéo
antiviral. Do mesmo modo, a utilizacao de diferentes espécies de virus, isto €, diferentes
alvos abordados neste trabalho, favorece a descoberta de moléculas que podem ter
especificidade para uma espécie viral em detrimento de outra.

A descoberta de moléculas promissoras dara subsidios para a preservagéo e
exploragdo consciente principalmente das riquezas naturais. Os metabdlitos secundarios
ou especiais identificados como antivirais poderdo se notabilizar como matéria-prima
valiosa para a producdo de antivirais. De fato, inimeros farmacos tiveram um ponto de
partida nos produtos naturais, fazendo deste trabalho mais um exemplo que servira de
base nesse campo de pesquisa contra outros virus que assim como os abordados neste
trabalho, também constituem-se em graves ameacas a saude publica.

Por fim, soma-se aos motivos impulsionadores deste trabalho, os excelentes
resultados mostrados na nossa tese de mestrado, na qual foram identificados 115 extratos
com atividade antiviral in vitro contra DENV-2, dentre os mais de 3.000 extratos de plantas
e fungos da extratoteca da Fiocruz, albergada no IRR, e avaliados (Barbosa, 2015).

A descoberta de substancias que possam ser utilizadas para o tratamento de
doencas causadas pelos virus da dengue, zika e chikungunya, serd uma enorme
conquista para a humanidade, tendo em vista que mais de 4 bilhdes de pessoas vivem
em areas com prevaléncia ou em risco iminente de novas epidemias causadas por esses

virus.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar substancias antivirais em extratos de plantas e de fungos ativos contra
o0 DENV-2, 0 ZIKV e o CHIKV.

3.2 Objetivos especificos

1.

Identificar (triar) extratos de plantas e de fungos com atividade antiviral contra
o0 DENV-2, 0 ZIKV e o0 CHIKV;

Determinar a CCso, a CEso € 0 IS de extratos/fracbes e substancias
selecionados;

Realizar o fracionamento biomonitorado de pelo menos 10 extratos
selecionados para identificacdo de substancias/compostos antivirais;

Avaliar a acdo virucida de extratos/fragcbes ou substancias purificadas
selecionadas;

Elucidar a estrutura de substancias sugeridas em fracdes ativas pelas
plataformas de analise contra DENV-2 e/ou ZIKV;

Modificar a estrutura de substancias ativas para potencializacédo da atividade
antiviral e diminuicdo da citotoxicidade;

Combinar substancias ativas para avaliacdo da atividade antiviral e
citotoxicidade por isobolograma;

Realizar a predicdo ADMET de substancias ativas contra DENV-2 e ZIKV.



4 FLUXOGRAMA DA ESTRATEGIA DE TRABALHO
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Virus e linhagens celulares

Dengue virus 2 - A amostra do DENV-2 utilizada neste estudo foi isolada de paciente
com febre do dengue do municipio de Ribeirdo Preto — Sao Paulo, e desde entdo, foi
multiplicada em cérebro de camundongo neonato e em células C6/36. Essa amostra
foi cedida pela Dra. Erna Geessien Kroon do Laboratério de Virus da UFMG.

Zika virus — A amostra do ZIKV utilizada neste estudo, denominada PE243/2015;
GenBank: KX197192.1, foi isolada de soro de paciente em células Vero no Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM) — FIOCRUZ Pernambuco, pela equipe da Dra.
Marli Tenério Cordeiro. O pool semente dessa amostra foi feito em células C6/36 no
Laboratério de Imunologia de Doencas Virais (IDV) da Fiocruz Minas. O estoque (pool
trabalho) de ZIKV para utilizacdo neste trabalho € proveniente da terceira passagem
em células C6/36.

Chikungunya virus — A amostra do CHIKYV utilizada neste estudo foi cedida pelo Dr.
Mauricio Nogueira da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto - SP. Para
obtencao do pool trabalho do CHIKYV tal aliquota foi multiplicada em células Vero.
Células BHK-21 - Linhagem celular de fibroblastos derivados de rim de hamster
Mesocricetus auratus neonato de um dia de idade, adquirida do Banco de células do
Rio de Janeiro (BCRJ), com teste microbiolégico negativo para micoplasma e na
passagem 63. O cultivo das células BHK-21 foi feito em garrafa média de 75 cm? (TPP,
Suica) utilizando-se de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) [Thermo,
USA], no qual foi adicionado 5 % de soro fetal bovino (SFB) [Gibco], 100 Ul/mL de
penicilina, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B
(Thermo, USA). As células foram mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5 %
de CO.. Essa linhagem celular foi utilizada nos experimentos de titulagdo do DENV-2,
assim como para a triagem anti-DENV-2, determinacdo da concentracao efetiva 50
(CEsp) contra DENV-2 e determinacdo da citotoxicidade 50 (CCsp) de extratos de
plantas e de fungos.

Células C6/36 — Linhagem celular derivada de larvas do mosquito Aedes albopictus
adquirida do BCRJ com teste microbioldgico negativo de infec¢do por micoplasmas.
Para a manutencdo desta linhagem celular foi utilizado meio Leibowitz 15 (L-15)

[Cultilab, Campinas] suplementado com 5 % de SFB contendo antibiéticos (100 Ul/mL
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de penicilina, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina e 0,25 pug/mL de anfotericina B)
[Thermo, USA] em garrafa média de 75 cm? (TPP, Suica), sendo as células incubadas
em estufa a 28 °C. Esta linhagem celular foi utilizada para a multiplicagdo do DENV-2
e do ZIKV.

Células Vero - Linhagem celular oriunda de rim de macaco-verde africano
(Cercopithecus aethiops) cedida gentilmente pela Dra. Erna G. Kroon do Laboratério
de Virus da UFMG. O cultivo das células Vero foi feito utilizando-se de meio minimo
essencial de Eagle (MEM) [Thermo, USA] suplementado com 5 % SFB e contendo
100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina e 0,25 pg/mL de
anfotericina B (Thermo, USA). As células foram mantidas em garrafa média de 75 cm?
(TPP, Suica) em estufa a 37 °C com atmosfera de 5 % de CO.. As células Vero foram
utilizadas para os ensaios antivirais com ZIKV e CHIKV, como titulacdo, experimentos

de triagem antiviral, CEsp, ensaio virucida e também para ensaios de CCsy.

5.2 Multiplicacdo do DENV-2 para obtencdo de estoque viral (pool
trabalho)

Para a multiplicacdo do DENV-2 foram utilizadas monocamadas de células
C6/36 apresentando 80 a 90 % de confluéncia observada ao microscopio 6ptico
invertido (modelo IMT-2, Olympus Optical, USA). Uma aliquota de DENV-2 com titulo
conhecido foi diluida no meio L-15 suplementado com 2 % de SFB e antibioticos, para
obter-se uma multiplicidade de infeccdo (m.o.i.) igual a 0,1 (m.o.i. = 0,1), ou seja, 1
virion para cada 10 células. Em seguida, 5 mL desta diluicdo foram inoculados em
frascos de cultura de 150 cm? (TPP, Suica) contendo monocamada de células C6/36,
de forma a cobrir toda a monocamada celular com um filme fino de liquido. Para a
adsorcao viral, a garrafa foi incubada por 1h a 28 °C com homogeneizacao delicada
do meio sobre a monocamada a cada 10min, para melhor distribuicdo da suspenséao
viral. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 25 mL de meio L-15
suplementado com 2 % de SFB contendo 1 % de antibi6ticos. As células foram
incubadas em estufa a 28 °C por 5 dias e monitoradas diariamente ao microscopio
optico para a observacéo do efeito citopatico causado pelo DENV-2, caracterizado
pela formacéo de sincicios (células multinucleadas). Vale ressaltar que no terceiro dia

de incubacao foi acrescentado cerca de 30 % do volume de meio L-15 completo para
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gue as células nao fossem prejudicadas pela caréncia de nutrientes. No quarto dia de
incubacao, um volume apropriado de SFB foi adicionado a garrafa para obter-se uma
concentragéo final de 10 % de SFB no meio de cultura. Tal concentragdo de SFB
favorece uma melhor estabilizacdo da particula viral e, consequentemente, a
manutencdo do titulo do virus. No quinto dia, apdés confirmacdo da formacédo de
sincicios em pelo menos 90 % da monocamada celular, o sobrenadante foi transferido
para tubos conicos de polipropileno (50 mL), centrifugados por 10min a200ge a4 °C
(rotor RT-6000B, centrifuga Legend RT, Sorvall) para clarificagdo da suspensao viral.
O sobrenadante foi distribuido em aliquotas de 0,5 e 1 mL em tubos estéreis e
armazenado a - 70 °C. O titulo viral foi determinado em células BHK-21 pelo método
de formacé&o de placas de lise como descrito no item 5.5.

5.3 Multiplicacdo do ZIKV para obtencdo de estoque viral (pool trabalho)

Para a multiplicacao do ZIKV foram utilizadas monocamadas de células C6/36
apresentando 80 a 90 % de confluéncia observada ao microscépio optico invertido
(Olympus Optical, modelo IMT-2). Para a infeccéo celular com m.o.i. = 0,1 foi feita
uma suspensédo de 5 mL do ZIKV em meio L-15 sem SFB, feita a partir do pool
semente, referente a segunda passagem da amostra viral em células C6/36 apos
isolamento do virus em células Vero. Cinco mL da suspenséo viral foram inoculados
em garrafa de cultura de 150 cm? contendo monocamada de células C6/36. Em
seguida, a garrafa foi incubada por 1h a 28 °C para adsor¢ao viral, sendo feita a
homogeneizacéo a cada 15min. O sobrenadante foi aspirado e foram adicionados 25
mL de meio L-15 suplementado com 2 % de SFB e antibioticos. A garrafa foi
novamente incubada em estufa a 28 °C e as células monitoradas diariamente ao
microscopio 6ptico para a observacdo da ocorréncia ou ndo de ECP causado pelo
ZIKV. No terceiro dia foram adicionados a garrafa incubada com células C6/36
infectadas com o virus, 30 % a mais do meio de cultura presente, ou seja, 7,5 mL de
meio L-15 suplementado com 2 % de SFB e 1 % de antibiéticos. No oitavo dia, um
volume apropriado de SFB foi adicionado a garrafa para obter-se uma concentracao
final de 10 % de SFB no meio de cultura. Acredita-se que tal concentragédo de SFB
favoreca uma melhor estabilizacdo da particula viral e, consequentemente, a

manutenc¢do do titulo do virus. No décimo dia pos-infecgdo (pi) foi feita a coleta do
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sobrenadante para congelamento do virus, mesmo ndo sendo observado ECP nas
células C6/36. Apds, 25 mL de meio L-15 suplementado com 2 % de SFB e 1 % de
antibiéticos foram adicionados a garrafa, que em seguida foi incubada novamente por
mais 3 dias e o sobrenadante transferido para tubos conicos de polipropileno (50 mL).
Os sobrenadantes coletados foram centrifugados por 10min a 200 g a 4 °C (rotor RT-
6000B, centrifuga Legend RT, Sorvall) para clarificacdo da suspenséo viral,
distribuidos em aliquotas de 500 pL em tubos estéreis e armazenados a - 70 °C.

5.4 Multiplicacdo do CHIKV para obtencdo de estoque viral (pool
trabalho)

A multiplicacéo do CHIKYV foi feita em frascos de culturas de células de 150 cm?
(TPP, Suica) contendo monocamada de células Vero. Para a multiplicagdo do CHIKV,
tais células foram cultivadas até atingirem a densidade de aproximadamente 80 % de
confluéncia. Apds, foi preparada a suspensao do virus para infeccdo com o m.o.i. =
0,01. Para a adsorcao viral, 0 meio de cultura das garrafas foi descartado e foram
adicionados 5 mL de suspenséao viral a monocamada celular, volume que permite um
filme de liquido sobre as células, que em seguida foram incubadas por 1h e 30min a
37 °C. Nessa etapa foi feita homogeneizacao de 15 em 15 min. Apds, descartou-se a
suspensao viral e foram adicionados 30 mL de meio MEM suplementado com 2 % de
SFB. As garrafas foram incubadas por 3 dias, sendo observadas diariamente para
certificar o surgimento do ECP viral. Apés aparecimento do ECP viral em
aproximadamente 80 % da monocamada celular, um volume apropriado de SFB foi
adicionado a garrafa para obter-se uma concentracéao final de 8 % de SFB no meio de
cultura. Apos 24h, o sobrenadante foi clarificado a 200 g, a 4 °C por 15min, aliquotado

e congelado a - 70 °C.

5.5 Titulacdo de DENV-2

A titulacdo do DENV-2 foi feita em células BHK-21 pelo método de formacéo
de placas de lise (DULBECCO; VOGT, 1953). A determinacdo do titulo do pool

trabalho foi feita em placas de 6 pocos (Sarstedt, USA) em duplicata. Para tal, foram
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adicionadas 4,0 x 10° células por poco contendo meio DMEM suplementado com 5 %
de SFB e antibidticos, e incubadas por 24h em atmosfera com 5 % CO2 a 37 °C para
obtencao de monocamada com 80 a 90 % de confluéncia.

ApGs, o0 meio de cultura foi descartado e 500 pL de diluicdes decimais seriadas
da suspensdo do DENV-2 a ser titulada (102 a 107) foram adicionados aos
respectivos pocos. Um dos pocos da placa foi reservado para o controle de células
nao infectadas. Para a adsorcéo viral, as placas foram incubadas a 37 °C durante 1
hora, sendo que neste periodo foram homogeneizadas delicadamente a cada 15min
para melhor distribuicdo da suspenséao viral. O meio da placa foi entdo desprezado e
foram adicionados 5 mL por po¢co de meio semissolido contendo 1,5 % de
carboximetilcelulose (CMC) [Sigma Aldrich, USA]. Para o preparo do meio semissolido
foi utiizado DMEM 2X (duas vezes concentrado) suplementado com 2 vezes a
concentracao final de antibioticos adequada e 3 % de SFB, adicionando-se igual
volume de solugéo aquosa de CMC a 3 % estéril. A placa foi incubada em estufa a 37
°C com atmosfera de 5 % de CO: durante 5 dias para a formagéo de placas de lise.

As células foram fixadas adicionando-se cerca de 10 mL/poco de solucéo
aquosa de formaldeido a 10 % por 2h a temperatura ambiente. Em seguida, as placas
foram lavadas abundantemente com agua retirando-se o meio semissolido, sendo
entdo coradas com solucao de cristal violeta a 1 % (dissolvido em 70 mL de alcool
etilico PA e 30 mL de agua tipo I) por 5min. Para a determinacéo do titulo viral foi
considerada a contagem das placas de lise da diluicdo que apresentou entre 30 a 100
placas. O titulo viral foi calculado de acordo com a féormula PFU/mL = n.fc.x, onde n é
igual ao namero de placas de lise contadas por poco, fc € o fator de correcédo, ou seja,
€ 0 numero pelo qual o volume do in6culo viral utilizado deve ser multiplicado para
que se obtenha 1 mL, sendo “2” o fator de corre¢ao neste caso, pois 500 uL de volume
foram utilizados para adsorc¢éao viral, e x é o inverso da diluicdo na qual foi encontrado
o valor de n. Desse modo, o titulo foi definido em unidades formadoras de placa (PFU)
por mL de suspenséao viral, ja que teoricamente cada placa € iniciada pela infeccao de

uma anica particula viral infectante.
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5.6 Titulacao do ZIKV e do CHIKV

As titulagbes do ZIKV e do CHIKV foram feitas utilizando-se de monocamadas
de células Vero em placa de 12 pocos (Sarstedt, USA) em duplicata e pelo método de
formacgao de placas de lise (DULBECCO; VOGT, 1953). Para tal, foram adicionadas
1,0 x 10° células por pogo contendo meio MEM suplementado com 5 % de SFB e 1 %
de antibiéticos. As placas foram incubadas por 24h em atmosfera com 5 % COz e a
37 °C para formagao da monocamada celular. Em seguida, o meio de cultura da placa
foi descartado e foram adicionados 250 pL das diluicbes das suspensdes virais a
serem tituladas (diluicbes 10* a 107) nos respectivos pocos. Em cada placa foram
reservados pocos para o controle de células ndo infectadas. Para a adsorcao viral, as
placas foram incubadas a 37 °C durante 1 hora, sendo neste periodo homogeneizadas
a cada 10min para melhor distribuicdo da suspenséao viral. Ao final de 1 hora de
incubacéo, a suspenséao viral foi descartada e foram adicionados 5 mL por poco de
meio MEM semissolido contendo 1,5 % de CMC de média viscosidade (Sigma Aldrich,
USA), 1 % de SFB e 1 % de antibidticos. As placas foram incubadas em estufa a 37
°C e com atmosfera de 5 % de CO., durante 5 dias para o ZIKV e 3 dias para o CHIKV,
para a formacao de placas de lise.

Para a revelacdo do ensaio, foram adicionados as placas, sobre o meio
semissolido, cerca de 2 mL/poco de solucdo aquosa de formaldeido a 10 %, sendo
essas incubadas em temperatura ambiente de um dia para outro. Em seguida, as
placas foram lavadas com agua de torneira até retirar todo o meio semissolido e
coradas com solucao de cristal violeta a 1 % (item 5.5) por 5min. O titulo viral foi
calculado pelo numero de placas de lise verificadas na diluicdo que apresentou no
minimo 30 placas de lise. O titulo viral foi estabelecido conforme férmula descrita no
item 5.5.
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5.7 Extratoteca da Plataforma RPT10A — Colecéo de extratos de plantas
e de fungos da Fiocruz

Desde 1990, o Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais Bioativos (QPNB)
vem estabelecendo uma colec¢éo de extratos brutos obtidos a partir de plantas, fungos
e bactérias que foram coletadas em diversas regides do Brasil e da Antartica (Figura
3).
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Figura 3 - (A) Locais de coleta de amostras de fungos, vegetais e bactérias no Brasil e
(B) no continente Antartica (lhas de Bridgeman e Nelson) depositadas na extratoteca
do IRR.

Atualmente, a Extratoteca da Fiocruz conta com cerca de 19.000 extratos
mantidos a - 20 °C na sua forma bruta ou dissolvidos em DMSO aquoso a 90 %. Esses
extratos também sdo utilizados em outros ensaios biolégicos em modelos
experimentais, in vitro, relevantes para diversas doencas negligenciadas como as
leishmanioses, doenca de Chagas e maléria. Os extratos ativos na triagem preliminar
nas concentracdes de 20 e/ou 25 pg/mL tém suas CEso e atividade virucida
determinadas. No caso de organismos intracelulares, a citotoxidade (CCso) dos
extratos € determinada para a célula hospedeira. Os extratos identificados como
promissores sao entdo preparados em maior escala a partir de novas coletas das
plantas ou por recultivo dos microrganismos (fungos) de modo a possibilitar o
isolamento e a identificacdo do(s) principio(s) ativo(s). Os extratos ativos séo

analisados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao detector de
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ultravioleta (UV) e espectrometria de massas de alta resolugédo (UPLC-DAD-HRMS)
para registro do perfil cromatogréfico, espectros de UV e espectros de massa. Desse
modo, na maioria dos casos é possivel determinar as formulas moleculares dos
componentes presentes nos extratos. Para todos os extratos de plantas depositados
na extratoteca do IRR € requerido ao depositante que preencha o formulario padrao
de depdsito. As informacgBes obrigatérias incluem local da coleta (Pais, Estado,
Municipio e local especifico), coordenadas geogréficas, partes da planta que foram
coletadas, periodo do ano, identificacdo do herbario, cddigos das exsicatas
depositadas e identificacdes taxonémicas preliminares. Todos 0S acessos estédo
regularizados no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN).

5.8 Producdao de extratos de plantas e de fungos em maior escala

Para a obtencédo de maior quantidade de extratos de plantas, a parte contendo
0 principio ativo (raiz, folha, fruto, etc) foi coletada, triturada e macerada em etanol
absoluto. Essa mistura foi deixada por pelo menos uma semana a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz antes de ser filtrada e o solvente eliminado por
centrifugacéo a vacuo (SC250 Express SpeedVac®, Thermo Savant) a 45 °C. Para
utilizacdo nos ensaios bioldgicos, 20 mg de cada extrato foi dissolvido em 1 mL de
DMSO aquoso a 90 % e mantidos a — 20 °C até o momento do ensaio bioldgico.

A obtencéo de maior quantidade de extratos de fungos foi feita pela equipe do
Prof. Dr. Luiz H. Rosa do Departamento de Microbiologia da UFMG. Os fungos
filamentosos de interesse foram cultivados em placas de Petri (Synth, 90 x 15 mm)
utilizando-se as mesmas condi¢cdes usadas para o seu isolamento. Para os cultivos
em maior escala, os fungos foram inoculados em 300 placas de Petri (90 x 15 mm)
nas quais trés discos de 5 mm de diametro eram colocados no centro das placas.
Apds, o contetdo das placas foi fragmentado e transferido para um frasco, ao qual foi
adicionado etanol absoluto em quantidade suficiente para cobrir os fragmentos. Apos
3 dias, o material foi filtrado e o solvente eliminado em centrifuga a vacuo (SC250
Express SpeedVac®, Thermo Savant). Do mesmo modo feito para os extratos de
plantas, 20 mg de cada extrato fungico foram dissolvidos em 1 mL de DMSO a 90 %

e mantidos a - 20 °C até o momento do ensaio bioldgico.
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Na tentativa de recuperar a producéo de principios ativos antivirais produzidos
pelo isolado inicial do P. chrysogenum, mas perdido em cultivos subsequentes, esse
fungo foi recultivado em diferentes meios de cultura e condicbes de incubacéo.
Resumidamente: Em (1a) meio marinho (Difco) em &gar nas temperaturas de 15, 25
e 30 °C; (1b) em meio marinho liquido sob agitacdo a 30 °C; (2) em meio Agar
Czapeck (Difco) em agar nas temperaturas de 15, 25 e 30 °C; (3) em meio agar-
batata dextrosado (Difco) em agar nas temperaturas de 15, 25 e 30 °C; (4a) em meio
de extrato de malte e extrato de levedura (Difco) em agar nas temperaturas de 15,
25 e 30 °C; (4b) em meio liquido de extrato de malte e extrato de levedura sob
agitacdo a 30 °C; (5a) em meio de extrato de malte (Difco) em agar nas temperaturas
de 15, 25 e 30 °C; (5b) em meio liquido de extrato de malte sob agitacdo a 30 °C;
(6a) em meio de arroz (Difco) em agar nas temperaturas de 15, 25 e 30 °C; (6b) em
meio liquido de arroz sob agitacao a 30 °C; (7a) em meio de aveia (Difco) em agar
nas temperaturas de 15, 25 e 30 °C e (7b) em meio liquido de aveia sob agitacao a
30 °C.

5.9 Preparo de microplacas com os extratos para 0s ensaios de triagem
da atividade antiviral

Para os ensaios de triagem da atividade antiviral contra DENV-2, ZIKV e
CHIKYV, os extratos de plantas e de fungos foram fornecidos de duas formas pela
extratoteca do IRR em placas de polipropileno com 96 pocos (Kasvi, Brasil): (i) na
forma de filme seco, sendo 10 pg de extrato por poco; ou (i) em solugcédo a 20 mg/mL
em DMSO aquoso a 90 % (1 pL/poco, 20 pg/poco). Em cada placa foram
disponibilizadas 80 amostras de extratos distribuidas nas colunas 2 a 11, ficando as
colunas 1 e 12 livres para os controles (esquema mostrado na Figura 4). As placas
contendo os extratos foram armazenadas a - 20 °C até o momento do ensaio antiviral.

A solubilizacdo dos extratos fornecidos em forma de filme seco foi feita em 50
ML/pogco de solugdo aquosa estéril contendo 8 % de DMSO (Sigma-Aldrich) sob
agitacdo orbital (SI-A236, Scientific Industries) por 60min em temperatura ambiente.
Em seguida, o volume da solucéo aquosa foi completado para 210 uL/poco de meio
DMEM ou MEM suplementado com 2 % de SFB e 1 % de antibi6ticos para o ensaio
antiviral.

Aos extratos disponibilizados em DMSO aquoso a 90 % na placa, foram

adicionados 49 uL/pogo de agua estéril. A placa foi mantida sob agitacdo orbital por
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60min a temperatura ambiente. Vale ressaltar que a solubiliza¢éo dos extratos foi feita

imediatamente antes da realizacdo do ensaio antiviral.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CC+DMSO | Ex01§ Ex09{ Ex17 | Ex25 | Ex33 | Ex41}{ Ex49 { Ex57 | Ex65 i Ex73 { CV+DMSO
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CC+DMSO { Ex04 { Ex12 | Ex20 | Ex28{ Ex36 | Ex44 | Ex52 } Ex60; Ex68 i Ex76 i CV+DMSO
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Figura 4 — Mapa utilizado nas triagens de extratos vegetais e fungicos contra DENV-2,
ZIKV e CHIKV. Representacdo da placa de 96 pocos usada em ensaios antivirais, a
saber: (i) colunas 2 a 11: células infectadas e tratadas com 80 extratos com concentracgao final
de 20 a 25 pg/mL; (ii) colunas 1 e 12 reservadas aos controles: coluna 1 (A-D - células ndo
infectadas e ndo tratadas, e com DMSO), (E-F - células nédo infectadas e nao tratadas, sem
DMSO), (G-H - células infectadas e tratadas com 600 Ul/mL de IFN-a 2b); coluna 12 (A-D -
células infectadas e nao tratadas, e com DMSO); (E-F - células infectadas e néo tratadas, e
sem DMSO); G-H - células infectadas e tratadas com 300 Ul/mL de IFN-a 2b. O IFN-a 2b foi
utilizado como controle positivo apenas nos ensaios antivirais contra DENV-2 e ZIKV.

Como mostrado na figura 4 nas placas de 96 pocos utilizadas nos ensaios de
triagem da atividade antiviral, os pocos A-F da coluna 1 sdo destinados ao controle de
células (células ndo tratadas e nédo infectadas) e os pocos A-F da coluna 12, ao
controle de virus. Aos pocos Al, B1, C1 e D1 (controle de células + DMSO) e aos
pocos Al2, B12, C12 e D12 (controle de virus + DMSO) foi adicionado meio de cultura
com a mesma concentracdo de DMSO presente nos pocos com os 80 extratos
solubilizados (colunas 2 a 11). A concentracao final de DMSO/poco foi de 0,25 % para
extratos disponibilizados em filme seco e de 0,13 % para extratos disponibilizados em
solucdo aquosa com DMSO a 90 %. Meio de cultura sem DMSO foi adicionado aos
pocos E-F da coluna 1 (controle de células) e E-F da coluna 12 (controle de virus). Os
demais pocos das colunas 1 e 12 foram reservados para o tratamento com IFN-a 2b
(INREC, Alemanha), usado como controle positivo do efeito antiviral contra DENV-2 e
ZIKV. Nesses pocos, as células foram infectadas e tratadas com 600 Ul/mL e 300
Ul/mL de IFN-a 2b. N&o foi utilizada nenhuma substancia como controle positivo nos
ensaios com o CHIKV. O procedimento descrito acima também foi utilizado para a
verificacdo da atividade antiviral de fragcdes dos extratos fracionados por cromatografia

liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-HRMSMS).
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5.10 Triagem da atividade antiviral de extratos e fragdes contra DENV-2,
ZIKV e CHIKV

DENV-2: Para o ensaio com extratos/fragdes contra DENV-2 foram adicionadas
8,0 x 102 células BHK-21/poco em placas de 96 pocos (Kasvi, Brasil) e incubadas por
24h em estufa a 37 °C com 5 % de CO, tempo e condicdes adequadas para a
formagcdo de monocamada celular com 80 % de confluéncia. No dia seguinte,
imediatamente antes do ensaio, o meio de cultura foi descartado e foram adicionados,
simultaneamente, 100 pL dos extratos na concentragéo de 50 ug/mL mais 100 uL de
suspensao viral com m.o.i = 2. Para célculo de m.o.i considerou-se um crescimento
de 30 % das células BHK-21 no periodo de 24h. Apds, as placas foram reincubadas
nas mesmas condi¢des por 72h. A avaliacdo do efeito antiviral dos extratos foi feita
pelo método que avalia a viabilidade celular utilizando-se o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT), doravante chamado de ensaio do MTT. Trata-se de uma
técnica colorimétrica, sensivel e quantitativa vastamente utilizada para a avaliagao in
vitro da viabilidade celular e citotoxicidade, bem como no estudo de aditivos,
micotoxinas e farmacos. Tal andlise é feita baseando-se em uma reacao biolégica, em
células viaveis, catalisada por desidrogenases mitocondriais que reduzem o sal de
tetrazolio, composto hidrossolivel de coloracdo amarelo-palido, a cristais de
formazana. A absorbancia da formazana, medida espectrofotometricamente, é
diretamente correlacionada ao numero de células metabolicamente ativas. Sendo
assim, valores de absorbancia altos indicam uma elevada producéo de formazana (cor
roxa), o que significa uma alta atividade enzimatica e, consequentemente, um maior
namero de células viaveis (MOSMANN, 1983; BETANCUR-GALVIS, 1999). Para o
ensaio do MTT, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 30 uL/pogo de
solucdo de MTT a 2 mg/mL em PBS, sendo as placas incubadas por 90min a 37 °C.
Apos, foram adicionados 130 uL/pogo de DMSO puro para dissolugao dos cristais de
formazana gerados pela reducdo do MTT e a placa foi incubada por 5min em um
agitador. A medida da absorbancia em 540 nm (DOss) foi feita em leitor de
microplacas (SpectraMaxM5 - Molecular Devices, USA). A porcentagem de protecéo,
ou seja, de células viaveis, foi calculada com a férmula 100*(A-B)/(C-B), onde A, B e
C correspondem aos valores de DOss medidos nos pocgos, sendo: (A) células
infectadas e tratadas com os extratos/fracdes; (B) apenas células infectadas/controle

de virus e (C) células ndo infectadas e néo tratadas/controle de células.
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Os extratos de plantas e de fungos que mostraram atividade antiviral de pelo
menos 30 % de protecdo no primeiro ensaio de triagem foram submetidos a um novo
ensaio nas mesmas condi¢des para confirmacao da protecao antiviral (reteste).

ZIKV e CHIKV: Os ensaios de triagem dos extratos/fracdes contra o ZIKV e contra o
CHIKV foram feitos de forma semelhante a descrita para DENV-2, mas utilizando-se
de células Vero na densidade de 1,0 x 10* células/poco. Uma vez que células Vero
tém um perfil de multiplicacdo diferente de células BHK-21, para calculo da m.o.i. =2
para os ensaios com ZIKV e da m.o.i. = 0,2 para os ensaios com CHIKYV, foi
considerada a mesma quantidade de células/poco semeadas 24h antes dos ensaios
antivirais. A incubacao do ensaio com ZIKV foi de 96h e para CHIKV foi de 72h até a
revelagéo pelo método do MTT. Ademais, os ensaios de triagem contra ZIKV e contra
CHIKYV foram feitos paralelamente aos ensaios de toxicidade. Ou seja, células Vero
nao infectadas também foram tratadas com o0s respectivos extratos na mesma
concentragéo (20 pg/mL) utilizada nos ensaios antivirais. Essa otimiza¢ao dos ensaios
nos permitiu saber se a concentracao dos extratos usada foi toxica ou nao as ceélulas
hospedeiras. Os extratos com toxicidade acima de 40 % na concentracéo de 20 pg/mL

foram testados novamente nas concentragdes de 10,0; 5,0; 2,5 e 1,3 pg/mL.

5.11 Avaliacao da atividade antiviral de extratos contra DENV-2 pelo efeito
citopatico (ECP) viral

A avaliacdo da atividade anti-DENV-2 de extratos vegetais e fungicos também
foi feita pela observacdo do efeito citopatico (ECP) viral por microscopia Optica,
imediatamente antes da execucdo do método do MTT. Trata-se de uma avaliacéo
gualitativa do ECP viral comumente chamado de método de cruzes. O ECP viral foi
estimado por comparacdo da integridade da monocamada celular no controle de
células (indice 0) com o0 ECP maximo (++++) observado no controle de virus (células
infectadas com DENV-2 e néo tratadas). Conforme observado, as células infectadas
e tratadas com os extratos foram designados os ECP virais variando do indice 0 a 100
% de ECP. De forma que para monocamadas com ECP até 25 % foi atribuida uma
cruz (+), para ECP entre 26-50 % foram atribuidas duas cruzes (++), para ECP entre
51-75 % foram atribuidas trés cruzes (+++) e para monocamadas com ECP de 76-100

% foram atribuidas quatro cruzes (++++), como exemplificado na Figura 5.
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Figura 5 - Classificacdo do ECP do DENV-2 em células BHK-21. A classificagdo do ECP
causado pelo DENV-2 na presenca ou auséncia do extrato em monocamadas de células BHK-
21 foi realizada ap6s 72h de incubacéo e foi baseada nos critérios ilustrados nessa figura. Na
imagem (A) estdo representadas células ndo infectadas e nao tratadas (indice 0); (B) células
infectadas com DENV-2 e ndo tratadas (indice ++++); (C) monocamada apresentando até 25
% de ECP viral (+); em (D) monocamada celular apresentando de 26 a 50 % (++); (E)
monocamada celular apresentando de 51 a 75 % (+++) e em (F) esta representada uma
monocamada celular com 76 a 100 % de ECP viral (++++). Aumento 40X. (BARBOSA, 2015)

5.12 Determinacao da Concentracdao Efetiva 50 (CEsp) dos extratos,
fragcOes e substancias com atividade antiviral contra DENV-2 e ZIKV

Define-se como concentracdo efetiva 50 (CEsp) a concentracdo de uma droga
capaz de produzir metade da resposta maxima que tal droga pode gerar numa
determinada estrutura biolégica. Portanto, a CEso de cada extrato foi definida pela
concentracdo do extrato na qual foi observado 50 % de inibicdo do ECP viral, ou seja,
a concentracdo do extrato que promoveu a protecao de 50 % do ECP viral nas células
tratadas comparadas ao ECP observado nas células infectadas com DENV-2 ou ZIKV
na auséncia do extrato em questado (controle de virus).

Os extratos de plantas e de fungos que mostraram atividade antiviral de pelo
menos 2+ e/ou 50 % de protecdo nos ensaios de triagem contra DENV-2 e acima de
30 % de protecao contra ZIKV, foram selecionados para a determinagédo de suas

respectivas CEsp.
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Células BHK-21 infectadas com DENV-2 e células Vero infectadas com ZIKV
foram tratadas, simultaneamente a infeccdo, com as seguintes concentracdes dos
extratos: 100,0; 50,0; 25,0; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6 e 0,8 pg/mL. As substancias puras
testadas tiveram suas concentracdes definidas em pM (micromolar). As diluices dos
extratos e substancias foram feitas em meio de cultura suplementado com 2 % de
SFB e 1 % de antibidticos, de forma que a concentracdo final de DMSO por poco
atingisse no maximo 0,45 %. Células infectadas e tratadas com IFN-a 2b em oito
diferentes concentracdes (500 a 3,9 Ul/mL) foram usadas como controle positivo do
ensaio. Para a revelacdo da atividade antiviral utilizou-se apenas o método do MTT.
Os valores de protecdo para cada concentracdo foram determinados conforme
descrito no item 5.10.

Para a determinacao da CEsp, as porcentagens de protecao de cada dose contra
os respectivos virus foram plotadas no software GraphPad Prism 5 e os dados
modelados por regressao nao linear a uma curva sigmoide de Hill com 4 parametros.

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas ou triplicatas.

5.13 Determinacdo da Concentracdo Citotéxica 50 (CCso) de extratos,
fracOes e substancias em células BHK-21 e em células Vero

A determinacdo da toxicidade de extratos, fracfes e substancias identificados
como antivirais nas células hospedeiras € imprescindivel. Numa situacéo ideal, as
células hospedeiras infectadas ndo devem sofrer nenhum efeito adverso pelo
extrato/substancia quando forem tratadas numa concentracéo efetiva contra os virus.
A concentragdo citotoxica 50 (CCsg) de um extrato bruto ou de determinada
substancia/droga € definida como a concentracdo na qual se observa 50 % de
toxicidade em células tratadas quando comparadas aquelas néo tratadas (controle
celular).

Os ensaios de CCsp foram realizados paralelamente aos ensaios de CEsy,
obviamente excluindo-se a etapa de infeccdo viral, nas mesmas concentracdes:
100,0; 50,0; 25,0; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6 e 0,8 ug/mL. As substancias puras testadas
tiveram suas concentragdes definidas em pM.

Os extratos foram diluidos em meio suplementado com 2 % de SFB e 1 % de

antibioticos, sendo a concentracdo final de DMSO de 0,45 %. Controles de células
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ndo tratadas e sem DMSO e células ndo tratadas e com DMSO a 0,45 % foram
adicionados. O tempo de incubacao foi 0 mesmo usado nos ensaios antivirais, sendo
72h para células BHK-21 e 96h para células Vero (item 5.10). O ensaio do MTT foi
utilizado para revelacao e de posse dos valores de absorbancia foram determinados
0s percentuais de toxicidade no programa Excel pela formula, [(A-B)/A]x100, onde A
e B séo os valores de DOsas verificados nos poc¢os que correspondem as células ndo
tratadas (A) e tratadas (B), respectivamente. De posse das porcentagens da
viabilidade celular, os dados foram plotados no GraphPad Prism 5 para determinacéo
da CCso de cada amostra do mesmo modo feito para a determinacao da CEso. Todos

os experimentos foram realizados em duplicatas ou triplicatas.

5.14 indice de seletividade (IS) de extratos/fracbes/substancias com
atividade antiviral

A relacéo entre os efeitos farmacoldgicos e téxicos de uma amostra em estudo
€ um requisito importante na previsao de sua aplicabilidade como potencial agente
terapéutico. O indice de seletividade (IS) expressa a raz&o entre a concentracao do
extrato/fracao/substancia que é téxica para 50 % da monocamada celular (CCso) € a
concentracdo que protege 50 % da monocamada celular da infeccéo viral (CEsp). O

IS é obtido pela formula: 1S = CCs0o/CEsp € € um indice de valor que expressa a ideia

de seletividade. Espera-se que seja o0 mais alto possivel, significando que o extrato, a
fracdo ou a substancia ajam especificamente ou de forma seletiva ao virus sem ser
toxico as células hospedeiras. Para o calculo do IS de extratos, fracdes e substancias
deste estudo, foram considerados os valores de CEsp e CCso obtidos de analises

resultantes de revelacéo pelo método do MTT.

5.15 Ensaio virucida de extratos, fracbes e substancias ativas contra
DENV-2 e ZIKV

O ensaio virucida é realizado para determinar se a atividade antiviral de um
determinado extrato ou substancia foi resultado da inativacéo direta da particula viral

pelo contato direto com tal extrato/substancia. Para o ensaio virucida, preparacdes
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contendo o indculo viral (g.s.p. 30 PFU/poco em placas de 24 pocos) adicionadas de
igual volume de extrato/substéancia em concentra¢des variadas foram incubadas por
1 hora a 37 °C. Para cada extrato/substancia foram usadas trés concentracdes
distintas, a saber: (i) a concentracdo correspondente a CEsp do extrato, (ii) o dobro do
valor da CEso (CEs0*2) e (iii) a metade da CEso (CEso/2). O percentual de particulas
virais inativadas no processo foi avaliado pelo método de formacédo de placas de lise.

Para tal, as misturas do inOculo viral tratadas com o extrato/substancia nas trés
concentragbes foram transferidas para uma placa de 24 pogos contendo
monocamadas de células BHK-21 (DENV-2) ou células Vero (ZIKV). A placa foi
incubada por 1 hora a 37 °C com 5 % de CO>, sendo levemente agitada a cada 15min
para favorecer a adsorgédo viral. Em seguida, a mistura foi removida e a monocamada
celular foi lavada duas vezes com PBS a temperatura ambiente para remocao do
extrato/substancia e das particulas virais ndo adsorvidas. Os seguintes controles
foram utilizados: (i) controle de células - células n&do infectadas e néo tratadas; (ii)
controle de toxicidade - células nédo infectadas e tratadas com as mesmas
concentracfes dos extratos/substancias do teste e (iii) controle de virus — células
infectadas com a suspensao viral adicionada de meio de cultura, incubadas nas
mesmas condi¢cdes das misturas de virus + extratos. Apods, foram adicionados 2,5
mL/poco de meio semissolido (CMC + meio de cultura) [Sigma Aldrich] e as placas
foram incubadas em estufa a 37 °C com 5 % de CO: por 5 dias. Para revelagcao das
placas de lise, as monocamadas foram fixadas com formaldeido a 10 % e incubadas
de um dia para outro a temperatura ambiente. Em seguida, todo o meio semissélido
adicionado de formaldeido a 10 % foi lavado das placas e essas foram coradas com
cristal violeta (Sigma Aldrich) a 1 % dissolvido em agua:etanol na razdo 70:30 para
avaliacdo e contagem das placas de lise/poco.

O percentual de reducdo do numero de PFU comparado ao controle de cada

extrato/substancia foi calculado pela formula: reducédo de PFU (%) = (C-T)x100/C,

onde C é a média do numero de PFU verificado no controle de virus e T é a média
entre as duplicatas do numero de PFU nos pocos tratados (ZANDI et al., 2011). O
extrato foi considerado virucida quando foi capaz de inativar 90 % ou mais das
particulas virais em relagdo ao controle de virus, em pelo menos uma das respectivas

concentragOes testadas.
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5.16 Fracionamento biomonitorado de extratos

O fracionamento biomonitorado envolve o uso de diferentes métodos de
separacdo de misturas, usualmente métodos cromatograficos, seguido de ensaios
biolégicos para identificar a fracdo ou fracdes com a acdo bioldgica esperada. O
processo € interativo e apOs cada fracionamento, as subfracdes obtidas séo
novamente submetidas aos ensaios biolégicos.

Para o fracionamento biomonitorado dos extratos ativos selecionados, foram
utilizados os seguintes equipamentos: cromatégrafo 2D SepBox 250 (Sepiatec),
cromatégrafo Surveyor com UV e ESI-lonTrap (Thermo), cromatografo UPLC
Shimadzu com DAD e ESI-gTOF MaXis (Bruker).

Nas separagdes de amostras com massa na faixa 1-50 mg foram utilizadas a
coluna HPLC Shimpak ODS 5 pm, 10 x 250 mm, com gradientes da fase orgénica
(ACN ou MeOH) em agua, em 60min e fluxo de 4,5 mL/min, com split de 10 % para o
ELSD, deteccdo UV 254 nm e ELSD e fracdes de 4,5 mL (1 min) em placas de 48
pocos (com 6 mL de capacidade por poco). Para amostras com massas entre 50 e
500 mg foram empregadas colunas Shimpak ODS 5 um, 25 x 250 mm com fluxo de 9
mL/min e fracdes de 30 segundos (4,5 mL).

Para a cromatografia analitica (5-50 pg de amostra) foi empregada coluna
Phenomenex Luna RP18, 3 um, 2,1 x 150 mm, gradientes da fase organica (ACN ou
MeOH) em agua em 20 — 60min, solventes com 0,1 % de acido férmico, fluxo de 250
pL/min (com split de 80 % para o coletor), deteccdo no UV (nhormalmente 254 nm),
espectros MS e MS" e fracbes de 200 pL (60seg) em placas de 96 pocos (250 pL). As
separacdes analiticas também foram realizadas em cromatégrafo UPLC (Shimadzu)
com DAD e ESI-gTOF MaXis (Bruker) coluna Shimadzu RP18, 1,7 um, 2,1 x 150 mm
e gradientes da fase organica (ACN ou MeOH) em agua em 20 — 60min. Solventes
com 0,1 % de acido férmico e fluxo 400 uL/min. A deteccdo foi em 200 — 650 nm
(DAD), espectros MS e MS? de alta resolucéo e fracdes de 200 pL (30seg) em placas
de 96 pocos (250 pL).

Para a eliminacao dos solventes utilizou-se o evaporador rotativo a 45 °C para
amostras com volume maior do que 100 mL e centrifuga a vacuo a 45 °C para frascos

com até 15 mL e para as placas de 48 e 96 pocos.
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5.17 Cromatografia analitica em HPLC e UPLC com coleta de fra¢cdes para
bioensaio

Os fracionamentos analiticos em HPLC e UPLC foram feitos com 50 pg de
extrato bruto empregando-se um fluxo de 0,4 mL/min para coleta de 80 fragdes de 200
pL em placa de 96 pocos. No HPLC utilizou-se coluna LUNA PFP 150 x 2 mm,
particulas de 3 um e para o UPLC uma coluna Shimpak ODS 150 x 2 mm, particulas
de 1,7 um. Para as fracdes coletadas considerou-se a sua massa como equivalente a
massa injetada, ou seja, se foram injetados 50 ug do extrato, considerou-se que cada
fracdo continha 50 pgEq da amostra. Em seguida, os solventes foram eliminados em
centrifuga a vacuo e a placa selada e mantida em refrigerador a - 20 °C até 0 momento
do ensaio. Imediatamente antes do ensaio, as amostras eram dissolvidas em solucéo
aquosa com 4 % de DMSO de forma a se obter uma concentracéo final para o ensaio

biol6gico de 50 pgEg/mL.

5.18 Cromatografia semipreparativa com coleta de fracdes para bioensaio

Neste caso, entre 100 e 500 mg da amostra foram injetados na coluna de tal
modo que as fracdes tinham massa suficiente para terem sua massa determinada
com preciséo e o ensaio realizado em concentracdes conhecidas. Caso a fracéo fosse
constituida do componente majoritario (> 95 %) e massa superior a 1 mg, ela também
era utilizada para obtencdo de dados espectrais para permitir a sua identificacao
estrutural. O fracionamento foi feito empregando-se coluna RP18 de 20 x 2 cm com
particula de 5 um, fluxo de 9 mL/min, coletando-se uma fracédo a cada 30 seg em placa
de 48 pocos. As fracdes coletadas foram transferidas para frascos de vidro tarados
(20 mL de capacidade) e os solventes removidos em centrifuga a vacuo. Uma aliquota
de cada fracdo (1 - 5 mg) foi dissolvida com DMSO aquoso a 90 % para se obter
solucdes estoque na concentracdo de 20 mg/mL. Dessas solucdes, 1 uL (20 pg) foi
dispensado nos pocos das placas a serem enviadas para o ensaio antiviral. Antes dos
ensaios, as amostras foram diluidas em solugéo aquosa com 4 % de DMSO de forma

a obter uma concentragéo final no ensaio biolégico de 20 pg/mL.
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5.19 Elucidacéo estrutural de substancias sugeridas pelas plataformas de
analise

Nos experimentos de fracionamento em microescala, ou seja, de 10 a 100 ug de
amostra, é possivel obter on-line os espectros de UV-Vis e de massa ao mesmo tempo
em que se coleta as fracGes em microplacas para o bioensaio. No UPLC é possivel
realizar a cromatografia em altissima pressao (500-1000 bar) com a coleta dos dados
de UV-Vis e MS? de alta resolucdo. Ja& no equipamento da marca Thermo, a
cromatografia é de alta pressdo (até 300 bar) e o analisador de massas € de baixa
resolucdo, mas com capacidade de realizar até dez fragmentacdes sequenciais, ou
seja, é possivel obter o espectro de massa a partir da fragmentacéo de um ion (MS?),
em seguida a partir de um ion obtido do anterior (MS?®) e assim sucessivamente até a
fragmentacéo MS?°,

Os dados brutos obtidos sdo registrados pelos respectivos softwares dos
equipamentos para permitir a analise pelo usuario, especialmente no caso dos dados
de massa de alta resolucéo, bem como a busca de similaridade espectral em bancos
de dados criados localmente ou acessados via internet como, por exemplo, no site do
KNApSACcK (http://kanaya.naist.jp/KNApSAcK/). Com a analise é possivel obter pistas
sobre a identidade do componente detectado. Alternativamente, os dados brutos sao
exportados e analisados usando softwares gratuitos disponiveis para acesso on-line
como, por exemplo, no gnps.ucsd.edu, ou para instalacdo local, como o CSI-FingerID
disponivel no endereco: https://www.csi-fingerid.uni-jena.de/.

De posse de informacdes robustas acerca da possivel identidade da substancia
analisada, a confirmacéo da identidade s6 é possivel por meio da comparacdo com
amostras auténticas ou pelo isolamento da substancia em quantidades suficientes
para se obter espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN), infravermelho,
atividade Optica, etc., sendo necessario o isolamento de pelo menos 5 mg da
substancia com minimo de 95 % de pureza. Para a realizacdo dos ensaios biolégicos

confirmatdrios a pureza deve ser maior que 99 %.
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5.20 Analises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A RMN fornece dados sobre as conexdes e posicoes relativas (topologia) dos
diferentes a&tomos que compdem uma determinada molécula, sendo uma ferramenta
indispensavel para a determinacdo estrutural de produtos naturais. Os experimentos
de RMN foram realizados, em espectrometro Bruker Avance 400 MHz (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) com o TMS (tetrametilsilano) como um padrao interno,
pela equipe técnica da RPT13A - Métodos Analiticos - Ressonancia Magnética

Nuclear em Farmanguinhos no Rio de Janeiro.

5.21 Preparacao dos acetatos de licorina

Os acetatos da licorina foram preparados pelo Dr. Carlos L. Zani usando os
procedimentos descritos por Wang e colaboradores (2014), sendo as estruturas
confirmadas por comparacdo dos dados espectrais la descritos. A licorina
(lycorine.HCI salt form), CAS No: 476-28-8 free base, férmula molecular
C16H17NO4.HCI, utilizada para a sintese dos acetatos foi adquirida da BOC Sciences

(USA). Assim, para a obtencédo da 1,2-diacetil-licorina, 9,5 mL de anidrido acético

foram adicionados a uma solucdo de licorina em piridina (3,17 g em 8,0 mL) e a
mistura foi agitada a 50 °C por 12h. Em seguida, foram adicionados 25 mL de metanol
e a mistura colocada em agitacdo por 3h a temperatura ambiente. O solvente foi
removido a vacuo seguido da adicdo de 50 mL de diclorometano e 40 mL de agua.

A camada organica foi lavada em funil de separacdo com uma solu¢do aquosa
saturada de bicarbonato de sodio e depois com solucdo aquosa saturada de NaCl. A
fase organica foi entdo seca sobre sulfato de sédio anidro. O solvente organico foi
removido em rotavapor e o residuo bruto foi purificado por cromatografia em gel de
silica usando uma mistura de CH2Cl2-EtOAc-CHsOH, 10:10:1 como eluente,
fornecendo 3,78 g do diacetato de licorina (rendimento de 93 %). Aproximadamente 1
g do derivado diacetilado foi dissolvido em 100 mL de metanol seguido da adicéo
de 20 mL de acido cloridrico concentrado, sendo a mistura agitada por 1h a 55 °C. A
mistura reacional foi basificada (pH 8,0) com uma solugdo aquosa saturada de
bicarbonato de sodio, seguido da adicdo de 25 mL de diclorometano (CH2Cl»). A fase
organica foi separada em funil de separacgéo e tratada como na reacdo anterior para

fornecer 0,50 g do derivado monoacetilado com rendimento de 59 %.
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5.22 Avaliacao in vitro da atividade antiviral e da citotoxicidade de
combinagOes da licorina com a pretazetina

A atividade antiviral contra DENV-2 e ZIKV e a citotoxicidade em células BHK-
21 e Vero de combinagOes da licorina e pretazetina foram avaliadas in vitro pelo
método do isobolograma modificado (ODDS, 2003). Para isso, solu¢des com a mesma
molaridade de licorina e pretazetina foram preparadas separadamente e em seguida

foram combinadas (licorina-pretazetina e pretazetina-licorina) em diferentes

proporgdes de volume, a saber: 1:0, 1:2, 1:3, 1:5 e 1:10. Ensaios de CEsp e CCsyo,
como descritos nos itens 5.12 e 5.13, foram feitos para cada combinacédo. Por andlises
de regressdo nao linear no software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.)
foram determinadas a CEsp e CCso das substancias ndo combinadas, bem como de
cada substancia quando combinada ignorando a substancia em combinagéo para
calculo de cada concentragao inibitoria fracional (FIC).

As FIC foram determinadas pela razao entre a CEso das substancias combinadas

e a CEsp das substancias ndo combinadas: [CEso quando combinadal]/[CEso quando

ndo combinada]. Em seguida, foi feita a somatoria das FIC (}FIC) de cada

combinacdo de acordo com o0 exemplo seguinte: para a combinacdo de

licorina:pretazetina (1:3) >FIC = FIC da licorina + FIC da pretazetina. Da média da

somatéria de todas as FIC (x) FIC) foi calculado o indice das concentragdes inibitérias
fracionadas (FICI). Esse indice obtido foi utilizado para definir as interacdes entre as
substancias como: sinérgicas (quando x> FIC < 0,5), indiferentes (x> FIC entre 0,5 e <
4,0) ou antagonistas (x> FIC foi = 4,0), como recomendado por Odds, 2003.

Para ilustrar o efeito antiviral e citotoxico da associacdo da licorina com a
pretazetina, o isobolograma foi construido com a plotagem das FIC de cada
proporcao, sendo no eixo x a FIC da pretazetina (FICp) e no eixo y a FIC da licorina
(FICL). Basicamente, o isobolograma € um gréafico bidimensional com as FIC das duas
substancias nas coordenadas. As diferentes linhas, os isoboles, conectam as
diferentes combinacdes que produzem a mesma intensidade de efeito. Todos os
pontos sao interceptacdes que definem a linha de aditividade (interacdo nula)
(TALLARIDA, 2001; 2012; FIVELMAN; ADAGU; WARHURST, 2004; SEIFERT,
CROFT, 2006). Pelo menos dois ensaios independentes foram realizados com cada

combinacao de substancias.
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5.23 Predicdo in silico de parametros farmacocinéticos e toxicolégicos
(ADMET) de substéancias isoladas

A predicdo in silico dos parametros Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo,
Excrecdo e Toxicidade (ADMET) permite uma avaliacdo, a priori, do perfil
farmacocinético e toxicologico esperado para candidatos a prototipos de farmacos,
consistindo em um método alternativo para auxiliar na sele¢édo do protétipo de melhor
perfil farmaco-terapéutico.

A predicdo ADMET e as andlises das 5 substancias identificadas neste trabalho
foram feitas pelos Drs. Douglas E. V. Pires e Carlos L. Zani utilizando a plataforma
pkCSM (PIRES et al., 2015). A plataforma pkCSM é um recurso abrangente e facil de
usar, baseado na web, que permite a triagem rapida de 30 propriedades diferentes
em termos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade
(https://omictools.com/pkcsm-tool).

Esse recurso baseia-se no conceito de assinaturas baseadas em graficos
(PIRES et al., 2011; 2013) para modelar propriedades fisico-quimicas e geométricas
de pequenas moléculas. Elas sdo usadas como evidéncia para treinar modelos
baseados em aprendizado de maquina para prever e melhorar as propriedades
farmacocinéticas de substancias bioativas (PIRES et al., 2018). Estruturas de
compostos de interesse foram fornecidas ao servidor da web pkCSM como sua
representacdo candnica do Sistema de Entrada de Linha de Dados Moleculares
Simplificado (SMILES). O SMILES é uma notacao quimica usada para descrever a

natureza e a topologia de estruturas moleculares para a plataforma de analise.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Breve histdrico da busca por antivirais contra arbovirus pelo nosso
grupo de pesquisa

Durante nosso mestrado (2013 a 2015) foi investigada a atividade antiviral in
vitro de 3.100 extratos de plantas e de fungos contra DENV-2, dentre os quais foram
identificados 115 extratos (3,7 %) ativos.

Cinquenta e dois extratos ativos contra DENV-2 foram obtidos de plantas
pertencentes a 19 familias distintas: Amaryllidaceae (3), Annonaceae (1), Asteraceae
(2), Begoniaceae (1), Calophyllaceae (1), Combretaceae (1), Erythroxylaceae (1),
Fabaceae (4), Lythraceae (2), Malpighiaceae (9), Malvaceae (1), Melastomataceae
(2), Myrtaceae (3), Ochnaceae (1), Primulaceae (1), Rubiaceae (8), Sapindaceae (9),
Vitaceae (1), Vochysiaceae (1) [tabela A]. Os extratos mais promissores, agueles que
apresentaram IS de 24 a 32, foram obtidos de plantas da familia Amaryllidaceae e da
familia Fabaceae.

Os demais 63 extratos ativos contra DENV-2 foram obtidos de culturas de
fungos endofiticos coletados em varias regifes no Brasil, de fungos endofiticos e de
solo coletados no continente Antartico e no Deserto do Atacama. Entre os extratos
fungicos, 3 deles foram obtidos dos fungos Penicillium citrinum e Penicillium
chrysogenum, ambos da familia Trichocomaceae, e do fungo Hypoxylon sp. da familia
Xylariaceae (tabela B). Alguns desses extratos apresentaram IS de > 8 a > 32.

Diante desses resultados promissores, elaboramos nosso projeto de doutorado
gue tem como obijetivo identificar moléculas responsaveis pela atividade antiviral de
extratos ativos contra DENV e também contra ZIKV e CHIKV. Além disso, para
maximizar nossas chances de sucesso na identificacdo de antivirais, foi feita a triagem
de centenas de extratos de plantas e de fungos ainda nao testados contra DENV,
ZIKV e CHIKV.
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6.2 Triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e de fungos
contra DENV-2, ZIKV e CHIKV

6.2.1 Triagem de extratos contra DENV-2

Durante o periodo de 2015-2019, cerca de 4.000 extratos vegetais e fungicos
foram testados contra DENV-2 (Figura 6). A selecao de extratos ativos contra DENV-
2 foi feita utilizando-se o método de cruzes para a avaliacdo do ECP viral ao
microscopio optico (item 5.11) e o método do MTT (item 5.10). Como resultado dessa
triagem, foram identificados 190 (4,7 %) extratos ativos contra DENV-2 como
mostrado na Figura 6 e nas tabelas C e D, sendo 129 extratos de fungos e 61 de

plantas. O percentual de protecédo destes 190 extratos contra 0 DENV-2 foi de pelo
menos 40 %.
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Figura 6 - Triagem da atividade antiviral de 4.000 extratos de plantas e de fungos contra
DENV-2 feita no periodo de 2015 a 2019. O eixo y mostra 0s percentuais de protecao contra

DENV-2 dos 4.000 extratos testados em células BHK-21. A triagem foi feita como descrito no
item 5.10.
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Dentre as dezenas de familias e mais de 1.000 espécies de plantas testadas

nesse periodo foram identificados 61 extratos vegetais ativos contra DENV-2. Tais
extratos foram obtidos de 42 espécies de plantas e 26 familias, a saber:
Amaranthaceae (Alternanthera sp.), Apocynaceae (Forsteronia sp., Peltastes sp. e
Mandevilla sp.), Asteraceae (Chromolaena sp., Lessingianthus sp., Baccharis
oblongifolia e Fleischmannia sp.), Boraginaceae (Tournefortia sp.), Campanulaceae
(Siphocampylus sp. e Lobelia sp.), Convolvulaceae (Evolvulus sp.), Cyperaceae
(Cyperus pohlii), Erythroxylaceae (Erythroxylum sp.), Euphorbiaceae (Alchornea
sidifolia), Fabaceae (Andira sp. e Lonchocarpus sp.), Hypericaceae (Vismia sp.),
Lauraceae (Cryptocarya sp.), Malpighiaceae (Banisteriopsis sp.), Melastomataceae
(Leandra sp.), Moraceae (Ficus sp.), Myrtaceae (Eugenia sp., Myrciaria glanduliflora,
Marlierea laevigata, Myrcia sp.), Onagraceae (Ludwigia sp. e Fuchsia sp.),
Rhamnaceae (Colubrina sp.), Rubiaceae (Amaioua sp., Ixora sp., Psychotria sp. e
Galianthe sp.), Rutaceae (Zanthoxylum sp.), Santalaceae (Phoradendron sp.),
Sapindaceae (Serjania sp.), Solanaceae (Solanum diploconos e Solanum sp.),
Symplocaceae (Symplocos sp.), Verbenaceae (Lantana sp.) e Xyridaceae (Xyris sp.)
[tabela C].

A maioria dos 129 extratos fungicos foi produzida a partir de cultura de fungos

endofiticos isolados dos seguintes hospedeiros: Vellozia gigantea (3), Baccharis
trimera (8), Usnea antarctica (11), Usnea sp. (16) e Piper sp. (77). Entretanto, apenas
alguns desses fungos endofiticos foram identificados até 0 momento, sendo o fungo
Muscodor sp. (familia Xylariaceae) e Penicillium citrinum (Trichocomaceae) isolados
de Vellozia gigantea e o fungo Phoma sp. (Didymellaceae) isolado das plantas
hospedeiras Usnea sp. e Baccharis trimera (tabela D).

Véarios extratos fangicos ativos foram isolados do solo, a saber:
Pseudogymnoascus sp. da familia Pseudeurotiaceae; Aspergillus chevalieri,
Talaromyces calidicanius e Penicillum sp., ambos da familia Trichocomaceae;
Fusarium nygamai (Nectriaceae), Clonostachys rogersoniana (familia Bionectriaceae)
e o Trichoderma caribaeum, pertencente a familia Hypocreaceae (tabela D).

Todos os 190 extratos identificados como ativos na etapa de triagem foram
retestados na mesma concentracdo, e alguns deles tiveram suas respectivas CEso e
CCso determinadas para célculo do IS. De forma geral, os extratos fungicos
apresentaram valores de IS altos contra DENV-2. Varios extratos apresentaram
protecédo contra DENV-2 acima de 80 % (EX15438, EX16655, EX16797, EX16799,
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EX16800 e EX17982) e alguns deles (EX15116 e EX15437) mostraram 100 % de

protecédo, como mostrado na tabela D.

Triagem contra DENV-2 (de 2015-2019)

4.000 extratos de plantas e de fungos testados
Total de 190 (4,7 %) de extratos ativos contra DENV-2
61 extratos vegetais
129 extratos fungicos

6.2.2 Triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e de fungos contra
ZIKV

A triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e de fungos contra ZIKV
foi feita como descrito no item 5.10, na concentracdo de 20 pg/mL, incluindo: (i) os
115 extratos identificados como ativos contra DENV-2 em 2013-2015; (ii) os 190
extratos identificados como ativos contra DENV-2 em triagens feitas de 2015 a 2019;
(i) os 200 extratos obtidos de plantas recoletadas e de fungos recultivados, cujos
extratos originais foram ativos contra DENV-2; e (iv) 602 extratos nunca testados
contra DENV-2, totalizando 1.107 extratos. Na figura 7 estdo os resultados das
triagens de extratos, em gréaficos de dispersdo, mostrando os percentuais de protecéo
apresentados pelos extratos contra ZIKV e os percentuais de citotoxicidade dos
extratos em células Vero.

Observa-se que 127 extratos apresentaram citotoxicidade acima de 40 % na
concentracdo de 20 pg/mL, e alguns desses extratos foram 100 % tdxicos nesta
concentracdo. Para avaliar a atividade antiviral de tais extratos, aqueles com

citotoxicidade elevada foram testados em concentra¢cdes menores (10,0; 5,0;2,5e 1,3

pg/mL).
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No ensaio de triagem contra o ZIKV, dentre os 1.107 extratos testados, 48

extratos apresentaram 40 % de protecdo, em pelo menos uma das replicatas, em
concentracdo nao citotoxica e foram selecionados para determinacdo de CEso.

Desses, 28 sdo extratos vegetais (tabela E) e 20 sdo extratos faungicos (tabela F).
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Figura 7 - Triagem da atividade citotdéxica em células Vero e antiviral contra ZIKV de
1.107 extratos de plantas e de fungos. O eixo y mostra o percentual de protecdo dos
extratos em células Vero infectadas com ZIKV, com a m.o.i. = 2, e tratadas com 20 pg/mL de
cada extrato. O eixo x mostra o percentual de toxicidade dos mesmos extratos em células
Vero tratadas com 20 pg/mL de extrato na auséncia do virus. Os ensaios de triagem de
atividade antiviral e de toxicidade dos extratos foram feitos como descrito no item 5.10.

Os 28 extratos vegetais ativos contra ZIKV foram obtidos de 23 espécies de
plantas de 14 familias distintas, a saber: Amaryllidaceae (Hippeastrum glaucescens e
H. puniceum), Asteraceae (Chrysolaena sp.), Begoniaceae (Begonia sp.),
Calophyllaceae (Kielmeyera sp.), Erythroxylaceae (Erythroxylum sp.), Fabaceae
(Chamaecrista sp.), Lythraceae (Diplusodon sp.), Malpighiaceae (Banisteriopsis sp.,

Banisteriopsis laevifolia, Banisteriopsis membranifolia e Byrsonima intermedia),
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Myrsinaceae (Ardisia sp.), Myrtaceae (Eugenia sp.), Ochnaceae (Ouratea sp.),
Orchidaceae (Habenaria petalodes Lindl.), Rubiaceae (Galianthe sp., Amaioua sp.,
Ixora sp. e Palicourea sp.), Sapindaceae (Cupania sp., Urvillea sp. e Matayba
juglandifolia) [tabela E].

Os extratos fungicos ativos contra ZIKV, de forma geral, foram menos téxicos
gue os extratos de plantas, uma vez que a atividade antiviral de todos aqueles
considerados ativos foi detectada na concentragéo de 20 ug/mL. Entre os ativos contra
ZIKV, estao os extratos do fungo Penicillium chrysogenum, da familia Aspergillaceae,
isolado de uma alga, e do fungo Pseudogymnoascus sp., pertencente a familia
Pseudeurotiaceae, isolado de um molusco. Dez extratos fingicos foram obtidos de
fungos isolados dos hospedeiros Bowdichia nitida, Usnea antarctica e Piper sp. e
ainda estdo em processo de identificacdo. Outros 6 extratos foram obtidos de fungos

ainda néo identificados isolados de solo da Antéarctica (tabela F).

Triagem contra ZIKV

1.107 extratos de plantas e fungos testados
(incluindo 305 extratos ativos contra DENV-2)
48 (4,3 %) extratos ativos

28 extratos vegetais

20 extratos fungicos

6.2.3 Triagem da atividade antiviral de extratos contra CHIKV

A triagem da atividade antiviral de extratos de plantas e de fungos contra CHIKV
foi feita como descrito no item 5.10. Semelhante a triagem feita contra ZIKV, todos os
extratos ativos contra DENV-2 foram testados contra CHIKV na concentracdo de 20
png/mL. Na figura 8 estéo os resultados da triagem da atividade antiviral de 565 extratos
contra o CHIKV mostrando os percentuais de protecao dos extratos e 0s percentuais

de toxicidade dos extratos em células Vero.
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Setenta e cinco extratos apresentaram acima de 40 % de toxicidade as células
Vero na concentracdo de 20 pg/mL, sendo alguns com toxicidade de acima de 80 %.
Para avaliar se esses extratos poderiam apresentar atividade antiviral em
concentracbes menores, todos aqueles considerados muito téxicos foram testados
nas concentracoes de 10,0; 5,0; 2,5 e 1,3 pg/mL.
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Figura 8 - Triagem da atividade citotoxica e antiviral contra CHIKV de 565 extratos de
plantas e de fungos. O eixo y mostra o percentual de protecdo dos extratos em células Vero
infectadas com CHIKV, com a m.o.i = 0,2, e tratadas com 20 pug/mL de cada extrato. O eixo x
mostra o0 percentual de toxicidade dos mesmos extratos em células Vero tratadas com 20
pg/mL de extrato na auséncia do virus. Os ensaios de triagem de atividade antiviral e de
toxicidade dos extratos foram feitos como descrito no item 5.10.

Portanto, dentre os 565 extratos testados contra CHIKV, 33 extratos
apresentaram média de 40 % de protecao e foram selecionados para determinacéo
de CEso. Desses, 20 extratos foram obtidos de plantas (tabela G) e 13 de fungos
(tabela H).
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Os 20 extratos vegetais ativos contra CHIKV foram obtidos de 16 espécies e
11 familias de plantas, sendo: Amaryllidaceae (H. glaucescens e H. puniceum),
Begoniaceae (Begonia sp.), Calophyllaceae (Kielmeyera sp.), Fabaceae
(Chamaecrista sp.), Lauraceae (Criptocarya sp.), Lythraceae (Diplusodon sp.),
Malpighiaceae (Banisteriopsis sp. € Byrsonima intermedia), Malvaceae (Melochia sp.),
Melastomataceae (Trembleya parviflora e Fuchsia sp.), Rubiaceae (Galianthe sp.) e
Sapindaceae (Cupania sp., Serjania sp. e Urvillea sp.).

Dos 13 extratos fungicos ativos contra CHIKV, 4 foram obtidos do fungo
Penicillium chrysogenum, familia Aspergillaceae, isolados de algas do continente
Antértica, e outro extrato obtido do Muscodor sp., familia Xylariaceae, isolado da
planta Vellozia gigantea. Os demais, ainda em processo de identificacéo,
compreendem 2 extratos de fungos isolados do hospedeiro Usnea antarctica e 6 de

fungos isolados do solo da Antartica (tabela H).

Triagem contra CHIKV

565 extratos de plantas e fungos testados
(incluindo 305 extratos ativos contra DENV-2)
33 (5,8 %) extratos ativos:

20 extratos vegetais

13 extratos fungicos

6.2.4 Extratos ativos contra DENV-2, ZIKV e/ou CHIKV

Como mencionado anteriormente, os 305 extratos ativos contra DENV-2, sendo
113 extratos vegetais e 192 extratos fungicos, foram testados também contra o ZIKV
e o0 CHIKV.

Os extratos vegetais ativos contra DENV-2 pertencem a 39 familias de plantas
(itens 6.1 e 6.2.1), ilustradas na figura 9. Desses, 8 familias de plantas originaram

extratos ativos contra os 3 virus estudados neste trabalho, sendo: Amaryllidaceae,
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Begoniaceae, Calophyllaceae, Fabaceae, Lythraceae, Malpighiaceae, Rubiaceae e
Sapindaceae.

Se nosso critério de escolha for a atividade antiviral contra DENV-2 e ZIKV,
excluindo-se o CHIKV, somam-se as familias citadas: Asteraceae, Erythroxylaceae,
Myrsinaceae, Myrtaceae, Ochnaceae e Orchidaceae, ou seja, 0s extratos
provenientes dessas familias foram inativos contra o CHIKV.

Os extratos ativos contra DENV-2 e CHIKV, e inativos contra ZIKV, pertencem
as familias Lauraceae, Malvaceae, Melastomataceae e Onagraceae (Figura 9).

Dentre os 192 extratos flngicos ativos contra DENV-2, 11 extratos também
foram ativos contra ZIKV e CHIKV, a saber: 3 extratos de fungos P. chrysogenum, 2
extratos de fungos endofiticos (EX15077 e EX15032) e 6 extratos de fungos do solo
do continente Antartica.

Oito extratos de fungos endofiticos ndo identificados e o extrato do fungo
Pseudogymnoascus sp. foram ativos apenas contra DENV-2 e ZIKV e inativos contra
o0 CHIKV (Figura 10).
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Triagem DENV-2
2013-2015 - 3.100 extratos testados
2015-2019 - 4.000 extratos testados

113 extratos vegetais ativos
contra DENV-2

Asteraceae
Erythroxylaceae

Amaranthaceae

Annonaceae Myrsinaceae
Apocynaceae Myrtaceae
Boraginaceae Ochnaceae

Campanulaceae
Combretaceae
Convolvulaceae
Cyperaceae
Euphorbiaceae
Hypericaceae

Orchidaceae

Amaryllidaceae

Begoniaceae
Calophyllaceae

Moraceae Fabaceae
i Lythraceae
Primulaceae SR
Malpighiaceae
Rhamnaceae _
Rubiaceae
Rutaceae o
apindaceae
Santalaceae p
Solanaceae )
Symplocaceae Mal:raceae
Vitaceae alvaceae
i Melastomataceae
Vochysiaceae
Onagraceae
Verbenaceae

O DENvV-2

O zkv

QO CHIKvV

Xyridaceae

Figura 9 — Familias de plantas que geraram extratos com atividade antiviral contra
DENV-2, ZIKV e CHIKV. Dentro do circulo vermelho estdo as familias de plantas dos 113
extratos vegetais ativos contra DENV-2; dentro do circulo azul estdo as familias dos 28
extratos ativos contra ZIKV e dentro do circulo roxo, estdo as familias de plantas dos 20
extratos ativos contra 0 CHIKV. Na intersecéo dos 3 circulos estdo as 8 familias de plantas
gue geraram extratos ativos contra os 3 virus.
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Triagem DENV-2
2013-2015 — 3.100 extratos testados
2015-2019 — 4.000 extratos testados

192 extratos fungicos ativos
contra DENV-2

EX16655 — (Pseudogymnoascus sp.)
EX12148 EX17938
EX17880 EX17960
EX17942 EX18015
EX17869 EX18022

EX11513 - (P. chrysogenum)
EX11596 - (P. chrysogenum)
EX17314 - (P. chrysogenum)

EX13897
EX13899
EX13957
EX15077

EX13864
EX13865
EX13870
EX15032

O DENvV-2

O zkv

EX17337 - (P. chrysogenum)
O cHIKV

Figura 10 — Extratos fungicos com atividade antiviral contra DENV-2 e também ativos
contra ZIKV e CHIKV. Dos 192 extratos fungicos ativos contra o DENV-2, representados pelo
circulo vermelho, foram listados acima 20 extratos que também foram ativos contra o ZIKV
(circulo azul) e 12 extratos ativos contra o CHIKV (circulo roxo). Na intersecdo dos 3 circulos
estdo os 11 extratos que foram ativos para os 3 virus. Um extrato inativo contra 0 DENV-2
(fora do circulo vermelho) é mostrado como ativo contra o CHIKV (dentro do circulo roxo).
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Triagem de extratos de plantas e fungos contra DENV-2, ZIKV e CHIKV

Atividade antiviral dos extratos de plantas
Extratos ativos contra DENV-2: derivados de 39 familias de plantas
Extratos ativos contra ZIKV e DENV-2: 14 familias de plantas
Extratos ativos contra CHIKV e DENV-2: 4 familias de plantas
Extratos ativos contra os 3 virus: 8 familias de plantas

Atividade antiviral dos extratos de fungos
192 extratos fungicos ativos contra DENV-2
20 foram ativos contra ZIKV e DENV-2
11 extratos foram ativos contra DENV-2, ZIKV e CHIKV

A investigacao de substancias ativas em extratos brutos frequentemente pode
levar a identificacdo de substancias ja conhecidas ou que ja tiveram sua atividade
antiviral demonstrada. Neste projeto, os extratos foram testados de forma aleatoria,
ou seja, sem conhecimento prévio das informacdes sobre a familia, género, espécie,
local da coleta das plantas ou fungos que geraram tais extratos. Portanto,
consideramos que a triagem aleatoria de mais 4 mil extratos de brutos contra DENV-
2 foi uma estratégia satisfatéria para maximizar as chances de sucesso na
identificacdo de substancias antivirais inéditas ou nunca descritas contra 0s virus
abordados neste estudo.

Inicialmente dispunhamos de 115 extratos ativos contra DENV-2 sendo o
nosso obijetivo principal a identificacdo das substancias responsaveis pela atividade
antiviral de pelo menos 10 destes extratos. Todavia, no decorrer do projeto houve a
necessidade de se investigar a atividade antiviral desses extratos contra o ZIKV, outro
flavivirus; e contra o CHIKV, um alphavirus da familia Togaviridae. E provavel que
algumas drogas ativas contra o DENV possam ser usadas para o tratamento de
pacientes infectados pelo ZIKV ou até mesmo pelo CHIKV. Considerando-se que a
biologia desses virus € distinta, hipoteticamente, substancias ativas contra virus de

familias diferentes teriam como alvo moléculas dirigidas a montagem do capsideo ou
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as proprias proteinas do capsideo que sdo altamente conservadas em uma familia
viral. Tais substancias induziriam pouco ou nenhuma selecdo de resisténcia
(LINGAPPA; HURT; GARVEY, 2013).

Um dos problemas/desafios enfrentados na execugao deste projeto foi a
guantidade de massa de extrato suficiente para 0os ensaios necessarios. Como varios
dos extratos ativos ndo estavam disponiveis na extratoteca na quantidade necessaria,
foram necesséarios o recultivo dos seus respectivos fungos e a recoleta das
respectivas plantas. Vale ressaltar que a extratoteca da plataforma de bioprospeccao
do IRR é constituida de pequenas quantidades de cada extrato (20-100 mg), portanto,
arecoleta das plantas ou recultivo dos fungos se faz necessaria quando algum desses
extratos € considerado/selecionado para experimentos que demandam maior
guantidade de massa. No caso das plantas a serem recoletadas para a obtencao de
novos espécimes, a dificuldade € aumentada ja que € importante considerar a estacéo
do ano e a regiao da coleta que gerou o extrato original.

O recultivo de fungos e a recoleta de plantas séo etapas que demandam muito
tempo e 0s novos extratos gerados passam novamente por retestes nos ensaios
antivirais. Via de regra, oS novos extratos nao apresentaram atividade antiviral
identificada no extrato original. Isso pode ser devido ao fato de que novas coletas de
plantas e o recultivo in vitro do fungo nem sempre fornecem extratos com a mesma
composicao ou perfil bioquimico do extrato original.

Nossos ensaios de triagem, mesmo sendo realizados de forma manual e em
escala muito menor do que as triagens de alto rendimento (High Throughput
Screening) passaram por etapas de padronizacdo e validacdo. Tais etapas séo de
grande relevancia para a comprovar a robustez e o desempenho dos ensaios.
Portanto, as etapas de padronizacdo e validacdo dos ensaios antivirais de triagem
contra DENV-2, em células BHK-21, e contra ZIKV em células Vero, foram feitos
conforme o manual de validacdo de ensaios de HTS publicado pelo National Institutes
of Health (NIH) (IVERSEN et al., 2012) utilizando o IFN-a 2b como controle positivo
de atividade antiviral contra ambos os virus. A estratégia adotada para a triagem de
extratos contra ZIKV e contra CHIKV foi distinta da utilizada para triagem contra
DENV-2. Para otimizar o processo de triagem contra ZIKV e CHIKV, incluimos
controles de citotoxicidade de cada extrato para identificar extratos falso negativos e
falso positivos. Apds, a atividade antiviral dos extratos téxicos foi testada em menores

concentragoes.
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Portanto, os extratos ativos contra DENV-2 identificados no periodo de 2013-
2015 somados aqueles ativos contra DENV-2 identificados na triagem no periodo de
2015-2019 e demais obtidos de fungos recultivados, recoletas de plantas, assim como
extratos aleatorios da extratoteca foram testados contra ZIKV e CHIKV. Como pode
ser observado, dentre os extratos ativos contra DENV-2, houve em sua maioria,
aqueles extratos ativos contra ZIKV e inativos contra CHIKV, extratos ativos contra
CHIKYV e inativos contra ZIKV e extratos ativos contra os 3 virus testados. Além disso,
a triagem de outros extratos contra ZIKV e CHIKV abriu a possibilidade de identificar
extratos inativos contra DENV-2, mas ativos contra ZIKV ou CHIKV.

Nos resultados de triagem de extratos contra DENV-2 a maioria dos extratos
positivos foram provenientes de fungos. Embora os dados de triagem sejam
preliminares, jA que nem todos foram investigados quanto a respectiva atividade
antiviral, ainda assim séo dados promissores. Os fungos, por apresentarem uma vasta
biodiversidade, também €& wum grupo significativamente favoravel para o
descobrimento de novas moléculas antivirais.

Apos a triagem inicial e a confirmacéo da atividade numa segunda passagem,

faz-se necessario a determinagéo da CEsp, CCso € IS dos extratos ativos.

6.3 CCso, CEso, IS e atividade virucida de extratos vegetais

Notas: (i) Neste trabalho, a determinagéo da CCso, CEso, IS e a verificagdo da
atividade virucida de extratos vegetais foram feitas apenas contra DENV-2 e ZIKV;

(i) O termo “muito ativo” é usado somente para extratos com CEso < 10 pg/mL;

(i) A descricao detalhada das propriedades dos extratos selecionados para o

fracionamento biomonitorado esta no item 6.5.

Para a determinacéo da CEso contra DENV-2 e ZIKV, a infeccao viral foi feita
simultaneamente ao tratamento com os extratos vegetais nas concentracdes de 100
a 0,8 ug/mL (item 5.12). Paralelamente, células nao infectadas também foram tratadas
com as mesmas concentracdes dos extratos para determinacdo das respectivas
CCso (item 5.13), e para o calculo do IS dos extratos selecionados (item 5.14). A
execucao paralela dos ensaios de CEsp e CCso contribuiu para a reducao da influéncia
de variaveis relativas a manipulacdo dos extratos e células, como por exemplo,
solubilizagéo, congelamento e descongelamento dos extratos, cultivo e passagem das

células.
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Como mostrado na tabela 1, 45 extratos testados contra DENV-2
demonstraram IS com valores de 0,8 a 125, e os 34 extratos testados contra ZIKV
tiveram IS > 1,0 a 5,2. Destaca-se que o0s 4 extratos de plantas das familias
Asteraceae, Sapindaceae e Vitaceae que apresentaram altos IS contra o DENV-2 (de
49,5 a 125) foram inativos ou apresentaram valores baixissimos de IS contra o ZIKV.
Os demais extratos apresentaram baixa seletividade, pois a concentracdo efetiva
determinada foi muito préxima da concentracado citotoxica as células hospedeiras. Os
extratos vegetais foram ativos em menores concentracdes contra DENV-2 do que
contra ZIKV. Em contrapartida, a maioria deles foram de 2 a 5 vezes mais toxicos para
as células BHK-21 do que para as células Vero.

Visto que o IS reflete a seletividade da atividade do extrato sobre o virus
comparada com a atividade sobre a célula hospedeira, quanto maior o IS, maior a
atividade do extrato ou substancia contra o virus e menor a sua citotoxidade sobre a
célula hospedeira. Obviamente, relatos de atividade antiviral de extratos ou
substancias, mesmo em concentracfes muito baixas, mas sem dados de IS, sdo de
valor limitado.

Sabe-se que um extrato bruto pode conter varios principios ativos que, por sua
vez, podem interagir entre si de forma aditiva, sinérgica ou antag6nica. Por isso, sua
analise deve ser diferenciada e cautelosa até que sejam isoladas/ identificadas as
substancias ativas e que suas respectivas CEso e CCso sejam determinadas (DE
LEAN; MUNSON; RODBARD, 1978; MINHO; GASPAR; DOMINGUES, 2016).

Como primeiro passo de investigacdo do mecanismo antiviral de alguns
extratos, varios deles foram submetidos ao ensaio virucida, como descrito no item
5.15. Os resultados desses ensaios permitiram-nos verificar se a atividade antiviral ja
detectada foi decorrente ou ndo da inativacao/destruicdo da particula viral, ou seja,
pela acéo virucida. Neste trabalho, aqueles extratos que reduziram o numero de PFUs
em 90 %, em pelo menos uma das concentracdes testadas, foram considerados
virucidas.

De forma geral, os agentes antivirais interferem com um ou mais processos
dindmicos durante a penetracdo e biossintese dos virus e sdo, consequentemente,
candidatos ao uso clinico, enquanto que substancias virucidas inativam a infectividade
do virus extracelularmente e sdo candidatas a biocidas que exibem um amplo

espectro de atividades germicidas.
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DENV-2 ZIKV

Familia Especie Parte EX CEeo gﬁ?_zl s VIR CEeo Sgrsg IS VIR

Amaryllidaceae H. glaucescens Flor 13356 27,9 > 100 > 3,6 Nao 61,6 >100 >1,6 N&o
Amaryllidaceae H. glaucescens Bulbo 13358 3,9 8,6 2,2 Nao 11,0 53,0 4.8 Nao
Amaryllidaceae H. glaucescens Bulbo 17006 6,2 8,4 1,4 Nao 10,6 44,1 4,2 Nao
Amaryllidaceae Hippeastrum sp. Raiz 13418 27,5 76,2 2,8 Né&o 61,1 >100 >16 Né&o
Amaryllidaceae Hippeastrum sp. Folha 13357 93,7 > 100 11 N&o >100 >100 >1 Nao
Amaryllidaceae H. puniceum Flor 17007 3.1 8,7 2,8 Nao 6,8 18,2 2,7 Nao
Amaryllidaceae H. puniceum Raiz 17010 3.1 5,9 1,9 Nao 5,5 16,5 3,0 Nao
Amaryllidaceae H. puniceum Bulbo 17011 0,8 1,3 1,7 N&o 1,1 4,2 3,8 N&ao
Amaryllidaceae H. puniceum Caule 17008 Inativo > 100 - Sim  Inativo > 100 - Sim
Amaryllidaceae H. puniceum Folha 17009 Inativo > 100 - Sim Inativo > 100 - Sim
Annonaceae Duguetia furfuraceae Fruto 12829 9,8 > 100 > 10,2 Sim 34,7 > 100 >2,9 Sim
Asteraceae Chrysolaena sp. Caule 13211 8,9 16,4 1,8 Sim 35,1 > 100 >2,8 Sim
Asteraceae Pterocaulon sp. Raiz 11087 0,8 46,8 58,5 NT Inativo > 100 - NT
Asteraceae Miconia sp. Fruto 13194 20,6 25,5 1,2 NT Inativo > 100 - NT
Asteraceae Baccharis trimera Folha 12802 40,2 32,5 0,8 NT Inativo 95,8 - NT
Combretaceae Terminalia sp. Caule 10312 7,3 26,3 3,6 Sim >100 >100 >1,0 NT
Erythroxylaceae Erythroxylum sp. Caule 13023 9,1 41,1 4,5 Sim 29,3 > 100 > 3,4 Sim
Fabaceae Chamaecrista sp. Caule 11280 7.8 > 100 20,5 Néao >100 > 100 >1,0 N&ao
Fabaceae Chamaecrista sp. Fruto 11279 2,9 35,4 11,9 Sim 53,7 > 100 >1,9 Sim
Fabaceae Inga sp. Flor 10437 49,9 62,7 1,3 NT Inativo > 100 - NT
Fabaceae Piptadenia sp. Folha 10333 0,9 23,1 25,6 Sim 7.4 38,5 5,2 NT
Lythraceae Diplusodon sp. Flor 11320 7.1 19,1 2,7 NT >100 >100 >1,0 NT

EX: numero do extrato; CEso: concentragdo efetiva 50; CCso: concentrag¢do citotoxica 50; IS: indice de seletividade do extrato; VIR: atividade virucida do
extrato; NT: ndo testado; ( - ) n&do se aplica.
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Tabela 1 - Extratos de plantas: Determinag&o da CCsp, CEso, IS e atividade virucida contra DENV-2 e ZIKV (continuagéo)

DENV-2 ZIKV
Familia Espécie Parte EX
CEso gﬁfg-zl IS VIR CEso Sg;’g IS VIR

Malpighiaceae Banisteriopsis laevifolia Caule 11298 12,5 36,3 2,9 Sim 48,9 > 100 >2.0 Sim
Malpighiaceae Banisteriopsis sp. Caule 11117 34,8 80,5 2,3 Sim 63,2 > 100 >1,6 Sim
Malpighiaceae Byrsonima intermedia Flor 13203 9,4 26,7 2,8 Sim 43,4 > 100 >2.3 Sim
Malpighiaceae Banisteriopsis membranifolia Folha 11323 23,9 43,7 1,8 NT Inativo > 100 - NT
Malpighiaceae Banisteriopsis membranifolia Caule 11311 23,9 64,3 2,7 Sim 63,6 >100 >1,6 NT
Malpighiaceae Banisteriopsis sp. Florffruto 11115 41,0 34,8 0,8 NT > 25 >100 >4,0 NT
Malpighiaceae Banisteriopsis sp. Caule 11324 49,0 45,1 0,9 NT >100 >100 >1,0 NT
Myrtaceae Eugenia klotzschiana Caule 13015 51 33,0 6,5 NT Inativo 62,7 - NT
Myrtaceae Eugenia sp. Caule 11159 12,0 29,3 2,4 NT Inativo 30,2 - NT
Primulaceae Ardisia sp. Caule 12875 11,8 31,1 2,6 Sim 43,9 > 100 >2,3 Sim
Rubiaceae Palicoureae sp. Flor 12860 16,5 > 100 > 6,0 Sim 62,4 > 100 >1,6 Sim
Rubiaceae Galianthe sp. Caule 11137 35,6 41,6 1,2 Sim 99,8 > 100 >0,9 Sim
Sapindaceae Urvillea sp. Caule 11123 23,8 31,5 1,3 Sim 43,1 >100 >23 Sim
Sapindaceae Cupania sp. Folha 11107 19,5 38,7 2,0 Sim 52,7 > 100 >19 Sim
Sapindaceae Cupania sp. Caule 11108 17,8 47,9 2,7 Sim 21,6 > 100 4,6 Sim
Sapindaceae Cupania sp. Flor 11106 >0,8 49,5 61,8 NT >100 >100 >1 NT
Sapindaceae Serjania sp. Caule 11046 0,9 44,6 49,5 NT >100 >100 >1 NT
Sapindaceae Matayba juglandifolia Caule 13039 9,8 27,6 2,8 NT 26,2 > 100 >3,8 NT
Sapindaceae Serjania sp. Folha 12956 11,1 20,6 1,9 NT Inativo 19,4 - NT
Ochnaceae Ouratea sp. Flor 12969 52 51,7 9,9 Sim 26,1 > 100 > 3,8 Sim
Vitaceae Cissus sp. Fruto 11067 0,8 > 100 125 NT Inativo > 100 - NT
Vochysiaceae Qualea sp. Folha 10463 57,6 98,6 1,7 NT 91,1 > 100 1,1 NT
Orchidaceae Habenaria petalodes Caule 748 1,0 1,3 1,3 N&o 0,8 1,4 1,7 NT

EX: ndmero do extrato; CEso: concentragdo efetiva 50; CCso: concentragdo citotdxica 50; IS: indice de seletividade do extrato; VIR: atividade virucida do
extrato; NT: ndo testado; ( - ) nédo se aplica.
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Os extratos obtidos de espécies das familias Annonaceae, Asteraceae,
Combretaceae, Erythroxylaceae, Malpighiaceae, Primulaceae, Rubiaceae,
Sapindaceae e Ochnaceae foram virucidas tanto contra DENV-2 quanto contra ZIKV.
Portanto, dos 29 extratos de plantas ativos contra DENV-2, 19 foram virucidas
enquanto 16 foram virucidas contra ZIKV.

Vinte e dois extratos obtidos de plantas das familias Amaryllidaceae,
Annonaceae, Asteraceae, Combretaceae, Erythroxylaceae, Fabaceae, Lythraceae,
Myrtaceae, Sapindaceae, Ochnaceae e Vitaceae foram ativos contra DENV-2 em
concentracfes entre 10 e 0,8 pug/mL. Esses extratos também foram ativos contra o
ZIKV, embora alguns tenham apresentado valores de CEsgp menores em relacéo ao
DENV.

Familia Amarillydaceae - Varios extratos obtidos de diferentes partes das
espécies Hippeastrum sp., H. puniceum e H. glaucescens foram ativos em baixas
concentragfes contra o DENV-2 e contra o ZIKV. Os extratos de bulbo, flor e raiz do
H. puniceum e H. glaucescens ndo foram virucidas e foram selecionados para o
fracionamento biomonitorado (6.5.2.3 e 6.5.2.4).

No entanto, o extrato de caule EX17008, de folha EX18118 e folha verde com
EX17009, todos do H. puniceum mostraram 100 % de atividade virucida mas foram
inativos em ensaios de CEsp mesmo nas mais altas concentracdes testadas. E
interessante notar que tais extratos apresentaram toxicidade muito baixa quando
comparados aos extratos muito ativos, sendo a CCso > 100 pg/mL tanto em células
BHK-21 quanto em células Vero.

Os extratos EX13418 e EX13357 obtidos respectivamente da raiz e folha-flor
do Hippeastrum sp. foram menos ativos, mas nao foram virucidas contra o DENV-2 e
nem contra o ZIKV. O extrato de raiz com IS de 2,8 contra DENV-2 e > 1,6 contra ZIKV
teve CEsopenv de 27,5 pg/mL, CEsoziky de 61,1 pg/mL, CCsoshk-21 de 76,2 pg/mL e
CCsovero de > 100 pg/mL. O extrato obtido da folha-flor apresentou valores de CEso €
CCso muito proximos de 100 pg/mL para ambos os virus e células testadas, portanto,
apresentou IS de 1,1 e > 1,0 contra DENV-2 e ZIKV, respectivamente.

Familia Fabaceae — Quatro extratos obtidos de trés espécies de plantas da
familia Fabaceae também foram investigados quanto as respectivas atividade antiviral
contra 0 DENV-2 e contra o ZIKV. Os extratos de Chamaecrista sp. e Piptadenia sp.

foram muito ativos contra ambos os virus e também sdo abordados no tépico
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fracionamentos de extratos vegetais (item 6.5.2). Quanto ao extrato EX10437 obtido
da flor de Inga sp., ativo apenas contra DENV-2, apresentou CEsg de 49,9 pg/mL, CCso
em células BHK-21 de 62,7 ug/mL e IS de 1,3. Esse extrato ndo foi avaliado quanto a
sua atividade virucida.

Familia Asteraceae — Dessa familia foram testados os extratos obtidos de
caule de Chrysolaena sp. (EX13211), raiz de Pterocaulon sp. (EX11087), fruto de
Miconia sp. (EX13194) e folha de Baccharis trimera (EX12802). O extrato da raiz de
Pterocaulon sp. foi inativo contra o ZIKV e muito ativo contra o DENV-2 (CEso de 0,8
pHg/mL, CCso de 46,8 pg/mL e IS de 58,5), sendo o maior IS obtido entre os extratos
vegetais.

Do mesmo modo, ativos apenas contra DENV-2, o extrato do fruto de Miconia
sp., apresentou CEsp de 20,6 pg/mL, CCso em células BHK-21 de 25,5 pg/mL e IS de
1,2 e o extrato de folha de Baccharis trimera, apresentou CEso de 40,2 pug/mL, CCso
em células BHK-21 de 32,5 pg/mL e IS de 0,8.

O unico extrato da familia Asteraceae que foi testado em ensaio virucida e foi
ativo contra o DENV-2 e contra o ZIKV, foi o extrato obtido do caule de Chrysolaena
sp., com respectivas CEsp de 8,9 pg/mL e 35,1 pg/mL e respectivos IS de 1,8 e > 2,8.

Todos os 4 extratos obtidos de espécies da familia Asteraceae apresentaram
maior toxicidade em células BHK-21 do que em células Vero, uma vez que as
respectivas CCso em Vero foram maiores ou iguais a 100 pg/mL.

Algumas espécies da familia Asteraceae sdo conhecidas por varias de suas
atividades biolégicas, sendo usadas para tratamento de infeccdes do trato respiratorio,
de infeccbes urinarias, doencas venéreas, infeccdes fungicas (TOURSARKISSIAN,
1980), dor de garganta e aftas (CROVETTO, 1964; 1981). Além disso, espécies dessa
familia ja foram demonstradas em outros trabalhos como antivirais e ndo virucidas
contra o poliovirus tipo 2 (JAIME, 2013).

Familia Combretaceae — O extrato obtido do caule de Terminalia sp.
(EX10312) apresentou CEsp contra DENV-2 de 7,3 pg/mL e contra ZIKV de > 100
pg/mL. Embora muito ativo contra DENV-2, também foi mais téxico em células BHK-
21, com CCso de 26,3 pug/mL, do que em células Vero, com CCso > de 100 pg/mL. O
IS contra DENV-2 foi de 3,6 e contra ZIKV de > 1,0. Tal extrato foi virucida contra

DENV-2 e sua atividade virucida contra o ZIKV ainda nao foi investigada.
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Essa familia de plantas tem distribuicdo tropical e é conhecida por ter varias
espécies que sao utlizadas por suas propriedades medicinais, tais como:
antiulcerogénicas, antioxidantes, anti-inflamatorias, sedativas e antidiarreicas (BAG;
BHATTACHARYYA; CHATTOPADHYAY, 2013; PADUA et al., 2013, NUNES et
al., 2014). Plantas dessa familia também tendo sido estudadas em relacdo as
propriedades antivirais contra os virus HIV-1 e Influenza (JEONG, 2002; MA, 2010).

Familia Erythroxylaceae - O extrato obtido do caule de Erythroxylum sp.,
(EX13023) foi muito ativo contra DENV-2 e apresentou CEsp de 9,1 pg/mL, CCso em
células BHK-21 de 41,1 pg/mL e IS de 4,5. Esse extrato também foi ativo contra o
ZIKV, sendo a CEsp de 29,3 pg/mL, CCso em células Vero de > 100 ug/mL e IS de >
3,4. O EX13023 foi virucida contra ambos os virus.

Apenas o género Erythroxylum dessa familia ocorre no Brasil. Esse género
contém mais de 100 espécies encontradas em ambientes florestais e de cerrado
(AMARAL JUNIOR, 1980; RIBEIRO et al., 1999) sendo que algumas s&o conhecidas
pelas suas propriedades medicinais e outras pela importancia socioeconémica, como
por exemplo a popular “coca” (Erythroxylon coca). A E. coca possui em sua
composicao quimica de 0,2 a 0,8 % de alcaloides, sendo 90 % de cocaina (BACCHI,
2004).

Algumas das espécies do género Erythroxylum ja foram relatadas por possuir
propriedades medicinais antioxidantes, anticancerigenas, anti-inflamatérias (EVANS,
1981; ANSEL; Jr ALLEN, 1995; NAKAMURA, 2003) e antivirais. Estudos com extratos
de espécies desse género também mostraram que os flavonoides glicosilados
presentes nesses extratos inibiram a replicacdo do HHV-1. E em algumas espécies
desse mesmo género foram identificados metabdlitos secundarios pertencentes ao
grupo dos esteroides, lactonas, cumarinas, acucares redutores e taninos
(GONZALEZ-GUEVARA, 2004).

Familia Malpighiaceae - E uma familia que contém mais de 60 géneros e 600
espécies pantropicais com relevancia econémica importante na industria alimenticia
(APG, 2003). Como exemplo de espécies dessa familia, temos o “murici” (Byrsonima
crassifolia) fruta tipica do Nordeste brasileiro e a "acerola” (Malpighia emarginata).
Pode-se citar ainda, pesquisas de compostos na espécie dessa familia, Banisteriopsis
caapi, para o combate da doenca de Parkinson (SCHWARZ, et al., 2003). E dessa

planta o famoso cha de ayahuasca, bebida utilizada por indigenas da Amaz6nia com
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propésitos medicinais e religiosos. Outras espécies dessa familia sdo investigadas em
relacdo a atividade antifungica (NARUZAWA; PAPA, 2011) e antiviral contra HHV
(LOPEZ; HUDSON; TOWERS, 2001).

No nosso trabalho, 5 espécies dessa familia originaram extratos ativos contra
DENV-2, ZIKV e CHIKV. Em ensaios de CEsp, 0s extratos dessa familia foram
demonstrados como mais ativos contra DENV-2 do que para ZIKV. Tais extratos foram
virucidas para ambos os virus. O extrato EX11117, 2,9 vezes mais ativo contra DENV-
2, foi obtido do caule de Banisteriopsis sp. e apresentou CEsp contra DENV de 34,8
pg/mL e CEso contra ZIKV de > 100 pug/mL. Os valores de toxicidade nas células
hospedeiras foram semelhantes para as duas linhagens, sendo a CCso em células
BHK-21 de 80,5 pg/mL e em Vero de acima de 100 pug/mL. Os respectivos IS para
DENV-2 e ZIKV foram de 2,3 e > 1,6.

O extrato de EX11311, obtido do caule de Banisteriopsis membranifolia,
apresentou CEsgcontra DENV-2 de 23,9 pg/mL, CEsocontra ZIKV de 63,6 pg/mL, CCso
em células BHK-21 de 64,3 pg/mL e CCso em Vero de > 100 pg/mL. Os IS contra
DENV-2 e ZIKV foram respectivamente 2,7 e > 1,6. Esse extrato nado foi testado
guanto a sua atividade virucida contra o ZIKV.

O extrato EX13203, obtido da flor de Byrsonima coccolobifolia, apresentou CEso
contra DENV-2 de 9,4 pg/mL e CEsp contra ZIKV de 43,4 pug/mL. Esse extrato foi 4,6
vezes mais ativo contra DENV-2 do que contra ZIKV, no entanto, foi 3,7 vezes mais
toxico em células BHK-21 (CCs0 26,7 pg/mL) do que em Vero (CCso de > 100 pg/mL).
Portanto os IS contra DENV-2 (2,8) e contra ZIKV (> 2,3) ficaram com valores bem
semelhantes. De forma geral, os valores de atividade antiviral para diferentes espécies
dessa familia estdo semelhantes, exceto pelo extrato de EX11323, obtido da folha de
Banisteriopsis sp., que foi ativo contra DENV-2 (CEso de 23,9 pg/mL, CCso de 43,7
png/mL em células BHK-21 e IS de 1,8) e inativo contra o ZIKV.

Familia Lythraceae - O EX11320, obtido da flor de Diplusodon sp., foi muito
ativo contra DENV-2 e fracamente ativo contra o ZIKV. Esse extrato também foi ativo
contra o CHIKV nos ensaios de triagem. O EX11320 também foi 5 vezes mais toxico
para células BHK-21 do que para células Vero e apresentou IS para DENV-2 de 2,7 e
> 1,0 para ZIKV. Futuramente, esse extrato serd fracionado para identificagdo das

substancias responsaveis pela atividade antiviral demonstrada neste trabalho.
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A familia Lythraceae encontra-se bem distribuida em paises tropicais, mas com
poucas espécies em regides temperadas (GRAHAM; CRISCI; HOCH, 1993). Ha
espécies que se destacam pelo emprego frequente na medicina popular como op¢des
de tratamento e prevencao de doencgas cardiovasculares (SCHULD, 2004) e diabetes
(GARCIA, 1940). H& também estudos com espécie dessa familia que demonstraram
atividade redutora dos niveis de colesterol em ratos (BIAVATTI et al. 2004), atividade
antibidtica contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (DUARTE et al.. 2002),
e algumas apresentaram atividade antiviral contra o HHV-1 (ANDRIGHETTI-
FROHNER et al., 2005) e HIV, no caso deste Ultimo, houve inibicdo da protease e
transcriptase reversa pelos compostos acido gélico e acido elagico (NUTAN et al.,
2013). Proantocianidinas, compostos fendlicos e polissacarideos acidos foram
identificados na caracterizacdo bioquimica de espécies de Lythraceae (LUSA; BONA,
2011). Até o momento, ndo foram encontrados estudos que reportam atividade
antiviral de espécies dessa familia contra o DENV-2, ZIKV e/ou CHIKV.

Familia Primulaceae — O extrato obtido do caule de Ardisia sp. foi 3,7 vezes
mais ativo contra DENV-2 (CEso de 11,8 pg/mL) do que contra o ZIKV (CEsp de 43,9
pMg/mL) com respectivos IS de 2,6 e > 2,3. Esse extrato foi 2,3 vezes menos toxico em
células Vero do que em células BHK-21, com respectivas CCso de > 100 pg/mL e 31,1
pHg/mL. O extrato de Ardisia sp. também apresentou atividade virucida contra DENV-
2 e ZIKV mas ainda nao foi fracionado para identificacdo das substancias
responsaveis pela atividade antiviral.

No Brasil sdo registrados 12 géneros e mais de 140 espécies da familia
Primulaceae (ZAPPI, et al.,, 2015; FREITAS; CARRIJO; LUNA, 2017). A espécie
dessa familia, Anagallis arvensis, ja foi reportada como antiviral contra o HHV-1 e o
poliovirus tipo 2. O principio ativo antiviral identificado foi uma saponina e os autores
demonstraram que o mecanismo de acdo envolve a inibicdo da adsorcdo viral a
membrana celular, desse modo, impedindo a penetracdo e a replicacdo viral
(AMOROS, FAUCONNIER; GIRRE, 1987) por um mecanismo também virucida. Uma
investigacdo mais aprofundada podera nos dizer se a Ardisia sp. contém saponinas
inibidoras do DENV-2 e do ZIKV.

Familia Rubiaceae — No nosso trabalho, extratos de Amaioua sp., Ixora sp.,
Psychotria sp., Palicoureae sp. (item 6.5.2) e Galianthe sp. foram ativos contra DENV-
2 elou ZIKV. O extrato EX11137, obtido do caule de Galianthe sp., apresentou CCsp
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de 41,6 pg/mL em células BHK-21 e > 100 pg/mL em células Vero. Esse extrato foi
virucida contra DENV-2 e também contra ZIKV. A CEso contra DENV-2 foi de 35,6
pHg/mL e o IS foi de 1,2, enquanto que para ZIKV, a CEso foi de 99,8 ug/mL e o IS de
> 0,9. Esse extrato também foi ativo contra o CHIKV nos ensaios de triagem.

A familia Rubiaceae € uma das maiores familias de angiospermas, com cerca
de 10.700 espécies e 640 géneros (Robbrecht, 1988), tendo ocorréncia em todas as
regides do mundo, mas principalmente nos tropicos. Segundo Mabberley (1997), ela
ocupa o quarto lugar em diversidade entre as Angiospermas, perdendo apenas para
as familias Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae. Ha diversas espécies de Rubiaceae
gue séo utilizadas como plantas ornamentais, na indastria de alimentos e também na
medicina. Economicamente, um dos membros mais importantes sao a Coffea robusta
e Coffea arabica utilizadas na producdo do café. Na medicina, espécies do género
Cinchona s&o conhecidas por serem fontes de alcaloides, sendo o exemplo mais
conhecido, a quinina, utilizada no tratamento da malaria (KAROU et al., 2011). A
atividade antiviral de espécies dessa familia contra flavivirus ainda néo foi relatada,
no entanto, ha trabalhos que demonstram atividade antiviral de espécies de
Rubiaceae contra o HIV e contra o HBV (virus da Hepatite B) (QUINTERO et al.,
2011).

Familia Sapindaceae - Seis extratos de diferentes partes de Cupania sp.,
Serjania sp., e Matayba juglandifolia foram ativos contra DENV-2 e apresentaram CEso
gue variaram de 0,8 a 19,5 pg/mL. Desses, cinco foram fracamente ativos contra o
ZIKV. Em relacédo a citotoxicidade dos extratos dessa familia, as CCso em células
BHK-21 variaram de 20,6 a 49,5 ug/mL e em células Vero as CCso foram > 100 pg/mL
para todos aqueles que foram ativos contra o ZIKV. Apenas o0s extratos de caule e
folha de Cupania sp. foram testados em ensaios virucidas contra DENV-2 e ZIKV,
sendo virucidas para ambos. De forma geral os IS variaram de 1,9 a 61,8 contra
DENV-2 e de 1,9 a 4,6 contra ZIKV. Destaca-se o extrato do caule de Serjania sp. e o
extrato da flor de Cupania sp. com respectivos IS de 49,5 e 61,8. Os extratos muito
ativos contra DENV-2, assim como aqueles fracamente ativos contra o ZIKV,
merecem ser investigados para a identificacdo das substancias antivirais presentes.
Aqueles que mostraram altos IS contra DENV-2 e n&o agiram como virucidas,
especificamente os extratos de flor de Cupania sp. e de caule de Serjania sp., sao

promissores para mais investigacdes. E interessante notar que os extratos de Serjania
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sp. foram ativos contra DENV-2 e CHIKV e inativos contra o ZIKV, enquanto o extrato
M. juglandifolia foi ativo contra DENV-2 e ZIKV e inativo contra o CHIKV. A
identificacdo das substéncias ativas desses extratos poderd nos direcionar a
mecanismos de inibicdo viral comuns entre o DENV e o CHIKV e/ou entre o DENV e
0 ZIKV. Embora os extratos dessa familia ndo tenham sido investigados quanto ao
composto ativo, a atividade virucida de 3 deles foi confirmada contra o DENV-2 e 0
ZIKV.

A familia Sapindaceae possui mais de 130 géneros e 1.700 espécies com
distribuicdo predominantemente pantropical. No Brasil, ela esta representada por mais
de 400 espécies distribuidas em todo o territério. Algumas dessas espécies sdo
reconhecidas por seu valor alimenticio e econdémico, como o guarana (Paullinia
cupana), que é endémico da regido amazonica ou a pitomba, fruto da pitombeira
(Talisia esculenta), que é tipica do Nordeste brasileiro (SOMMER; FERRUCCI,
ACEVEDO-RODRIGUES, 2010). Quanto a propriedades biologicas, atividade antiviral
ja foi reportada para algumas espécies dessa familia, como por exemplo: a Zanha
africana, demonstrada como antiviral para poliovirus e também por possuir
constituintes indutores de IFN alfa e beta; e também para a Nephelium lappaceum,
gue foi demonstrada como anti-HHV tanto in vitro quanto in vivo (NAWAWI et al.,
1999).

Neste trabalho, as familias de plantas que originaram extratos antivirais e nao
virucidas para ambos os virus testados foram Amaryllidaceae, Fabaceae e
Orchidaceae (tabela 1). Ressalta-se que as espécies de Hippeastrum puniceum e
Chamaecrista sp., originaram tanto extratos virucidas como extratos nao virucidas.
Por exemplo, o extrato de fruto de Chamaecrista sp. foi virucida contra DENV-2 e
contra o ZIKV, enquanto o extrato obtido do seu caule n&o foi virucida contra DENV-2
e nem contra o ZIKV. Do mesmo modo, extratos de caule e de folha verde de H.
puniceum foram virucidas contra DENV-2 e ZIKV, enquanto os extratos de flor, raiz e
bulbo dessa mesma planta ndo foram virucidas para esses virus. De fato, cada parte
de uma planta demonstrou um perfil quimico diferente, sendo comum que extratos de
uma parte contenham substancias distintas de outras partes da mesma planta.

Observou-se também que alguns extratos vegetais muito ativos ou muito
citotoxicos, ou seja, aqueles que apresentam, respectivamente, CEso € CCso em

baixas concentracdes, comumente apresentam resultados falso negativos, ja que seu
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efeito citotoxico se confunde com a acéo virucida. Portanto, decidiu-se por fracionar
alguns extratos com valores de CEsg baixos, independentemente do valor de IS, na
expectativa de que as substancias com acao antiviral fossem distintas daquelas com
acdo citotéxica. Além disso, todos 0s extratos vegetais virucidas contra DENV-2
também o foram contra ZIKV, provavelmente porque ambos sdo flavivirus e
compartilham estruturas similares. O mecanismo de agao dos extratos vegetais ativos
mas que nado foram virucidas aqui identificados ainda sera investigado. Pretende-se
verificar qual a etapa do ciclo de multiplicacdo viral que € inibida pelo extrato, ou
preferencialmente, pela substancia antiviral dele purificada.

Extratos ativos derivados de plantas

45 extratos derivados de espécies de 16 familias de plantas
IS contra DENV-2: 0,8 a 125
IS contra ZIKV: >1,0a5,2

Atividade antiviral
DENV-2: 19 extratos virucidas e 10 extratos nao virucidas
ZIKV: 16 extratos virucidas e 9 extratos nao virucidas

Os 19 extratos néo virucidas foram obtidos de plantas das familias
Amaryllidaceae, Fabaceae e Orchidaceae

6.4 CCso, CEsp, IS e atividade virucida de extratos fungicos

Notas: (i) Neste trabalho, a determinacéo da CCso, CEso, IS e a verificacdo da
atividade virucida de extratos fungicos foram feitas apenas contra o DENV-2;

(ii) O termo “muito ativo” é usado somente para extratos com CEso < 10 pg/mL;

(ii) A descricdo mais detalhada das propriedades dos extratos selecionados

para o fracionamento biomonitorado esta no item 6.5.1.

Os valores de CCso, CEsp e IS dos 89 extratos fungicos ativos contra DENV-2

estdo mostrados na tabela 2. Varios extratos fungicos ativos contra DENV-2 foram
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inativos contra ZIKV mesmo quando testados nas concentragdes de 100 a 0,8 pg/mL.
Um exemplo é o extrato EX17458, obtido do fungo P. chrysogenum, que foi ativo
contra DENV-2 com CEsp de 8,6 pg/mL e IS de > 11,6; mas foi inativo contra ZIKV em
todas as concentragfes usadas nos ensaios de CEso. O P. chrysogenum que gerou
esse extrato foi um isolado de queijo e foi cedido a Extratoteca pela colecdo de cultura
da Fiocruz — RJ. Tal extrato apresentou CCso em células BHK-21 de > 100 pg/mL e
em células Vero de 47,9 ug/mL (tabela 2).

Os extratos de EX11596 e EX17314, obtidos de culturas de P. chrysogenum,
foram isolados de uma alga marinha do continente Antartica. O EX17314 néo foi
testado para agao virucida contra DENV-2 e ZIKV, mas apresentou CEsoe IS de 27,0
pMg/mL e 1,6 contra DENV-2 e 41,7 png/mL e 1,0 contra ZIKV. O extrato EX11596,
descrito em detalhes no item 6.5.1.2, despertou maior interesse neste trabalho por ser
antiviral e ndo virucida nos ensaios contra o DENV-2.

O EX15382, obtido de um fungo isolado do liquen Usnea sp., foi ativo contra o
ZIKV e contra o DENV-2, sendo néo virucida contra o ultimo. O EX15382 apresentou
CEso de 53,7 ug/mL e IS de > 1,9 contra 0 DENV-2; e CEsp de > 100 pug/mL e IS de >
1,0 contra o ZIKV. O extrato do fungo Pseudogymnoascus sp., EX16655, também foi
ativo contra o ZIKV e o DENV-2 e é abordado no item 6.5.1.3. O EX16655, assim
como outros 51 extratos fungicos, foi virucida contra o DENV-2 (tabela 2).

De forma geral, os extratos fungicos se destacaram por apresentarem CEsg
relativamente baixa e altos IS contra o DENV-2, sendo a maioria deles virucida contra
esse virus (tabela 2). Isso € bem evidente em alguns grupos de extratos originados
de fungos endofiticos neste trabalho. Inicialmente, mais de 40 extratos provenientes
de fungos isolados do hospedeiro Melocactus ernestii, espécie de Cactaceae
endémica em Minas Gerais e Bahia, foram muito ativos contra o DENV-2. Os 29
extratos mais promissores sdo mostrados na tabela 2 e dentre eles, 9 apresentaram
CEso < 10 pg/mL. Além disso, quase todos apresentaram CCso > 200 pg/mL e IS que
variaram de 21,9 a > 212,8. Demais extratos apresentaram CEso entre 10 a 40,9 pg/mL
com IS variando de > 4,9 a > 19,2. Os isolados fungicos que originaram tais extratos
foram submetidos a varios recultivos com o objetivo de gerar massa suficiente para o
fracionamento biomonitorado (tabela 2). Apds esse processo, dois extratos

representantes desse grupo foram investigados e sédo abordados no item 6.5.1.1.
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Tabela 2 - Extratos de fungos: Determinacao de CCso, CEso, IS e atividade virucida contra DENV-2 e ZIKV

Cédigo Ex Espécie Hospedeiro/ cc DENV-2 cc ZIKV

Voucher Local coleta CEso BHT(O-Zl IS VIR CEso Versc()) IS VIR
UFMGCB12518 16655 Pseudogymnoascus sp. Molusco 24,4 90,5 3,7 Sim 12,4 43,5 35 NT
UFMGCB12518 17638 Pseudogymnoascus sp. Molusco >100 >100 >1,0 Sim >100 >100 >1,0 NT
UFMGCB6126 11596 Penicillium chrysogenum  Alga - Antartica 6,5 38,9 6,0 Nao 12,1 40,8 3,4 NT
UFMGCB6126 17314  P. chrysogenum f\ﬁgﬁﬂi decipiens 5745 430 1,6 NT 417 432 1,0 NT
UFMGCB6046 16524 P. chrysogenum Alga 5,9 > 100 > 16,9 Sim Inativo > 100 - NT
UFMGCB 6126 16900 P. chrysogenum Alga 57,0 > 100 >1,8 NT Inativo 19,5 - NT
UFMGCB 6126 16902 P. chrysogenum Alga 47,0 > 100 >21 NT Inativo > 100 - NT
UFMGCB 6126 16904 P. chrysogenum Alga 99,0 > 100 >1,0 NT Inativo 15,7 - NT
UFMGCB 6126 16906 P. chrysogenum Alga 35,0 > 100 >2,8 NT Inativo > 100 - NT
PC-EM 17458 P. chrysogenum Queijo 8,6 > 100 >11,6 Sim Inativo 47,9 - NT
UFMGCB9411 15382 NI Usnea sp. 53,7 > 100 >19 N&o > 100 > 100 >1,0 NT
BRMO047710 16804 Penicillium sp. Solo <0,8 > 100 >125,0 Sim Inativo > 100 - NT
BRM047710 16805 Penicillium sp. Solo 0,7 > 100 >142,9 Sim Inativo 12,5 - NT
BRMO047710 16806 Penicillium sp. Solo 0,6 > 100 >166,7 Sim Inativo > 100 - NT
UFMGCB9445 13864 NI Solo - Antartica 10,6 23,4 2,2 NT 13,5 24,2 1,8 NT
UFMGCB9446 13865 NI Solo - Antartica 15,4 33,4 2,2 NT 18,1 26,6 1,5 NT
UFMGCB9538 13957 NI Solo - Antartica 1,1 4,6 4,2 NT 7,0 15,9 2,3 NT
UFMGCB9451 13870 NI Solo - Antartica 1,4 8,5 6,1 NT 41,5 74,2 1,8 NT
UFMGCB9480 13899 NI Solo - Antartica 15 8,5 57 NT 47,9 65,1 1,4 NT
UFMGCB9478 13897 NI Solo - Antartica 2,5 21,8 8,7 NT 18,7 75,5 4,0 NT
BRMO047709 16792 Aspergillus chevalieri Solo 0,4 > 100 >250,0 Sim Inativo > 100 - NT
BRM047709 16793  A. chevalieri Solo 0,4 > 100 >250,0 Sim Inativo 43,2 - NT
BRM047712 16795  Talaromyces calidicanius Solo 0,5 > 100 >200,0 Sim Inativo > 100 - NT

EX: ndmero do extrato; CEso: concentracéo efetiva 50; CCso: concentragdo citotdxica 50; IS: indice de seletividade do extrato; VIR: atividade virucida do
extrato; NT: ndo testado; ( - ) ndo se aplica; ( *) extrato testado apenas na concentracdo de 20 pg/mL.



Tabela 2 - Extratos de fungos: determinacao de CCsp, CEs, IS e atividade virucida contra DENV-2 e ZIKV (continuacao)

104

Cédigo Ex Espécie Hospedeiro/ DENV-2 ZIKV

Voucher P Local coleta CEso (|3:(|-:|f<0-21 IS VIR CEso Sgﬁg IS VIR
BRM047712 16796 T. calidicanius Solo 0,3 > 100 > 333,3 Sim Inativo > 100 - NT
BRM047712 16797 T. calidicanius Solo 0,2 > 100 > 500,0 Sim Inativo > 100 - NT
BRM047711 16798 Fusarium nygamai Solo 1,8 > 100 > 125,0 Sim Inativo 89,9 - NT
BRM047711 16799 F. nygamai Solo 10,7 > 100 >9,3 Sim Inativo > 100 - NT
BRM047711 16800 F. nygamai Solo 0,2 > 100 > 500,0 Sim Inativo > 100 - NT
BRM047708 16803 Clonostachys rogersoniana  Solo <0,8 > 100 > 125,0 Sim Inativo > 100 - NT
UFMGCB5658 11657 NI M. ernestii 0,94 > 200 >212,8 NT Inativo > 100 - NT
UFMGCB5797 11658 NI M. ernestii 7.4 > 100 > 13,5 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5797 16525 NI M. ernestii 3,1 > 100 > 32,3 Sim Inativo* NT - NT
UFMGCB5797 16605 NI M. ernestii 1,4 > 100 >71,4 NT NT NT - NT
UFMGCB5779 11659 NI M. ernestii 10,5 > 100 >9,5 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5779 16526 NI M. ernestii 4.9 > 100 > 20,4 Sim Inativo* NT - NT
UFMGCB5779 16604 NI M. ernestii 2,1 > 100 > 47,6 NT NT NT - NT
UFMGCB5846 11656 NI M. ernestii 2,7 > 200 > 74,1 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5710 11748 NI M. ernestii 3,1 > 200 > 64,5 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5749 11738 NI M. ernestii 8,5 > 200 > 23,7 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5821 11684 NI M. ernestii 8,6 > 200 >23,1 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5644 11688 NI M. ernestii 9,1 > 200 >21,9 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5750 11683 NI M. ernestii 10,4 > 200 > 19,2 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5740 11768 NI M. ernestii 10,5 > 200 > 19,0 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5879 11707 NI M. ernestii 11,6 > 200 > 17,2 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5877 11698 NI M. ernestii 11,9 > 200 > 16,8 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5651 11711 NI M. ernestii 11,9 > 200 > 16,8 NT Inativo* NT - NT

EX: nimero do extrato; CEso: concentracao efetiva 50; CCso: concentracao citotoxica 50; IS: indice de seletividade do extrato; VIR: atividade virucida do
extrato; NT: ndo testado; (- ) ndo se aplica; ( *) extrato testado apenas na concentracdo de 20 pg/mL.
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Tabela 2 - Extratos de fungos: determinacao de CCsp, CEsp, IS e atividade virucida contra DENV-2 e ZIKV (continuacao)

Cédigo Ex Espécie Hospedeiro/ DENV-2 ZIKV

Voucher P Local coleta CEso g(lif(o-ZJ_ IS VIR CEso Sg’fg IS VIR
UFMGCB5754 11706 NI M. ernestii 13,5 > 200 > 14,8 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5813 11699 NI M. ernestii 15,0 > 200 > 13,3 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5792 11685 NI M. ernestii 15,9 > 200 >12,6 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5838 11719 NI M. ernestii 17,2 > 200 > 11,6 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5808 11744 NI M. ernestii 17,8 > 200 > 11,2 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5892 11740 NI M. ernestii 18,3 > 200 > 10,9 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5851 11726 NI M. ernestii 24,4 > 200 > 8,2 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5839 11721 NI M. ernestii 30,9 > 200 > 6,5 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5756 11742 NI M. ernestii 33,3 > 200 > 6,0 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5837 11730 NI M. ernestii 34,6 > 200 >5,8 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5789 11745 NI M. ernestii 35,6 > 200 >5,6 NT Inativo* NT - NT
UFMGCB5654 11735 NI M. ernestii 40,9 > 200 > 4,9 NT Inativo* NT - NT
- 16977 Extrato de agar - 0,6 > 100 > 166,6 NT Inativo >100 - NT
- 16870 Meio controle M. ernestii - 11,7 > 100 >8,5 NT NT NT - NT
UFMGCB15291 17731 Trichoderma caribbaeum  Piper sp. 2,9 > 100 > 34,5 Sim Inativo 60,9 - NT
UFMGCB15603 17986 Fusarium sp. Piper sp. 10,5 > 100 >95 Sim Inativo* NT - NT
UFMGCB15653 18022 Diaporthe sp. Piper sp. 6,7 > 100 > 14,9 Sim Inativo >100 - NT
UFMGCB15475 17880 NI Piper sp. 1,7 > 100 > 58,8 Sim Inativo >100 - NT
UFMGCB15625 18003 NI Piper sp. 4.3 > 100 > 23,3 Sim Inativo* NT - NT
UFMGCB15710 18074 NI Piper sp. 4.4 > 100 > 22,7 Sim Inativo* NT - NT
UFMGCB15703 18067 NI Piper sp. 4.5 > 100 > 22,2 Sim Inativo* NT - NT
UFMGCB15643 18015 NI Piper sp. 6,2 > 100 > 16,1 Sim Inativo >100 - NT
UFMGCB15682 18047 NI Piper sp. 6,8 > 100 > 14,7 Sim Inativo* NT - NT

EX: nimero do extrato; CEso: concentracéo efetiva 50; CCso: concentragdo citotdxica 50; IS: indice de seletividade do extrato; VIR: atividade virucida do
extrato; NT: ndo testado; (- ) ndo se aplica; ( *) extrato testado apenas na concentracdo de 20 pg/mL.
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Tabela 2 - Extratos de fungos: Determinac&o de CCso, CEsp IS e atividade virucida contra DENV-2 e ZIKV (continuagéo)

Cédigo Ex Espécie Hospedeiro/ DENV-2 ZIKV

Voucher P Local coleta CEso (|3:(|-:|f<0-21 IS VIR CEso Sgﬁg IS VIR
UFMGCB15668 18035 NI Piper sp. 7,4 > 100 >13,5 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15673 18038 NI Piper sp. 7,5 > 100 > 13,3 Sim Inativo* NT - NT
UFMGCB15516 17917 NI Piper sp. 7,8 > 100 >12,8 Sim Inativo > 100 - NT
UFMGCB15592 17978 NI Piper sp. 8,9 > 100 >11,2 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15700 18064 NI Piper sp. 9,5 > 100 > 10,5 Sim Inativo* NT - NT
UFMGCB15545 17942 NI Piper sp. 9,6 > 100 >10,4 Sim Inativo > 100 - NT
UFMGCB15540 17938 NI Piper sp. 9,9 > 100 > 10,1 Sim Inativo > 100 - NT
UFMGCB15508 17909 NI Piper sp. 10,1 > 100 >99 Sim Inativo 87,4 - NT
UFMGCB15688 18053 NI Piper sp. 10,5 > 100 >9,5 Sim Inativo >100 - NT
UFMGCB15525 17923 NI Piper sp. 11,9 > 100 > 8,4 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15598 17982 NI Piper sp. 11,9 > 100 > 8,4 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15663 18031 NI Piper sp. 12,5 > 100 > 8,0 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15563 17960 NI Piper sp. 13,2 > 100 >7,6 Sim Inativo >100 - NT
UFMGCB15522 17921 NI Piper sp. 13,8 > 100 >7,2 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15396 17813 NI Piper sp. 16,1 > 100 > 6,2 Sim Inativo >100 - NT
UFMGCB15661 18029 NI Piper sp. 18,3 > 100 >55 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15593 17979 NI Piper sp. 24,5 > 100 >4,1 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15461 17869 NI Piper sp. 25,7 > 100 > 3,9 Sim Inativo >100 - NT
UFMGCB15675 18040 NI Piper sp. 27,5 > 100 > 3,6 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15544 17941 NI Piper sp. 42,2 > 100 >2,.4 Sim Inativo >100 - NT
UFMGCB15630 18006 NI Piper sp. 45,8 > 100 >2,2 Sim Inativo*  NT - NT
UFMGCB15468 17876 NI Piper sp. 88,2 > 100 >1,1 Sim Inativo* NT - NT

EX: nimero do extrato; CEso: concentracado efetiva 50; CCso: concentracao citotoxica 50; IS: indice de seletividade do extrato; VIR: atividade virucida do
extrato; NT: ndo testado; (- ) ndo se aplica; ( *) extrato testado apenas na concentracdo de 20 pg/mL.
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Trinta e um extratos de fungos endofiticos isolados da planta Piper sp.
apresentaram atividade antiviral promissora contra DENV-2, mas ndo contra o ZIKV.
Piper é um importante género de plantas da familia Piperaceae e vérias de suas
espécies possuem potencial medicinal (DI STASI et al., 1989). Esse género possuli
mais de mil espécies que se encontram distribuidas em regifes tropicais e
subtropicais em todo o mundo. O nome do género deu o nome a familia Piperaceae,
de importancia ornamental, alimenticia, medicinal e industrial, sendo a pimenta-do-
reino o mais classico de seus produtos comerciais (RUSCHEL, 2004).

Trés dos fungos endofiticos de Piper sp. ja foram identificados, sendo um a
nivel de espécie: Trichoderma caribbaeum, Fusarium sp. e Diaporthe sp. O EX17731,
obtido T. caribbaeum, apresentou CEso contra DENV-2 de 2,9 pg/mL e IS de > 34,5
(tabela 2). O EX17986, obtido de Fusarium sp., apresentou CEso de 10,5 pg/mL e IS
> 9,5 enquanto o extrato obtido do fungo Diaporthe sp. (EX18022) apresentou CEsg
de 6,7 pg/mL e IS > 14,9.

Quinze extratos obtidos de fungos endofiticos nédo identificados de Piper sp.,
apresentaram CEsp que variaram de 10,1 a 88,2 pg/mL e IS que variaram de > 1,1 a
9,9 (tabela 2). Treze deles foram muito ativos contra DENV-2 e apresentaram CEsp <
10 pg/mL e com baixa toxicidade, com IS que variaram de > 10,1 a > 58,8 (tabela 2).

Neste trabalho, decidiu-se investigar a atividade antiviral pos-infecgéo viral de
16 dos extratos obtidos de Piper sp., mesmo sabendo que eles apresentavam
atividade virucida contra DENV-2. Os escolhidos foram aqueles com menores valores
de CEso, a saber; o extrato de T. caribbaeum, o extrato de Diaporthe sp. e os extratos
EX17880, EX18003, EX18015, EX18035, EX18047, EX18064, EX18067, EX18074,
EX18038, EX17917, EX17978, EX17942, EX17938 e EX17909. Nestes experimentos,
células BHK-21 foram deixadas em contato com uma suspensao de DENV-2 (m.o.i =
2) por 1h, em seguida, o sobrenadante foi descartado, as células infectadas lavadas
e tratadas com os extratos nas concentracdes de 100 a 0,8 pg/mL. Os extratos obtidos
apenas de meios de cultura de crescimento dos fungos foram incluidos como
controles negativos. Apos 72h de incubacéo, a viabilidade celular foi revelada pelo
ensaio do MTT. Nenhum desses extratos exerceu efeito protetor nas células
infectadas e tratadas, mesmo nas concentragcdes mais altas, confirmando que a
atividade de tais extratos se d& pela inativacdo da particula viral.

Neste trabalho mostramos que extratos do Fusarium sp., Diaporthe sp. e

Trichoderma caribbaeum isolados de Piper sp. apresentam atividade virucida contra
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DENV-2. Esse dado sugere que espécies do género Piper hospedeiros de fungos
endofiticos sédo produtores de substancias antivirais. Rufin (2019), destaca em uma
revisdo de forma abrangente ao longo do periodo 1981-2019, o potencial bioativo de
metabdlitos produzidos por fungos endofiticos do género Fusarium assim como varias
das suas atividades biolégicas. Hawas (2016) demonstrou que Fusarium equiseti
isolado da alga Padina pavonica sintetiza varios metabdlitos capazes de inibir a
protease do HCV. Ainda ndo ha registros na literatura quanto a producdo de
metabdlitos com potencial antiviral pelos os fungos Diaporthe sp. e Trichoderma
caribbaeum.

Dentre os extratos fungicos que tiveram suas CEso determinadas, 18 foram
obtidos de fungos isolados do solo, sendo 6 de solo do continente Antartica. Esses
ultimos, podem ser fontes de antivirais com amplo espectro contra DENV-2, ZIKV e
CHIKYV, ja que foram ativos contra esses 3 virus nos ensaios de triagem (tabelas B1,
F1 e H1). Estes extratos, EX13864, EX13865, EX13870, EX13897, EX13899,
EX13957, mostraram IS baixos contra DENV-2 e ZIKV e também alta toxicidade em
ambas as linhagens celulares (tabela 2).

A atividade antiviral e a citotoxicidade dos extratos EX13864 e EX13865 foram
semelhantes contra 0 DENV-2 e 0 ZIKV. A CEso € 0 IS do extrato EX13864, foram
respectivamente, contra DENV-2 de 10,6 ug/mL e 2,2 e contra ZIKV de 13,5 ug/mL e
1,8. A CCsoem células BHK-21 foi de 23,4 pg/mL e em Vero de 24,2 pg/mL. O extrato
EX13865 apresentou CEsg e IS contra DENV-2 de 15,4 pg/mL e 2,2 e contra ZIKV de
18,1 pg/mL e 1,5. A CCso em células BHK-21 foi de 33,4 pg/mL, enquanto em células
Vero foi de 26,6 pg/mL (tabela 2).

O EX13957 apresentou CEsp e IS contra DENV-2 de 1,1 pg/mL e 4,2 e contra
ZIKV de 7,0 pug/mL e 2,3. Embora menos ativo contra ZIKV, foi 3,4 vezes menos toxico
em células Vero (CCsode 15,9 pg/mL) do que em células BHK-21 (CCso de 4,6 pg/mL).
O extrato EX13897 foi 7,5 vezes mais ativo contra DENV-2 (CEsp de 2,5 pg/mL) do
que contra ZIKV (CEso de 18,7 pg/mL), mas foi 3,5 vezes mais toxico em células BHK-
21 (CCsode 21,8 pug/mL) do que em células Vero (CCso de 75,5 ug/mL). Os respectivos
IS contra DENV-2 e ZIKV foram de 8,7 e 4,0 (tabela 2).

Os valores de CEso contra DENV-2 dos extratos EX13870 e EX13899 foram de
1,4 e 1,5 pg/mL, respectivamente, enquanto contra ZIKV, foram de 41,5 e 47,9 pg/mL.
Os valores de toxicidade desses extratos também variaram bastante entre células

Vero e BHK-21. A CCso em células BHK-21 foi de 8,5 pg/mL, para ambos os extratos,
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e a CCso em células Vero foi de 74,2 pg/mL (EX13870) e 65,1 pg/mL (EX13899).
Portanto, esses extratos foram cerca de 30 vezes mais ativos contra DENV-2 e cerca
de 7 a 8 vezes mais toxicos em células BHK-21. Ainda assim, apresentaram IS mais
altos contra DENV-2 do que contra ZIKV. O IS do EX13870 foi de 6,1 contra DENV-2
e 1,8 contra ZIKV, enquanto o EX13899 apresentou IS de 5,7 contra DENV-2 e 1,4
contra ZIKV (tabela 2).

Nenhum dos extratos obtidos de fungos de solo da Antartica foram testados em
ensaios virucidas e a atividade antiviral contra CHIKV foi detectada apenas na etapa
de triagem a 20 pg/mL, conforme tabela H. O recultivo desses fungos geraram
extratos inativos, mas novos recultivos, assim como a identificagdo dos fungos estéo
sendo feitos pelos nossos colaboradores.

Os isolados fungicos coletados no solo da Antarctica, assim como a maioria
dos extratos fungicos depositados na Extratoteca do IRR, s6 sdo submetidos ao
processo de identificacdo taxondmica ou molecular somente apos serem detectados
como ativos em algum ensaio biologico. Os fungos foram isolados por nossos
colaboradores em diferentes areas ecologicas do Brasil, do deserto do Atacama e do
continente Antarctica. Apds seu isolamento, o fungo € cultivado em condicbes
apropriadas e a cultura extraida com etanol para gerar o respectivo extrato.
Estimativas mais recentes que preveem a diversidade de espécies de fungos indicam
gue apenas 3 a 8 % das espécies de fungos existentes, sdo descobertas e descritas
(HAWKSWORTH; LUCKING, 2017). Portanto, os fungos investigados e com atividade
antiviral positiva até agora representam apenas uma pequena fracdo desses
organismos e do seu potencial.

Os fungos produtores de extrato antiviral foram cultivados em maior escala para
viabilizar o fracionamento biomonitorado. No caso dos fungos coletados em solo
Antartico os novos cultivos geraram extratos inativos e ndo foram mais investigados.
A perda da atividade antiviral de extratos obtidos apOs o recultivo foi recorrente
durante este projeto, provavelmente, porque a producéo de determinados metabdlitos
secundarios € induzida em condicbes ambientais especificas ou durante etapas
especificas do ciclo de vida do fungo. Desse modo, no cultivo in vitro, o fungo recebe
estimulos diferentes daqueles que recebeu no seu ambiente natural que induziram a
producdo de metabdlitos para sua adaptacdo, defesa, sinais quimicos de

comunicacao, inibicdo para crescimento de outros microrganismos competidores por
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territorios, alimentacdo, etc (STRAUSS; REYES-DOMINGUEZ, 2011; BRAKHAGE;
2013).

Para tentar recuperar a capacidade de producdo do componente antiviral,
condicdes de cultivo diferentes, inclusive com o uso de moduladores epigenéticos
foram testadas. A manipulacdo nutricional, a adicdo de componentes para simular
ambientes, bem como mudancas de temperatura, pH, luminosidade e captacao de
oxigénio tém sido tradicionalmente usadas para interferir em vias biossintéticas, tendo
em vista que a producdo de metabdlitos secundarios depende diretamente das
condicBes de cultivo do fungo (BODE et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2013).

Neste trabalho, dezenas de extratos fungicos recebidos do DQ-UFMG sdo um
exemplo de como o meio de cultura pode interferir na producdo de metabdlitos
secundarios. Esses extratos foram obtidos dos fungos Penicillium sp., Aspergillus
chevalieri, Talaromyces calidicanius, Fusarium nygamai e Clonostachys rogersoniana
cultivados em diferentes meios de cultura. Apenas 12 extratos obtidos de fungos
cultivados em meio de cultura composto por agar bacteriologico, extrato de carne e
glicerina (meio 1), em meio contendo &gar bacterioldgico e extrato de carne (meio 2)
e no meio contendo agar bacteriolégico e glicerina (meio 3) demonstraram forte
atividade antiviral contra DENV-2. Esses extratos apresentaram CEsp < de 1 pg/mL e
nao foram téxicos até a concentracdo de 100 pug/mL, sendo alguns deles com valores
de IS acima de 500, os mais altos verificados neste estudo. Entretanto, dezenas de
extratos obtidos dos mesmos fungos cultivados em outros meios de cultura (dados
nao mostrados) nao foram ativos contra ZIKV nem contra DENV-2.

De forma semelhante, Liu e colaboradores (2016) demonstraram que o fungo
Talaromyces wortmannii foi capaz de gerar um composto diferente em cada meio no
gual foi cultivado. Em outro trabalho, Hewage e colaboradores (2014) cultivaram o
Dothideomycete sp. em meios de batata-dextrose e meios de malte Czapek e
observaram que a producéo dos metabolitos pesquisados dependia ndo apenas dos
meios de cultura serem diferentes, mas também das fontes de batata e malte
utilizados, gerando assim, diferentes compostos de acordo com cada situacao
proposta para o fungo.

Em vista destes resultados promissores, todos os 12 extratos foram
fracionados por UPLC e suas fracdes testadas contra o DENV-2.

Em suma, em sua maioria, os extratos fungicos foram virucidas muito potentes

contra o DENV-2. Ha diversos mecanismos pelos quais extratos ou substancias puras
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podem desempenhar atividade virucida, como por exemplo, o mascaramento de
receptores celulares usados pelos virus para entrar nas células. Gescher e
colaboradores (2011) demonstraram que a atividade virucida do extrato de
Myrothamnus flabellifolia, rico em polifenois, contra o HHV-1 ocorre pela sua interagao
com alguns aminoacidos das glicoproteinas virais, principalmente a glicoproteina D,
necessaria para entrada na célula. De fato, Zhu e colaboradores, (2004), propuseram
gue a atividade virucida de compostos é em decorréncia da desintegracdo e
solubilizacdo do envelope viral, ou de alteragcbes quimicas, degradacdo e

mascaramento das proteinas de adsorgéo.

Extratos fungicos ativos

89 extratos ativos contra DENV-2: 1ISde > 1,1 a > 500
11 extratos ativos contra ZIKV: ISde>1,0a4,0

11 extratos ativos contra DENV, ZIKV e CHIKV: 6 obtidos de fungos de solo da
Antartica

Propriedade virucida dos extratos ativos*

49 extratos virucidas contra DENV-2 e inativos contra ZIKV*

(Extratos dos fungos de solo: Penicillium sp., Aspergillus chevalieri, Talaromyces calidicanius,
Fusarium nygamai e Clonostachys rogersoniana crescidos; extratos de fungos endofiticos de
Piper sp. e M. ernestii )

2 nao virucidas contra DENV-2 e ativos contra ZIKV*
(extratos de P. chrysogenum e endofitico ndo identificado de Usnea sp.)

1 extrato virucida contra DENV-2 e ativo contra ZIKV*
(extrato de Pseudogymnoascus sp.)

*Nenhum extrato fungico foi testado em ensaio virucida contra ZIKV até o momento

6.5 Identificacdo de substancias antivirais pelo fracionamento
biomonitorado de extratos ativos por UPLC-HRMS/MS

Uma das estratégias para a descoberta de produtos naturais bioativos € a
triagem de extratos em um ensaio biolégico seguida do fracionamento biomonitorado

dos extratos ativos para identificar fragdes contendo substancias ativas.
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No presente trabalho, o ensaio do MTT foi utilizado para triagem da atividade
antiviral de milhares de extratos contra DENV-2, ZIKV e CHIKV e também utilizado
para a deteccéo da atividade antiviral das mais de 6.000 fracdes geradas no processo
de fracionamento biomonitorado de 46 extratos ativos para descoberta de substancias
antivirais contra ZIKV e/ou DENV-2. Assim, 15 extratos vegetais e 20 extratos
fungicos foram selecionados para o fracionamento biomonitorado visando isolar e
identificar as substancias responsaveis pela atividade antiviral contra DENV-2. Todos
os 15 extratos vegetais e 9 extratos fungicos também foram submetidos ao
fracionamento biomonitorado contra ZIKV (Figura 11).

Via de regra, foram priorizados os fracionamentos (item 5.16) dos extratos com
massa disponivel na extratoteca e que apresentaram 0s maiores IS e/ou menores
valores de CEso. Portanto, inicialmente o fracionamento de extratos ativos seguiu a
I6gica de se trabalhar em microescala, ou seja 50 pg do extrato bruto foram
submetidos a cromatografia HPLC ou UPLC, coletando-se 80 fracbes em cada
experimento que foram testadas contra DENV-2 e/ou ZIKV.

Diversas estratégias para desreplicacao/identificacdo dos principios ativos
foram adotadas: i) a comparacao automatica com os bancos de espectros locais e da
web (e.g., MassBank); ii) simulacdo de espectros e fragmentacbes usando o
MassFrontier v.5 e; iii) comparacdo de arvores de fragmentos pela plataforma Sirius
(WEB).

Apbs o fracionamento analitico em HPLC ou UPLC (50 pug de amostra) usado
para a identificacdo das fracOes ativas e para a desreplicacdo, foi necessario o
fracionamento em maior escala visando isolar/purificar o principio ativo para a
elucidacdo da sua estrutura. Todavia, varios fungos, quando recultivados, deixaram
de produzir o principio ativo. Varias tentativas de se recuperar a producdo das
substancias ativas pelos fungos foram tentadas, sendo todas elas sem sucesso.

Esse processo resultou na identificacdo de 12 substancias em extratos fungicos
e 31 substdncias em extratos vegetais. Varias substancias por nos
isoladas/identificadas tiveram sua estrutura quimica elucidada mediante analise de
dados espectrais e tiveram suas CEso e CCso determinadas contra ZIKV, DENV-2 e/ou
CHIKV.
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Extratos vegetais

Extratos fungicos
(C) Ext. de recultivos de fungos
O Ext. fracionados contra DENV-2
O Ext. fracionados contra ZIKV

16793 16805
16795 16806
16796 11658
16797 11659
11514
11515
17458
11516
16792

11298 11280
12829 17006
12860 17007
12969 17011 11596
13015 17010 16655
10333 11279 748
13358 13356

16798
16799
16800
16803
16804

17638
16524 16900
16902 16904
16906

14822

Figura 11 - Extratos vegetais e fungicos fracionados e testados contra DENV-2 e ZIKV.
Dentro do circulo vermelho estdo os 31 extratos fingicos e os 15 extratos vegetais que foram
fracionados e suas fragfes testadas contra DENV-2. Os 15 extratos de plantas e os 9 extratos
fungicos que tiveram suas fracdes testadas também contra ZIKV ocupam a intersec¢do com
o circulo azul. Os extratos dentro dos limites do retadngulo foram obtidos de recultivos de
fungos.

6.5.1 Extratos fungicos fracionados

Trinta e um extratos fungicos foram fracionados e suas respectivas fracfes
testadas contra DENV-2. Nove desses extratos também tiveram suas fracdes testadas
contra ZIKV (Figura 11). Os extratos dos meios de cultura sem fungo (extrato controle)

também foram fracionados.
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Nenhuma das fragdes do EX11514, extrato obtido do isolado UFMGCB6035,
do EX11516, obtido do fungo UFMGCB6037 e dos extratos EX11515 e EX17458,
obtidos do Penicillium chrysogenum, foram ativas contra o DENV-2.

Como ja mencionado, a atividade virucida seletiva contra DENV-2 e inatividade
contra ZIKV dos extratos de 5 espécies de fungos isolados do solo (Penicillium sp.,
Aspergillus chevalieri, Talaromyces calidicanius, Fusarium nygamai e Clonostachys
rogersoniana) levanta varios questionamentos sobre as diferencas entre tais virus,
uma vez que ambos sdo membros do mesmo género da familia Flaviviridae. Assim,
decidimos fracionar os 12 extratos obtidos do cultivo destas 5 espécies de fungos
assim como os extratos dos meios de cultura.

As fracOes ativas dos extratos EX16792 e EX16793, do A. chevalieri, foram
eluidas com agua no inicio da cromatografia em fase reversa. A analise dos espectros
de massa destas fracdes sugeriu que se trata de mistura complexa de compostos
polares e ionizados de dificil identificagao.

As fracoes eluidas aos 0,5 - 1min (fracdo 2) no fracionamento dos 3 extratos
do T. calidicanius (EX16795, EX16796 e EX16797) foram ativas contra DENV-2. As
analises dos espectros de massa obtidos destas fracbes sugerem a presenca de
lisina, carnitina, 2,4-diidroxiprolina e também da tirosina. A fracdo 16, também ativa
contra DENV-2, ndo apresentou nenhum sinal no LC-UV-MS.

Da mesma forma, a fracédo 2 dos extratos do F. nygamai, (EX16798, EX16799
e EX16800), apresentou atividade antiviral contra DENV-2. Os espectros de massa
da fracdo 2 do EX16798 sugeriram a presenca da carnitina, desidrocarnitina e tirosina.
Entretanto, analises dos espectros de massas da fracdo 2 dos extratos EX16799 e
EX16800 indicaram a presenca da 2,4-ciclo-histidil-prolina e da ulvalina,
respectivamente. As fracbes 15, 16 e 17 do EX16799, sem sinal no LC-UV-MS,
apresentaram baixa atividade antiviral contra DENV-2.

Resultados similares foram obtidos para o EX16803, do C. rogersoniana. As
fracOes 2, 15 e 16 foram ativas contra DENV-2. Nos espectros da fracao 2 foi possivel
identificar compostos polares e ionizados em uma mistura contendo dois ions
majoritarios, a ulvalina e a betaina lipidica. As fracdes 15 e 16, também ativas contra
DENV-2, ndo emitiram sinais para analise no LC-UV-MS.

Os extratos obtidos do Penicillium sp., EX16804, EX16805, EX16806, foram
fracionados e mais uma vez, as fracdes 2 e 16 foram ativas no ensaio contra DENV-

2. Os espectros de massa obtidos na fragao 2 desses 3 extratos, mostraram apenas



115

uma mistura complexa de substancias polares e ionizadas. A fracdo 16 de cada um
dos extratos EX16804 e EX16805, também foi parcialmente ativa contra DENV-2, no
entanto, ndo h4 sinais no LC-UV-MS para identificacdo das possiveis substancias
presentes.

Em suma, embora a massa desses extratos tenha sido insuficiente para o
isolamento de substancias presentes na fracdes ativas, as analises sugeriram as

seguintes substancias: di-hidroxiprolina, tirosina, betaina, ulvalina, lisina, carnitina,

desidrocarnitina e 2,4-ciclo-histidil-prolina. Deve-se ressaltar que todas estas

substancias ndo foram retidas pela fase estacionaria, no caso a silica ligada a
octadecilsilano (ODS ou RP18), e foram eluidas no “front” da cromatografia na forma
de misturas complexas, o que dificultou a sua identificacdo estrutural. Portanto, a
identidade inequivoca de tais substancias deverao ser confirmadas pelo uso de outras
técnicas de separacéo.

A di-hidroxiprolina € um tipo de hidroxiprolina que assim como a tirosina, séo

aminoacidos ndo essenciais. A hidroxiprolina € um componente importante do
colageno proteico e niveis elevados na urina e/ou soro estdo normalmente associados
a degradacéao do tecido conjuntivo.

A tirosina esta associada a sintese de proteinas e tecido muscular do corpo,
sendo também um precursor dos neurotransmissores noradrenalina e dopamina. Nao
h& qualquer relato de atividade antiviral para esse aminoacido.

A betaina é conhecida por sua capacidade de proteger o figado de substancias
toxicas (MUKHERJEE, 2011) e ja foi descrita como antiviral, in vitro e in vivo, contra o
virus da hepatite B, além de diminuir a resisténcia viral a lamivudina e ao IFN-a, drogas
usadas no tratamento desta hepatite (ZHANG et al., 2016).

Quanto a lisina, ha estudos desde 1952 que a descrevem como inibidor da
replicacao viral de HHV (MILLER; FOULKE, 1984). Acredita-se que o equilibrio lisina-
arginina possa afetar a expressdo do HHV. Proteinas ricas em arginina séo
necessarias para a replicacdo do HHV, sendo um indutor da sintese de proteinas do
capsideo viral, enquanto a lisina inibe competitivamente sua sintese (GRIFFITH, 1981,
GABY, 2006).

A carnitina € uma molécula que esta envolvida no transporte de acidos graxos
para as mitocondrias (FLANAGAN et al., 2010). E conhecido que o HCV se utiliza do
metabolismo dos acidos graxos nos hepatdcitos infectados, aproveitando as goticulas

lipidicas para a montagem do virus (MIYANARI et al., 2007). Estudos recentes
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mostram que a carnitina exibe atividade anti-HCV por apresentar atividade
antiadipogénica em células infectadas pelo HCV, diminuindo o tamanho e quantidade
das goticulas lipidicas e consequentemente inibindo a montagem do virus (TSUKUDA
etal., 2017). Vérios trabalhos tém mostrado que durante a infeccédo viral, a modulacdo
dos niveis de colesterol facilita a entrada, a formacdo dos complexos de replicacédo, a
montagem e egresso dos flavivirus, sendo mais crucial para o DENV (LEE et al., 2008;
CARRO; DAMONTE, 2013; REYES-DEL VALLE et al., 2014; OSUNA-RAMOS;
REYES-RUIZ; DEL ANGEL, 2018). No entanto, a dependéncia de colesterol nas
etapas de entrada e pés-entrada de DENV em vérias linhas celulares de mamiferos
(LEE et al., 2008; SOTO-ACOSTA et al., 2013; MARTINEZ-GUTIERREZ et al., 2014),
nao parece imprescindivel, jA que o colesterol ndo € necessario para a multiplicacéo
do DENV em células Vero (ACOSTA et al., 2009; CARRO; DAMONTE, 2013). Embora
haja varios estudos sobre o papel do colesterol na infeccdo por flavivirus,
principalmente em relacédo ao DENV, sua importancia para a infecgéo por ZIKV ainda
é desconhecida.

E interessante observar que mesmo estando presentes em extratos de T.
calidicanius, F. nygamai e C. rogersoniana que apresentaram excelente atividade
virucida contra DENV-2, nenhuma das substancias identificadas ja foi descrita com tal

atividade.

6.5.1.1 Extratos dos fungos endofiticos UFMGCB5797 e UFMGCB5779

Os extratos EX11658 e EX11659 obtidos de isolados fungicos do cacto M.
ernestii, foram muito ativos contra DENV-2. O EX11658 apresentou CEso contra
DENV-2 de 7,4 ug/mL e IS de 13,5 e 0 EX11659 apresentou CEso de 10,5 pg/mL e IS
de 9,5 (tabela 2). Todavia, quando recultivados os extratos foram inativos contra
DENV-2. No entanto, a extracdo desses novos extratos foi feita utilizando o solvente
diclorometano em lugar do etanol, o que poderia justificar a perda da atividade.
Portanto, foi feita uma nova cultura, também em pequena escala (10 placas de Petri),
sendo que desta vez a extracdo foi realizada com etanol, originando os extratos
EX16525 com CEso de 3,1 pg/mL e IS de 32,2 e 0 EX16526 com CEso de 4,9 pg/mL
e IS 20,4 (tabela 2) nos ensaios contra DENV-2.
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Para o fracionamento biomonitorado, os fungos foram recultivados em maior
escala e submetidos a extracdo com etanol, seguido de liofilizagdo. A cultura do
isolado UFMGCB5779 forneceu 17 gramas de extrato seco (EX16604), enquanto o
isolado UFMGCB5797 forneceu cerca de 15 gramas do EX16605. O controle do meio
de cultura gerou 500 mg de extrato (EX16870). Esses extratos mantiveram a atividade
antiviral contra DENV-2 e mostraram CEso em torno de 2 pg/mL com respectivos IS
de > 47,6 e > 71,4. No entanto, o extrato controle do meio de cultura (EX16870)
também foi muito ativo contra DENV-2 e mostrou CEsp de 11,7 pug/mL e IS de > 8,5
(tabela 2). O fracionamento em microescala do extrato mostrou que a atividade
antiviral se concentrava nas fracdes iniciais da cromatografia em fase reversa,
indicando tratar-se de moléculas polares.

Uma aliquota de cada extrato foi suspensa em metanol (10X v/v) e a suspensao
agitada em vértex por 5min. Apés centrifugacdo, somente o pellet, ou seja, a fracéo
insoluvel em metanol, foi ativa contra DENV-2. Do mesmo modo, somente as fracdes
aquosas geradas a partir do tratamento do extrato com extracdo em fase solida com
cartuchos sep-pak C18 foram ativas. O mesmo foi observado em fracdes geradas a
partir da extracdo em fase sélida com resina XAD-4, mostrando que o principio ativo
era muito polar.

Nos experimentos de particao liquido-liquido as fracBes geradas mostraram os
mesmos resultados, ou seja, sendo ativas somente as fracées aquosas, polares. Uma
aliguota da fracdo aquosa obtida da particdo liquido-liquido foi submetida a
cromatografia de filtracdo em gel, usando-se uma coluna Shodex GS310 de 30 x 2
cm, eluida com agua a 4 mL/min e coletando-se 1 fracdo por minuto. A atividade
antiviral contra DENV-2 foi observada nas fracdes iniciais, entre 10-15min (Figura 12),
permitindo inferir que se tratava de macromoléculas de alto peso molecular. De fato,
a analise destas fracdes no espectrometro de massas de alta resolucéo indicou que
se tratava de uma mistura complexa de polissacarideos, com picos separados por
perdas sucessivas de fragmentos de hexoses. Por outro lado, experimentos de
cromatografia em colunas de troca idnica mostraram que as substancias presentes
nestas fracbes se apresentavam ionizadas negativamente, apontando para a
possibilidade de se tratar de polissacarideos sulfatados.

Uma busca na literatura mostrou que em 1963, Schulze e Schlesinger
descreveram a atividade antiviral de polissacarideos sulfatados contra DENV-2,

mostrando que extratos aquosos de agar inibem o efeito citopatico e a formacao de
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placas de lise por DENV-2, reduzem a patogenicidade, em camundongos injetados
com DENV via intracerebral, e a capacidade de hemaglutinagdo. Essa inibicdo provou
ser devida a uma reacdao reversivel entre particulas virais livres e 0s polissacarideos
sulfatados (SCHULZE; SCHLESINGER, 1963; SCHULZE, 1964). Os polissacarideos
sulfatados tém cargas negativas e exercem seu efeito inibitério pela interagdo com as
cargas positivas do virus, prevenindo desse modo, a adsor¢cdo e/ou penetracao na
célula hospedeira (HATCH et al., 1977; EHRESMANN et al., 1979).
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Figura 12 - Cromatograma da frag&o aquosa da particdo (MeOH-agua-hexano 5:5:10) do
extrato do fungo UFMGCB5797 em coluna de filtragdo em gel (Asahipak GS310). Trago
vermelho do detector UV a 254 nm, traco azul do detector ELSD. A chave vermelha indica a
regido do cromatograma que corresponde as fragdes ativas contra DENV-2.
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Restava a questdo de como o etanol poderia extrair substancias tao polares e
insoluveis em metanol. A resposta veio da revisdo dos procedimentos de extracao
executados pelos nossos colaboradores do ICB — UFMG para esse lote de amostras.
O aluno responsavel pela extracdo usou etanol aquoso 60 % na proporcdo de 1:2
(volume de solvente / volume do meio). Como o meio gelificado é composto de 99 %
de &gua, a mistura extratora acabou sendo o etanol aquoso a 30 %. Com esta

proporcdo de agua, a extracdo de polissacarideos € possivel, e de fato, explicaria a
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deteccédo da atividade antiviral dentre os compostos de alta polaridade e de alto peso
molecular; a presencga de laminas transparentes de agar nos extratos liofilizados e a
alta viscosidade das solugbes aquosas obtidas, impedindo a filtragdo ou injecdo das
amostras no HPLC.

Para confirmar a presenca de agar nos extratos foi feito um extrato de agar puro
usando etanol aquoso a 30 % (EX16977). Esse extrato foi muito ativo contra DENV-2
e apresentou CEsp de 0,6 pg/mL e IS de > 166,6. Também nao apresentou toxidade
em células BHK-21 e/ou Vero até a concentracao testada, sendo sua CCso > 100
pHg/mL. Em vista desse resultado contra DENV-2, foi abortado o estudo dos extratos
obtidos dos isolados fungicos UFMGCB5797 e UFMGCB5779, assim como dos
demais extratos obtidos de fungos endofiticos do M. ernestii.

Ademais, é possivel também que tais fungos possam conter outros compostos
antivirais ou mesmo produzir polissacarideos sulfatados, e a cultura em meio liquido,
sem agar, podera nos dar esta informacdo. Ressalta-se que em extratos de alguns
organismos marinhos como bactérias, algas, esponjas, fungos e corais, ja foram
isolados polissacarideos sulfatados (GHOSH et al., 2009; NAKASHIMA et al., 1987).

Um resultado interessante (dados ndo mostrados) foi que 5 dos extratos
fungicos obtidos de fungos do M. ernestii apresentaram > 50 % de inibicao do replicon
do virus da febre amarela em uma linhagem de BHK-21 modificada. Considerando
gue neste ensaio ndo ha a possibilidade da interacdo polissacarideo-virus, o
mecanismo de inibicao do replicon deve ser outro. De fato, Gonzalez e colaboradores,
1987, descobriram que a carragenina, um polissacarideo de algas, ndo tem efeito na
ligacdo ou penetracdo do HHV nas células hospedeiras, mas a sintese de proteinas
virais no interior das células foi inibida. Do mesmo modo, outros polissacarideos
sulfatados de algas inibem seletivamente a enzima transcriptase reversa do HIV e sua
replicacdo in vitro (BIESERT et al., 1988; MOELLING; SCHULZE; DIVINGER, 1989),
ou a formacéao de novas particulas de HHV (HULEIHEL, 2001).

Por outro lado, € interessante notar que todos os extratos provenientes de
fungos endofiticos do M. ernestii foram inativos contra o ZIKV, assim como o extrato
de agar (tabela 2) testado em varias concentracdes. No entanto, ha estudos que
mostram que ha interacdo entre a proteina E do ZIKV com glicosaminoglicanos, uma
categoria de polissacarideos, sendo que essa interacdo € mais pronunciada com
oligossacarideos altamente sulfatados, como no caso da heparina comercial (KIM et
al., 2017).
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6.5.1.2 Extratos do Penicillium chrysogenum

O fungo Penicillium chrysogenum foi isolado de uma alga coletada na Antartica.
O extrato desse fungo (EX11596) foi ativo contra DENV-2, ZIKV e CHIKV nos ensaios
de triagem. Esse extrato foi ndo virucida e apresentou CEsode 6,5 pg/mL e IS de 6,0
contra DENV-2. A CEsg contra ZIKV foi de 12,1 ug/mL e IS de 3,4. Quando fracionado
por UPLC-HRMS, as fracdes 34 e 35, eluidas entre 17 e 18min, (Figura 13), foram
ativas, com 52 e 31 % de protecao contra DENV-2, respectivamente.

A andlise dos espectros HRMS? indicou que a substancia presente nessas
fracOes era a cicloheximida (CHX). A confirmacéo foi feita por comparagao dos tempos
de retencao e dos espectros MS-MS obtidos a partir de amostra padrao comercial. A
CHX foi ativa contra DENV-2 (CEso de 0,07 uM) e ZIKV (CEso de 0,16 uM). A CCso
para células BHK-21 foi de 0,97 uM e Vero de 0,65 pM, resultando em IS de 13,8
contra DENV-2 e 4,1 contra ZIKV (tabela 3).

Chromategram - EX11596_1-1_01_3260.d: BPC 39.0000-1001.0000 +All MS
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Figura 13 - Fracionamento biomonitorado do extrato EX11596, obtido do fungo
Penicillium chrysogenum. Parte do cromatograma obtido em UPLC analitico, empregando-
se um fluxo de 0,4 mL/min, coletando-se 80 fracdes de 200 pL em placa de 96 pogos. A
atividade antiviral das fragdes foi testada contra DENV-2 e as fragfes 34 e 35, correspondendo
aquelas eluidas aos 17,2min (seta amarela), foram ativas contra DENV-2.

A CHX é um composto da familia de produtos naturais de policetideos contendo
glutarimida, amplamente conhecido na literatura, e tem sido usado por décadas como
um inibidor da traducdo em eucariotos (HUANG et al., 2011). A CHX é produzida por
varias espécies de bactérias do género Streptomyces (YIN et al., 2014; YANG et al.,
2017) mas ainda ndo ha nenhum relato de producdo por fungos. A CHX apresenta

atividade inibitoria contra diversos virus de RNA, como o virus da Floresta de Semliki
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(SFV), um arbovirus isolado na Africa Central (FRIEDMAN; GRIMLEY, 1969), HIV-1
(IRVINE et al., 1998), virus influenza A (MARK et al., 1979; JI et al., 2010), virus
coxsackie B, enterovirus (EV71), reovirus (WATANABE et al., 1967), sendo a inibicao
da sintese proteica como seu principal mecanismo de acdo antiviral. Além desses,
também apresenta atividade antiviral contra virus DNA como o HHV, HCMV
(citomegalovirus humano) e virus da hepatite B (GUO et al., 2009; 2010; JI et al.,
2010).

Outro cultivo em pequena escala do P. chrysogenum, gerou o extrato EX16524
gue foi inativo contra o ZIKV e apresentou CEsg de 5,9 pg/mL contra DENV-2. A CCso
desse extrato foi de > 100 pg/mL para células BHK-21 e também para células Vero.
Diferentemente do EX11596, o EX16524 foi virucida contra o DENV-2 (tabela 2). No
fracionamento do EX16524, somente a fracdo 2 eluida no tempo de 0,5-1min foi ativa,
com média de 75,5 % de protegdo contra DENV-2 na concentracdo de 50 pgEg/mL.
Por se tratar da fracao inicial da cromatografia, a presenca de diversos compostos
polares ndo permitiu a proposicdo de nenhuma férmula molecular com base nos
dados de HRMS. Tendo em vista os resultados obtidos anteriormente com os fungos
isolados de Melocactus, a contaminacdo desse extrato por agar pode ser aventada.

Diferentes condi¢cdes de cultivo do P. chrysogenum foram testadas usando
diversos meios de cultura: sélidos e liquidos, com e sem agitacdo e em diferentes
temperaturas de incubacéo (item 5.8). Tais ensaios geraram quarenta e dois extratos
incluindo os respectivos controles. Todos foram submetidos aos ensaios antivirais e
de citotoxicidade em concentracfes de 100 - 0,8 ug/mL contra DENV-2 e ZIKV, assim
como nas respectivas células hospedeiras. Todos se mostraram inativos contra ZIKV
e apenas 0s extratos EX16900, EX16902, EX16904 e EX16906 foram fracamente
ativos contra DENV-2 (tabela 2). Esses 4 extratos, quando fracionados por UPLC, néo
apresentaram fracbes com atividade antiviral significativa, isto €, acima de 30 % de
protecdo contra DENV-2 e/ou ZIKV na concentracao equivalente a 125 ug/mL.

A meleagrina, identificada por desreplicacdo e comparacdo com amostra
comercial, foi 0 componente majoritario presente nestes extratos (Figura 14), sendo,
todavia, inativa contra DENV-2, ZIKV e CHIKV. As respectivas CCsg para células BHK-
21 e Vero foram 2,6 e 2,9 uM (tabela 3).

A meleagrina é um alcaloide inddlico que foi inicialmente isolada do Penicillium
meleagrinum, sendo também encontrada em outras espécies de fungos como o P.

chrysogenum. Entre outras fung¢bes bioldgicas, ja foi reportada como sendo um
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inibidor da redutase proteica bacteriana e da biossintese de acidos graxos e
crescimento de Staphylococcus aureus (NOZAWA; NAKAJIMA, 1979; ZHENG, et al.,
2013). Também foi mostrada como sendo um inibidor do crescimento de linhagens
celulares de cancer de mama humano sem afetar linhagens néo tumorigénicas (MADY
et al., 2016). Até o momento, ndo h& mencéo de atividade antiviral para a meleagrina.
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Figura 14 - Identificacdo da meleagrina em extratos de P. chrysogenum. Estédo
representados 0os cromatogramas dos extratos de P. chrysogenum: EX16902 (azul escuro),
EX16904 (vermelho), EX16906 (amarelo) e do extrato do meio de cultura (verde). A seta
vermelha (14min) indica o pico relativo a meleagrina.

O fracionamento biomonitorado do extrato original do P. chrysogenum (pos-
isolamento) mostrou que a atividade antiviral foi observada numa fracdo na qual foi
identificada a cicloheximida. Todavia, apesar do P. chrysogenum ser sabidamente
resistente a essa substancia, ndo ha relato na literatura de que o fungo seja capaz de
produzi-la. Dezenas de extratos foram obtidos de culturas deste fungo em diferentes
condicBes (item 5.8), mas em nenhuma delas a CHX foi detectada. Portanto, a
presenca dessa substancia no extrato original foi interpretada como uma
contaminacao acidental de origem quimica ou microbiolégica do cultivo original. Por
outro lado, a meleagrina, uma substancia inativa nos ensaios com 0s virus, estava
presente em todos eles.

Uma andlise por UPLC-MS e comparacdo dos cromatogramas dos extratos

obtidos do recultivo P. chrysogenum com o extrato original desse fungo, o EX11596,
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mostra que a CHX estd presente apenas no EX11596 (Figura 15). Ndo se pode,

portanto, descartar a contaminag&do quimica ou biolégica desse extrato.
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Figura 15 - Cromatogramas de ions com m/z 282 obtidos por UPLC-HRMS de extratos
obtidos de recultivo do fungo P. chrysogenum. Apenas o extrato EX11596, original do P.
chrysogenum, apresentou o ion correspondente a cicloheximida aos 17,2min; indicado pela
seta vermelha.

6.5.1.3 Extratos do Pseudogymnoascus sp.

O fungo endofitico Pseudogymnoascus sp. foi isolado de um molusco marinho
também da Antartica e do seu cultivo foi obtido o extrato EX16655. Esse extrato
apresentou CEsp de 24,4 ug/mL e IS de 3,7 contra DENV-2 e CEso de 12,4 pg/mL e IS
de 3,5 contra ZIKV.

No primeiro fracionamento do EX16655, a fracdo 43, eluida aos 21,5min como
mostrado no cromatograma (Figura 16A), foi ativa contra DENV-2 apresentando
média de 63 % de protecdo. Andlises das substancias presentes nessa fracéo
possibilitou identificar uma substancia majoritaria com M+H 421,0797 e M+Na
443,0611. Essa substancia, pelo perfil do envelope isotdpico observado no espectro

de massa de alta resolucdo, contém um atomo de cloro e a provavel férmula
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C19H17CIN2O7 (Figura 16B). Uma busca no Scifinder mostrou 4 compostos (Figura 17)

j& descritos na literatura com essa formula molecular: o composto 2 € um derivado da

biotransformacé&o da tetraciclina e os demais séo sintéticos (Figura 17), indicando que

este derivado clorado, minoritario no extrato, pode ser inédito.
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Figura 16 - Cromatogramas e espectros obtidos do fracionamento biomonitorado do
extrato de Pseudogymnoascus sp. (A) Parte do cromatograma obtido em UPLC analitico
empregando-se um fluxo de 0,4 mL/min. O cromatograma no tempo de 21,5min corresponde
a fracdo ativa, contendo a substancia majoritaria. Em (B) € mostrado o espectro da possivel
substancia ativa com M+H 421,0797 e M+Na 443,0611 correspondendo a férmula molecular
C19H17C|N207.
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Figura 17 - Possibilidades de férmula estrutural para o composto de férmula molecular
C19H17CIN2O7 e com M+H 421,0797 e M+Na 443,0611. Busca feita no Scifinder mostrando
as 4 possibilidades para o composto citado. O composto 2 € um derivado de biotransformacéo
da tetraciclina e os demais s&o sintéticos.

A tetraciclina € um antibiotico produzido por espécies de Streptomyces por via
semissintética através da remocdo do cloro da clortetraciclina por hidrogenacéao
(HARVEY, 1990). Alguns estudos na literatura mostram a atividade antiviral de
derivados da tetraciclina contra os DENV1-4. Os mecanismos de acéo reportados
foram inibicdo da adsorcéo, bloqueando a entrada do virus e inibicdo da replicacdo
pos-infecgao viral por inibicdo da serino-protease desses virus (ROTHAN et al., 2013;
2014). Ressalta que tal extrato demonstrou atividade virucida contra DENV-2 e néo
foi testado contra ZIKV. N&o foram encontrados estudos da tetraciclina ou derivados
contra ZIKV. Mas devido as similaridades entre esses dois virus, podemos usar o
conhecimento que temos acerca do DENV para direcionar alguns estudos sobre ZIKV.

Um novo cultivo do fungo gerou o EX17638 (tabela 2). O fracionamento por

UPLC seguido de bioensaios com DENV-2 e ZIKV evidenciou que o0 composto estava
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presente e conferia prote¢céo de 100 % contra o DENV-2 e 43 % contra o ZIKV, quando
testada na concentracao de 125 pgEg/mL. No entanto, a substancia estava presente
numa proporgcdo bem menor do que no extrato original. Além disso, a quantidade de
extrato produzida foi insuficiente para permitir o isolamento do composto. Apesar do
fungo apresentar crescimento extremamente lento, o que dificulta a obtencédo de
extrato, estd em andamento o recultivo desse fungo para a producdo do derivado
clorado em quantidades suficientes para a sua purificacéo e identificacdo estrutural.
Em resumo, as analises dos espectros de massa de alta resolucao das fracdes
de extratos fungicos com acédo antiviral sugeriram a presenca de 12 substancias, a
saber: di-hidroxiprolina (1), tirosina (2), betaina (3), ulvalina (4), lisina (5), carnitina (6),
desidrocarnitina (7), 2,4-ciclo-histidil-prolina (8), polissacarideos sulfatados (9),
substancia clorada néo identificada Ci9H17CIN2O7 (10), meleagrina (11) e
cicloheximida (12). Apenas as duas ultimas tiveram a sua estrutura confirmada por
comparagao com amostras comerciais auténticas. Trés delas foram obtidas para os
ensaios, sendo polissacarideos sulfatados (isolados do agar) ativos para o DENV-2 e
inativos contra o ZIKV e o CHIKV, a meleagrina inativa contra DENV-2, ZIKV e CHIKV

e a cicloheximida ativa contra o DENV-2 e contra o ZIKV.

Substancias identificadas em extratos fungicos

Lisina, carnitina, 2,4-diidroxiprolina e tirosina
T. calidicanius (fragfes ativas contra DENV-2)

Carnitina, desidrocarnitina, tirosina, 2,4-ciclo-histidil-prolina e ulvalina
F. nygamai (fracdes ativas contra DENV-2)

Ulvalina e betaina lipidica
C. rogersoniana (fragdes ativas contra DENV-2)

Substancia C19H17CIN20O7
Pseudogymnoascus sp. (fragdes ativas contra DENV-2 e ZIKV)

Polissacarideos sulfatados derivados do agar do meio de cultura
Ativos contra DENV-2 e inativos contra ZIKV

Cicloheximida
Ativa contra DENV-2 e contra o ZIKV

Meleagrina
Inativa contra DENV-2, ZIKV e CHIKV
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6.5.2 Fracionamento biomonitorado de extratos vegetais

Os 15 extratos vegetais selecionados para o fracionamento biomonitorado
foram obtidos de espécies de plantas das seguintes familias: Malpighiaceae,
Annonaceae, Rubiaceae, Ochnaceae, Myrtaceae, Fabaceae, Orchidaceae e
Amaryllidaceae, sendo a atividade antiviral de todas as fragOes obtidas (cerca de
2.500 fracOes) testadas contra DENV-2 e ZIKV.

A familia Malpighiaceae é discutida no item 6.3. O extrato EX11298 obtido do
caule de uma de suas espécies, a Banisteriopsis laevifolia, foi virucida contra DENV-
2 e contra 0 ZIKV. A CEso desse extrato contra DENV-2 foi de 12,5 pg/mL e contra
ZIKV de 48,9 pg/mL, com respectivos IS de 2,9 e > 2,0 (tabela 1). O fracionamento
por UPLC desse extrato ndo gerou fracdes ativas contra DENV-2 e nem contra o ZIKV.

Annonaceae: O extrato EX12829, obtido do fruto de Duguetia furfuraceae,
apresentou CCspde > 100 pg/mL tanto em células BHK-21 quanto em células Vero. A
CEso e IS determinados contra DENV-2 foi de 9,8 pg/mL e > 10,2; e contra o ZIKV foi
de 9,8 ug/mL e > 2,9. Esse extrato foi virucida contra DENV-2 e contra ZIKV e néo
apresentou fracdes ativas contra esses virus, ndo sendo possivel identificar as
substancias responsaveis pela atividade antiviral demonstrada. A Duguetia furfuracea,
popularmente conhecida como "sofre-do-rim-quem-quer” e “"araticum-seco”, € um
arbusto que ocorre em véarias regides do Brasil. Na medicina popular a infusdo de suas
folhas e galhos € usada no tratamento de reumatismo e célica renal (CAROLLO et al.,
2006a, RODRIGUES; CARVALHO, 2001), enquanto que o pé da semente é misturado
com agua para o tratamento de pediculose (SILBERBAUER-GOTTSBERGER,
1981/82). Estudos anteriores tém descrito atividades bioldgicas desta planta com acéo
citotoxica (TOLEDO et al., 2006) tripanossomicida, antiplasmdédica, antitumoral e
antileishmania (CAROLLO et al., 2006a; FISCHER et al., 2004, MESQUITA et al.,
2007; SILVA, 2009).

Rubiaceae: O extrato EX12860, obtido da flor de Palicoureae sp., demonstrou
atividade antiviral e virucida contra DENV-2 e ZIKV e baixa toxicidade em células Vero
e BKH-21, sendo a CCsode > 100 pg/mL. Esse extrato apresentou CEsq de 16,5 pg/mL
e IS de > 6,0 contra DENV-2. No ensaio contra o ZIKV foi menos ativo, sendo sua
CEsode 62,4 pg/mL e IS de > 1,6 (tabela 1). No fracionamento biomonitorado desse
extrato ndo houve fragBes ativas contra DENV-2 e ZIKV. Rubiaceae é¢ uma familia

com prevaléncia em regides tropicais e subtropicais e compreende mais de 650



128

géneros e 13.000 espécies (DELPRETE, 2004). Amplamente distribuida no Brasil,
esta presente em quase todas as formac¢fes naturais, como mata atlantica, cerrado,
caatinga, restingas, floresta amazobnica, matas serranas e de altitude, tabuleiros,
dunas e campos abertos (DELPRETE, 2004; LIMA et al., 2010). No nosso trabalho,
extratos de vérias espécies dessa familia foram identificados em ensaios de triagem,
e aqueles das espécies Galianthe sp. e Palicoureae sp., foram confirmados para sua
atividade antiviral e virucida contra DENV-2 e ZIKV. Ha poucos estudos de atividade
antiviral de espécies de Rubiaceae, no entanto, a Psychotria ipecacuanha Stokes é
uma fonte rica do alcaloide emetina (WIEGREBE, et al., 1984), descrita como tendo
acao antiviral contra todos os sorotipos de DENV (LOW et al., 2009).

Ochnaceae: O extrato EX12969 obtido da flor de Ouratea sp., foi ativo e
virucida contra DENV-2 e contra ZIKV. A CEso contra DENV-2 foi de 5,2 pg/mL, IS de
9,9 e a CCso em células BHK-21 foi de 51,7 pg/mL. A CEso contra ZIKV foi de 26,1
pHg/mL, IS de 3,8 e a CCso em células Vero de > 100 pg/mL (tabela 1). Das fracdes
obtidas, a fracdo 2 apresentou 40 % de protecdo contra DENV-2, no entanto, as
analises dos espectros de HRMS? dessa fragdo mostraram apenas uma mistura de
compostos polares ou ionizaveis de dificil interpretacao.

Myrtaceae: O extrato EX13015, obtido do caule de Eugenia klotzschiana, foi
ativo apenas contra DENV-2, com CEsp de 5,1 pg/mL e IS de 6,5 (tabela 1). N&o foi
possivel a andlise dos espectros da fracao 2, que foi fracamente ativa contra DENV-
2. Analises subsequentes da atividade antiviral desses extratos sdo necessarias, uma
vez gque espécies dessa familia ja foram relatadas como antivirais contra HHV e HIV
(LOCHER et al., 1995; 1996).

Fabaceae: O extrato EX10333, obtido da folha de Piptadenia sp., foi ativo e
virucida contra DENV-2, com CEso de 0,9 pg/mL, IS de 25,6 e CCso em células BHK-
21 de 23,1 ug/mL. Esse extrato foi menos ativo contra ZIKV e nao foi avaliado quanto
a sua atividade virucida para esse virus. A CEso contra ZIKV foi de 7,4 pg/mL, IS de
5,2 e a CCso de 38,5 pg/mL em células Vero (tabela 1). O EX10333 ndo apresentou
fracOGes ativas contra DENV-2 ou ZIKV.

Diversos sdo 0os motivos pelos quais tais extratos ndo geraram fracfes ativas,
entre eles, podemos citar a possibilidade de degradacdo do principio ativo durante o
processo de fracionamento; e/ou da possibilidade de que a atividade antiviral exercida

pelo extrato, tenha sido em decorréncia de um efeito sinérgico de duas ou mais
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substancias presentes nos extratos, que podem ter sido separadas no processo de

fracionamento.

6.5.2.1 Extratos de Chamaecrista sp. (Fabaceae)

Fabaceae é uma das maiores familias de plantas e abrange aproximadamente
695 géneros e 19.000 espécies (GIULIETTI et al., 2005). Nessa familia séo incluidas
varias espécies vulgarmente conhecidas como leguminosas. A presenca de terpenos,
fenilpropanoides, flavonoides e biflavonoides j& foi relatada em algumas de suas
espécies (BAHIA et al., 2005). Diversos estudos relatam propriedades medicinais para
espécies de Fabaceae, como atividade antitumoral (MULLER; KRAUS; FRANZ,
1989), antitérmica, anti-inflamatoria (CHOPRA et al., 1956), vermifuga e antisséptica
(MENDONGCA; ONOFRE, 2009) e antiviral contra o MAYV (SPINDOLA et al., 2014).

Os extratos EX11279 e EX11280 foram obtidos respectivamente do fruto e do
caule de Chamaecrista sp. O extrato EX11280 foi ativo e ndo virucida para os dois
virus testados, sendo a CEsp de 7,8 pg/mL contra o DENV-2 e > 100 pg/mL contra o
ZIKV, com respectivos IS de 20,5 e > 1,0. Curiosamente, o extrato EX11279 foi
virucida para ambos os virus e apresentou CEso contra DENV de 2,9 pg/mL e contra
ZIKV de 53,7 pg/mL, com respectivos IS de 11,9 e > 1,9 (tabela 1). Além de ativo
contra 0 DENV-2 e 0 ZIKV, 0 EX11279 também se mostrou ativo contra o CHIKV na
concentracéo a 20 pg/mL.

A fracdo 3 do EX11279 e EX11280 foi ativa e com 30 e 42 % de protecao contra
DENV-2 e ZIKV, respectivamente. Essa fracdo 3 foi eluida no tempo 1 a 1,5min e
apresentou cerca de 40 % de toxicidade apenas em células BHK-21, ndo sendo toxica
para células Vero.

A andlise do cromatograma e espectros das possiveis substancias contidas na
fracdo 3 do EX11280, apontou para um ion com m/z 325, com provavel formula
molecular de C12H20010. A pesquisa nas plataformas DEREP-NP e Sirius apontou 0s
compostos presentes como derivados de dissacarideos de agarobiose e similares.
A anélise dos dados de dissec¢cao UHPLC-HRMS revelou um composto principal com
m/z 242,1498 e provavel formula molecular C11H19N3O3. A pesquisa no DEREP-NP

sugeriu dois compostos, a leuhistina e a plumbagina A, compativeis com a perda de
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agua detectada nos espectros de fragmentacdo. A analise dos espectros de
fragmentos in silico no Sirius também lista a leuhistina dentre as possiveis estruturas.

A agarobiose é um dissacarideo composto por estruturas alternadas de D-
galactose e 3,6-anidro-L-galactopiranose. As unidades béasicas de agarobiose
compde a agarose. E as unidades de agarose, que é um polissacarideo neutro,
compde o agar isolado de certas algas marinhas. Até o momento ndo hé relatos de
atividade biolégica da agarobiose.

Quanto a leuhistina, sua funcdo biolégica conhecida € a inibicdo de
aminopeptidases (YOSHIDA et al., 1991). Trata-se de um grupo de enzimas presentes
em diferentes compartimentos celulares de eucariotos e procariotos e que catalisam
hidrolises de residuos de aminoacido na posi¢cao N-terminal de peptideos e proteinas.
As aminopeptidases desempenham importantes fungcdes como a degradacdo de
proteinas, manutencdo do pool de aminoacidos utilizados para a sintese in novo de
proteinas, geracao de energia metabolica e reciclagem de cofatores (GONZALES;
ROBERT-BAUDOUY, 1996). Até o momento, ndo ha estudos que demonstram que a
leuhistina possui atividade antiviral.

A plumbagina € um naftoquinona isolada pela primeira vez de raizes da planta
medicinal Plumbago zeylanica L., também conhecida como Chitrak, usada ha mais de
2.500 anos para tratamentos de varias doencas na medicina indiana. A plumbagina
também estd presente na noz preta e em outras plantas medicinais. Atividades
biolégicas anticancerigenas e antiproliferativas em modelos animais e em cultura
celular (GOMATHINAYAGAM et al., 2008; SAND et al., 2011), além de potente efeito
antileishmania e antitripanossoma (SALOMAO et al., 2013), ja foram demonstrados.
Entre outras atividades bioldgicas, a plumbagina ja foi demonstrada como antifingica
e antiviral contra o HCV (HASSAN et al., 2016) e Influenza (CHAVAN et al., 2016). No

entanto, ainda nao foi demonstrada como antiviral contra DENV, ZIKV ou CHIKV.

6.5.2.2 Extratos de Habenaria petalodes (Orchidaceae)

A famila Orchidaceae apresenta mais de 25.000 espécies distribuidas em
quase todo o globo (SUTTLEWORTH et al., 1982). O potencial ornamental das flores
€ uma das caracteristicas principais dessa familia. Alguns géneros dessa familia

fornecem produtos alimenticios, como a baunilha, (espécies do género Vanilla),



131

medicinais e outros produtos utilizados na industria (HOEHNE, 1949). Varias espécies
dessa familia demonstraram diversas atividades bioldgicas como antirreumaticas,
anti-inflamatorias, anticancerigenas, hipoglicémicas, antimicrobianas,
anticonvulsivas, neuroprotetoras, antivirais entre outras (GUTIERREZ, 2010). A
atividade antiviral demonstrada contra HIV, Influenza, CMV (BALZARINI et al., 1991,
1992) e DENV (QIU et al., 2007) foi atribuida a uma série de carboidratos ramificados
com manoses e, no caso do DENV, a polissacarideos dextrano sulfatados. Uma
grande quantidade de compostos quimicos como alcaloides, derivados do bibenzilo,
flavonoides, fenantrenos, terpenoides e vitanolideos (lactonas esteroidais) tém sido
isolados de espécies dessa familia (GUTIERREZ, 2010).

O extrato EX748 foi obtido do caule de H. petalodes e devido a alta toxicidade,
a atividade antiviral desse extrato contra DENV-2 e ZIKV foi identificada somente em
concentragdes proximas de 1,0 pg/mL. No entanto, o IS desse extrato para ambos os
virus foi muito baixo, sendo de 1,7 e 1,3 contra DENV-2 e ZIKV, respectivamente.
Como apresentaram alta toxicidade, suas fracdes foram testadas na concentracéo de
1,25 ngEg/mL. Nessa concentracdo nao houve fracdes ativas contra DENV-2 e nem
contra ZIKV. O segundo fracionamento foi feito na concentracdo de 25 pgeg/mL e as
fragcbes 79 e 80, que correspondem a “lavagem” da coluna usando ACN pura,
apresentaram protecdo contra DENV-2 de 64,5 e 67 %, respectivamente. Essas
fracOes ndo apresentaram toxicidade nessa concentracdo, sendo apenas a fracao 77
com 84 % de toxicidade em células BHK-21. Analises do cromatograma e espectros
das fracbes 79 e 80, mostraram uma mistura complexa de compostos apolares que
ndo puderam ser identificados. A analise dos espectros MS? de alta resolucédo dos
componentes com picos UV mais intensos, feita pelo Sirius, indica a possibilidade
destas substancias possuirem um nucleo porfirinico, ou seja, um anel tetrapirrélico
gue geralmente acomoda um ion metalico.

Na tentativa de se obter melhor resolucdo das substancias apolares, foi feito
um fracionamento aumentando o tempo de corrida para se obter uma melhor
separacao dos compostos. Assim, a fracdo 24 foi ativa com cerca de 40 % de protecao
contra DENV-2 e também contra ZIKV. No entanto, essa mesma fracdo apresentou
75 % de toxicidade em células BHK-21 e 50 % em células Vero. Na fracdo 24,
correspondente ao tempo de coleta de 11,5 a 12min, foram identificados os ions com
m/z 355 (C21H3804), m/z 279 (C18H3002), m/z 473 (C28H400s). Buscas nas plataformas
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DEREP-NP e Sirius sugerem varias substancias, entre elas: ésteres de glicol de
acidos graxos, acidos graxos e similares, e vitanolideos.

As fragOes 23 e 33 desse novo fracionamento apresentaram acima de 70 % de
toxicidade tanto em células Vero quanto em células BHK-21. A analise de
componentes dessas fracdes sugerem a presenca dos provaveis ions com m/z de 307
(fracdo 23) e m/z 353 (fracao 33), com férmulas moleculares de C20H3402 € C19H3804,
respectivamente. Com base nas formulas estruturais, o DEREP-NP e Sirius sugerem
terpenoides, ésteres de acidos graxos e ésteres etilicos de acidos graxos,
presentes na fracédo 23, e ésteres de glicol de acidos graxos ou similares na fracédo
33.

Desde 1960, mais de 700 vitanolideos tém sido isolados em diversas familias
de plantas. Essa classe de compostos ja foi demonstrada como antileishmania,
antitripanossoma e antiproliferativa (SUN et al., 2017; LIMA et al., 2018), mas néao
como antivirais, principalmente contra DENV-2 e/ou ZIKV.

Em relacdo aos acidos graxos, ha estudos que demonstram o seu efeito
antiviral. Thormar e colaboradores, 1987, demonstraram que a gordura do leite
humano tem efeitos antivirais contra virus envelopados. Embora o efeito antiviral com
acidos graxos saturados de cadeia curta tenha ocorrido somente em concentracdes
mais altas testadas, os acidos graxos saturados de cadeia média e insaturados de
cadeia longa foram muito ativos contra o virus da estomatite vesicular (VSV) e também
contra o HHV-1. Os monoglicerideos desses acidos graxos também foram muito
ativos, isto €, numa concentracao 10 vezes menor que a dos acidos graxos livres. Em
outro estudo, foi demonstrado que monoglicerideos e alcoois insaturados com cadeia
de 16 ou 18 carbonos séo inativadores potentes do HHV-2 e de bacteriéfagos em
baixissimas concentragdes (0,2 uM) nao téxicas (SANDS; AUPERIN; SNIPES, 1979).
O mecanismo de acdo demonstrado foi que os acidos graxos desintegram o envelope
viral das particulas virais. O mesmo fenémeno foi observado em culturas de células
incubadas com leite humano armazenado, resultando em lise e em morte celular
(THORMAR et al., 1987).

O extrato da H. petalodes, antiviral contra DENV-2 e ZIKV, ndo apresentou
atividade virucida em concentra¢des nao toxicas e também foi inativo contra o CHIKV.
Curiosamente, o primeiro fracionamento do extrato gerou fragoes ativas e ndo toxicas
e ndo foi possivel a identificagdo dos compostos. Os fracionamentos posteriores

indicaram fracdes ativas e toxicas contendo substancias como &cidos graxos e
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similares. Nossos resultados sugerem que diferentes substancias antivirais com
diferentes perfis de toxicidade podem estar presentes nesse extrato, o qual continuara
sendo investigado.

Extratos de Habenaria petalodes (Orchidaceae)

Esteres de glicol de acidos graxos, acidos graxos e similares, vitanolideos,
terpenoides, ésteres de acidos graxos e ésteres etilicos de acidos graxos

6.5.2.3 Extratos de Hippeastrum glaucescens (Amaryllidaceae)

A familia Amaryllidaceae compreende 58 géneros e mais de 870 espécies
(JUDD et al., 2002). Amarilidaceas sao fontes ricas de alcaloides que apresentam
varias propriedades bioldgicas, incluindo acédo analgésica, citotoxica (LIN et al., 1995),
antitumoral, antiviral (LEWIS, 1990; 2002; DOPKE et al., 1995; ANTOUN et al., 1993),
imunoestimulante e antifungica (THI-NGOC-TRAM et al., 2002). No nosso estudo,
varios extratos de Hippeastrum foram ativos em concentracfes muito baixas e alguns
nao apresentaram efeito virucida. Entretanto, todos apresentaram toxicidade para as
células hospedeiras em concentragcbes muito préximas daquelas em que
apresentaram um aparente efeito protetor, resultando em baixos IS.

Em um estudo da atividade antiviral de alcaloides isolados de amarilidaceas,
Gabrielsen e colaboradores, 2012, observa que, embora os alcaloides dessa familia
apresentem alta toxicidade, novos membros dessa classe precisam ser sintetizados
ou isolados, na expectativa de que mantenham a atividade antiviral com toxicidade
diminuida nas células hospedeiras. Sendo assim, mesmo ciente da toxicidade desses
extratos, eles foram submetidos a técnicas de fracionamento biomonitorado com o
objetivo de identificar as substancias antivirais.

Os extratos de flores e bulbos de H. glaucescens apresentaram atividade
antiviral contra DENV-2 e ZIKV e n&o apresentaram acao virucida. O extrato EX13356
foi obtido da flor e os extratos EX13358 e EX17006 foram obtidos do bulbo dessa
planta. O EX13356 apresentou baixa toxicidade com CCso > 100 pg/mL para células
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BHK-21 e Vero. A atividade antiviral, desse ultimo, foi detectada em concentracdes
mais altas, sendo CEsode 27,9 ug/mL e IS de > 3,6 contra o DENV-2, e CEso de 61,6
pHg/mL e IS de > 1,6 contra o ZIKV. Os extratos obtidos de bulbos foram muito ativos:
0 extrato EX13358 apresentou CEso de 3,9 ug/mL e IS de 2,2 contra DENV-2 e CEso
de 11,0 ug/mL e IS de 4,8 contra ZIKV. A CCsp desse extrato em células BHK-21 foi
de 8,6 pg/mL e em células Vero foi de 53,0 pug/mL. O extrato EX17006 apresentou
CEso de 6,2 ug/mL e IS de 1,4 contra DENV-2 e CEso de 10,6 pg/mL e IS de 4,2 contra
ZIKV. A CCso em células BHK-21 foi de 8,4 pg/mL e em Vero foi de 44,1 pg/mL.

Extrato de flores do H. glaucescens: Inicialmente, o extrato EX13356 foi
fracionado em HPLC analitico com as frac6es correspondentes aos picos em 20,1;
21,1 e 27,3min apresentando 80 % de protecdo contra DENV-2 (Figura 18).
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Figura 18 - Cromatograma obtido no fracionamento do extrato de flores (EX13356) de
H. glaucescens. Cinquenta microgramas do extrato em HPLC analitico (coluna LUNA PFP
150 x 2 mm, particulas de 3 um), fluxo de 0,4 mL/min, fracBes de 0,2 mL e coleta de 80 fracdes
de 200 pL em placa de 96 pocos. Os picos com tempo de retengéo 20,1; 21,1 e 27,3 (setas)
correspondem as frac@es ativas contra DENV-2 e ZIKV.

Os espectros de massa de alta resolu¢cdo do componente majoritario que elui
aos 20,1min permitiu identificar a férmula molecular como C17H19NOs. Dentre as
substancias com essa formula molecular descritas no SciFinder, a Unica que poderia
gerar o fragmento com m/z 227 observado no espectro (Figura 19A), e previsto pelo
software MassFrontier v.5 é a pancratina.

A pancratina também é conhecida como hemantidina e ja foi reportada pela sua
acdo anti-inflamatoria (CITOGLU; TANKER; GUMUSEL, 1998), analgésica, com
maior atividade do que aquela reportada pelo acido acetilsalicilico (TANKER et al.,
1996), e também como antiparasitaria (HERRERA et al., 2001; SENER et al., 2003).
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A atividade antiviral da pancratina ainda nao foi reportada, e embora tenha sido
identificada nesse trabalho como um componente majoritario de uma fragdo ativa
contra DENV-2, a sua estrutura ainda ndo foi confirmada e também né&o foi testada
contra o ZIKV e CHIKV.
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Figura 19 - Proposta de identificacdo do componente eluindo aos 20,1min como
pancratina: (A) MS? do ion com m/z 318 da substancia que elui aos 20,1min, tentativamente
identificada como pancratina com base na presenca do ion diagndstico com m/z 227. (B)
Férmula estrutural da pancratina e (C) férmula estrutural do fragmento gerado.

O espectro de massas de baixa resolucdo do pico que eluiu aos 21,1min
mostrou a presenca do ion [M+H]* = 332, cuja fragmentacdo (MS?) esta mostrado na
Figura 20. A analise desta fracao (21,1min) por UPLC-HRMS registrou o ion [M+H]* =
332,1496 (Ci7H19NOs), indicativo da presenca da pretazetina (Figura 20). Essa
hipétese foi confirmada pela analise do espectro de RMN de uma fracdo purificada
(2,0 mg) a partir da cromatografia de aproximadamente 200 mg do extrato e
comparacao com dados da literatura (Moraes, 2016), conforme tabela J.

A pretazetina foi ativa contra o DENV-2 e contra o ZIKV, mas foi inativa contra
0 CHIKV. A CEso determinada contra DENV-2 foi de 0,8 uM e IS de 6,8; enquanto
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contra ZIKV, apresentou CEsp de 1,9 uM e IS de 3,8. A CCxo foi 5,4 uM em células
BHK-21 e 7,2 uM em células Vero. A pretazetina ndo apresentou atividade virucida
contra DENV-2 e nem contra o ZIKV (tabela 3).

A pretazetina € um alcaloide e foi isolado pela primeira vez da planta Narcissus
tazetta por Furusawa e colaboradores em 1976. Entre as varias atividades biologicas,
a pretazetina ja foi demonstrada como sendo um inibidor da DNA polimerase
dependente de RNA (transcriptase reversa) do virus da mieloblastose aviaria (PAPAS
et al., 1973) e do virus da leucemia de Rauscher em células com infec¢cdo aguda
(FURUSAWA et al., 1978). H& trabalhos que mostram sua atividade antiviral contra
HHV-1 (RENARD-NOZAKI et al., 1989), contra flavivirus, tais como o JEV, YFV e
também contra o bunyavirus, contra o virus Punta Toro e contra o virus da febre do
Vale do Rift (GABRIELSEN et al., 1992).
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Figura 20 - Identificacdo da pretazetina: MS do componente majoritario da fracao ativa
do EX13356 no tempo de retengédo de 21,1min. (A) MS; de baixa resolugdo do ion com m/z
332 da substancia eluida aos 21,1min, correspondendo a pretazetina. (B) Formula estrutural
da pretazetina, confirmada por isolamento e espectros de RMN.

Na fracdo eluida aos 27,3min; a presenca majoritaria da rutina foi indicada pela

analise e comparacao dos espectros de massas de alta resolu¢cdo com os obtidos da
amostra comercial, mostrado na Figura 21. Todavia, a rutina comercial foi inativa
contra DENV-2, ZIKV e CHIKV (tabela 3) e ndo apresentou toxicidade em células
BHK-21 e Vero até a concentracdo de 300 uM.

A rutina ou rutosideo (3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone-3-rhamnoglucoside) é
um flavonol encontrado abundantemente em plantas, como a flor de maracuja, trigo-
sarraceno, chi e ma¢cad (KREFT; KNAPP; KREFT, 1997). O nome rutina deriva-se da

planta Ruta graveolens e ja foi demonstrada como responsavel por varias atividades
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farmacoldgicas, incluindo acdo anti-oxidante, citoprotetora, vasoprotetora, anti-
carcinogénica, neuroprotetiva e cardioprotetora (JAVED
2012, RICHETTI 2011, NASSIRI-ASL et 2010, MELLOU et
2006, TRUMBECKAITE et al., 2006, SCHWEDHELM et al., 2003, JANBAZ; SAEED;
GILANI, 2002, LA CASA et al., 2000).
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Figura 21 - Identificac@o e confirmacgdo da rutina. HRMS do componente majoritario da
fracdo ativa do extrato EX13356 no tempo de retencéo de 27,3min. (A) Espectro MS? de baixa
resolucéo obtido da fracéo eluida aos 27,3min. (B) Espectros MS? de alta resolucéo do ion

com m/z 611,1591 (superior) e do ion com m/z 611,1600 da rutina comercial (inferior).

Bose e colaboradores, 2017, em um estudo utilizando “virus like-particles-
HCV”, demonstraram que a rutina tem efeito antiviral sobre o0 HCV. Nesse caso, 0
mecanismo de acdo demonstrado foi a inibicdo da etapa de adsorcao de VLP-HCV

em células Huh-7, isto é, o bloqueio da fase inicial da infeccéo viral. Embora o HCV
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pertenca a mesma familia do DENV-2 e ZIKV, ZANDI e colaboradores, 2011,
demonstraram que a rutina ndo apresentou atividade antiviral quando testada contra
DENV-2, e de fato, isso foi corroborado no nosso trabalho. A inatividade da rutina,
principalmente contra o DENV-2, sugere que componentes minoritarios da fracao ativa

poderiam ser responsaveis pela atividade anti-DENV.

Extratos de bulbos do H. glaucescens: O extrato EX13358 foi fracionado em
UPLC analitico e as fragbes 2, 13 e 14 foram ativas contra ZIKV. Tais fracBes
apresentaram respectivamente, 26, 48 e 16 % de protecdo e correspondem aos dois

picos coloridos em azul no cromatograma (Figura 22).

Intens.
x104 ]

14

01— — > I T T 1T T r 1T T T 1T T T r T T T
1 2 3 4 5 6 Time [min]

Figura 22 - Cromatogramas do fracionamento do extrato EX13358, obtido de bulbos de
H. glaucescens. Os picos do cromatograma em azul correspondem as fragbes ativas. A
atividade antiviral contra o ZIKV foi detectada na fracdo 2, eluida no tempo de 0,5 a 1min e
nas fragbes 13 e 14, com tempo de eluicdo de 6,4 a 6,8 minutos.

Foi possivel sugerir a partir da andlise dos espectros MS?, que a substancia
presente na fracdo 2 com [M+H] 288,1226 e férmula molecular C16H17NO4, seria a
licorina. Essa hipo6tese foi reforcada apds comparacao do tempo de retencéo e dados
espectrais obtidos a partir de uma amostra comercial da licorina (Figura 23). Assim,
0s espectros mostrados na Figura 23 apresentam alta similaridade dos picos mais
intensos, sugerindo tratar-se da mesma substancia, ou seja, a licorina. O espectro da

substancia padréo foi obtido com energia de colisdo de 20 eV enquanto o da fragéo



139

que elui apés 1min foi obtido com um gradiente de energia de colisdo entre 15 e 60
eV, o que justifica a presenca de outros fragmentos registrados neste espectro. A
cromatografia do padrdo comercial nas mesmas condi¢cdes cromatograficas usadas

para o fracionamento do extrato mostra que a licorina também elui da coluna em 1min.
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Figura 23 - Identificac&o da licorina. Comparacgdo do espectro MS? do ion M+H da fracéo
com tempo de retencdo de 1min (painel superior, obtido com gradiente de energia de colisdo
de 15-60 eV) com o espectro MS? do padrdo comercial (painel inferior) registrado no banco
de dados do espectrometro e obtido com energia de colisdo de 20 eV.

A licorina foi ativa contra DENV-2, ZIKV e inativa contra o CHIKV, e apresentou
alta toxicidade em células BHK-21 e Vero, com respectivas CCsp de 4,3 uM e 3,4 uM.
Em ensaios virucidas, ficou comprovado que a atividade antiviral da licorina ndo é
devido a efeito virucida sobre os virus testados. Embora ja reportada na literatura
guanto a sua atividade contra o DENV, nossos dados sdo semelhantes aos ja
descritos, sendo sua CEso de 0,5 uM e IS de 8,6. A atividade antiviral da licorina contra
ZIKV é apresentada pela primeira vez neste trabalho, sendo sua CEso de 0,9 uM e IS
de 3,7 (tabela 3).

A licorina é um dos principais alcaloides encontrados em folhas e bulbos de
amarilidaceas (ILAVENIL; KALEESWARAN; RAVIKUMAR, 2010). Foi primeiramente
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isolada de Narcissus pseudonarcissus em 1877 e sua estrutura foi elucidada em 1956
por Nakagawa e colaboradores. S&o vérias as suas propriedades biolégicas relatadas,
como atividade anticancerigena (LAMORAL-THEYS et al., 2010), antiplasmddica
(CEDRON et al., 2010), antitripanossoma (TORIIZUKA et al., 2008), antifingica
(SHEN et al., 2014), anti-inflamatéria (CITOGLU; TANKER; GUMUSEL, 1998),
analgésica (CITOGLU et al., 2012) e também antiviral contra o poliovirus (IEVEN et
al., 1982), coronavirus associado a sindrome respiratéria aguda grave — SARS (LI et
al., 2005), herpes simplex-1 (RENARD-NOZAKI et al., 1989) e enterovirus humano 7
(LIU et al., 2011). A licorina e seus derivados possui atividade antiviral in vitro contra
varios virus membros da familia Flaviviridae, como os DENV1-4, WNV, YFV e o0 JEV.
Seu mecanismo de acdo demonstrado se da principalmente pela supressédo da
sintese de RNA viral (GABRIELSEN et al., 1992; ZOU et al., 2009; MERTENS et al.,
2010, WANG et al., 2014) e fracamente pela inibicdo da traducéo de proteinas virais
(HE et al., 2015).

Zou e colaboradores, 2009, demonstraram também que a licorina foi inativa
contra alphavirus, neste caso, o virus da encefalite equina ocidental (EEEV). Esse
dado corrobora os resultados obtidos da inatividade da licorina contra o CHIKV, virus
pertencente ao mesmo género do EEEV. Além disso, no mesmo trabalho, relatam a
atividade antiviral da licorina contra DENV, YFV e WNV, em concentracdes abaixo de
1,5 uM. De fato, em nossos experimentos a licorina foi ativa contra DENV-2 e ZIKV
abaixo de 1,5 uM. Nossos resultados, todavia, contrastam com os reportados sobre a
toxicidade da licorina em células Vero. A CCsp determinada neste trabalho foi de 3,4
UM, enquanto Zou e colaboradores (2009) reportaram como 24 pM, ou seja, uma
concentragdo 7 vezes maior. No entanto, os autores informam que todos 0s ensaios
antivirais feitos com a licorina foram em concentragdes < 1,5 uyM. Embora a
sensibilidade celular a determinados compostos possa variar, ainda assim, a diferenca
observada foi bastante significativa. Neste trabalho, tanto em células BHK-21 quanto
em células Vero testadas com a licorina nas concentracdes de 10 e 20 uM, observou-
se 100 % de morte celular (dados ndo mostrados). Dentre as concentracdes de licorina
utilizadas, a melhor protecdo observada contra DENV-2, com protecdo antiviral e
viabilidade celular acima de 90 % foi na concentracao de 1,2 uM. Do mesmo modo,
contra ZIKV, foi possivel observar 80 % de protecéo antiviral com 100 % de viabilidade

celular na concentracao de 1,4 uM.
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Ainda em relacéo a figura 22, a substancia eluida aos 6,8min, correspondente
as fracdes 13 e 14, foi isolada em pequena escala (3 mg) e seus espectros de MS? e
de RMN (*H e 13C) foram idénticos aos publicados para a pretazetina (tabela J) (Figura
20).

No processo de investigacdo das substancias antivirais ativas presentes, 0
extrato de uma nova coleta de bulbos do H. glaucescens, EX17006, apresentou a
fracdo 2 com 23 % de protecao contra DENV-2 e ZIKV, e com 50 % de toxicidade em
células Vero e BHK-21. As andlises dos compostos presentes nessa fragdo apontaram
a licorina como a substancia majoritaria em meio a varias outras substancias nao
identificadas. Em um segundo fracionamento, as fra¢des 3, 7, 27 e 28 foram ativas
contra DENV-2, respectivamente com 20, 62, 43 e 33 % de protecao. A analise dos
cromatogramas e espectros demonstrou que a fracdo 3 era uma mistura complexa
contendo o ion [M+H] 290,1387 com a formula molecular C1sH19NOa, possivelmente

da pseudo-licorina. Na fragcdo 7, as substancias majoritarias foram a licorina, a

pancracina e a nangustina, e nas fracdes 27 e 28, foi identificado o ion com [M+H]
332,1496 com a férmula molecular CigH21NOs. No entanto, essa formula é
compartilhada por pelo menos 10 alcaloides de amarilidaceas, inclusive a pretazetina.
Dada a toxidade destas fracOes sobre as células, até o momento, ndo investimos no
isolamento ou na obtencdo da pseudo-licorina, pancracina e nangustina para
confirmacao estrutural e avaliacdo da atividade antiviral das substancias puras.

A pseudo-licorina foi inicialmente isolada de bulbos da amarilidacea Lycoris
radiata e demonstrou atividade antiproliferativa contra linhagens de células
cancerigenas (VAN GOIETSENOVEN et al., 2010), antiprotozoaria contra
Plasmodium falciparum (OSORIO et al., 2010), inducao de apoptose em células de
leucemia humana (MCNULTY et al., 2009) e linhagens celulares como neoplasma
linfoide, alvéolo pulmonar e hepatomas (SILVA, 2005). Assim como a licorina, a
pseudo-licorina também ja demonstrou efeitos contra flavivirus como o JEV, o0 YFV e
DENV-4, sendo ativa também contra o Punta Toro virus e contra o virus da febre do
Vale Rift (GABRIELSEN et al., 1992).

Até o momento, ndo ha trabalhos que demonstram atividade antiviral da
pancracina e nangustina. A literatura relata que a pancracina foi identificada
inicialmente nas espécies de plantas Pancratium maritimum (WILDMAN; BROWN,
1968) e a nangustina em Narcissus angustifolius (LABRANA et al., 2002), ambas da

familia Amaryllidaceae.
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No quadro abaixo, estdo listadas as substancias identificadas/isoladas em

fracOes ativas de H. glaucescens.

Substancias identificadas em extratos de flores e/ou bulbos de H.
glaucescens

Pretazetina (estrutura confirmada): ativa contra DENV-2 e ZIKV; inativa contra
CHIKV

Rutina (estutura confirmada): inativa contra DENV-2, ZIKV e CHIKV

Licorina (estutura confirmada): ativa contra DENV-2, ZIKV; inativa contra
CHIKV

Pancratina, Pseudo-licorina, Pancracina e Nangustina
Ainda sem confirmacao de estrutura e da atividade antiviral

6.5.2.4 Extratos de Hippeastrum puniceum (Amaryllidaceae)

Os extratos obtidos de diferentes partes do H. puniceum foram ativos contra
DENV-2 e ZIKV, no entanto, se mostraram pouco seletivos, ja que se mostraram
toxicos para as ceélulas hospedeiras mesmo em baixas concentracdes. Todos 0s
extratos foram de 2 a 3 vezes mais toxicos em células BHK-21 do que em células
Vero. Os extratos obtidos de flores, raizes e bulbos n&o foram virucidas contra DENV-
2 e ZIKV, e foram escolhidos para serem investigados para identificacdo das
substancias com atividade antiviral.

Extrato de flores do H. puniceum: O extrato EX17007 foi muito ativo contra
DENV-2, com CEsode 3,1 ug/mL e IS de 2,8; e contra ZIKV com CEso de 6,8 pg/mL e
IS de 2,7. Esse extrato apresentou CCsode 8,7 pug/mL em células BHK-21 e de 18,2
png/mL em células Vero (tabela 1). Esse extrato foi ativo nos ensaios de triagem contra
o CHIKV e apresentou cerca de 40 % de protecdo, mas sua atividade antiviral contra
o CHIKV ainda néo foi investigada.

Varias fracbes do EX17007 mostraram atividade antiviral contra o ZIKV. A
fracdo 2 apresentou 50 % de protecédo, as fragbes 17-22 apresentaram 25 a 50 % de
protecéo e a fragcéo 25 apresentou 43 % de protecao. Na fragao 2, correspondente ao

tempo de eluicdo de 0,5 a 1min, mostrada no cromatograma (Figura 24), a analise do
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seu componente majoritario no espectro MS? apresentou o fon [M+H]* 290,1396 e
formula molecular C16H19NOa4, identificado como sendo provavelmente a pseudo-
licorina. Na regido correspondente as fracdes 17-22, no tempo de eluicdo de 9 a
11min, ha compostos minoritarios, entre eles o ion [M+H] 334,1658 com a formula
molecular C1gH23NOs, compativel com a incartina.

Portanto, com base nas andlises dos espectros de massa de alta resolucdo de
fracOes ativas, foi proposta a presenca da incartina em extratos de flores do H.
puniceum. A incartina foi isolada pela primeira vez da flor de Lycoris incarnata
(KIHARA et al., 1994) e, até o momento, ndo foram encontrados trabalhos que
demonstram atividades biolégicas ou antivirais para essa molécula.

Nas analises da fracdo 25, correspondente ao tempo de eluicdo de 12,5min,
observa-se espectros de ions majoritarios indicando a perda de grupos aldeidos
(CH20) e com a férmula molecular C3oHs7NO4. Nossas buscas no Scifinder revelaram
a presenca de produtos naturais com essa férmula molecular apenas em outras
familias de plantas.

Devido a quantidade insuficiente do extrato na Extratoteca do IRR, ndo foi
possivel o isolamento da pseudo-licorina e da incartina para confirmacao da estrutura

e avaliacdo da atividade antiviral dessas substancias.
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Figura 24 - Cromatograma do fracionamento do extrato de flor do H. puniceum. Os
cromatogramas selecionados em azul nos tempos de 0,5 e 1min e 9 e 9,5min correspondem
as fracdes ativas contra ZIKV, e neste caso, apontam para a pseudo-licorina e a incartina.
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Extrato de raizes do H. puniceum: O extrato EX17010 também foi muito ativo
contra DENV-2, com CEsode 3,1 pg/mL e IS de 1,9. No ensaio com ZIKV, esse extrato
apresentou CEsp de 5,5 pg/mL e IS de 3,0. A CCsodo EX17010 foi de 5,9 pug/mL em
células BHK-21 e de 16,5 ug/mL em células Vero (tabela 1). A atividade antiviral contra
DENV-2 e ZIKV foi detectada em varias fracfes do EX17010. Especificamente contra
O ZIKV, a fracdo 2 apresentou 49 % de protecéo, as fragbes 17 a 22 apresentaram
protecédo variando de 20 a 40 % e a fracdo 25 apresentou 38 % de protecéo.

As andlises dos espectros de HRMS? da frac&do 2 mostrou a possivel presenca
da licorina e da licoramina ([M+H]* 290,1396). A regido do cromatograma referente as
fracdes 17-20 ndo apresentou sinais de UV ou MS. J4a na regido do cromatograma
gue contempla as fracdes 21 e 22, o componente majoritario identificado foi o ion
[M+H]" 376,1758, compativel com a férmula molecular C2H2sNOe e tentativamente
identificado como sendo o acetato de narcissidina. Nessas mesmas fragdes, foi
identificado o ion [M+H]* 336,1812 compativel com a férmula molecular C18H25NOs €
identificado tentativamente como sendo a 6-hidroxi-hippeastrina. A analise do
espectro HRMS? da fracdo 25 evidenciou tratar-se de uma mistura complexa de
substancias minoritarias que ndo puderam ser identificadas. As substancias
identificadas nas fracdes ativas do extrato de raiz ainda n&do foram isoladas para

confirmacado das estruturas propostas e avaliagdo da atividade antiviral.

Extrato de bulbos do H. puniceum: O extrato EX17011 apresentou CEso
contra DENV-2 de 0,8 pg/mL e IS de 1,7. No ensaio com ZIKV a CEspfoi de 1,1 pg/mL
e o IS foi de 3,8. O EX17011 foi ndo virucida contra DENV-2 e ZIKV, e apresentou
CCso em células BHK-21 de 1,3 pg/mL e em células Vero de 4,2 pug/mL (tabela 1).
Esse extrato também foi ativo contra o CHIKV, promovendo 70 % de protecdo na
concentragéo de 1,3 pg/mL.

As fracBes 3-17 foram ativas contra ZIKV com a protecao variando de 20 a 40
%. A analise dos espectros das fracbes 3-4 mostraram uma mistura complexa
incluindo uma substancia com o ion [M+H]* 338,1605, compativel com formula
molecular Ci7H1NOs para a qual ndo se encontrou informacdo no SciFinder,
indicando tratar-se de um alcaloide inédito. Os espectros das fragfes 3 e 4 indicaram

ainda a possivel presenca da licoramina E, licoramina C, licorina e a N-norlicoramina.

Na andlise MS? das fracGes 5-15 foi possivel observar uma mistura complexa com

dezenas de compostos inviabilizando as tentativas de identificacdo. Ja nas fracdes
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16-17 foi possivel propor a presenca da acetil-nerbowdina. Na fracéo 25, que causou

23 % de protecdo contra o ZIKV, identificou-se um glicosideo da narciclasina
conhecido como kalbreclasina. A analise MS? das fracdes 18-24, que foram téxicas
para células Vero (77 a 85 % de toxicidade), apontou a possivel presenca da
narciclasina, acetato de narcissidina e incartina.

A kalbreclasina é um derivado glicosideo da narciclasina isolado em 1985 a
partir da amarilidacea Haemanthus kalbreyeri. Sabe-se que ja foi demonstrada como
ativadora de linfécitos esplénicos in vitro, caracteristica de imunoestimulantes
(GHOSAL et al., 1985), e até o momento nao foi demonstrada como antiviral. Os
alcaloides licoramina, acetato de narcissidina e a 6-hidroxi-hippeastrina também foram
identificados tentativamente como sendo as substancias majoritarias em fracdes de
extratos de raizes do H. puniceum. Ainda ndo ha estudos com resultados positivos
de acao antiviral dessas substancias, inclusive contra DENV-2, ZIKV ou CHIKV. Até o
momento de escrita desse trabalho, essas substancias ndo foram purificadas para
identificacdo estrutural ou ensaios biologicos. Trata-se de substancias pouco
conhecidas e as quais ndo ha relatos de atividade biologica, assim como a acetil-
nerbowdina e a substancia de formula molecular C17H19NOes.

Os fracionamentos por UPLC do EX17011 indicaram varias substancias
presentes em fracfes ativas que ndo puderam ser isoladas devido a pequena
guantidade desse extrato. Buscando viabilizar o isolamento dos alcaloides em
guantidades suficientes para a elucidacéo estrutural e ensaios biolégicos, 2 kg de
bulbos do H. puniceum foram coletados. Como a maior parte dos bulbos é composta
por agua, o peso seco dos bulbos foi de 200 g. A extracdo em etanol gerou cerca de
5 g de extrato e a fracdo alcaloidica, 500 mg.

Assim, 500 mg do extrato alcaloidico foi fracionado em HPLC semipreparativa
para obtencdo de quantidades maiores de cada fracdo de modo a permitir que os
ensaios bioldgicos pudessem ser realizados em concentracfes definidas. As fracdes
coletadas entre 10 e 40min que apresentaram massa acima de 1 mg foram testadas
contra ZIKV nas concentracdes de 20,0; 10,0; 5,0 e 2,5 pg/mL.

Nesses ensaios foi possivel observar que ao mesmo tempo em que 0s
alcaloides protegem as células contra os efeitos da infecgdo, em concentracdes
ligeiramente maiores eles comegam a ser citotoxicos, como ilustrado na Figura 25.
Assim, & medida que a concentragdo aumenta, a viabilidade celular também aumenta,

indicando efeito protetor (curva laranja). Todavia, a partir de uma determinada
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concentracdo passa a prevalecer a toxidade para as células e a viabilidade celular
decresce (curva azul). Como as concentracfes dos alcaloides de amarilidaceas que
causam efeito citotoxico (curva azul) sdo muito proximas das concentracdes que
protegem as células (curva laranja), a curva dose resposta resultante toma a forma de
um sino (curva vermelha) (Figura 25). Nota-se que nos controles com células
infectadas e ndo tratadas, a viabilidade celular era baixa. Este efeito cruzado causava
confusdo nas andlises baseadas apenas nos resultados dos ensaios com células
infectadas. Esses ensaios eram usados apés os fracionamentos biomonitorados feito

em microescala, nos quais as concentracdes de cada fracdo ndo eram conhecidas.
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Figura 25 - Efeito cruzado entre acdo antiviral contra ZIKV e toxicidade em células Vero.
A curva dose resposta resultante (em vermelho) do tratamento com fragfes de extratos de
amarilidaceas incluidos no nosso estudo medida pelo método do MTT, assume a forma de
sino. Em amarelo o controle de células infectadas e néo tratadas.

As fracdes 26-30 foram ativas somente nas concentracdes de 20 e 10 ug/mL e
nas frac6es 31-36 ndo foi possivel identificar se realmente eram inativas, ja que foram
toxicas em todas as a concentracdes. No entanto, foi possivel identificar que a
narciclasina era a substancia majoritaria da fracdo 34 e que sua atividade antiviral néo
era detectada nesses ensaios pelo fato das suas concentracdes ja estarem dentro da
faixa em que a toxicidade prevalece em células Vero, acédo que era confundinda com
a morte celular causada pelo virus. A fracdo 37 apresentou toxicidade reduzida além
de ter conferido uma protecdo significativa contra o ZIKV a medida em que sua

concentracéo era reduzida para 10,0; 5,0 e 2,5 pg/mL. A substancia majoritaria da
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fracdo 37 foi isolada e identificada por RMN como narciclasina-4-O-8-D-

xilopiranosideo, um heterosideo que até aquele momento ainda ndo havia sido

descrito na literatura. Além desse heterosideo, a narciclasina foi isolada da fracdo 34
e sua estrutura confirmada por RMN. Infelizmente, das fracdes obtidas do extrato de
bulbos do H. puniceum por HPLC semipreparativa, somente as fracoes 34 e 37
estavam disponiveis em quantidade suficiente para isolamento de substancias.

A narciclasina apresentou CEsp, contra DENV-2 e ZIKV, de 0,02 uM e CCso de
0,09 uM em células BHK-21, e de 0,12 uM em células Vero. Os IS contra DENV-2 e
ZIKV foram respectivamente 4,5 e 6,0. A narciclasina-4-O-B-D-xilopiranosideo
apresentou CEspde 7,9 uM contra DENV-2 e contra ZIKV. Em células BHK-21
apresentou CCso de 39,3 uM e em células Vero, de 51,8 uM. Os IS contra DENV-2 e
ZIKV foram respectivamente 4,9 e 6,5. No ensaio para avaliagcdo do efeito virucida em
DENV-2 e ZIKV a narciclasina e a narciclasina-4-O-8-D-xilopiranosideo nao
inativaram as particulas virais por tratamento direto (tabela 3), dado que sugere que a
atividade antiviral de tais substancias provavelmente se da em alguma das etapas
pos-internalizacéo viral.

Em suma, foram varias as substancias identificadas em fracdes ativas de
extratos de diferentes partes do H. puniceum, no entanto, o isolamento e confirmacéao
da atividade antiviral s6 foram possiveis para a narciclasina e a narciclasina-4-O-3-D-
xilopiranosideo. Ademais, o extrato de flor e de bulbo do H. puniceum foram ativos
contra CHIKV no ensaio de triagem, sugerindo que alguma (s) das substancias
identificadas podem ser ativas contra DENV-2, ZIKV e CHIKV.

A narciclasina, isolada pela primeira vez em 1967 e inicialmente descrita como
antimitética (CERIOTTI, 1967; PIOZZI et al.,, 1968), induz apoptose ativando
receptores de morte FAS e DR4 e vias mitocondriais nas células tumorais, mas nao
em células normais (DUMONT et al., 2007). Gabrielsen e colaboradores, 1992,
demonstraram que a narciclasina possui propriedades antivirais contra varios
flavivirus, como o JEV, YFV e DENV-4. Neste trabalho, o perfil de atividade antiviral
da narciclasina estd bem semelhante aquele reportado contra os flavivirus citados
acima, assim como sua toxicidade nas células hospedeiras, sendo um dos alcaloides
dessa familia mais toxicos até entéo reportados.

A narciclasina-4-O-B-D-xilopiranosideo é um derivado biossintético da
narciclasina. Até o momento da nossa identificagéo tal molécula ainda era inédita na

literatura. No entanto, em janeiro de 2019, ela foi isolada da amarilidacea
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Zephyranthes minuta (Kunth) (KATOCH et al., 2019). Naquele trabalho os autores
mostram que essa molécula apresentou baixa toxicidade em duas linhagens de
células tumorais humanas, células KB e células SiHa, com valores de ICso > 100 pM.
De fato, no nosso trabalho, a narciclasina-4-O-B-D-xilopiranosideo foi cerca de 430
vezes menos toxica do que a narciclasina em células BHK-21 e Vero. Infelizmente,
também foi aproximadamente 400 vezes menos ativa contra DENV-2 e ZIKV do que
a narciclasina, portanto, mantendo uma janela terapéutica estreita como demonstrado
para outros alcaloides de amarilidaceas. No quadro abaixo, estdo listadas as
substancias identificadas/isoladas em fra¢gdes ativas de H. puniceum.

Substéncias identificadas em fracdes ativas de extratos de flor, raiz e bulbos
de H. puniceum

Extrato de raiz: Licorina, Licoramina, Acetato de narcissidina, 6-hidroxi-

Hippeastrina

Extratos de bulbo: Licorina, Narciclasina, Kalbreclasina (estrutura confirmada)

Narciclasina-4-O-B-D-xilopiranosideo (estrutura confirmada); C17H21NOs,
Licoramina E, Licoramina C, N-Norlicoramina, Acetil-nerbowdina, Acetato de

Narcissidina, Incartina.

Extrato de flor: Pseudo-licorina, Incartina e CzoH37NO4 (possivelmente inédita)

Atividade antiviral

Narciclasina: atividade néo virucida contra DENV-2 e ZIKV
Narciclasina-4-O-B-D-xilopiranosideo: atividade nao virucida contra DENV-2
e ZIKV

6.5.3 Identificacdo e isolamento de substancias de extratos vegetais

O fracionamento biomonitorado dos extratos vegetais resultou na identificacao
e/ou isolamento de varias substancias com agéo antiviral (Tabela 3). Ressalta-se que

nem todas as substancias presentes em fragcfes ativas foram identificadas ou testadas
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isoladamente para confirmacgdo da atividade antiviral. Varias delas ja foram descritas
na literatura, mas ndo quanto as suas propriedades antivirais. Outras, embora ja
tivessem atividade antiviral descrita na literatura, ainda ndo haviam sido testadas

contra todos os virus aqui estudados.

Tabela 3 - CCsp, CEsp, IS e atividade virucida de substancias contra DENV-2, ZIKV e
CHIKV

DENV-2 ZIKV CHIKV CCso (M)

Compostos CEso yr 15 CBo  yRr s CEso Bhk21 vero
UM UM uM

Cicloheximida 0,07 NT 13,8 0,16 NT 4,1 Inativa 0,97 0,65
Meleagrina Inativa NT - Inativa NT - Inativa 2,6 2,9
Pretazetina 0,8 Ndo 6,8 1,9 Ndo 3,8 Inativa 54 7,2
Rutina Inativa N&o - Inativa NT - Inativa > 300 > 300
Licorina 0,5 Ndo 8,6 0,9 Ndao 3,7 Inativa 4,3 3,4
Narciclasina 0,02 Ndo 4,5 0,02 NT 6,0 NT 0,09 0,12
ga;ﬁécgﬁzr?gsfdgoﬁ 79 Nao 49 79  Nao 65 NT 393 518
1-acetil-licorina Inativa N&o - 19,3 Ndo 1,0 Inativa 7.8 19,8
1,2-diacetil-licorina  Inativa Na&o - Inativa N&o - Inativa > 100 > 100

Substancias testadas em ensaios de CEs e virucidas contra DENV-2, ZIKV, CHIKV e nas
respectivas células hospedeiras para determinacéo da CCso. VIR: virucida; (-): N&o se aplica;
NT: Nao testado.

Em suma o fracionamento biomonitorado possibilitou a identificacdo de 25
substancias e 6 classes de compostos em extratos derivados de 3 familias de plantas

listadas no quadro abaixo.
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Substancias identificadas/isoladas em extratos de plantas

Familia Amaryllidaceae
Licorina (estrutura confirmada), Pretazetina (estrutura confirmada), Pancratina ,
Rutina (estrutura confirmada), Pancracina, Nangustina, Pseudo-licorina, Incartina,
substancia C3pH37NO4 (possivelmente inédita), Licoramina, Acetato de narcissidina,
6-hidroxi-Hippeastrina, substancia Ci7H19NOg, Licoramina E, Licoramina C,
N-norlicoramina, Acetil-nerbowdina, Kalbreclasina, Narciclasina (estrutura

confirmada), Narciclasina-4-O-B-D-xilopiranosideo (estrutura confirmada)

Familia Fabaceae
Dissacarideos de agarobiose, substancia Ci2H20010, Substancia C11H19N303,
leuhistina e plumbagina A

Classes de compostos derivados de extratos da familia Ochnaceae
Esteres de glicol de acidos graxos, acidos graxos, vitanolideos, terpenoides,

esteres de acidos graxos, ésteres etilicos de acidos graxos

6.6 Atividade antiviral de acetatos de licorina contra DENV-2, ZIKV e
CHIKV

De forma geral, as substancias com propriedades antivirais identificadas neste
trabalho apresentaram-se toxicas as células hospedeiras em baixas concentracdes.
Ainda assim, representam fontes promissoras para o desenvolvimento de analogos
sintéticos. Numa perspectiva futura, analogos poderdo ser preparados buscando
melhorar seus perfis farmacolégicos e farmacocinéticos. Como prova de principio, Zou
e colaboradores, 2009, mostraram que modificacBes na licorina, especialmente nos
dois grupos hidroxila dessa molécula, reduziram drasticamente sua toxicidade em
células Vero e melhoraram sua poténcia em relacdo ao WNV. Com base nesse
trabalho, Wang e colaboradores, 2014, desenvolveram e sintetizaram uma série de

derivados da licorina que foram testados para estudo das relages estrutura-atividade
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em relacdo a atividade anti-DENV. Como resultado, entre os analogos de licorina, um
derivado monoacetilado exibiu potente atividade contra DENV-2 e com reduzida
toxicidade, resultando em um IS de > 750 (Wang et al., 2014).

Para verificar se 0 mesmo derivado preparado por Zou teria acdo semelhante
contra ZIKV e CHIKV, a licorina foi utilizada para a sintese de dois derivados
acetilados para avaliar se essa modificacado simples poderia reduzir a toxicidade e
com isto promover um aumento da “janela terapéutica”. Portanto, a partir da amostra
comercial da licorina foram preparados o monoacetilado (1-acetil-licorina) e o
diacetilado (1,2-di-acetil-licorina) que foram testados contra DENV-2, ZIKV e CHIKV.

O derivado monoacetilado da licorina foi fracamente ativo contra ZIKV, com CEso
de 19,3 uM e IS de 1,0. Além disso, foi inativo contra DENV-2 e CHIKV e cerca de 2,5
vezes mais toxico em ceélulas BHK-21, com CCso de 7,8 uM, do que em Vero, que
apresentou CCsp de 19,8 puM. A licorina diacetilada, com CCso > 100 uM em células
Vero e BHK-21, embora com toxicidade reduzida de 20 a 30 vezes em relacdo a
licorina, foi inativa contra DENV-2, ZIKV e CHIKV. Os dois compostos foram testados
em concentracdes nao citotdxicas e ndo foram virucidas contra DENV-2 e ZIKV (tabela
3).

Nossos dados contrastam com os dados de Wang e colaboradores, 2014,
sobretudo em relacdo ao monoacetilado contra DENV-2, no entanto, ressalta-se que
a atividade medida contra DENV-2 neste trabalho foi em células BHK-21, enquanto
no trabalho de Wang e colaboradores, 2014, foi em células A549. Portanto, mais
estudos sdo necessarios a fim de verificar a influéncia da linhagem celular sobre a

acao antiviral.

6.7 Combinacédo da licorina com a pretazetina: Avaliacao da atividade
antiviral em células infectadas com DENV-2 e ZIKV e toxicidade em
células BHK-21 e Vero

A protecdo antiviral contra DENV-2 e ZIKV e toxicidade em células BHK-21 e
Vero do tratamento simultdneo com licorina e pretazetina, combinadas, foram
avaliadas pela construcéo do isobolograma correspondente (item 5.22). As interacdes
entre as duas substancias sdo ilustradas nos isobologramas que mostram as
interceptagbes das FIC (Figura 26) bem proximas da linha de interacdo nula. Os

valores determinados para as FIC estdo mostrados nas tabelas L1, L2, L3 e L4, assim
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como o FICI, que foi de 0,94 contra ZIKV; 0,87 contra DENV-2; 1,08 para células BHK-
21 e 1,17 para células Vero. Conforme os valores do FICI, as interacdes em relacao
a atividade antiviral e toxicidade da licorina combinada com a pretazetina foram
indiferentes.

A combinacdo da licorina e pretazetina surgiu como uma hipGtese de que
poderia haver uma melhora da atividade antiviral, contra DENV-2 e ZIKV, se fossem
combinadas. Uma explicacdo plausivel poderia ser a atuacdo sinérgica sobre
mecanismos distintos no processo de inibicdo da replicacdo viral. De fato, o
impressionante progresso na terapéutica com HIV e HCV demonstra claramente que
isso pode ocorrer. Em relagdo ao HCV, por exemplo, inibidores da protease e
polimerase atualmente desenvolvidos, quando combinados, tém o potencial de curar
guase todas as infec¢des cronicas pelo HCV (MANNS; VON HAHN, 2013).

Outro fator relevante e como perspectiva dessa combinacgéo foi a possibilidade
da diminuicdo da toxicidade por antagonismo entre as duas substancias. Embora o
antagonismo esteja associado a um cenario negativo, ja que muitos pesquisadores
procuram identificar interacdes sinérgicas entre compostos para algum tipo de efeito
terapéutico adicional, no sentido toxicolégico, poderia ser benéfico ter um efeito
antagbnico na combinacdo dessas substancias. A metodologia usual para detectar
tais interacdes envolve a construcdo de isobologramas (TALLARIDA; KIMMEL;
HOLTZMAN, 1997). O isobolograma nada mais € do que uma representacao grafica
dos valores da FIC de duas substancias quando administradas em conjunto, sendo as
doses de um composto exibidas ao longo de um eixo e as doses de um segundo
composto ao longo do segundo eixo. Os isobologramas elaborados a partir dos
valores da FIC tém sido amplamente utilizados para detectar sinergia ou antagonismo
entre duas drogas (FIVELMAN; ADAGU; WARHURST, 2004). No entanto, sdo os
valores da ) FIC usualmente recomendados para a andlise estatistica (TALLARIDA;
KIMMEL; HOLTZMAN, 1997) e conforme Odds, 2003, também foram usados neste

trabalho para definir as interagdes entre as duas substancias.
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Figura 26 - Isobologramas demonstrando a atividade antiviral e citotoxicidade da
licorina:pretazetina quando combinadas. As FIC obtidas a partir da CEso e CCsp de cada
substancia em cada combinagdo foram plotadas nos graficos acima, sendo o0 eixo X
(FICpretazetina) € NO €ix0 Y (FICiicorina). AS combinagdes das FIC foram somadas entre si e obteve-
se o0 FICI pela média dos valores resultantes das somas (x> FIC), mostrados no canto superior
direito dos isobologramas. Em A) combinagfes da licorina:pretazetina avaliadas quanto a
citotoxicidade em células BHK-21 e C) em Vero; e em B) as combinagfes avaliadas quanto a
atividade antiviral contra DENV-2 e D) contra ZIKV. A ilustracdo abaixo € o exemplo da linha
de interceptacdo que liga os pontos A e B. Nessa linha, os pares de concentracdes deverédo
fornecer determinado efeito. As concentracdes das 2 substancias no ponto Q é um exemplo
de sinergismo, no ponto R, antagonismo e no ponto P, indiferente.
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6.8 Predicao de perfis farmacocinéticos e de toxicidade das substéncias
com estrutura confirmada

Para caracterizar os perfis farmacocinéticos e de toxicidade (ADMET) das 5
substancias com estrutura confirmada até o momento, 30 diferentes propriedades
ADMET foram preditas pela plataforma pkCSM (PIRES et al., 2015) que faz uma
identificac&o inicial de problemas potenciais, priorizacdo de hits e otimizacdo de
substancias candidatas a ensaios pré-clinicos e clinicos, apontando aqueles com mais
chances de sucesso. A tabela 4 mostra a descricdo completa das propriedades
ADMET previstas para a licorina, pretazetina, narciclasina, narciclasina-4-O-8-D-
xilopiranosideo e kalbreclasina por nés identificadas em extratos de plantas do género
Hippeastrum.

Em relacéo ao perfil de absorcéo, a pretazetina teve predito o valor de Log Papp
> 0,90 (permeabilidade aparente em células Caco2) indicando uma boa absorcao por
via oral. O modelo de absorc¢ao intestinal também indicou uma possivel absor¢céao de
95 %. Nas analises, as outras substancias tiveram valores calculados indicando
absorcao intestinal intermediaria ou baixa.

Curiosamente, a pretazetina também foi a molécula com a maior predicao
guanto ao volume de distribuicdo no estado estacionario (VDss) (VDss = 0,80),
significando melhor distribuicdo nos tecidos do que no plasma, seguida de perto pela
licorina (VDss = 0,79). Ainda acerca das propriedades de distribuicdo, nenhuma das
moléculas analisadas tiveram predicbes de passagem imediata pela barreira
hematoencefélica e entrada no SNC, com a kalbreclasina e a narciclasina-4-O--D-
xilopiranosideo preditas como muito mal distribuidas no cérebro (log BB = - 1,66 e -
1,78, respectivamente).

Para avaliar a metabolizacdo das moléculas selecionadas, a plataforma pkCSM
foi usada para prever se tais moléculas seriam provaveis inibidores/substratos de
diferentes isoformas do citocromo P450. Nenhuma das moléculas mostrou potencial
como inibidores do P450, sendo que a licorina e a pretazetina poderiam agir como
substratos, tornando-as susceptiveis de serem metabolizadas pelo P450 e assim,
terem excrecao facilitada. A predicdo da excrecdo dessas duas moléculas estavam
em acordo com a predicdo de metabolizagdo, pois ambas apresentaram o maior

clearance total (logCL = 1,03 para a licorina e logCL = 0,97 para a pretazetina).
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Em relacéo aos perfis de toxicidade, nenhuma das moléculas foi avaliada como
potencial mutagénica (toxicidade de AMES) ou com capacidade de provocar
sensibilizacdo da pele. Apenas a kalbreclasina e narciclasina-4-O-f-D-xilopiranosideo
foram preditas como nao prejudiciais a funcdo hepética. Embora a narciclasina e a
narciclasina-4-O-B-D-xilopiranosideo tenham apresentado uma dose terapéutica
maxima recomendada (DTMR) alta [0,60 log (mg/kg/dia)] e intermediaria (0,34 log

(mg/kg/day), respectivamente, as demais moléculas apresentaram baixas DTMR.
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Tabela 4 - Predicdo in silico do perfil de toxicidade e farmacocinética (ADMET) de
substancias identificadas em fragdes ativas de extratos de Hippeastrum

Propriedades pkCSM LIC PTZ NCL NCLXP KBCL
Solubilidade em agua -2,98 -2,93 -2,66 -2,43 - 2,47
Permeabilidade a Caco2 0,51 1,19 0,58 -0,47 -0,41
Absorc¢éo intestinal em humanos 68,85 95,14 68,24 47,93 35,24
Permeabilidade cutanea -3.32 - 3,81 - 2,93 -2,74 -2,74
Substrato da glicoproteina P N&o N&o Sim Sim Sim
Inibidor da glicoproteina | N&o Néo Néo Néo Néo
Inibidor da glicoproteina Il N&o Néo Néo Néo Néo
VDss em humanos 0,79 0,80 - 0,56 - 0,54 - 0,54
Fracdo ndo ligada (humanos) 0,45 0,46 0,54 0,60 0,58
Permeabilidade a BBB -0,15 - 0,08 -1,32 -1,78 -1,66
Permeabilidade ao SNC - 2,52 - 2,50 - 3,79 - 4,65 - 4,88
Substrato do CYP2D6 Sim N&o N&o N&o N&o
Substrato do CYP3A4 Sim Sim N&o N&o N&o
Inibidor do CYP1A2 N&o N&o Néo Néo Néo
Inibidor do CYP2C19 Nao Nao Nao N&o N&o
Inibidor do CYP2C9 Nao Nao N&o N&o N&o
Inibidor do CYP2D6 Nao Nao Nao N&o N&o
Inibidor do CYP3A4 Nao Nao Nao N&o N&o
Clearance total 1,03 0,97 0,22 0,48 0,49
Substrato de OCT2 renal Nao Sim N&o N&o N&o
Toxicidade AMES Nao Nao N&o N&o N&o
Dose maxima tolerada (humanos) - 0,39 - 0,57 0,60 0,34 0,18
Inibidor de hERG | Nao Nao Nao N&o N&o
Inibidor de hERG |l Nao Nao N&o N&o N&o
ILOIS(:,E)idade aguda por via oral em ratos 267 2.42 1,08 2.85 2.62
ILOOXiACESde crdnica por via oral em ratos 0.98 1,74 2.89 431 3,69
Hepatotoxicidade Sim Sim Sim Nao Nao
Sensibilizacédo da pele Nao Nao Nao Nao Nao
Toxicidade T.pyriformis 0,53 0,44 0,28 0,28 0,28
Toxicidade Minnow 1,88 2,58 4,66 7,01 8,77

Licorina (LIC), pretazetina (PTZ), narciclasina (NCL), kalbreclasina (KBCL), narciclasina-4-O-
B-D-xilopiranosideo (NCLXP)
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CONCLUSOES

A busca de substéncias antivirais contra DENV, ZIKV e CHIKV pela triagem
randomizada de extratos brutos, obtidos de plantas e fungos coletados em
diferentes biomas, se mostrou uma estratégia vdlida para a identificacdo de
substancias antivirais;

O fracionamento biomonitorado por cromatografia (HPLC/UPLC) acoplada a
espectrometria de massas de extratos brutos ativos foi uma estratégia eficiente
para a descoberta de substancias antivirais contra DENV e/ou ZIKV, que
possibilitou a identificacdo e/ou isolamento de 25 substancias e 12 classes de
compostos com propriedades antivirais;

Varias das substancias identificadas/isoladas neste estudo ja foram descritas
como ativas contra DENV, entretanto, a atividade antiviral das 37 substancias aqui
identificadas € inédita contra ZIKV e contra varios outros arbovirus;

A combinacdo de pretazetina e licorina ndo resultou em aumento da atividade
antiviral contra DENV-2 e ZIKV e tampouco na reducdo da citotoxicidade
observada quando testadas separadamente;

A predicdo das propriedades ADMET da licorina, pretazetina, narciclasina,
kalbreclasina e narciclasina-4-O-B-D-xilopiranosideo mostrou indicadores
favoraveis para ensaio in vivo dessas substancias em modelo animal;

Tendo em vista a enorme diversidade de virus causadores de doencas em
humanos, a emergéncia e reemergéncia de arbovirus, assim como adaptacéo e
as vantagens adquiridas por esses microrganismos para se disseminarem nas
populacdes humanas, a continuidade da investigacao da biodiversidade de plantas
e fungos podera trazer enormes beneficios a sociedade. Portanto, esse trabalho
abre possibilidades para uma busca continua, em extratos naturais, de moléculas
antivirais contra diversos virus causadores de doencas humanas que poderao ser
utilizadas ou modificadas pela industria farmacéutica. Acreditamos que nosso
trabalho serve de fundamentacdo cientifica para a protecdo da nossa
biodiversidade e de alavanca para continuidade da pesquisa basica e do
desenvolvimento tecnolégico e inovagdo de drogas derivadas de produtos

naturais.
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8 PERSPECTIVAS

O entendimento dos diferentes mecanismos envolvidos na inibicdo da

multiplicacdo de virus pertencentes a uma mesma familia podera nos direcionar para

descobertas de novos alvos terapéuticos e mecanismos de agéo, portanto:

A atividade virucida seletiva contra DENV-2 que foi verificada em extratos inativos
contra ZIKV seréd investigada em breve por microscopia eletrénica;

Seré feita a elucidacdo de mecanismos envolvidos na atividade antiviral das
substancias aqui identificadas/isoladas, como a narciclasina-4-O-B-D-
xilopiranosideo, que mostrou atividade inédita contra DENV-2 e ZIKV. Inicialmente,
serdo feitos experimentos in vitro para a verificacdo do efeito no pre-tratamento e
pos-tratamento de células infectadas com os respectivos virus. E em seguida, sera
feito o estudo da acgéo antiviral destas substancias por ferramentas de protedmica
e em modelo animal;

Substancias identificadas como antivirais neste trabalho poderdo ser
estruturalmente modificadas objetivando aumentar as suas respectivas atividade
antiviral e/ou diminuir a citotoxicidade, bem como otimizar outras propriedades
farmacocinéticas para desenvolvimento de drogas antivirais;

Terapias combinadas utilizando drogas antivirais com varias das substancias
antivirais aqui identificadas podem melhorar a eficacia o tratamento de pacientes

e minimizar o risco de selecao de virus resistentes.
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10.1 APENDICE A — Extratos vegetais ativos contra DENV-2 na triagem de
2013 a 2015

Tabela A - Extratos vegetais ativos em triagem contra DENV-2 (2013-2015)

Voucher

Cod.

Protecao (%)

Familia Espécie # HUESJ Parte EX ECP DENV.2
Hippeastrum 2914 Flor 13356 1+ 59 55
Amaryllidaceae  glaucescens Bulbo 13358 1+ 3 0
Hippeastrum sp. 3007 Bulbo 13418 1+ 92 69
Annonaceae Ejl:%l#ggga 2345 Fruto 12829 2+ 40 42
Asteraceae Pt_eroc?aulon sp. 1982 Raiz 11087 2+ 31 22
Miconia sp. 2678 Fruto 13194 2+ 26 30
Begoniaceae Begonia sp. 2616 Fruto 13097 1+ 59 73
Calophyllaceae  Kielmeyera sp. 1293 Caule 10307 2+ 35 29
Combretaceae Terminalia sp. 1295 Caule 10312 2+ 1 14
Erythroxylaceae  Erythroxylum sp. 2580 Caule 13023 2+ 35 34
. 2193 Fruto 11279 2+ 0 14
Chamaecrista sp.
Fabaceae Caule 11280 2+ 0 33
Piptadenia sp. 1304 Folha 10333 2+ 17 18
Inga sp. 1333 Flor 10437 2+ 5 45
Lythraceae Diplusodon sp. 2210 Flor 11320 1+ 0 23
Fore 1131 20 3 28
panisieriopsls 2206 Caule 11311 1+ 80 81
Dyrsonia 2683 Flor 13203 2+ 48 45
oyrsonima 2685 Caule 13211 2+ 39 38
Malpighiaceae  Banjsteriopsis 2201 Fruto 11296 2+ 22 23
laevifolia Caule 11298 1+ 100 100
Banisteriopsis 2211 Folha 11323 2+ 37 39
membranifolia - Caule 11324 1+ 26 34
Banisteriopsis sp. 1995 fI:r:j)tg; 11115 2+ 62 45
1995 Caule 11117 2+ 61 51
Malvaceae Melochia sp. 1329 Raiz 10426 2+ 3 0

Cinquenta e dois extratos vegetais que apresentaram pelo menos 50 % de protecdo em
um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo de 2015-2019
(BARBOSA, 2015). Tais extratos foram selecionados para os ensaios de CEso, CCso € IS
para serem investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com resultados de (+)
apresentaram 75 % de protegdo antiviral contra DENV-2 e extratos com resultados de

(++) apresentaram protecéo de 50 % do efeito citopatico viral (ECP).
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Tabela A - Extratos vegetais ativos em triagem contra DENV-2 (2013-2015), cont.

Familia Espécie ;/?4“5253 Parte E;d' ECP g?&fﬁge (%)
Alternanthera sp. 2207 Folha 11303 2+ 0 0
Melastomataceae
;;?\m'ﬁga 2204 Caule 11305 2+ 0 6
sugema 2577 Caule 13015 2+ 32 28
Myrtaceae _ 2014 Folha 11158 2+ 29 23
Eugenia sp.
- Caule 11159 1+ 41 39
Ochnaceae Ouratea sp. 2555 Flor 12969 1+ 49 51
Primulaceae Ardisia sp. 2368 Caule 12875 1+ 79 86
Palicourea sp. 2360 Flor 12860 1+ 55 51
. 1998 Folha 11125 2+ 43 19
Amaioua sp.
- Caule 11126 2+ 63 66
Rubiaceae Ixora sp. 1999 Folha 11128 1+ 41 66
- Caule 11129 1+ 69 42
. 2004 Flor 11135 1+ 53 63
Galianthe sp. i Folha 11136 2+ 42 17
- Caule 11137 2+ 49 55
- 2550 Folha 12956 1+ 31 34
Serjania sp.
- Caule 12957 1+ 22 25
Matayba juglandifoli 2587 Caule 13039 1+ 61 65
Sapindaceae Serjania sp. 1966 Caule 11046 2+ 38 32
1992 Flor 11106 1+ 55 62
Cupania sp. - Folha 11107 1+ 79 100
- Caule 11108 1+ 74 94
Urvillea sp. 1997 Folha 11122 2+ 64 50
Caule 11123 1+ 78 74
Vitaceae Cissus sp. 1974 Fruto 11067 2+ 23 28
Vochysiaceae Qualea sp. 1346 Folha 10463 2+ 28 33

Cinquenta e dois extratos vegetais que apresentaram pelo menos 50 % de protecdo em
um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo de 2015-2019
(BARBOSA, 2015). Tais extratos foram selecionados para os ensaios de CEsy, CCs € IS
para serem investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com resultados de (+)
apresentaram 75 % de prote¢éo antiviral contra DENV-2 e extratos com resultados de (++)
apresentaram protecéo de 50 % do ECP viral.
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10.2 APENDICE B - Extratos fungicos ativos contra DENV-2 na triagem de

2013 a 2015

Tabela B - Extratos fungicos ativos em triagem contra DENV-2 (2013-2015)

Cod.

Protecéo (%)

Familia/Espécie Voucher Hospedeiro/Parte EX ECP DENV.2
e URMGCBOTL [ARIN a0 1 g o
E{/ﬁﬁﬁip. UFMGCB8020 Rocha 13985 2+ 17 17
;”‘éﬂ?;soggéﬁifne UFMGCB6126 Alga 1 11596 1+ 26 25
- UFMGCB2837 Bowdichia nitida 12073 1+ 44 36
- UFMGCB2912 B. nitida 12148 2+ 23 18
- UFMGCB2984 Xylopia aromatica 12220 2+ 0 0
i UFMGCB4006 QS;T;TgSperm“m 12278 2+ 2 2
i Ant282 g&i‘;&ighus 10343 2+ 45 47
- Ant300 C. quitensis 10347 2+ 61 63
- UFMGCB5846 M. ernestii 11656 2+ 38 29
- UFMGCB5658 M. ernestii 11657 2+ 39 33
- UFMGCB5797 M. ernestii 11658 1+ 48 51
- UFMGCB5779 M. ernestii 11659 2+ 55 38
- UFMGCB6034 Algal 11513 1+ 27 34
- UFMGCB5710 M. ernestii 11748 2+ 46 24
- UFMGCB5744 M. ernestii 11751 2+ 41 35
- UFMGCB5847 M. ernestii 11764 2+ 65 53
- UFMGCB5740 M. ernestii 11768 2+ 48 38
- UFMGCB5759 M. ernestii 11802 2+ 34 45
- UFMGCB5799 M. ernestii 11817 2+ 48 43
- UFMGCB5802 M. ernestii 11667 2+ 41 41
- UFMGCB5840 M. ernestii 11670 2+ 32 17
- UFMGCB5755 M. ernestii 11673 2+ 36 33
- UFMGCB5743 M. ernestii 11674 2+ 50 52
- UFMGCB5889 M. ernestii 11679 2+ 10 14
- UFMGCB5793 M. ernestii 11682 2+ 45 51
- UFMGCB5750 M. ernestii 11683 2+ 50 61
- UFMGCB5821 M. ernestii 11684 2+ 48 35
- UFMGCB5792 M. ernestii 11685 2+ 31 22
- UFMGCB5644 M. ernestii 11688 2+ 64 45
- UFMGCB5810 M. ernestii 11689 1+ 55 62

Sessenta e trés extratos flngicos positivos que apresentaram pelo menos 50 % de
protecdo em um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo
de 2015-2019 (BARBOSA, 2015). Tais extratos foram selecionados para os ensaios de
CEso, CCso € IS para serem investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com
resultados de (+) apresentaram 75 % de protec&o antiviral contra DENV-2 e extratos
com resultados de (++) apresentaram protecéo de 50 % do ECP viral.
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Tabela B - Extratos fungicos ativos em triagem contra DENV-2 (2013-2015), cont.

Familia/Espécie Voucher Hospedeiro/Parte E;)(d. ECP g?&fﬁ_ge (%)
UFMGCB5657 M. ernestii 11696 2+ 46 43
- UFMGCB5882 M. ernestii 11697 2+ 17 20
- UFMGCB5877 M. ernestii 11698 1+ 68 70
- UFMGCB5813 M. ernestii 11699 1+ 83 76
- UFMGCB5775 M. ernestii 11700 2+ 38 38
- UFMGCB5842 M. ernestii 11705 1+ 71 57
- UFMGCB5754 M. ernestii 11706 1+ 88 81
- UFMGCB5879 M. ernestii 11707 1+ 87 54
- UFMGCB5651 M. ernestii 11711 2+ 42 25
- UFMGCB5857 M. ernestii 11716 1+ 60 57
- UFMGCB5838 M. ernestii 11719 2+ 62 48
- UFMGCB5839 M. ernestii 11721 2+ 31 13
- UFMGCB5851 M. ernestii 11726 2+ 11 9
- UFMGCB5837 M. ernestii 11730 2+ 65 51
- UFMGCB5654 M. ernestii 11735 2+ 31 13
- UFMGCB5661 M. ernestii 11736 2+ 62 36
- UFMGCB5655 M. ernestii 11737 2+ 19 15
- UFMGCB5749 M. ernestii 11738 1+ 100 68
- UFMGCB5892 M. ernestii 11740 2+ 31 27
- UFMGCB5756 M. ernestii 11742 2+ 23 13
- UFMGCB5808 M. ernestii 11744 2+ 56 31
- UFMGCB5789 M. ernestii 11745 2+ 46 31
- UFMGCB5762 M. ernestii 11746 2+ 55 50
- UFMGCB5779 M. ernestii 14810 2+ 11 13
- UFMGCB5802 M. ernestii 14813 2+ 42 38
- UFMGCB5775 M. ernestii 14809 2+ 38 68
- UFMGCB9445 Solo 13864 1+ 48 56
- UFMGCB9446 Solo 13865 1+ 33 45
- UFMGCB9451 Solo 13870 2+ 38 46
- UFMGCB9478 Solo 13897 2+ 27 25
- UFMGCB9480 Solo 13899 2+ 13 17
- UFMGCB9538 Solo 13957 2+ 47 74

Sessenta e trés extratos fungicos positivos que apresentaram pelo menos 50 % de
protecdo em um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo
de 2015-2019 (BARBOSA, 2015). Tais extratos foram selecionados para os ensaios de
CEso, CCso € IS para serem investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com
resultados de (+) apresentaram 75 % de protec&o antiviral contra DENV-2 e extratos com
resultados de (++) apresentaram protecdo de 50 % do ECP viral.



10.3 APENDICE C - Extratos vegetais ativos contra DENV-2 na triagem de

2015 a 2019

Tabela C - Extratos vegetais ativos contra DENV-2 (2015-2019)

Voucher

Cod.

Protecéo (%)

Familia Espécie # HUESJ Parte EX ECP DENV.2
Amaranthaceae Alternanthera sp. 5945 ii?gfa 14729 1+ 52 46
Forsteronia sp. 1993 Folha 11110 2+ 29 21
Apocynaceae - Caule 11111 1+ 52 41
Peltastes sp. 5942 Folha 14721 2+ 44 43
. 6028 Flor 14766 2+ 53 30
Mandevilla sp. P
; arte 14767 2+ 46 35
aérea
Chromolaena sp. 1996 Flor 11118 1+ 69 72
Lessingianthus sp. 2000 Parte 11430 2+ 34 10
Asteraceae inteira
Baccharis 4433 Folha 14556 2+ 54 63
oblongifolia - Caule 14557 2+ 57 65
Fleischmannia sp. 5962 Folha 14658 1+ 50 a7
Boraginaceae Tournefortia sp. 5959 Folha 14756 2+ 31 25
Siphocampylus sp. 5947 Folha 14732 1+ 69 60
Campanulaceae .
Lobelia sp. 5952 Folha 14744 2+ 58 42
Convolvulaceae Evolvulus sp. 4667 II; ?gfa 14589 1+ 43 32
Cyperaceae Cyperus pohlii 4624 Caule 14583 2+ 38 49
Erythroxylaceae Erythroxylum sp. 5917 Caule 14701 2+ 51 50
Euphorbiaceae Alchornea sidifolia 5943 Folha 14724 2+ 41 36
- Caule 14517 2+ 25 28
Lonchocarpus sp. 4431 Caule 14555 2+ 50 24
Hypericaceae Vismia sp. 4427 Flor 14547 2+ 43 24
Vismia sp. 4695 Caule 14621 1+ 34 41
Cryptocarya sp. i Folha 14664 1+ 79 63
- Caule 14665 2+ 48 48
Malpighiaceae Banisteriopsis sp. 1995 Folha 11116 2+ 25 14
Melastomataceae Leandra sp. 5953 Caule 14747 2+ 46 41
1994 Folha 11113 2+ 20 2
Moraceae Ficus sp.
Caule 11114 1+ 73 9
Myrtaceae Eugenia sp. 2014 Fruto 11157 2+ 23 29

Sessenta e um extratos vegetais positivos que apresentaram pelo menos 50 % de
protecdo em um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo
de 2015-2019. Tais extratos foram selecionados para os ensaios de CEsg, CCso € IS para
serem investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com resultados de (+)
apresentaram 75 % de protecdo antiviral contra DENV-2 e extratos com resultados de

(++) apresentaram protecdo de 50 % do ECP viral.
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Tabela C - Extratos vegetais ativos contra DENV-2 (2015-2019), cont.

o - Voucher # Cod. Protecéo (%)
Familia Espécie HUESJ Parte EX ECP DENV-2
Eugenia sp. 2014 Fruto 11157 2+ 23 29
Myrciaria glanduliflora 5903 Caule 14687 1+ 30 36
Marlierea laevigata 5905 Folha 14691 2+ 45 49
Myrtaceae - Caule 14692 1+ 25 44
5906 Fruto 14693 1+ 39 42
Myrcia sp. - Folha 14694 2+ 41 46
- Caule 14695 2+ 29 42
. 5523 Flor 14653 2+ 34 35
Ludwigia sp.
- Folha 14654 2+ 54 57
Onagraceae Flor +
. 5924 or 14705 1+ 35 34
Fuchsia sp. frutos
- Folha 14706 2+ 27 32
Rhamnaceae Colubrina sp. 4606 Folha 14562 2+ 59 75
Amaioua sp. 1998 Fruto 11124 1+ 56 58
' Ixora sp. 1999 Fruto 11127 1+ 60 63
Rubiaceae Psychotria sp. 4418 Caule 14532 2+ 50 46
5527 Fruto 14638 2+ 39 47
Galianthe sp. - Folha 14639 2+ 54 60
- Caule 14640 2+ 48 40
5904 Flor 14688 1+ 59 57
Rutaceae Zanthoxylum sp.
- Folha 14689 1+ 56 70
Santalaceae Phoradendron s 5588 Folha 14670 2+ 59 69
P- - Caule 14671 1+ 64 66
. - 5529 Flor 14641 1+ 63 51
Sapindaceae Serjania sp.
- Folha 14642 2+ 81 76
Solanum diploconos 5950 Folha 14740 2+ 41 33
Solanaceae 5951 Folha 14742 1+ 55 52
Solanum sp.
- Caule 14743 2+ 50 44
Symplocaceae Symplocos sp. 2019 Flor 11170 1+ 68 56
Verbenaceae Lantana sp. 5940 Folha 14715 1+ 48 32
Xyridaceae  Xyris sp. 2003 Planta 11994 24 35 29
inteira

Sessenta e um extratos vegetais positivos que apresentaram pelo menos 50 % de protegéo
em um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo de 2015-2019.
Tais extratos foram selecionados para 0s ensaios de CEsg, CCso € IS para serem
investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com resultados de (+) apresentaram 75 %
de protecdo antiviral contra DENV-2 e extratos com resultados de (++) apresentaram
protecéo de 50 % do ECP viral.
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10.4 APENDICE D - Extratos faingicos ativos contra DENV-2 na triagem de
2015 a 2019

Tabela D - Extratos fungicos ativos contra DENV-2 (2015-2019)

- .- . Cod. Protecéo (%)
Familia/Espécie Voucher Hospedeiro/Parte EX ECP  DENV.2
Xylariaceae UEMGCRB9832 Vellozia gigantea 14301 2+ 71 30
Muscodor sp. folha
Trichocomaceae UFMGCB9771 V- 9igantea 14240 1+ 87 62
Penicillium citrinum raiz
Didymellaceae
Phoma sp. UFMGCB8788 Usnea sp. 15438 2+ 87 98
Didymellaceae UEMGCR4439 Baccharis trimera 12639 2+ 60 62
Phoma sp. folha
Pseudeurotiaceae
Pseudogymnoascus sp. UFMGCB12518 Solo 16655 1+ 82 78
Trichocomaceae BRMO047709 Solo 16792 2+ 62 67
Aspergillus chevalieri
Trichocomaceae BRMO047709 Solo 16793 1+ 83 71
Aspergillus chevalieri
Trichocomaceae =~ BRMO047712 Solo 16795 1+ 93 71
Talaromyces calidicanius
Trichocomaceae BRMO047712 Solo 16796 1+ 97 66
Talaromyces calidicanius
Trichocomaceae
Talaromyces calidicanius BRMO047712 Solo 16797 1+ 99 79
Nectriaceae . BRMO047712 Solo 16798 1+ 74 66
Fusarium nygamai
Nectriaceae . BRMO047711 Solo 16799 1+ 86 87
Fusarium nygamai
Nectriaceae . BRM047711 Solo 16800 1+ 100 82
Fusarium nygamai
B|onectr|aceae Clonostachys BRM047708 Solo 16803 1+ 81 69
rogersoniana
Trichocomaceae

Penicillium sp. BRM047710 Solo 16804 1+ 82 61
Trichocomaceae BRMO047710 Solo 16805 1+ 83 63
Penicillium sp.

Trichocomaceae

Penicillium sp. BRM047710 Solo 16806 1+ 67 57
Hypocreaceae UFMGCB15291  Solo 17731 1+ 72 92
Trichoderma caribaeum

NI UFMGCB9884 ;g?r']':z'a gigantea 14345 1+ 89 72
NI UFMGCB8688 Usnea antarctica 15112 2+ 24 30
NI UFMGCB8692 U Antarctica 15116 1+ 93 97

talo, liquen

Cento e vinte e nove extratos fungicos que apresentaram pelo menos 50 % de prote¢cdo em um ou
ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo de 2015-2019. Tais extratos foram
selecionados para os ensaios de CEso, CCso € IS para em seguida serem investigados quanto a
atividade antiviral. Extratos com resultados de (+) apresentaram 75 % de protecdo antiviral contra
DENV-2 e extratos com resultados de (++) apresentaram protecéo de 50 % do ECP viral.
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Tabela D - Extratos fungicos ativos contra DENV-2 (2015-2019), cont.

Familia/Espécie Voucher Hospedeiro/Parte E;)(d. ECP FBE':\?\E:S\ZO (%)
NI UFMGCB8712 U. antarctica 15136 1+ 25 37
NI UFMGCB8719 U. antarctica 15143 2+ 36 32
NI UFMGCB8735 U. antarctica 15159 2+ 21 40
NI UFMGCB8746 U. antarctica 15170 2+ 27 41
NI UFMGCB8754 U. antarctica 15178 2+ 26 20
NI 51_60 U. antarctica 15187 1+ 8 8
NI 61_70 U. antarctica 15188 2+ 38 30
NI UFMGCBB8608 U. antarctica 15032 2+ 29 29
NI UFMGCB8653 U. antarctica 15077 2+ 42 31
NI UFMGCB8787 Usnea sp. 15437 2+ 100 100
NI UFMGCB9327 Usnea sp. 15298 2+ 76 92
NI UFMGCB9411 Usnea sp. 15382 1+ 77 72
NI UFMGCB9421 Usnea sp. 15392 2+ 62 39
NI AT 03 Usnea sp. 15408 2+ 56 45
NI UFMGCB8762 Usnea sp. 15418 2+ 46 33
NI UFMGCB9262 Usnhea sp. 15233 2+ 45 47
NI UFMGCB9266 Usnea sp. 15237 2+ 48 60
NI UFMGCB9273 Usnhea sp. 15244 2+ 53 70
NI UFMGCB9281 Usnea sp. 15252 2+ 51 33
NI UFMGCB9288 Usnea sp. 15259 2+ 31 24
NI UFMGCB9294 Usnhea sp. 15265 2+ 34 44
NI UFMGCB8778 Usnhea sp. 15430 2+ 74 67
NI UFMGCB8794 Usnhea sp. 15444 2+ 68 70
NI UFMGCB8953 Usnhea sp. 15534 2+ 48 55
NI UFMGCB44s2  DoSCnaristimera o565 o+ 4g 62
NI UFMGCB4473 B. trimera 12673 2+ 65 55
NI UFMGCB4474  B. trimera 12674 2+ 42 40

Cento e vinte e nove extratos fungicos que apresentaram pelo menos 50 % de prote¢cdo em
um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo de 2015-2019. Tais
extratos foram selecionados para os ensaios de CEsp, CCso € IS para em seguida serem
investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com resultados de (+) apresentaram 75 %
de protec&o antiviral contra DENV-2 e extratos com resultados de (++) apresentaram protecéo
de 50 % do ECP viral.
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Tabela D - Extratos fungicos ativos contra DENV-2 (2015-2019), cont.

Familia/Espécie Voucher Hospedeiro/Parte E;)(d. ECP g?&fﬁ_ge (%)
NI UFMGCB4512  Baccharis trimera 12712 2+ 63 55
NI UFMGCB4513  B. trimera 12713 2+ 68 65
NI UFMGCB4534  B. trimera 12734 2+ 51 46
NI UFMGCBA4540  B. trimera 12740 2+ 69 52
NI UFMGCB15355 Piper sp. 17794 2+ 57 39
NI UFMGCB15375 Piper sp. 17803 2+ 49 34
NI UFMGCB15429 Piper sp. 17842 2+ 57 32
NI UFMGCB15461 Piper sp. 17869 1+ 78 71
NI UFMGCB15463 Piper sp. 17871 2+ 35 66
NI UFMGCB15467 Piper sp. 17875 2+ 53 72
NI UFMGCB15468 Piper sp. 17876 2+ 35 40
NI UFMGCB15472 Piper sp. 17878 2+ 49 42
NI UFMGCB15475 Piper sp. 17880 1+ 60 83
NI UFMGCB15479 Piper sp. 17883 2+ 40 42
NI UFMGCB15480 Piper sp. 17884 2+ 67 58
NI UFMGCB15481 Piper sp. 17885 2+ 69 51
NI UFMGCB15485 Piper sp. 17889 2+ 50 20
NI UFMGCB15486 Piper sp. 17890 2+ 68 43
NI UFMGCB15493 Piper sp. 17896 2+ 46 44
NI UFMGCB15503 Piper sp. 17905 2+ 52 30
NI UFMGCB15503 Piper sp. 17906 2+ 46 47
NI UFMGCB15506 Piper sp. 17907 2+ 55 50
NI UFMGCB15508 Piper sp. 17909 2+ 53 57
NI UFMGCB15510 Piper sp. 17911 2+ 39 42
NI UFMGCB15512 Piper sp. 17913 2+ 80 33
NI UFMGCB15513 Piper sp. 17915 2+ 67 82
NI UFMGCB15516 Piper sp. 17917 1+ 77 95
NI UFMGCB15517 Piper sp. 17918 2+ 32 44
NI UFMGCB15522 Piper sp. 17921 2+ 41 90
NI UFMGCB15523 Piper sp. 17922 2+ 51 44

Cento e vinte e nove extratos fungicos que apresentaram pelo menos 50 % de protecdo em
um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo de 2015-2019. Tais
extratos foram selecionados para os ensaios de CEsg, CCso € IS para em seguida serem
investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com resultados de (+) apresentaram 75 %
de protec&o antiviral contra DENV-2 e extratos com resultados de (++) apresentaram protecéo
de 50 % do ECP viral.
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Tabela D - Extratos fungicos ativos contra DENV-2 (2015-2019), cont.

Familia/Espécie Voucher Hospedeiro/Parte E;)(d. ECP g?&fﬁ_ge (%)
NI UFMGCB15525 Piper sp. 17923 2+ 71 42
NI UFMGCB15526 Piper sp. 17924 2+ 54 43
NI UFMGCB15532 Piper sp. 17930 2+ 54 49
NI UFMGCB15533 Piper sp. 17931 1+ 61 72
NI UFMGCB15534 Piper sp. 17932 2+ 37 41
NI UFMGCB15540 Piper sp. 17938 1+ 70 100
NI UFMGCB15544 Piper sp. 17941 1+ 63 90
NI UFMGCB15545 Piper sp. 17942 2+ 40 72
NI UFMGCB15549 Piper sp. 17946 2+ 33 45
NI UFMGCB15555 Piper sp. 17952 2+ 30 76
NI UFMGCB15557 Piper sp. 17954 2+ 29 48
NI UFMGCB15563 Piper sp. 17960 2+ 44 60
NI UFMGCB15566 Piper sp. 17963 2+ 51 60
NI UFMGCB15570 Piper sp. 17965 2+ 28 82
NI UFMGCB15585 Piper sp. 17973 2+ 45 68
NI UFMGCB15588 Piper sp. 17975 2+ 55 35
NI UFMGCB15589 Piper sp. 17976 2+ 46 54
NI UFMGCB15592 Piper sp. 17978 2+ 56 29
NI UFMGCB15593 Piper sp. 17979 2+ 48 67
NI UFMGCB15594 Piper sp. 17980 2+ 54 45
NI UFMGCB15598 Piper sp. 17982 1+ 86 80
NI UFMGCB15603 Piper sp. 17986 1+ 70 82
NI UFMGCB15604 Piper sp. 17987 1+ 44 36
NI UFMGCB15606 Piper sp. 17988 2+ 36 45
NI UFMGCB15607 Piper sp. 17989 2+ 48 39
NI UFMGCB15617 Piper sp. 17997 2+ 46 53
NI UFMGCB15619 Piper sp. 17998 2+ 32 44
NI UFMGCB15625 Piper sp. 18003 2+ 45 61
NI UFMGCB15630 Piper sp. 18006 2+ 56 74

Cento e vinte e nove extratos fungicos que apresentaram pelo menos 50 % de protecdo em
um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo de 2015-2019. Tais
extratos foram selecionados para os ensaios de CEsg, CCso € IS para em seguida serem
investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com resultados de (+) apresentaram 75 %
de protec&o antiviral contra DENV-2 e extratos com resultados de (++) apresentaram protecéo
de 50 % do ECP viral.
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Tabela D - Extratos fungicos ativos contra DENV-2 (2015-2019), cont.

Familia/Espécie Voucher Hospedeiro/Parte E;)(d. ECP g?&fﬁ_ge (%)
NI UFMGCB15643  Piper sp. 18015 2+ 45 68
NI UFMGCB15653  Piper sp. 18022 1+ 70 70
NI UFMGCB15661 Piper sp. 18029 2+ 44 58
NI UFMGCB15663  Piper sp. 18031 2+ 53 77
NI UFMGCB15668 Piper sp. 18035 2+ 73 46
NI UFMGCB15669 Piper sp. 18036 2+ 47 66
NI UFMGCB15672 Piper sp. 18037 2+ 37 63
NI UFMGCB15673 Piper sp. 18038 2+ 43 64
NI UFMGCB15674  Piper sp. 18039 2+ 47 37
NI UFMGCB15675 Piper sp. 18040 2+ 44 56
NI UFMGCB15681 Piper sp. 18046 2+ 48 44
NI UFMGCB15682 Piper sp. 18047 2+ 76 60
NI UFMGCB15688 Piper sp. 18053 2+ 62 44
NI UFMGCB15695 Piper sp. 18059 2+ 56 51
NI UFMGCB15698 Piper sp. 18062 2+ 42 42
NI UFMGCB15699 Piper sp. 18063 2+ 43 37
NI UFMGCB15700 Piper sp. 18064 2+ 61 42
NI UFMGCB15703 Piper sp. 18067 2+ 74 78
NI UFMGCB15706 Piper sp. 18070 2+ 46 46
NI UFMGCB15710 Piper sp. 18074 2+ 60 70
NI UFMGCB15712 Piper sp. 18076 2+ 55 45
NI UFMGCB15730 Piper sp. 18089 2+ 69 46

Cento e vinte e nove extratos fingicos que apresentaram pelo menos 50 % de protecdo em
um ou ambos os métodos utilizados na triagem contra DENV-2 no periodo de 2015-2019. Tais
extratos foram selecionados para os ensaios de CEsg, CCso € IS para em seguida serem
investigados quanto a atividade antiviral. Extratos com resultados de (+) apresentaram 75 %
de protecéo antiviral contra DENV-2 e extratos com resultados de (++) apresentaram protecéo
de 50 % do ECP viral.
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10.5 APENDICE E - Extratos vegetais ativos contra ZIKV na triagem de
2015 a 2019

Tabela E - Extratos vegetais ativos contra ZIKV (2015-2019)

Voucher

Protecao (%)

Familia Espécie HUFESJ Parte Cod. EX ZIKV
Hippeastrum glaucescens BHZB4494 Bulbo 17006* 77 83
HUFSJ2914 Bulbo 13358* 89 81
Amaryllidaceae BHZB12069  Flor 17007+ 95 77
Hippeastrum puniceum - Raiz 17010* 85 85
- Flor 18117 50 52
- Bulbo 17017 %%* 56 61
Asteraceae Chrysolaena sp. HUFSJ2686 Caule 13211 67 69
Begoniaceae Begonia sp. HUFSJ2616 Fruto 13097 58 69
Calophyllaceae Kielmeyera sp. HUFSJ1293 Caule 10307*** 69 78
Erythroxylaceae Erythroxylum sp. HUFSJ2580 Caule 13023 a7 42
Fabaceae Chamaecrista sp. Fruto 11279 74 38
_ HUFSJ2210 Flor 11320 54 53
Lythraceae Diplusodon sp. ) Fg;hu?; 11321 - -
Banisteriopsis sp. HUFSJ1995 Ilzzlr?th; 11115 33 41
Malpighiaceae Banisteriopsis laevifolia HUFSJ2201  Caule 11298 56 67
Baristeriopsis HUFSJ2206  Caule 11311 54 65
Byrsonima intermedia HUFSJ2683 Flor 13203 75 75
Myrsinaceae Ardisia sp. Caule 12875 41 24
Myrtaceae Eugenia sp. HUFSJ2014 Caule 11159* 46 60
Ochnaceae Ouratea sp. HUFSJ2555 Folha 12969 57 43
Orchidaceae Habenaria petalodes Lindl. BHCB64578 748**** 93 64
Galianthe sp. HUFSJ5527 Caule 14640 42 27
Rubiaceae Amaioua sp. HUFSJ1998  Caule 11126 38 40
Ixora sp. HUFSJ1999 Caule 11129 28 40
Palicourea sp. HUFSJ2360 Flor 12860 83 60
Cupania sp. HUFSJ1992 Caule 11108 77 89
Sapindaceae Urvillea sp. HUFSJ1997 Caule 11123 38 40
Matayba juglandifolia HUFSJ2587 Caule 13039 92 85

Vinte e oito extratos fungicos que apresentaram pelo menos 40 % de protecdo contra ZIKV
na concentracdo de 20 pg/mL. Esses extratos foram selecionados para os ensaios de CEsyp,
CCs e IS para em seguida serem investigados quanto a atividade antiviral. (*) atividade
antiviral detectada a 10 pg/mL; (**) atividade antiviral detectada a 5 pg/mL; (***) atividade

antiviral detectada a 2,5 pg/mL; (****) atividade antiviral detectada a 1,25 pg/mL.
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10.6 APENDICE F - Extratos fungicos ativos contra ZIKV na triagem de
2015 a 2019

Tabela F - Extratos fungicos ativos contra ZIKV (2015-2019)

Cod. Protecéo (%)

Familia/Espécie Voucher Hospedeiro EX ZIKV

ﬁgﬁ?&ﬂ::ﬁ’iﬁfﬁogenum UFMGCB6034 Alga 1 11513 51 49
ﬁ?gﬁ;g!'(f‘;gﬁjm UFMGCB6126 Alga 1 11596 32 35
é?ﬁﬁ??!f;ﬁﬁfm UFMGCB6126 Alga 1 17314 54 52
Eigﬂgg;ﬁﬁg;ﬁ&s o  UFMGCB12518 Molusco 16655 54 45
NI UFMGCB9445 Solo da Antartica 13864 55 53
NI UFMGCB9446 Solo da Antartica 13865 64 56
NI UFMGCB9451 Solo da Antartica 13870 49 55
NI UFMGCB9478 Solo da Antartica 13897 47 51
NI UFMGCB9480 Solo da Antartica 13899 44 48
NI UFMGCB9538 Solo da Antartica 13957 62 59
NI UFMGCB2912 Bowdichia nitida 12148 49 42
NI UFMGCB8608 Usnea antarctica 15032 56 56
NI UFMGCB8653 U. antarctica 15077 60 58
NI UFMGCB15461 Piper sp. 17869 45 28
NI UFMGCB15475 Piper sp. 17880 54 45
NI UFMGCB15540 Piper sp. 17938 47 41
NI UFMGCB15545 Piper sp. 17942 41 34
NI UFMGCB15563 Piper sp. 17960 52 48
NI UFMGCB15643 Piper sp. 18015 45 41
NI UFMGCB15653 Piper sp. 18022 41 37

Vinte extratos fungicos que apresentaram pelo menos 40 % de protecédo contra ZIKV na
concentracdo de 20 pg/mL. Esses extratos foram selecionados para os ensaios de CEsyo,
CCs € IS para em seguida serem investigados quanto a atividade antiviral.
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10.7 APENDICE G - Extratos vegetais ativos contra CHIKV na triagem de
2015 a 2019

Tabela G - Extratos vegetais ativos contra CHIKV (2015-2019)

Protecao (%)

Familia Espécie Voucher HUFSJ Parte Cod. EX CHIKV
H. glaucescens BHzB4494 Bulbo 17006 43 39
Amaryliidaceae _ BHZB12069 Flor 17007* 39 41
H. puniceum
- Bulbo 17011** 62 84
Begoniaceae Begonia sp. HUFSJ2616 Fruto 13097 29 73
Calophyllaceae Kielmeyera sp. HUFSJ1293 Caule 10307* 51 42
Fabaceae Chamaecrista sp. HUFSJ2193 Fruto 11279 53 a7
Lauraceae Criptocarya sp. HUFSJ5586 Caule 14665 49 52
HUFSJ2210 Flor 11320 45 53
Lythraceae Diplusodon sp.
y p P i Caule + 11321 49 30
folha
S Flor +
o Banisteriopsis sp. HUFSJ1995 11115 37 77
Malpighiaceae fruto
Byrsonima intermedia HUFSJ2683 Flor 13203 81 72
Malvaceae Melochia sp. HUFSJ1329 Raiz 10426 33 41
Trembleya parviflora HUFSJ2204 Caule 11305 38 41
Melastomataceae i
Fuchsia sp. HUFSJ1524 Folha 14706 57 49
) ) HUFSJ2004 Caule 11137 38 75
Rubiaceae Galianthe sp.
- Folha 11136 51 60
i HUFSJ1992 Folha 11107 49 34
Cupania sp.
Sapindaceae - Caule 11108 1r\0 87
Serjania sp. HUFSJ1966 Caule 11046 41 43
Urvillea sp. HUFSJ1997 Folha 11122 42 60

Vinte extratos vegetais que apresentaram pelo menos 30 % de protecdo contra CHIKV na
concentracao de 20 pg/mL. (*) atividade antiviral detectada a 10 pg/mL; (**) atividade antiviral

detectada a 5 ug/mL; (***) atividade antiviral detectada a 1,25 pg/mL.
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10.8 APENDICE H - Extratos fangicos ativos contra CHIKV na triagem de
2015 a 2019

Tabela H - Extratos fungicos ativos contra CHIKV (2015-2019)

Protecao (%)

Familia/Espécie Voucher Hospedeiro Cod. EX CHIKV
Aspergillaceae

Penicillum chrysogenum UFMGCB6034 Alga 1l 11513 46 55
Aspergillaceae UFMGCB6126  Alga 1 11596 39 43

P. chrysogenum

Aspergillaceae UFMGCB6126 R At
> Phrasagenum Alga - Antartica 17314 86 80

ﬁ?gﬁ;g!'(f‘;gﬁfm UFMGCB6126  Alga - Antartica 17337% 52 65
mgg‘gggf‘gp UFMGCB9832 Vellozia gigantea 14301 76 46
NI UFMGCB8608 Usnea antarctica 15032 77 67
NI UFMGCB8653 U. antarctica 15077 76 64
NI UFMGCB9445 Solo - Antartica 13864 65 56
NI UFMGCB9446 Solo - Antartica 13865* 50 50
NI UFMGCB9451 Solo - Antartica 13870 59 62
NI UFMGCB9478 Solo - Antartica 13897 62 59
NI UFMGCB9480 Solo - Antartica 13899 60 59
NI UFMGCB9538 Solo - Antartica 13957 69 61

Treze extratos fungicos que apresentaram pelo menos 30 % de protecéo contra o CHIKV na
concentracao de 20 pug/mL. (*) atividade antiviral detectada a 10 pug/mL; (**) atividade antiviral
detectada a 5 pg/mL.
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10.9 APENDICE | — Padronizac&o e validagdo de ensaios com DENV-2 e

ZIKV
10.9.1 Padronizacéao para os ensaios antivirais contra ZIKV

Inicialmente, para os ensaios antivirais contra o ZIKV, fez-se necessaria a
padronizacdo das varias etapas/parametros, a saber: (i) a quantidade de células Vero
semeadas por poc¢o nas placas de 96 pocos; (i) a curva de crescimento/viabilidade
das células (de acordo com o volume de meio de cultura no poco; (iii) a concentracéo
de SFB do meio de incubacdo do ensaio), (iv) a m.o.i. do ZIKV adequada para
provocar 90 % de morte celular no tempo especificado para o ensaio, (v) e a escolha
da substéancia a ser usada como controle positivo da atividade antiviral contra o ZIKV.

O objetivo da padronizacao foi estabelecer as condi¢des ideais para a realizacao
de um ensaio confiavel e valido, assim como conhecer as possiveis variaveis que
poderiam afetar a robustez e a confiabilidade do processo.

Para determinar a quantidade ideal de células Vero/poco na placa de 96 pocos,
para os ensaios contra ZIKV, foram plaqueadas diferentes densidades de células/poco
com meio MEM suplementado com 5 % de SFB. Ap0s primeiro periodo de incubacao
em estufa a 37 °C com 5 % de CO3, para formag¢ado da monocamada celular, todos os
pocos foram observados ao microscépio 6ptico para a escolha da monocamada que
apresentasse pelo menos 80 % de confluéncia. Em seguida, o meio de cultura foi
substituido por MEM suplementado com 2 % de SFB e 1 % de antibidticos e as placas
foram reincubadas por diferentes tempos: 24, 48, 72, 96 e 120h para serem avaliadas
guanto ao perfil de crescimento e viabilidade celular.

O in6culo de 1,0 x 10* células foi escolhido como a melhor opc¢éo, ja que apds
24h de incubacéo, a monocamada apresentou 80 % de confluéncia, densidade ideal
para os ensaios antivirais. Nessas condi¢des, as células continuaram viaveis tanto ao
exame visual feito pela observacéo ao microscopio éptico quanto no ensaio MTT apés
120h de incubacéo (Figura I1).
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Figura I1 - Determinagcdo do numero ideal de células Vero para o ensaio antiviral contra
0 ZIKV. A viabilidade de células Vero medida pelo ensaio de metabolizagcdo do MTT apés
incubacao por 24, 48, 72, 96 e 120h na etapa de padronizacdo da quantidade de células
Vero/pogo em placa de 96 pocos para conducdo dos ensaios antivirais e de citotoxicidade. A
escolha da quantidade do namero ideal de células/poco (1,0 x 10* células/poco) foi definida
utilizando-se de dois critérios: i) pela observacdo da densidade celular feita ao microscopio
Optico ap6s as primeiras 24h de incubacéo; ii) Pela viabilidade a se manter até o periodo de
120h com meio de cultura suplementado com 2 % de SFB.

DO (densidade Gptica)

Para a definicdo da m.o.i. de ZIKV adequada para o ensaio, placas de 96 pocos
foram inoculadas com 1,0 x 10* células por poco e incubadas por 24h até a formacéo
da monocamada celular. No dia seguinte, as placas contendo as monocamadas de
Vero foram infectadas comas m.o.i.: 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6, 7; 8; 9 e 10 e incubadas por
24,48, 72, 96 e 120h.

Foi observado que 48 horas poés-infeccao (pi) com diferentes m.o.i. nitidamente
houve uma perda significativa na viabilidade celular. Quanto maior a m.o.i., menor foi
a viabilidade celular em densidade optica. ApOs esse experimento, a m.o.i. = 1 foi
considerada ideal para realizacdo dos ensaios antivirais contra o ZIKV, uma vez que
no tempo de 72h pi, ja foi possivel observar aproximadamente 100 % de morte celular
(Figura 12).
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Figural2 - Determinacéo do tempo de incubagdo e m.o.i. ideal para os ensaios antivirais
com ZIKV em células Vero. Em (A) valores de densidade 6ptica a 540 nm (DOs4) medidos
pelo ensaio do MTT ap0s 24h pés-infecgéo (pi); (B) 48h pi; (C) 72h pi; (D) 96h pi; (E) 120h pi
e em (F) é mostrada a viabilidade celular para todos 0s grupos nos respectivos tempos pos-
infeccao (pi).
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Para a determinagao da concentracéo ideal de IFN-a 2b a ser usada nos ensaios
antivirais contra o ZIKV, considerando a néo toxicidade em células Vero e a presenca
do DMSO, foram plaqueadas 1,0 x 10* células Vero/poco em placas de 96 pocos
contendo meio MEM suplementado com 5 % de SFB e 1 % de antibiéticos, seguidas
de 24h de incubacado. No dia seguinte, células com e sem DMSO, infectadas e néo

infectadas, foram tratadas com o IFN-a 2b conforme tabela abaixo (tabela I).

Tabela | - Células Vero infectadas e ndo infectadas com DMSO e sem DMSO, tratadas
com IFN

Células Células nao Células Células infectadas com
nao infectadas e infectadas ZIKV e tratadas com IFN
infectadas tratadas (IFN) com ZIKV
Vero Vero Vero
Sem DMSO - Vero vero (Moi=1)  (M0i=0,5)  (m.o.i=1)
Com 0,45 % Vero Vero Vero Vero Vero
de DMSO (m.o.i.=1) (m.0.i.=0,5) (m.o.i.=1)

O IFN-a 2b foi utilizado em concentracdes que variaram de 8.000 a 0,2 unidades
internacionais (Ul) por mL, totalizando 16 diferentes concentracdes. A concentracao
de SFB utilizada foi de 2 % e a incubacéo das placas foi feita por 5 dias a 37 °C em
estufa com 5 % de CO2. O tratamento com o IFN-a 2b foi avaliado em diferentes
tempos de incubacédo pi com o ZIKV. Néao foi observado toxicidade em células Vero
nas concentracdes de 8.000 a 0,2 Ul/mL. Observou-se alta protecdo com o IFN-a 2b
demonstrado pela alta densidade Optica das células infectadas e tratadas nas

diferentes concentracfes (Figura 13).
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Figura 13 - Viabilidade de células Vero infectadas com ZIKV, na presenca e ausenca de
IFN-a 2b e DMSO. Valores de densidade Optica a 540 nm (DO540), medidos pelo ensaio do
MTT, de células Vero, com e sem DMSO, tratadas ou ndo com IFN-a 2b em diferentes
concentracoes (0,2 a 8.000 Ul/mL) e infectadas ou ndo com ZIKV. A concentracdo de DMSO
utilizada foi de 0,45 %.

Portanto, para a realizacéo dos ensaios contra o ZIKV, foi definido a quantidade
de 1,0 x 10* células Vero por poco em um volume de 200 puL de meio MEM [Gibco]
adicionado de 2 % de SFB e 1 % de antibidticos. As células foram simultaneamente
infectadas e tratadas apenas apoés incubacao de 24h em estufa a 37 °C com atmosfera
de 5 % de CO,, etapa necessaria para a formagdo da monocamada celular com ~80
% de confluéncia. Ressalta-se que o0 ensaio antiviral foi feito incubando as células nas
mesmas condi¢cOes anteriores por 96h, sendo utilizada a m.o.i. de 2 e o tratamento
com IFN-a 2b foi feito nas concentracdes de 300 e 600 Ul/mL para controle positivo

do ensaio antiviral.

10.9.2 Validacéo dos ensaios de triagem contra ZIKV e DENV-2

Os experimentos para a validacdo dos ensaios antivirais para a triagem contra o
ZIKV e contra o DENV foram feitos de acordo com o manual de validacéo de ensaios
HTS publicado pelo National Institutes of Health (NIH). Trata-se de uma etapa
essencial e de grande relevancia biolégica e farmacoldgica para a avaliacdo da
performance dos ensaios em questdo assim como para robustez dos dados obtidos
(IVERSEN, 2012).

Desse modo, apos a determinacdo do método do ensaio, varias placas contendo

ambos o0s controles, positivo e negativo, sdo ensaiadas pelo menos em 3 dias
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alternados a fim de avaliar a uniformidade do ensaio e/ou a variagao dos sinais entre
0S po¢os, entre as colunas e entre os dias.

A variabilidade do ensaio antiviral foi avaliada utilizando 3 niveis de sinais
medidos por espectrofotometria, a saber: (i) H (High ou méximo) referente a
absorbancia nos pocos contendo apenas células; (ii) L (Low ou minimo) referente a
absorbancia dos poc¢os contendo células infectadas com os respectivos virus e o (iii)
M (Medium ou médio) referente a absorbancia nos pocos contendo células infectadas
e tratadas com a CEsp da droga antiviral, no caso, o IFN-a 2b.

Como preconizado, os requisitos gerais para estabelecer o ensaio antiviral sdo:
() que os sinais sejam suficientemente estaveis; (i) que haja uma separacao
significativa entre os sinais "Maximo" e "Minimo” e que as médias, desvios padrdes e
o fator Z' estejam dentro de limites aceitaveis. O fator Z’' é um indicador de qualidade
no ensaio de triagem. E uma ferramenta (Gtil para a comparacdo e avaliacio,
otimizacg&o e validacdo dos ensaios. Resumidamente, é um indice obtido a partir das
analises das médias e desvios padrdes determinados para os sinais “High” e “Low”.
Assumindo que o desvio padrédo do sinal "High" é tdo alto quanto o desvio padrdo do
sinal "Min", o fator Z’ deverar estar dentro de um intervalo especifico numa
determinada janela de sinal.

Neste ensaio de validacao também foi possivel avaliar a uniformidade espacial,
gue pode revelar efeitos de erros sistematicos de pipetagem ou de borda.

Para a validacédo dos ensaios foi utilizado o esquema de placas de 96 pocos
demonstrado na Figura 14, como sugerido pelo manual de validacdo de ensaios de
HTS citado acima.

Para os ensaios de validacéo da atividade antiviral contra ZIKV foram semeadas
1,0 x 10* células Vero/poco em 3 placas de 96 pocos, sendo essas incubadas por 24h
em meio MEM com 5 % de SFB. No dia seguinte, o meio foi descartado e adicionou-
se, conforme a Figura 14, em colunas intercaladas para gerar os 3 sinais (H, M e L):
200 pL de MEM com DMSO a 0,25 % aos pocos de sinal H, 100 pL de suspensao de
ZIKV para m.o.i. =2 + 100 pyL de IFN-a 2b aos_pocos de sinal M e aos pocos de sinal

L foram adicionados 100 pL de suspenséo de ZIKV para m.o.i. =2 + 100 yL de meio
MEM.
Na validacdo do ensaio antiviral contra DENV-2, 8,0 x 103 células BHK-21/poco

foram semeadas em 3 placas de 96 pocos e incubadas por 24h em meio DMEM com
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5 % de SFB. Do mesmo modo feito nos ensaios com o ZIKV, o meio foi descartado
no dia seguinte e o ensaio foi realizado para gerar os 3 sinais (H, M e L), em colunas
intercaladas. Assim, aos pocos de sinal H foram adicionados 200 uL de DMEM

contendo DMSO a 0,25 %, aos pocos de sinal M foram adicionados 100 pL de

suspensao de DENV-2 com m.o.i. = 2 + 100 pL de IFN-a 2b e aos pocos de sinal L

foram adicionados 100 uL de suspensao de DENV-2 para m.o.i. =2 e 100 pL de meio
DMEM.

A concentracao final de SFB e de IFN-a 2b em ambos os ensaios foi de 2 % e
100 Ul/mL, respectivamente. Apds, as 3 placas foram incubadas por 72h (DENV-2)
ou 120h (ZIKV) a 37 °C e a 5 % de CO: e, em seguida, a avaliagao foi feita utilizando
0 ensaio do MTT.
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Figura 14 - Mapa das placas usado para os ensaios de validacdo da atividade antiviral
contra DENV-2 e ZIKV. Os ensaios foram feitos conforme o manual de ensaios de HTS
descrito por Iversen et al., 2012. O modelo mostra uma combinag¢éo dos po¢os que produzem
os diferentes sinais intercalados, a saber: células nado infectadas (H), células infectadas (L) e
células infectadas e tratadas (M), apropriado para a analise estatistica das leituras de
absorbéancia do produto da reducdo do MTT pelas células.
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Nas figuras 15 a 18 estédo representados os resultados das andlises dos testes
para a validagcdo do ensaio antiviral contra o ZIKV em células Vero. E as figuras 19 a
112 sdo os resultados da validacdo do ensaio contra DENV-2 em células BHK-21. As
figuras mostram os valores de absorbancia das células, analisados utilizando a
planilha do programa Excel desenvolvida pelos autores e disponivel no site do NIH
juntamente com o manual do ensaio publicado por Iversen, 2012.

Nos testes de validagédo dos ensaios com ZIKV e DENV néo foram observados
efeitos de erros sisteméaticos, ja que ndo houve uma diferenca de acima de 20 % nos
valores de cada coluna e nem na distribuicdo dos pontos (cada ponto equivale a leitura
de um poco).

Os efeitos de borda geralmente séo devidos a evaporacdo do meio de cultivo
nos pocos das laterais das placas, especialmente quando o ensaio requer incubacao
por periodos muito longos. Notamos que houve um efeito de borda consideravel tanto
no ensaio com o ZIKV, mais evidente, quanto com o DENV-2. Isso pode ser observado
pela distribuicdo em “U” dos pontos nos graficos. Para diminuir essa variacao, o tempo
de incubacao do ensaio contra o ZIKV foi reduzido para 72h.

Para a avaliacédo do teste e das variabilidades, entre pocos, entre placas e entre
dias, os critérios aceitaveis foram que o coeficiente de variagdo dos sinais L ou MIN
(células infectadas e nao tratadas), dos sinais H ou MAX (células néo infectadas e ndo
tratadas) e dos sinais M ou MED (células infectadas e tratadas com o IFN-a 2b), ndo
ultrapassasse 20 %; e o fator Z’' tenha se mantido acima de 0,4. Os critérios elencados
na analise estéatica foram preenchidos, exceto pela variacdo entre dias. Embora os
resultados estejam satisfatorios, o ideal € que se repita 0 experimento para
diagnosticar o motivo dessa variacao. Os fatores técnicos no preparo do ensaio, no
manuseio dos reagentes, dos virus, da droga controle e mesmo no procedimento do
executante, sdo 0os mais comuns que podem afetar na variabilidade observada entre

os dias.
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Figura I5 - Resultado do dia 1 do ensaio de validacdo da triagem contra o ZIKV. Valores
de dados brutos analisados em planilha de Excel para 3 placas no estudo de uniformidade de
placas com distribuicdo intercalada dos sinais MIN, MED e MAX. Na analise por linha (A),
coluna a esquerda, ha uma variabilidade entre os poc¢os do sinal MAX (controle de células),
mas os sinais MED (células tratadas e infectadas) e MIN (células infectadas) estdo muito
préximos. Em (B), coluna a direita € a analise por colunas das placas, mostrando 0 mesmo
gue a analise por linha. Também mostra uma leve disperséo entre os sinais MAX.
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Figura 16 - Resultado do dia 2 do ensaio de validacdo da triagem contra ZIKV. Valores
de dados brutos analisados em planilha de Excel para 3 placas no estudo de uniformidade de
placas com distribuicdo intercalada dos sinais MIN, MED e MAX. Na analise por linha (A),
coluna a esquerda, ha uma baixa variacéo entre os poc¢os do sinal MAX (controle de células).
Os sinais MED (células tratadas e infectadas) e MIN (células infectadas) estdo bem definidos.
Em (B), coluna a direita, € a andlise por colunas da placa mostrando 0 mesmo que a analise
por linha e um discreto efeito de borda principalmente no sinal MAX. Observa-se uma leve
formacdo em U dos sinais MAX.
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Figura |7 - Resultado do dia 3 do ensaio de validacdo da triagem contra ZIKV. Valores
de dados brutos analisados em planilha de Excel para 3 placas no estudo de uniformidade de
placas com distribuicdo intercalada dos sinais MIN, MED e MAX. Na analise por linha (A),
coluna a esquerda, ha uma variacdo importante entre os po¢os do sinal MAX (controle de
células) da placa 1, que diminuem bastante nas placas 2 e 3. Essa variacdo aparentemente
randémica é conhecida como efeito drift. Os sinais MED (células tratadas e infectadas) e MIN
(células infectadas) estdo bem definidos. Em (B), coluna a direita, na analise por colunas da
placa, h4 um discreto efeito de borda, ja que os sinais dos po¢os mais centrais estdo mais
baixos que os demais, levando a formacdo em U, acentuado no sinal MAX e mais discreto
nos demais sinais.
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Figura 18 - Analise dos dados, dias 1, 2 e 3, da validac&do do ensaio antiviral contra o
ZIKV. Valores de dados brutos analisados em planilha de Excel para 3 placas no estudo de
uniformidade de placas com distribui¢éo intercalada dos sinais MIN, MED e MAX. Na anélise
global de todas as placas (A), percebe-se que no sinal MAX ha uma maior variabilidade
comparada ao MED e ao MIN. Embora esses ultimos estejam muito proximos no dia 1, esses
sinais estdo bem separados nos dias 2 e 3. Em (B) € mostrado o ponto médio do sinal MED,
ou seja, obtido das células que foram infectadas e tratadas com a CEso da droga controle.
Cada coluna corresponde a 1 placa, sendo que as placas do dia 1 nas 3 primeiras colunas
mostram que o sinal MED esta bem baixo, e nos dias 2 e 3, h4 aparentemente uma
normalizacdo do que era esperado.
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Figura 19 — Resultado do dia 1 do ensaio de validacdo da triagem contra DENV-2. Valores
de dados brutos analisados em planilha de Excel no estudo de uniformidade de placas com
distribuicdo intercalada dos sinais MIN, MED e MAX. Na analise por linha (A), coluna a
esquerda, ha uma variabilidade entre os poc¢os do sinal MAX (células ndo infectadas) que
diminui na placa 2 mas se acentua na placa 3. Em (B), coluna a direita, a andlise é feita por
colunas e mostra auséncia de efeito de borda ou efeitos randémicos. Os poc¢os do sinal MED
gue estdo na extremidade estdo com a densidade 6ptica (DO) mais baixa, enquanto que no
sinal MAX, os pocos da extremidade exibem uma DO mais alta.
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Figura 110 - Resultado do dia 2 do ensaio de validacdo da triagem contra DENV-2.
Valores de dados brutos analisados em planilha de Excel no estudo de uniformidade de placas
com distribuicéo intercalada dos sinais MIN, MED e MAX. Na andlise por linha (A), coluna a
esquerda, hd uma pequena variabilidade entre os po¢os do sinal MAX (células ndo infectadas)
principalmente na placa 1. Em (B), coluna a direita, a analise é por colunas e mostra um efeito
de borda nos sinais MAX (células ndo infectadas). Em ambas as analises, nas colunas a e b,
observa-se que os sinais MIN e MED estdo mais préximos do que o desejavel para um ensaio

de triagem.
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Figura 111 - Resultado do dia 3 do ensaio de validacdo da triagem contra DENV-2.
Valores de dados brutos analisados em planilha de Excel no estudo de uniformidade de 3
placas com distribuicdo intercalada dos sinais MIN, MED e MAX. Na analise por linha (A),
coluna a esquerda, ha uma variabilidade muito sutil entre os poc¢os do sinal MAX (células nao
infectadas) ao comparar com sinais MED e MIN. Os sinais MED e MIN também estdo bem
préximos entre si. Em (B), coluna a direita, a analise € por colunas e mostra um leve efeito de
borda nos sinais MAX (células ndo infectadas) em relacdo aos sinais MED e MIN. Em ambas
as analises, nas colunas a e b, observa-se que os sinais MIN e MED estdo mais proximos do
gue o desejavel para um ensaio de triagem.
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Figura 112 - Andlise dos dados, dias 1, 2 e 3, da validac&do do ensaio antiviral contra
DENV-2. Valores de dados brutos analisados em planilha de Excel para 3 placas no estudo
de uniformidade de placas com distribuicdo intercalada dos sinais MIN, MED e MAX. Na
analise global de todas as placas (A), percebe-se que no sinal MAX ha uma maior
variabilidade comparada aos sinais MED e MIN, embora essa variabilidade esteja bem
discreta nas placas do dia 3. O sinal MIN esta bem homogéneo em todas as placas e dias
testados. Ha uma oscilagdo do sinal MED principalmente entre os dias 1 e 3 do ensaio. Em
(B) € mostrado o ponto médio do sinal MED, ou seja, das células que foram infectadas e
tratadas com a droga controle na concentragdo de CEso. Cada coluna corresponde a 1 placa.
Embora seja observado uma variagdo randdmica (efeito drift) entre os pocos das placas do
dia 1, essa variagdo diminui progressivamente ao se observar os sinais das placas do dia 2 e
dia 3.
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10.10 APENDICE J - Comparacdo e confirmagcdo da estrutura da
pretazetina

Tabela J - Comparacao dos dados de 1H RMN da amostra de pretazetina isolada neste
projeto com aqueles descritos por Moraes, 2016.

Numeracéo

OMe

i) SH (ppm) pretazetina  8H (ppm) fragdo CL115-1*

‘ conforme Moraes, 2016.
w ~—NMe
[0 B, 1% |
e0;
: ™

OH
H-1 5,50 5,52
H-2 5,85 5,88
H-3 4,12 - 4,18 4,14
H-4a 2,91 - 2,99 2,96
H - 4a 2,48 — 2,53 2,54
H- 48 1,75 1,80
H-6 6,07 6,11
H-7 6,74 6,76
H-10 6,83 6,86
H-11 4,32 4,34
H-12a 2,91 -2,99 2,99
H-128 2,63 2,66
NMe 2,47 2,50
OCH20 5,90 5,91
OMe 3,41 3,42

A amostra foi eluida aos 21,1min no fracionamento do extrato EX13356 obtido de flores de H.
glaucescens (item 6.5.2.3)
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10.11 APENDICE L - Determinacdo de FIC de combinacdes da
licorina:pretazetina testadas contra DENV-2, ZIKV, e toxicidade em
células BHK-21 e Vero.

Tabela L1 - FIC de combinagdes licorina-pretazetina contra ZIKV

Combinacdes CEso FIC

Proporcoes Lic Prz Lic Prz Lic Prz ZFiC

. 1 0 0.77 - - - -

L 0 1 - 2.62 - - -
1:2 1 1 0.62 0.62 0.81 0.24 1.05
1:3 1 2 0.46 0.91 0.60 0.35 0.95
) 2 1 0.68 0.34 0.88 0.13 1.01
15 1 4 0.35 1.40 0.45 0,53 0,98
) 4 1 0.68 0.15 0.88 0.06 0.94
1:10 1 9 0.18 1.62 0.23 0.62 0.85
) 9 1 0.58 0.06 0.75 0.02 0.77
FICI 0,94

Solugbes de mesma molaridade foram combinadas v/v, pretazetina:licorina e
licorina:pretazetina, nas seguintes propor¢des 1:0, 1:2, 1:3, 1:5 e 1:10. Em seguida, as
combinac@es foram diluidas 1:2 e testadas em ensaios de CEso contra 0 ZIKV. A CEso de cada
substancia em cada combinacéo foi determinada para obtencéo de cada FIC. As FIC de cada
combinacéo foram somadas, sendo o FICI obtido pela média entre elas (x> FIC). O FICI foi
utilizado para denominar as interagfes das substancias quanto a atividade antiviral contra o
ZIKV, a saber: interagdes sinérgicas (xZFIC < 0,5), indiferentes (xZFIC entre 0,5 e < 4,0) ou
antagonistas (xZFIC foi = 4,0). FIC (concentracao inibitéria fracionada); ZFIC (soma das
concentracoes inibitdrias fracionadas); FICI (indice das concentracdes inibitérias fracionadas).

Tabela L2 - FIC de combinacdes licorina-pretazetina em células Vero

Combinagdes CCso FIC

Proporgoes Lic Prz Lic Prz Lic Prz ZFiC

. 1 0 4,24 - - - -

=l 0 1 ) 9,38 ] : i
1:2 1 1 3,37 3,37 0,79 0,36 1,15
1:3 1 2 2,48 4,96 0,58 0,53 1,11
' 2 1 4,30 2,15 1,01 0,23 1,24
15 1 4 1,75 6,99 0,41 0,75 1,16
) 4 1 4,57 1,14 1,07 0,12 1,19
1:10 1 9 0,96 8,68 0,23 0,93 1,16
) 9 1 4,77 0,53 1,13 0,06 1,19
FICI 1,17

Solugbes de mesma molaridade foram combinadas v/v, pretazetina:licorina e
licorina:pretazetina, nas seguintes propor¢des 1:0, 1:2, 1:3, 1:5 e 1:10. Em seguida, as
combinag@es foram diluidas 1:2 e testadas em ensaio de toxicidade em células Vero. A CCso
de cada substancia em cada combinacéao foi determinada para obtencéo de cada FIC. As FIC
de cada combinac¢éo foram somadas, sendo o FICI obtido pela média entre elas (x3 FIC). O
FICI foi utilizado para denominar as interacdes das substancias quanto a toxicidade em células
Vero, a saber: interagbes sinérgicas (xZFIC < 0,5), indiferentes (xZFIC entre 0,5 e < 4,0) ou
antagonistas (xZFIC foi = 4,0). FIC (concentragao inibitria fracionada); FIC (soma das
concentracoes inibitorias fracionadas); FICI (indice das concentracdes inibitorias fracionadas).
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Tabela L3 - FIC de combinagdes licorina-pretazetina contra DENV-2

N Combinacdes CEso FIC

Proporgoes Lic Prz Prz Lic Lic Prz ZFiC

. 1 0 0,51 = - - -

e 0 1 - 1,39 - - -
1:2 1 1 0,32 0,32 0,63 0,23 0,86
1:3 1 2 0,32 0,63 0,63 0,45 1,08
) 2 1 0,34 0,17 0,66 0,12 0,78
1:5 1 4 0,21 0,83 0,41 0,60 1,01
) 4 1 0,39 0,10 0,76 0,07 0,83
1:10 1 9 0,10 0,86 0,20 0,62 0,82
) 9 1 0,33 0,04 0,65 0,03 0,68
FICI 0,87

Solugbes de mesma molaridade foram combinadas v/v, pretazetina:licorina e
licorina:pretazetina, nas seguintes propor¢des 1.0, 1:2, 1:3, 1:5 e 1:10. Em seguida, as
combinag®es foram diluidas 1:2 e testadas em ensaios de CEso contra o DENV-2. A CEso de
cada substancia em cada combinacéo foi determinada para obtencéo de cada FIC. As FIC de
cada combinacéo foram somadas, sendo o FICI obtido pela média entre elas (x5 FIC). O FICI
foi utilizado para denominar as interacdes das substancias quanto a atividade antiviral contra
DENV-2, a saber: interagdes sinérgicas (xZFIC < 0,5), indiferentes (xZFIC entre 0,5 e < 4,0)
ou antagonistas (xZFIC foi = 4,0). FIC (concentracdo inibitéria fracionada); ZFIC (soma das
concentracoes inibitdrias fracionadas); FICI (indice das concentracdes inibitérias fracionadas).

Tabela L4 - FIC de combinacdes licorina-pretazetina em células BHK-21

Proporcgdes (?omblnagoes CCso ; - FIC ZFIC
Lic Prz Prz Lic Lic Prz

. 1 0 3,97 - o - R

&30 0 1 - 7,40 . : :
1:2 1 1 2,98 2,98 0,75 0,40 1,15
1:3 1 2 2,04 4,08 0,51 0,55 1,06
) 2 1 3,37 1,69 0,85 0,23 1,08
15 1 4 1,30 5,20 0,33 0,70 1,03
) 4 1 4,23 1,06 1,07 0,14 1,21
1:10 1 9 0,69 6,24 0,17 0,84 1,01
) 9 1 3,68 0,41 0,93 0,06 0,99
FICI 1,08

Solugbes de mesma molaridade foram combinadas v/v, pretazetina:licorina e
licorina:pretazetina, nas seguintes propor¢des 1:0, 1:2, 1:3, 1:5 e 1:10. Em seguida, as
combinagfes foram diluidas 1:2 e testadas em ensaios de toxicidade em células BHK-21. A
CCso de cada substancia em cada combinacéo foi determinada para obtencdo de cada FIC.
As FIC de cada combinacdo foram somadas, sendo o FICI obtido pela média entre elas
(X3 FIC). O FICI foi utilizado para denominar as interagbes das substancias quanto a
toxicidade em células BHK-21, a saber: interagdes sinérgicas (xZFIC < 0,5), indiferentes
(XZFIC entre 0,5 e < 4,0) ou antagonistas (xZFIC foi = 4,0). FIC (concentracéo inibitéria
fracionada); XFIC (soma das concentragdes inibitorias fracionadas); FICI (indice das
concentracdes inibitérias fracionadas).
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