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RESUMO

As infecgdes causadas pelo Virus Herpes Simples tipo 1 (HSV-1) representam um sério
problema de satde publica global, afetando uma parcela significativa da populacao.
Embora farmacos convencionais como aciclovir e penciclovir ainda sejam a terapia
padrdo, a emergéncia de cepas resistentes demonstra a necessidade urgente de alternativas
eficazes de tratamento. Nesse contexto, produtos de origem natural emergem como
opcdes terapéuticas promissoras. Dentro da rica biodiversidade brasileira, a Carapa
guianensis Aubl. (andiroba), da familia Meliaceae, destaca-se como uma planta medicinal
de grande importancia na Amazonia. O 0Oleo extraido de suas sementes possui varias
propriedades medicinais reconhecidas como anti-inflamatéria, anti-fungicas e anti-
bacterianas. Este estudo propde uma avaliacdo in vitro da atividade antiviral do 6leo de
andiroba frente 0 HSV-1. Foram realizados triagem antiviral em diferentes concentracdes
do éleo de andiroba por meio do ensaio de titulacdo viral, avaliacdo da inibicdo do efeito
citopatico viral, avaliagdo quantitativa por PCR em tempo real (g-PCR), avaliacdo do
efeito protetor do tratamento com o 6leo de andiroba (AO) antes da infec¢do com HSV-
1, além da compracao entre o tratamento com 6leo de andiroba e 0 medicamento de uso
convencional contra 0 HSV-1, aciclovir. A anélise dos dados foi realizada no Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) verséo 24.0. Os resultados foram calculados pelos
valores originais e expressos pela média. Foram analisados estatisticamente pelo teste t-
Student com correcdo de Welchs e pelo teste ANOVA. Valores com p inferior a 5% (o =
0,05) foram considerados significativos. A reducdo do efeito citopatico apds o uso do
AO sugere uma possivel acdo antiviral, especialmente nas concentragcdes mais altas (100
ng/mL). A andlise da curva dose-resposta demonstra clareza entre o aumento da
concentracdo do AO e a diminuicao da replicacdo viral do HSV-1. Na analise de qPCR,
em concentracdo de 10 ng/mL de AO, observa-se uma leve diminui¢do nos valores de
ACt a medida que a diluigdo do HSV-1 aumenta, o que sugere uma eficacia antiviral
modesta. Para 100 ng/mL de AO, os valores de ACt sdo mais baixos do que na
concentracdo de 10 ng/mL, sugerindo uma maior atividade antiviral com o aumento da
dosagem do 6leo. Esses resultados sugerem que o AO possui atividade antiviral in vitro,
com maior eficacia em concentragcdes mais altas e com cargas virais mais baixas, embora

ainda menos eficaz que o aciclovir. A partir desses resultados inéditos e promissores,



futuros trabalhos utilizando doses maiores de andiroba devem ser realizados para avaliar
a sua acéo anti-viral.

Palavras—Chave: Carapa guianensis; Herpes simples; fitoterapia, antivirais, Reacdo em
cadeia da polimerase, plantas medicinais



ABSTRACT

Infections caused by Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1) represent a serious global
public health concern, affecting a significant portion of the population. Although
conventional drugs like acyclovir and penciclovir remain the standard therapy, the
emergence of resistant strains highlights the urgent need for effective alternative
treatments. In this context, natural products emerge as promising therapeutic options.
Within Brazil’s rich biodiversity, Carapa guianensis Aubl. (andiroba), from the
Meliaceae family, stands out as a medicinal plant of great importance in the Amazon. The
oil extracted from its seeds possesses several recognized medicinal properties, including
anti-inflammatory, antifungal, and antibacterial effects. This study proposes an in vitro
evaluation of the antiviral activity of andiroba oil (AO) against HSV-1. Antiviral
screening was conducted at different concentrations of AO through viral titration assays,
evaluation of viral cytopathic effect inhibition, quantitative assessment via real-time PCR
(QPCR), analysis of the protective effect of AO treatment before HSV-1 infection, and
comparison between treatment with andiroba oil and the conventional drug against HSV-
1, acyclovir. Data analysis was performed using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) version 24.0. Results were calculated from the original values and
expressed as means. Statistical analysis was conducted using the Student's t-test with
Welch's correction and ANOVA. Values with p less than 0.05 (a. = 0.05) were considered
significant. The reduction of the cytopathic effect following the use of AO suggests
potential antiviral activity, particularly at higher concentrations (100 ng/mL). The dose-
response curve analysis clearly demonstrates a correlation between increased
concentrations of AO and reduced HSV-1 replication. In the qPCR analysis, at a
concentration of 10 ng/mL AOQ, a slight decrease in ACt values was observed as HSV-1
dilution increased, indicating modest antiviral efficacy. At 100 ng/mL AO, ACt values
were lower than those observed at 10 ng/mL, suggesting greater antiviral activity with
higher oil concentrations. These results indicate that AO exhibits in vitro antiviral
activity, with greater efficacy at higher concentrations and lower viral loads, although it
remains less effective than acyclovir. Based on these novel and promising findings, future
studies using higher doses of andiroba oil should be conducted to further evaluate its

antiviral activity.
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INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

1  CONSIDERACOES  CLINICAS, DIAGNOSTICAS E
TERAPEUTICAS SOBRE O HERPES SIMPLES VIRUS TIPO 1 (HSV-1)

As doengas virais infecciosas continuam sendo um desafio significativo para a
saude global. Entre os muitos virus de relevancia clinica, destaca-se o Herpes simplex
virus (HSV), pertencente a familia Herpesviridae e a subfamilia Alphaherpesvirinae. Esse
patdgeno é responsavel por um amplo espectro de infeccdes, afetando milhdes de pessoas
ao redor do mundo. Os dois gend6tipos de maior destaque sdo o HSV tipo 1 (HSV-1) e
tipo 2 (HSV-2), ambos com um ciclo reprodutivo répido e a capacidade de estabelecer
infeccdes latentes. O HSV-1 esta associado principalmente a lesdes orofaciais, enquanto
0 HSV-2 € o principal agente de lesdes genitais. No entanto, 0 HSV-1 também pode
provocar infecgles genitais, e, embora menos comum, o HSV-2 pode causar lesdes
orofaciais (Bhatta et al., 2018; Ayoub et al., 2019; Yan et al., 2020).

A apresentacdo dos sintomas da doenca se da de forma ciclica, o periodo de
incubacdo do HSV-1 pode variar de 4 a 5 dias e a transmisséo ocorre pessoa a pessoa,
geralmente, pelo contato intimo e compartilhamento de fluidos contendo os virus (Geller
et al., 2012; Deethae et al., 2018). A primo-infec¢do pelo HSV-1 é caracterizada por
gengivite, estomatite e faringite, enquanto as reativacGes sdo responsaveis por lesdes

labiais e ulceragdes intraorais, boca ou pele facial externa (Zupin et al., 2018).

As manifestagdes clinicas estdo intrinsecamente ligadas ao sorotipo viral, ao local
anatdmico da infeccdo, a resposta imunolégica e a predisposicdo genética do individuo.
As lesBes cutaneas se caracterizam predominantemente pela presenca de vesiculas claras
sobre uma base eritematosa, as quais se rompem, originando erosdes ou ulceracdes. Os
sintomas prodrémicos incluem ardor e parestesia local, linfadenopatia, febre, mal-estar,
mialgia, perda de apetite e dores de cabeca. Em seguida, iniciam-se formacg6es de méaculas
e papulas e o ciclo de replicagéo do virus torna-se intenso (Crimi et al., 2019; Lemos et
al., 2023; Benedetti et al., 2023). As lesGes iniciais evoluem para pastulas e rompem apos

2 dias, expondo, desta forma, as lesdes a fatores externos. Apos 96 horas, as lesdes ja se
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apresentam com crostas. As infeccGes primarias apresentam um curso clinico que pode
variar entre 10 e 17 dias. (Levin; Weinberg; Schmid, 2016).

Em individuos imunocomprometidos, as infec¢bes sdo clinicamente mais graves
e progressivas. Outras manifestacfes que podem ocorrer com frequéncia nesses pacientes
sdo: encefalite, pneumonia, esofagite, hepatite e colite (Marcocci et al., 2020; Knipe,
Whitley, 2021). Além disso, pacientes imunocomprometidos sofrem mais com resisténcia

as drogas utilizadas no tratamento do HSV-1 (Steiner, Benninger, 2018).

Além das infeccbes cutdneas, o HSV possui a capacidade de infectar as
terminagcfes nervosas sensoriais que inervam a pele e a mucosa, onde permanece em
estado latente. Posteriormente, o virus pode se reativar, desencadeando novas infeccdes
facilitadas por essa laténcia (Levin et al., 2016). Apds a fase aguda, a infecgdo alterna
entre periodos de laténcia e reativacdo. Fatores como mudancgas ambientais, exposicao a
luz ultravioleta e estresse estdo diretamente associados a reativacdo do HSV-1 (lves,
Bertke, 2017).

A laténcia do HSV-1 desempenha um papel crucial no sucesso da infec¢do. De
forma geral, a reativacdo do virus € assintomatica em cerca de 65% dos casos registrados,
e a frequéncia desses eventos diminui ao longo do tempo. Essa reativacdo permite a
disseminacéo do virus para novos hospedeiros, mantendo o individuo infectado como
portador vitalicio (Schiffer et al., 2011; Cole, 2020; Stempel et al., 2019; Yan et al., 2020).

O diagndstico do HSV-1 baseia-se na avaliagdo clinica das lesfes cutaneas,
confirmada por testes laboratoriais. Dentre as técnicas mais usadas estdo as moleculares,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que se destaca por sua alta sensibilidade
na deteccdo do virus, tanto em pacientes sintomaticos quanto assintomaticos. Em casos
em que os pacientes relatam desconforto genital ou labial sem a presenca de lesdes
visiveis, testes soroldgicos tipo-especificos, como o Western blot, sdo recomendados para
a deteccdo de anticorpos IgG. Embora esses testes sejam altamente sensiveis e
especificos, permitindo a diferenciacdo entre infecgdes por HSV-1 e HSV-2, algumas
limitagdes surgem na préatica clinica devido a resultados falso-positivos. Isso é
especialmente relevante em individuos infectados por ambas as espécies virais ou em
populacbes de baixa prevaléncia, onde o valor preditivo positivo pode ser reduzido
(Penello et al., 2010; Geller et al., 2012; Johnston, Corey, 2016; Johnston et al., 2016).
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A particula do HSV-1, com cerca de 150nm de tamanho, tem uma estrutura bésica
composta por um ndcleo de DNA em dupla hélice compactado (Figural). Esse genoma
viral é envolto por uma camada proteica chamada capsideo, que, por sua vez, é circundado
por um envelope lipidico. Nesse envelope, encontram-se as glicoproteinas virais (como
gB, gC, gD, gH e gL) e algumas proteinas que inibem o sistema complemento. . Essas
glicoproteinas interagem com receptores especificos nas células hospedeiras, permitindo
a fusdo do envelope viral com a membrana celular e a entrada do genoma viral na célula.
Abaixo do envelope lipidico, ha um material proteico amorfo conhecido como tegumento.
O tegumento contém proteinas responsaveis pela degradacdo do RNAm celular,
desagregacdo de polissomas e formacdo do complexo de pré-iniciacdo, iniciando o
processo de transcrigdo viral. Os genes a, B e y expressos controlam, respectivamente, a
transcricdo do genoma viral, a traducdo de proteinas essenciais para a sintese do DNA
viral e a liberacdo das particulas virais da célula infectada (Diefenbach et al., 2015;
Miranda-Saksena et al., 2018; Dai, Zhou, 2018; Polpitiya Arachchige, et al., 2019;
Koujah et al., 2019).

Figura 1: Esquema de imagem do HSV-1 (fonte: https://sketchfab.com/3d-
models/herpes-simplex-virus-sectioned-57d70f09825f437595f51ae6cf7d4ebe)

A nivel celular, o ciclo de replicacéo viral é dividido em cinco etapas: 1) entrada

dos virus nas celulas hospedeiras; 2) expressdao de genes virais; 3) replicacdo
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propriamente dita; 4) montagem das particulas virais; e 5) liberacdo da nova geracao de
particulas virais. Para iniciar a infeccdo, os virus se ligam aos receptores de superficie
celular. Em seguida, ocorre rapidamente a fusdo do envelope com a membrana plasmatica
e a liberacdo do capsideo no citoplasma, o qual é transportado para os poros nucleares,
pelos quais 0 DNA é introduzido no nucleo. Isso resulta na transcricdo génica e replicagdo
do DNA viral bem como na montagem dos novos capsideos (Connolly et al., 2011;
Kukhanova et al, 2014).

Em se tratando de epidemiologia, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em
2016, fez estimativas globais e regionais de prevaléncia e incidéncia de infecdo oral por
HSV-1 e verificou que em individuos entre 0-49 anos de idade, esta infeccdo atinge
aproximadamente 67% da populacdo mundial. Foram observados padrdes diferentes por
idade, sexo e regido geogréafica (Looker et al., 2015; James et al, 2020). A soroprevaléncia
de HSV-1 aumenta linearmente com a idade e € maior no sexo feminino. No Brasil, a
soroprevaléncia de anticorpos para HSV-1 por idade, foi 67,2%, sem diferenca quanto ao
sexo e maior na regido Norte (Clemens, Farhat, 2010). Além disso, estima-se que as
recidivas herpéticas decorrentes do HSV ocorrem dentro de uma ampla gama de
frequéncias que varia entre 0s 20-50% para infe¢des por HSV-1. Isso significa que 50-
80% dos individuos com infecdo por HSV-1 ndo apresentaram sintomas clinicos. No
geral, estima-se atualmente que 10-25% dos infetados com HSV manifestam sintomas da

doenca, em particular lesdes cutaneas em varias formas de herpes (Abrenates, 2021).

O tratamento anti-herpético frequentemente empregado é por meio de farmacos
analogos de nucleosideo, como o aciclovir, um pro-farmaco que causa blogueio no ciclo
de replicacdo do virus, utilizado para controle da doenca e para prevenir recorréncias. O
ideal é que a utilizacdo do medicamento ocorra antes da formacéao da papula, ou seja, no
periodo de prodomo (Alvarez et al., 2020). Outros medicamentos foram desenvolvidos
para melhorar a absorcdo e a biodisponibilidade do aciclovir, tais como o valaciclovir,
penciclovir, famciclovir e foscarnet. Alguns associados a efeitos adversos consideraveis
como nefrotoxicidade, neutropenia, mielossupresséo, confusdo mental, ansiedade, febre,

diarreia, nauseas (Crimi et al., 2019; Alvarez, et al., 2020).

Além dos medicamentos antivirais ja comumente utilizados, a terapia com laser

de baixa intensidade tem conquistado espaco na pratica clinica devido as suas
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propriedades reparadoras de tecido, analgesicas e anti-inflamatérias. A literatura
cientifica mostra que o tratamento dessa infeccdo por meio do laser de baixa poténcia
tém semostrado promissor, uma vez que a aceleracdo do reparo de feridas e o
abreviamento do ciclo da doenca é comprovado (Correia Molina Cabra et al, 2022; Rocha
etal., 2024).

A pesquisa por agentes antivirais seletivos tem sido intensa nos ultimos anos,
contudo, a necessidade de novas terapias antivirais persiste. Isso se deve a desafios
enfrentados no tratamento de infecgBes herpéticas, como o surgimento de cepas virais
resistentes, alta toxicidade sistémica e baixa eficacia em pacientes imunocomprometidos
(Hanna et al., 2022). Normalmente, o curso clinico da doenca pode ser facilmente
controlado com os protocolos terapéuticos disponiveis. No entanto, a situacdo torna-se
mais grave quando o paciente é imunocomprometido como recém-nascidos, pacientes
HIV positivos, individuos submetidos a tratamento imunossupressor, transplantados e
diabéticos, podendo resultar em infeccdes sistémicas e risco de vida (Rollenhagem et al.,
2014; Okonko, Cookey, 2015).

2 O USO DE FITOTERAPICOS COMO AGENTES ANTIVIRAIS

Fitoterapicos sdo produtos formulados exclusivamente com matérias-primas
ativas de origem vegetal, cuja seguranca e eficacia sao respaldadas por evidéncias clinicas
ou por dados de uso seguro e eficaz documentados em literatura técnico-cientifica ha, no

minimo, 30 anos (Brasil, 2014).

A utilizacdo de produtos naturais para finalidades medicinais de tratamento, cura
e prevencdo de doencas, € uma das praticas medicinais mais antigas da humanidade. O
conhecimento empirico associado ao conhecimento cientifico permitiu grandes avangos
no tratamento de doencas, através do uso de farmacos extraidos de plantas (Owen et al.,
2017). O mercado global de produtos de origem natural tem crescido e estima-se que o
planeta abrigue mais de 300.000 especies de plantas, consideradas recursos importantes
para as industrias farmacéutica, alimenticia, cosmética e de perfumaria (Swamy et al.,
2016). Nos paises em desenvolvimento, 65 a 80% da populacdo faz uso de plantas

medicinais para fins terapéuticos (Bilia et al., 2017). Nesse contexto, 0s produtos naturais
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tém sido uma fonte de interesse para a pesquisa de novos farmacos antivirais, podendo
atuar em varias fases da replicacdo viral, desde a adsorcdo a célula hospedeira até a

liberacdo de novas particulas virais (Li et al. 2018; Akran et al., 2018).

J& ha alguns anos, cientistas tém dedicado extensiva atencdo ao estudo dos
metabdlitos das plantas, observando atividades farmacoldgicas e aplicag@es clinicas de
extratos, fracdes purificadas e compostos isolados de plantas medicinais. O metabolismo
primario das plantas é responsavel pela producéo de componentes vitais, como celulose,
ligninas, proteinas, lipidios e aclcares. Adicionalmente, o metabolismo secundario
desempenha um papel crucial na biossintese de moléculas estruturalmente diversas, como
alcaloides, terpendides e derivados de fenilpropanoides, que protegem as plantas contra
microorganismos patogénicos, insetos e animais herbivoros, emergindo como fontes
promissoras na busca por novos farmacos com propriedades bioldgicas (Hussein, EI-
Anssary, 2018; Medjeldi et al., 2018).

Na literatura, estudos com extratos de plantas tém demonstrado varias
atividades antivirais, atribuidas a grupos distintos de metabdlitos secundarios. Esses
metabdlitos, como alcaloides, conhecidos por suas propriedades antivirais, como a
inibicdo da replicacdo viral; taninos e flavonoides que tém efeito inibitorio sobre diversas
enzimas virais e sao capazes de interferir na entrada e replicacdo dos virus; terpenos e
saponinas que atuam como moduladores do sistema imunoldgico e antivirais diretos;
cumarinas e quinonas: possuem atividades que incluem a inibigdo de polimerases virais
e outros processos essenciais para a replicacdo viral (Seyedi et al., 2016; Michelini et al.,
2018; Orlowski et al., 2018; Szymanska et al., 2018; Hussein, EI-Anssary, 2018; Elkousy
et al., 2021; Ben-Amor et al., 2021; Cometa et al., 2022; Pavi et al., 2023; Pezzotti et al.,
2023; Tarbeeva et al., 2023; Pennisi et al., 2023).

3 0 OLEO DE ANDIROBA E SUAS PROPRIEDADES TERAPEUTICAS

O Bioma Amazonico é reconhecido por ser a maior floresta do mundo, abrigar a
maior bacia hidrogréafica e possuir nove tipos de vegetacdo. Partindo disso, a riqueza de
espécies endémicas comporta um elevado potencial biotecnolégico para o

desenvolvimento de farmacos. A Carapa guianensis (Aublet) é uma grande arvore
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neotropical pertencente a familia Meliaceae que pode ser encontrada no norte da América
do Sul, América Central, Caribe, e na Africa Subsariana. No Brasil, é conhecida como
andiroba, ocorrendo principalmente em terras baixas e areas inundadas em toda a regido
amazonica. Praticamente todas as partes dessa arvore sao utilizadas, incluindo o 6leo da
semente, que € utilizado para tratar inflamacdo e infec¢bes (Nascimento et al., 2019;
Santos et al., 2021, Machado, Mendes, 2021; Soares et al., 2021; Amorim, et al., 2022).

Estudos tem demonstrado diversas atividades produzidas pela Carapa guianensis
usado na medicina popular, como o tratamento antitérmico, antialérgico, analgésico e
anti-inflamatorios, bem como acgdo acaricida e repelente de insetos (Henriques; Penido,
2014; Nardi et al., 2016; Nonato et al., 2018; Araldjo-Lima et al., 2018; Menegueti et al.,
2019). Os efeitos terapéuticos da C. guianensis sdo decorrentes das propriedades
fitoquimicas presentes em toda a planta. O principal produto retirado da planta é o 6leo,
que possui principios ativos como glicerideos, acidos graxos e tetranortriterpenoides
(TNTPS) (Meccia et al., 2013; Moya et al., 2015; Henriques, Penido, 2014; Wanzeler et
al., 2018; Oliveira et al., 2018; Nascimento et al., 2019; Amorim et al., 2020; Sousa et
al., 2022). Recentemente, foram descritos limondides do tipo phragmalina andirolideos,
gedunina e Carapanosina C foram isolados de C. guianensis (Sakamoto et al., 2015;
Higuchi et al., 2017; Inoue et al., 2018; Kikuchi et al., 2020).

A OMS reconhece o0 reino vegetal como importante instrumento para o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, encorajando a pesquisa exploratéria
de plantas medicinais no Brasil e politicas publicas que definem as normas de registro,
estimulam o consumo e incentivam o desenvolvimento de tecnologias e inovagdes na area
vém sendo elaboradas pelo Ministério da Saude. A “Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS” orienta pesquisas que contribuem com a relagdo de
fitoterapicos disponiveis para uso da populacdo, com propriedades promissoras para a
obtencdo de farmacos menos toxicos e mais efetivos no controle de doencas (Brasil, 2014)
e a andiroba esté incluida nesta lista de plantas (Allahverdiyev et al., 2013; Akthar et al,
2014).

O estagio atual do conhecimento sobre a quimica e a farmacologia das espécies
da familia Meliaceae, com destaque para a andiroba, sugere um consideravel potencial
para o desenvolvimento de medicamentos e fitoterapicos. Apesar do status oficial de
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Carapa guianensis Aublet. no Brasil, os estudos relacionados a essa espécie sdo
notavelmente limitados, tanto em termos quimicos quanto farmacologicos. Nesse
contexto, torna-se imperativo realizar novas pesquisas cientificas para identificar fontes
promissoras de compostos bioativos e funcionais, destinados ao uso medicinal, visando a

promocao da saude humana.

4 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA DIAGNOSTICO E
AVALIACAO DA ACAO ANTIVIRAL DE MEDICAMENTOS FRENTE O HSV-
1

Um grande avanco na pesquisa de novos farmacos foi a implementagdo de
sistemas bioldgicos in vitro em larga escala. Esses sistemas permitem testar rapidamente
a atividade de diversos compostos, facilitando a repeticdo dos experimentos e a analise
estatistica dos resultados. De modo geral, os métodos frequentemente empregados para
avaliar a atividade antiviral in vitro se baseiam na varia¢do da habilidade dos virus em se
replicar em células cultivadas (Lemos et al., 2023; Bar llan et al., 2023). Alguns virus
podem desencadear efeitos citopaticos ou formar placas de lise, enquanto outros realizam
funcdes especializadas ou provocam transformacGes nas células. A replicagdo viral em
culturas de células pode ser acompanhada pela deteccéo de elementos virais especificos,
como DNA ou RNA viral, ou polipeptideos, especialmente quando os virus ndo induzem

efeito citopatico nas células (EI-Sheekh et al., 2020; Zangooie et al., 2024).

Diversos métodos sdo descritos para avaliar a atividade antiviral. O ensaio de
reducdo de placas € um dos mais comuns, onde células infectadas sédo tratadas com um
antiviral, e a formacéo de placas virais (areas de lise celular) € quantificada. Esse método
permite determinar a eficacia do composto em reduzir a replicacéo viral. Outro método é
0 ensaio de imunofluorescéncia, que utiliza anticorpos especificos contra proteinas virais
para detectar e quantificar a presenca de virus nas células tratadas A diminuicdo na
expressdo de proteinas virais indica a eficacia do antiviral em inibir a replicagdo viral
(Lopez-Alvarez, et al. 2016).

A TCIDA50 (tissue culture infectious dose 50%) é um método quantitativo no qual

sdo realizadas dilui¢des seriadas do virus a ser titulado (10" a 107'2), que sdo, em seguida,
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inoculadas em tubos ou placas de microtitulagcdo contendo quantidades equivalentes de
células. O objetivo desse procedimento € determinar a dose viral capaz de infectar 50%

da cultura celular inoculada (Reed; Muench, 1938).

Durante a replicagdo, alguns virus podem alterar morfologicamente ou destruir a
célula hospedeira, infectando novas células. Essas alteragdes visiveis sdo denominadas
efeito citopatico ou citopatogénico viral (CPE), e podem ser observadas ao microscopio.
Essas mudancas podem incluir a alteracdo no formato e no tamanho celular, o
descolamento das células da monocamada, ou até mesmo a destruicdo total das células
infectadas. Essas manifestacOes sdo frequentemente utilizadas como indicadores para
monitorar a replicacdo viral in vitro e a eficacia de tratamentos antivirais (Payne, 2017;
Roy et al., 2022; Wang et al., 2023; Andronova et al., 2024). O CPE dos virus herpéticos,
como o HSV-1, geralmente aparece entre 24 e 72 horas apés a infecgdo, tendo como
principais caracteristicas: 1) Arredondamento celular: As células, que normalmente
possuem uma forma alongada ou fusiforme, comecam a se arredondar logo apos a
infeccdo; 2) Desprendimento Celular: As células infectadas perdem a adesdo ao substrato
e se destacam da superficie em que estdo crescendo; 3) Fusao celular e formacdo de
sincicios: O HSV-1 pode induzir a fusdo de células adjacentes, formando sincicios ou
células gigantes multinucleadas; 4) Inclusbes intracelulares: Corpos de inclusdo no
nacleo, indicando replicacdo viral; 5) Alteracdes nucleares: O nucleo da célula pode
mostrar condensacdo da cromatina, além de alteracdes no tamanho e forma do ndcleo;
6)Lise celular: Destruicdo completa da célula, liberando novas particulas virais. 7) Perda
de confluéncia celular: A medida que as células morrem ou se desprendem, a camada
continua de células (tapete celular) comeca a se fragmentar, deixando areas vazias
(Mccarthy et al., 2009; Roy et al., 2022). Para os virus que causam efeitos citopaticos
perceptiveis microscopicamente, o escore de inibicdo do CPE é frequentemente utilizado
por ser um método rapido, permitindo avaliar varios compostos simultaneamente. No
entanto, esse tipo de andlise apresenta certa subjetividade (Watanabe et al., 2021; Higgins
et al. 2022).

Além dos ensaios antivirais in vitro, 0s ensaios prévios de citotoxicidade,
genotoxicidade e viabilidade celular (como o MTT) sdo fundamentais pois avaliam a

viabilidade das células tratadas com determinado composto, garantindo que a reducgéo da
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replicacdo viral ndo seja resultado da toxicidade do mesmo sobre as células hospedeiras
(Lopez-Alvarez, et al. 2016).

Métodos mais recentes para a avaliacdo da atividade antiviral incluem a detec¢édo
de antigenos virais por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), que separa
proteinas virais com base em seu peso molecular. A analise quantitativa do DNA ou RNA
viral por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), também é amplamente utilizada para
medir a replicacéo viral com maior precisdo. Esses métodos sao normalmente reservados
para a caracterizagdo detalhada de compostos antivirais previamente identificados em
ensaios mais rapidos, como os de inibigdo do CPE ou colorimétricos, sendo especialmente
Uteis em casos onde o virus ndo causa alteragdes citopaticas perceptiveis (Diefenbach;
Fraefel, 2020)

A PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) é uma técnica amplamente usada em
laboratdrios de pesquisa para o diagnostico molecular, devido a sua capacidade de
amplificar sequéncias especificas de DNA de maneira eficiente. O processo envolve a
replicacdo enzimética do DNA utilizando uma enzima termoestavel, como a Tag DNA
polimerase, permitindo a amplificacéo in vitro de segmentos-alvo de DNA (Diefenbach,
Fraefel, 2020; Ishikawa et al., 2023). A versdo mais avancada, a PCR em tempo real
(gPCR), permite o monitoramento da amplificacdo do DNA em tempo real, oferecendo
resultados qualitativos (deteccdo da presenca ou auséncia de uma sequéncia especifica)
ou quantitativos (quantificacdo de copias de um fragmento de DNA). A qPCR emprega
sistemas de fluorescéncia, como SYBR® Green ou sondas especificas, como o sistema
TagMan®, que sdo detectados a medida que a amplificacdo progride. Além disso, o
termociclador da qPCR possui um sistema de deteccdo de fluorescéncia e software que
permitem a visualizacdo simultanea da amplificacdo. Essa técnica é amplamente usada
para quantificar a carga viral em pesquisas que envolvem virologia, como na avaliacdo
de tratamentos antivirais, medindo a inibicdo da replicacdo do DNA viral apds o
tratamento (Lemos, 2023; Perse da Silva et al., 2015; Tavakoli et al., 2017; Diefenbach;
Fraefel, 2020).
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OBJETIVOS
1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a potencial atividade antiviral do 6leo de Andiroba (Carapa guianensis
Aubl.) frente ao HSV-1.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a acao antiviral do 6leo de andiroba, em um modelo in vitro de infeccdo
pelo HSV-1,

- Quantificar a inibicdo da replicacdo viral em células infectadas pelo HSV-1 e

tratadas com 6leo de andiroba;

- Comparar o efeito pré-tratamento e tratamento concomitante com 0leo de

andiroba em um modelo in vitro de infec¢do pelo HSV-1;

- Avaliar a agdo anti-viral do dleo de andiroba comparando-o a um medicamento

padrdo (aciclovir) contra a infec¢cdo com HSV-1.
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CAPITULO 1: AVALIACAO DA ACAO ANTIVIRAL DO OLEO DE ANDIROBA
(CARAPA GUIANENSIS AUBL.) EM UM MODELO IN VITRO DE INFECCAO
PELO HSV-1.

RESUMO

As infecgdes causadas pelo Virus Herpes Simples tipo 1 (HSV-1) representam um
sério problema de saude publica global, afetando uma parcela significativa da populagéo
e a emergéncia de cepas resistentes destaca a necessidade urgente de alternativas eficazes
de tratamento. Nesse contexto, produtos de origem natural emergem como opcgoes
terapéuticas promissoras. Dentro da rica biodiversidade brasileira, a Carapa guianensis
Aubl. (andiroba), da familia Meliaceae, destaca-se como uma planta medicinal de grande
importancia na Amazonia. O 6leo extraido de suas sementes possui Varias propriedades
medicinais reconhecidas. Este estudo propde uma avaliacéo in vitro da atividade antiviral
do 6leo de andiroba (AQ) em élulas Vero E6 infectadas com HSV-1. O 6leo foi analisado
através de cromatografia gasosa (GC-MS) e foi realizada avaliacdo antiviral em diferentes
concentragfes do 6leo de andiroba por meio do ensaio de titulacdo viral através da
reducdo do efeito citopatico viral. A analise dos dados foi realizada no Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) versao 24.0. Os resultados foram calculados pelos valores
originais e expressos pela media. Foram analisados estatisticamente pelo teste t-Student
com correcdo de Welchs e pelo teste ANOVA. A reducdo do efeito citopatico viral apos
0 uso do 6leo AO sugere uma possivel acdo antiviral, demonstrando uma resposta
antiviral maior nas dilui¢Ges virais mais altas do HSV-1 quando tratadas com a dose maior
de andiroba (100 ng/mL). A analise da curva dose-resposta demonstra clareza entre o
aumento da concentracdo do AO e a diminuicdo da replicacdo viral do HSV-1. Esses
achados iniciais fornecem suporte para a continuidade das investigacdes sobre o uso do

6leo de andiroba como uma alternativa terapéutica frente o HSV-1.

PALAVRAS-CHAVE: Carapa guianensis; Herpes simples; fitoterapia,

antivirais, plantas medicinais
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INTRODUCAO

As doencas infecciosas virais sdo um importante problema de saide no mundo.
Dentre os inimeros virus de importancia clinica, destaca-se o Herpes simplex virus, que
é um virus de DNA de cadeia dulpa, responsavel por um amplo espectro de infeccGes na
populacdo mundial. O Herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1) é um dos genotipos mais
expressivos e principal agente etiologico das lesGes na regido orofacial (Tognarelli et al.,
2019; Madavarajau et al., 2020; Mondal et al., 2021). Trata-se de um virus citolitico, com
ciclo reprodutivo relativamente curto e capacidade de estabelecer infec¢des latentes. A
apresentacdo dos sintomas da doenca se d& de forma ciclica e a transmissdo ocorre de
pessoa a pessoa, geralmente, pelo contato intimo e compartilhamento de fluidos contendo
0 virus (Zupin et al., 2018 Diefenbach, Fraefel, 2020).

Em se tratando de epidemiologia, a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), em
2016, fez estimativas globais e regionais de prevaléncia e incidéncia de infecdo oral por
HSV-1 e verificou que em individuos entre 0-49 anos de idade, esta infeccdo atinge
aproximadamente 67% da populacdo mundial. Foram observados padrdes diferentes por
idade, sexo e regido geografica (Looker et al., 2015; James et al, 2020).

O tratamento anti-herpético frequentemente empregado é por meio de farmacos
analogos de nucleosideos como o aciclovir, penciclovir, valaciclovir. Esta classe de
medicamentos geralmente requer reagdes bioquimicas guiadas por enzimas do virus e do
hospedeiro. Considerando que a infeccdo por HSV-1 é geralmente recorrente, o
tratamento repetido aumenta o risco de desenvolvimento de cepas resistentes (Gabaglio
et al., 2021; Pennisi et al,, 2023; Kuo et al., 2023), tornando-se essencial a busca por
novos agentes antivirais, que tem sido intensa nos ultimos anos, principalmente em
virtude dos desafios enfrentados no tratamento de infeccdes herpéticas, como o
surgimento de cepas virais resistentes, alta toxicidade sisttémica e baixa eficacia em
pacientes imunocomprometidos (Jiang et al., 2016) , onde as infec¢fes séo clinicamente
mais graves e progressivas, podendo evoluir para quadros de infeccdo sistémica e risco
de vida (Steiner e Benninger, 2018; Sem e Erogul, 2024).

A utilizag&o de produtos naturais para finalidades medicinais de tratamento, cura
e prevencgdo de doencas, € uma das praticas medicinais mais antigas da humanidade

(Owen et al., 2017). Nesse contexto, esses produtos tém sido uma fonte de interesse para
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a pesquisa de novos farmacos antivirais, podendo atuar em varias fases da replicacéo
viral, desde a adsorcdo a célula hospedeira até a liberacdo de novas particulas virais
(Newman e Cragg, 2016; Akran et al., 2018; Moya et al., 2020; Li et al., 2022).

O Bioma Amazénico é reconhecido por ser a maior floresta do mundo, abrigar a
maior bacia hidrografica e possuir nove tipos de vegetacdo. Partindo disso, a riqueza de
espécies endémicas comporta um elevado potencial biotecnolégico para o
desenvolvimento de farmacos. A Carapa guianensis (Aublet) é uma grande arvore
neotropical pertencente a familia Meliaceae que pode ser encontrada no norte da América
do Sul, América Central, Caribe, e na Africa Subsariana. No Brasil, é conhecida como
andiroba, ocorrendo principalmente em terras baixas e areas inundadas em toda a regido
amazonica. Estudos tem demonstrado diversas atividades produzidas pelo 6leo da
semente de Carapa guianensis usados na medicina popular, como o tratamento
antitérmico, antialérgico, analgésico e anti-inflamatérios, bem como acéo acaricida e
repelente de insetos (Jesus et al., 2017; Aradjo-lima et al., 2018; Soares et al., 2021;
Amorim et al., 2022). Os efeitos terapéuticos da C. guianensis sdo decorrentes das
propriedades fitoquimicas presentes em toda a planta. O principal produto retirado da
planta € o Oleo, que possui principios ativos como glicerideos, acidos graxos e
tetranortriterpenoides (TNTPS) (Silvae Almeida; 2014; Meccia et al., 2013; Moya et al.,
2020; Oliveira et al., 2018; Inoue et al., 2018, Soares et al.; 2021).

Com base nos fatores mencionados que ressaltam o pontencial medicinal do dleo
de andiroba, demonstrando requisitos em sua composicdo para uma possivel acdo
antiviral, e considerando a escassez de estudos que avaliem a eficacia desse fitoterapico
no tratamento de lesdes causadas por virus herpeticos, neste artigo avaliou-se in vitro a
potencial acdo antiviral do 6leo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) frente a infecgdo

por HSV-1 em cultura de células.
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METODOLOGIA
Aspéctos éticos

Este estudo, baseado nos preceitos da Declaracdo de Helsinque e do Cdodigo de
Nuremberg, respeitando as Normas de Pesquisa em Saude, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para,

sob parecer nimero 6.055.046.
Delineamento do estudo

Este estudo se caracterizou como um estudo laboratorial experimental, executado
através de parceria entre a Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Para, o
Laboratorio de Papilomavirus e Retrovirus - Secdo de Virologia— SAVIR e o Laboratério
de Citogendmica e Mutagénese Ambiental, SAMAM ambos do Instituto Evandro
Chagas, Belém-PA.

Obtencéo do éleo de andiroba

O o6leo da andiroba (AO) utilizado na pesquisa foi advindo da uma empresa
privada do municipio de Belém, a qual forneceu certificado de pureza do 6leo (ANEXO
1), assim como localizacao, clima, tipo de solo, dentre outras caracteristicas importantes
a compreensédo da qualidade do mesmo. As amostras de andiroba foram obtidas na regido
nordeste do estado do Par4, Brasil, com as seguintes coordenadas: 1 43' 04,0" S e 48 52'
58,0" W.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) forneceu a composicao do
6leo de andiroba em moléculas mais densas, as quais ndo sdo possiveis de serem
observadas através da cromatografia gasosa, possibilitando a compreensdo de quais
substancias presentes na andiroba proporcionam sua eficacia ou ndo frente ao tratamento
proposto. Para isso, as analises foram realizadas no Sistema Waters Breeze equipado
com bomba Waters 1525 binary HPLC e sistema de detec¢do UV/VIS Waters 2489. Foi
utilizada uma coluna SupelcoNucleosil® C18 (250 x 3,2 mm, 5 um), com fluxo de 0,
5mL.min-1, deteccdo UV275nm e eluicdo isocratica (H20-MeOH 53:47). A
quantificagdo do dleo da andiroba foi feita através do software instalado no programa,
que forneceu a concentragédo pura especifica do composto.
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Anélise de cromatografia gasosa (GC-MS)

O dleo foi analisado atraves da GC-MS, utilizando um cromatografo de gas
(modelo Varian CP 3380) equipado com um detector de ions e com uma coluna capilar
CP-Sil 88 (comprimento 60 m, didmetro interno 0,25 mm, espessura da pelicula 0,25 um;
Varian Inc., EUA). Essa etapa teve como finalidade converter os acidos graxos contidos
no 6leo em éacidos ésteres metilicos. Foi utilizado o software Varian Star 3.4.1 para a
quantificacdo dos acidos graxos, com confeccdo de cromatogramas e misturas de acidos
graxos padrdo (Nu-check-prep, Inc., EUA). Os valores dos &cidos graxos foram

quantificados em percentagens relativas de &cidos totais.
Linhagem de celulas e virus

Foram utilizadas células VERO ES6, células comerciais, que sao culturas continuas

de fibroblastos de rins do macaco verde da Africa (Chlorocebus sabaeus), fornecidas pela

Secdo de Virologia do Instituto Evandro Chagas, PA. Essas células foram escolhidas

porque sdo permissivas a infeccao do virus herpético.

A cepa viral isolada do HSV-1 (amostra 2033-001561) foi proveniente do
laboratdrio de Enterovirus e Herpes virus do Instituto Evandro Chagas.

Manutencéo e expanséo da linhagem

Para a manutencao e expansdo, as células foram descongeladas e centrifugadas a
1500rpm por 5 min. O meio foi desprezado e o pellet ressuspendido em 5ml de meio
Meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). O material foi novamente
centrifugado, o sobrenadante desprezado, e o pelet ressuspendido em DMEM,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e combinagao de penicilina (L0U/MI)
e estreptomicina (10pg/MI). O material foi transferido para garrafas de cultivo de 75cm2

e armazenadas em estufa a 5% de CO2 e 37 até seu uso.

Preparo das suspensodes - estoques virais

As células Vero (aproximadamente 3x10° células/mL) foram lavadas com PBS,
transferidas para placas de microtitulacéo e inoculadas com o HSV-1 em uma serie
de diluicBes virais (entre 10 a 107). Cada suspensdo viral (cepas de HSV-1) foi

inoculada em placas de microtitulacdo (100pL por pogo), cultivadas em 10 ml de
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meio DMEM, suplementado com 5% de SFB e antibioticos/antifungico, tendo sido
tripsinizadas 24 h antes da infec¢éo viral. Primeiramente, o meio de cultura DMEM
foi aspirado da garrafa e a monocamada celular lavada 3X com tampé&o salina
fosfato (PBS); ap0s esse procedimento, foi inoculado 100 pLde cada diluicéo viral
do HSV-1 e incubada, durante 1 h, a 37° C, em estufa com 5% de CO2, para

permitir a adsorcdo e penetracdo viral.

A linhagem de células VERO sem a inoculagdo do HSV-1 foi utilizada como
controle, auxiliando na determinacdo da concentracdo e tempo de exposicdo

toxicas para células normais.
Teste de viabilidade celular

Previamente, foram avaliadas as propriedades citotoxicas do 6leo de Andiroba
(Carapa guianeses) em relacédo as células VERO E6. Para testar a viabilidade celular
foram utilizados, 0 método de exclusdo do corante azul de Trypan e ensaio
colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo  de
tetrazolium). As concentracdes testadas do AO (10ng/mL e 100ng/mL), quando

comparados ao controle positivo ndo interferiram na viabilidade celular.

Avaliacdo da acdo anti-viral da andiroba frente ao HSV-1

A avaliacdo da acdo anti-viral do 6leo de andiroba foi realizada através de titulacéo
viral baseada na reducéo do efeito citopatico viral (CPE), sendo uma técnica eficaz para
avaliar a agdo antiviral de um medicamento contra o HSV-1, utilizando a observacéo e

quantificacdo da inibicdo do dano causado as células pelo virus (Yin et al., 2019).

Em placas de microtitulacéo, imediatamente, apds o periodo de adsorc¢ao viral
(1h), as células Vero foram novamente lavadas com PBS e o 6leo de andiroba,
dissolvido em dimatilsulféxido (DMSO) nas concentra¢des de 10ng/mL e 100ng/mL, foi
adicionado a pocos contendo células e HSV-1 nas diluigdes entre 10%a 107 , em triplicata,

conforme descrito a seguir:

1) Grupos andiroba: Células com infec¢do e com uso de AO nas concentragdes de
10ng/mL e 100 ng/mL,;
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2) Controle negativo: Células sem infeccéo e sem uso de AO (controle de células);

3) Controle positivo: células infectadas com HSV-1 e sem uso do AO (controle

de virus).
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Figura 1: Disposicdo da placa de microtitulagdo para avaliacdo da atividade antiviral das

diferentes concentracGes de andiroba, em relacdo as diferentes diluicdes de HSV-1, em
células VERO, por inibicdo do efeito citopatico viral.

. -3

@ ~ndiroba 10ngimL X Hsv-1 10° @ Andiroba 100ng/mL. X HSV-1 10
- . -5

@ Andiroba 10ng/mL. X HSV-1 10° (O Andiroba 100ng/mL X HSV-1 10
OAndiroba 10ng/mL X HSV-1 107 QAndiroba 100ng/mL X HSV-1 10~

‘Controle Positivo x HSV-1 10" 10° 10"
O Controle negativo

Apos inoculagédo do virus e tratamento com a andiroba, as placas foram incubadas
em estufa de CO2 a 37°C. Foram feitas leituras diarias em tempos de 24h, 48h e 72h para
observagdo CPE caracteristico do virus (+) ou ndo (-). As leituras foram realizadas ao
microscopio invertido e a inibicdo do CPE foi comparada com os controles. O efeito

citopatico observado para o virus da herpes compreende alteracfes que se caracterizam
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pelo arredondamento celular, desorganizacdo do tapete, formando, algumas vezes, focos

de aglomerados celulares arredondados ou mesmo destruindo completamente o tapete

celular. Para reduzir o nivel de subjetividade da analise, as imagens observadas em

microscopio foram capturadas e padronizadas (mesmo aumento, iluminagéo) e utilizou-

se o0 software ImageJ para contagem das células infectadas e defini¢do do percentual do

tapete celular infectado para posterior classificagdo do CPE.

O CPE causado pelo virus HSV-1 foi estimado em escores, numa escala variando

de 1 a 5, conforme o grau de destruigéo do tapete celular (Fritz,et al. 2007):

1.

Nenhum CPE (0%): O tapete celular permanece intacto, sem sinais de destruicao

ou alteracao;

CPE leve (1-25%): Pequena quantidade de células arredondadas ou lisadas, mas

a maioria do tapete celular ainda esta intacto.

CPE moderado (25-50%): Arredondamento e lise celular mais significativos, mas

parte do tapete celular ainda parcialmente preservado.

CPE extenso (50-75%): Grande parte do tapete celular destruido, com éreas de
células arredondadas e muitas células ja lisadas com éareas significativas de

destacamento.

CPE total (acima de 75%): Destruicdo quase completa ou completa do tapete

celular, com poucas ou nenhuma célula intacta

De posse dos valores do CPE também foi obtido o percentual de inibic&o viral (% IV)

com base na seguinte formula:

%Inibicdo = CPE teste - CPE cv x 100

CPE cc — CPE cv

Onde CPE teste é o efeito citopatico viral dos grupos tratamento nas diferentes

concentragdes do oOleo de andiroba, CPE cv € o efeito citopético viral do controle de

virus e CPE cc ¢ o efeito citopatico viral do contole de células.
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Andlise estatistica

A analise dos dados foi realizada no Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versdo 24.0 (IBM). Os dados foram analisados por meio da estatistica descritiva,
sendo que para as varidveis categoricas utilizamos frequéncias absolutas e relativas e,
para as varidveis numéricas continuas medidas de tendéncia central e variabilidade. Os
resultados foram calculados pelos valores originais e expressos pela média. Foram
analisados estatisticamente pelo teste t-Student com correcdo de Welchs e pelo teste

ANOVA. Valores com p inferior a 5% (o = 0,05) foram considerados significativos.

RESULTADOS

Analise da cromatografia gasosa (GC-MS)

A tabela 1 e figura 2 retratam a analise de cromatografia gasosa do éleo de
andiroba a 50% com sua composicao e valores relativos. Cem por cento dos compostos
foram identificados. O acido oleico € o componente mais presente com 47,33%, seguido

do acido palmitico com 31,46%.

Tabela 1: Composicao lipidica do 6leo de andiroba-Carapa guianensis.

Oleo Carapa Guianensis

TR Componentes Composic¢do (%)
7,199 Ac. Heptanoico 0,3989
13,674 Ac Ladrico 1,1572
15,883 Ac. Miristico 0,6394
17,982 Ac. Palmitico 31,4641
18,193 Ac Palmitoleico 0,9184
18,862 Ac Margérico 0,1154
19,845 Ac. Esteérico 7,1279
20,064 Ac. Oleico 47 3356
20,428 Ac Linoleico 8,9869
20,966 Ac Linolénico 0,2501
21,530 Ac. Araquidico 1,0897
23,562 Ac Behénico 0,5164

TR: Tempo de retengéo
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Figura 2: Andlise da Cromatografia GC-MS do 6leo Carapa guianensis. Numero de
componentes (RT) de acordo com a tabela 1.

Avaliacéo da acao anti-viral da andiroba frente ao HSV-1

Com base nos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade previamente
realizados, foi avaliada a atividade antiviral em concentra¢des ndo citotoxicas de andiroba
em diferentes diluicdes virais. As concentracdes analisadas foram, respectivamente,
10ng/mL e 100 ng/mL de AO e nas diluicbes do HSV-1 entre 102 a 107, em tempos de
24h, 48h e 72h. Foram utilizadas neste estudo controle de células (células vero E6, sem
infecgdo pelo HSV-1 e sem tratamento) e controle de virus (Células vero E6 infectadas
pelo HSV-1 sem tratamento). Os resultados foram analisados qualitativamente e

quantitativamente através de titulacdo viral por meio da reducdo do efeito citopéatico

(CPE).

O efeito citopatico viral do virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) em células Vero
é caracterizado por uma série de alteracbes morfologicas tipicas causadas pela infec¢do
viral como células em arredondamento e descolamento celular, fusdo celular formando
sincicios, perda de confluéncia, sendo que a medida que as células morrem ou se

desprendem, a camada continua de células (tapete celular) comeca a se fragmentar,
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deixando areas vazias. A figura 3 representa os escores de 1 a 5 utilizados para
classificacdo do CPE do HSV-1 em células Vero E6 no estudo.
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e)

Figura 3: Imagens que representam o CPE do HSV-1em células Vero E6. a) Escore
1 (Nenhum CPE): O tapete celular permanece intacto com monocamada de células
Vero confluente, sem sinais de destrui¢do ou alteracéo; b) Escore 2 (CPE leve): Efeito
citopatico viral do HSV-1 entre 1 e 25% da monocamada de células Vero infectada.
Percebe-se pequena quantidade de células arredondadas ou lisadas, mas a maioria do
tapete celular ainda esté intacto. c) Escore 3 (CPE moderado): Efeito citopatico viral
do HSV-1 entre 25 e 50% da monocamada de células Vero infectada. Oberva-se
arredondamento e lise celular mais significativos, mas parte do tapete celular ainda
parcialmente preservado. d) Escore 3 (CPE extenso): Efeito citopatico viral do HSV-
1 entre 50° e 75% da monocamada de células Vero infectadas. Grande parte do tapete
celular destruido, com &reas de células arredondadas e muitas células ja lisadas com
areas significativas de destacamento. e) Escore 5 (CPE extenso): Efeito citopatico
viral do HSV-1 com acima de 75% da monocamada de células Vero infectadas.
Destruicdo quase completa ou completa do tapete celular, com poucas ou nenhuma
celula intacta. (Fotos do autor). (Imagem 10x)

A tabela 2 apresenta os valores do CPE do HSV-1 em células Vero E6 apés o
tratamento com 0leo de andiroba e dos controles. O AO (10 ng/mL e 100 ng/mL) parece
reduzir o CPE em relacdo ao controle positivo, especialmente nas dilui¢des mais altas de
HSV-1 (10 ¢ 1077). O controle positivo apresenta um CPE crescente, confirmando a
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replicacdo viral, enquanto o controle negativo tem auséncia de efeito citopatico. O AO
apresenta uma possivel atividade antiviral na concentragdo mais altas (100 ng/mL) tendo
um efeito um pouco mais estavel e possivelmente mais eficaz na inibicdo do CPE ao
longo do tempo.

Tabela 2: Efeito citopético viral (CPE) do HSV-1em células Vero E6 frente o uso do 6leo
de andiroba em diferentes concentracdes em 24, 48 e 72hs.

Grupo CPE Dia 1 CPE Dia 2 CPE Dia 3

HSV-110° x AO 10ng/mL
HSV-1 10° AO x 10ng/mL
HSV-1 107 x AO 10ng/mL
HSV-1 10 -*x AO 100ng/mL
HSV-1 10 °x AO 100ng/mL
HSV-1 10 "x AO 100ng/mL
Controle positivo - célula e HSV-1 10 -
Controle positivo - célula e HSV-1 10 5
Controle positivo - célula e HSV-1 10 7

Controle Negativo (cel)
Fonte: Elaboragao prépria (2024).
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A tabela 3 mostram o resultado do teste t de Student para comparacdo de médias
de 24h, 48h e 72h do CPE do HSV-1 em células Vero tratadas com 6leo de andiroba, em
funcdo das concentracBes comparadas aos grupos controle. Observa-se que ha diferenca
significativa (p<0.05). Ha diferenca significativa (p<0.05) entre as médias de HSV-1 10
% x AO 100ng/mL (u = 2,33 + 0,577) versus Controle positivo - célula e HSV-1 10 (u =
4,000 + 1,000), de maneira que a média ¢ menor no grupo HSV-1 10° x AO 100ng/mL.
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Tabela 3: Teste t de Student para comparacdo de médias em 24h, 48h e 72h do CPE do
HSV-1 em células vero E6 frente ao uso do AO, em funcdo das concentracbes comparadas

aos grupos controle.

Variavel N Média Mediana Desvio Erro Diferenca P- "
padréo padréo média Valor®
HSV-1 102 x AO 10ng/mL 3 367 4.00 0.577 0.333 0333 0423
Controle positivo - célula e HSV-1 10°° 3 4.00 4.00 1.000 0.577 ) e
HSV-1 10° AO x 10ng/mL 3 333 4.00 1.155 0.667 -0.667 0.184
Controle positivo - célula e HSV-1 10° 3 4.00 4.00 1.000 0.577 ) o
HSV-1 107 x AO 10ng/mL 3 267 3.00 0.577 0.333
Controle positivo - célula e HSV-1 107 3 3.67 4.00 0.577 0.333 )
HSV-1 102 x AO 10ng/mL 3 367 4.00 0.577 0.333 2 667 0.015*
Controle Negativo (cel) 3  1.00 1.00 0.000 0.000 ) )
HSV-1 10° AO x 10ng/mL 3 333 4.00 1.155 0.667 2333 0073
Controle Negativo (cel) 3 1.00 1.00 0.000 0.000 ) e
HSV-1 107 x AO 10ng/mL 3 267 3.00 0.577 0.333 1,667 0.038*
Controle Negativo (cel) 3  1.00 1.00 0.000 0.000 ' )
HSV-1 10 x AO 100ng/mL 3 267 3.00 0.577 0.333 1333 0.057
Controle positivo - célula e HSV-1 10°° 3 4.00 4.00 1.000 0.577 ) s
HSV-1 10° x AO 100ng/mL 3 233 2.00 0.577 0.333 -1.667 0.038*
Controle positivo - célula e HSV-1 10° 3 4.00 4.00 1.000 0.577 ) )
HSV-1 107 x AO 100ng/mL 3 233 2.00 0.577 0.333 1333 0057
Controle positivo - célula e HSV-1 107 3 367 4.00 0.577 0.333 ’ s
HSV-1 10 x AO 100ng/mL 3 267 3.00 0.577 0.333 1.667 0.038*
Controle Negativo (cel) 3  1.00 1.00 0.000 0.000 ) )
HSV-1 10° x AO 100ng/mL 3 233 2.00 0.577 0.333 1333 0.057
Controle Negativo (cel) 3 1.00 1.00 0.000 0.000 ) o
HSV-1 107 x AO 100ng/mL 3 233 2.00 0.577 0.333 1333 0.057
Controle Negativo (cel) 3 1.00 1.00 0.000 0.000 ) oo

Fonte: Elaboragao propria (2024).

EPD = Erro padréo da diferenga; DM = Diferenca média;

Nota. H, p Medida 1 - Medida 2 # 0
2 Dados sdo essencialmente constantes.

A figura 4 mostra a comparacdo de médias do CPE do HSV-1 em células Vero tratadas

com 6bleo de andiroba, em fungdo das concentragdes comparadas aos grupos controle

positivo e negativo. Observa-se que em todas as compara¢fes com o controle positivo, as

médias do CPE com uso do 6leo de andiroba ficaram abaixo das médias dos controles,

exceto quando comparadas com o controle negativo, onde os valores das médias de

tratamento ficaram mais elevadas. Porém, verifica-se que as médias sdo decrescentes
conforme a estratificagdo HSV-1 107 (3,67), HSV-1 10°(3,33) e HSV-1 107 (2,67) no
grupo 10ng/mL e HSV-1 102 (2,67), HSV-1 107 (2,33) e HSV-1 107 (2,33) no grupo

100ng/mL.
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Figura 4. Médias do CPE do HSV-1 em células vero E6 frente ao uso do AO, em funcao
das concentragcbes comparadas aos grupos controle. As barras na cor rosa e laranja
representam os tratamentos com andiroba, nas concentra¢fes de 10ng/mL e 100ng/mL
respectivamente, comparados aos controle positivo (verde) e negativo (azul).

A tabela 4 e figura 5 mostram a comparacdo das médias do CPE do HSV-1 em
células vero E6 apds o uso do 6leo de andiroba na concentracdo de 10ng/mL, nas
diferentes dilucgdes virais. Observa-se que a menor media obtida foi na diluigdo HSV-1
107 x concentragdo de AO 10ng/mL (u = 2,667 + 0,577). Esta média indica um CPE
moderado (25-50%), ou seja, arredondamento e lise celular mais significativos, mas parte
do tapete celular ainda parcialmente preservado. Contudo ndo ha diferenca significativa

entre as médias em funcédo dos dias de coleta (24h, 48h ou 72h).

Tabela 4: Teste t de Student para comparacdo de médias do CPE do HSV-1 em células
vero E6 apds o uso do 6leo de andiroba na concentragdo de 10ng/mL.

Fator N (dias) Meédia  DesvPad IC de 95% P-Valor®"
HSV-1 103 x AO 10ng/mL 3 3,667 0,577 (2,513, 4,820)
HSV-1 10° x AO 10ng/mL 3 3,333 1,155 (2,180; 4,487) 0.373ns
HSV-1 107 x AO 10ng/mL 3 2,667 0,577 (1,513; 3,820)

DesvPad Combinado = 0,816497
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O desvio padréo combinado foi usado para calcular os intervalos.

Figura 5: Intervalo de médias do CPE do HSV-1 em células vero E6 apds o uso do 6leo
de andiroba na concentragédo de 10ng/mL.

Fonte: Elaboragéo propria (2024).

A tabela 5 e figura 6 mostram a comparacdo das médias do CPE do HSV-1 em
células vero E6 ap6s o uso do 6leo de andiroba na concentracdo de 100ng/mL, nas
diferentes diluges virais. Observa-se que a menor média obtida foi nas dilui¢bes HSV-1
10° x AO 100ng/mL (1 =2,33+0,577) e HSV-1 10" x AO 100ng/mL (u=2,33+0,577).
Esta média indica um CPE leve (1-25%), ou seja, uma pequena quantidade de células
arredondadas ou lises, com a maioria do tapete celular ainda intacta. Contudo nao ha

diferenca significativa entre as médias em funcdo dos dias de coleta (24h, 48h ou 72h).

Tabela 5: Teste t de Student para comparacao de médias do CPE do HSV-1 em células
vero E6 apods o uso do dleo de andiroba na concentracdo de 100ng/mL .

Fator N Média DesvPad IC de 95% P-valor®
HSV-1 103 x AO 100ng/mL 3 2,667 0,577 (1,851; 3,482)
HSV-1 10 x AO 100ng/mL 3 2,333 0,577 (1,518; 3,149) 0.729%s
HSV-1 107 x AO 100ng/mL 3 2,333 0,577 (1,518; 3,149)

DesvPad Combinado = 0,577350
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O desvio padrédo combinado foi usado para calcular os intervalos.

Figura 6: Teste t de Student para comparacdo de médias do CPE do HSV-1 em células
vero E6 apds o uso do 6leo de andiroba na concentragdo de 100ng/mL

Fonte: Elaboragdo prdpria (2024).

A figura 7 representam a curva dose-resposta do 6leo de andiroba frente ao HSV-
1, baseada nas concentracdes de 10 ng/mL e 100 ng/mL. Podemos observar que a inibicao
viral aumenta com uma dose de 100 ng/mL em compara¢do com a de 10 ng/mL. A
resposta antiviral parece ser melhor nas dilui¢cdes virais mais altas quando tratadas com

a dose maior de andiroba (100 ng/mL).
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Figura 7: Curva dose resposta da agdo antiviral do AO em células vero E6 infectadas
com HSV-1 nas concentragdes de 10ng/mL e de 100ng/mL do éleo. O grafico mostra o
percentual de inibigdo viral (eixo y) em funcdo do logaritmo das doses de andiroba em
ng/mL (eixo X).

DISCUSSAO

Diversas plantas medicinais foram a base para a criacdo de medicamentos
amplamente utilizados na medicina moderna. A morfina, por exemplo, é derivada do 6pio
extraido da Papaver somniferum (papoula), usada historicamente para aliviar dores e
tratar insdnia. O isolamento da morfina no inicio do seculo XIX marcou o inicio da
farmacologia moderna. Outros exemplos incluem a aspirina, desenvolvida a partir da
salicina da casca de salgueiro ( Salix spp.), utilizada desde a antiguidade para tratar febres
e dores. A quinina, extraida da casca da arvore de cinchona, foi um marco no tratamento
da maléria. Mais recentemente, compostos de plantas como o Taxus brevifolia (teixo)
levaram & criacdo do paclitaxel (taxol), um potente quimioterapico utilizado contra o
cancer (Almeida, 2011; Alves, 2013).

Na busca por novas alternativas terapéuticas contra infecgdes virais, como o

Herpes Simplex Virus tipo 1 (HSV-1), o interesse por compostos naturais com potencial
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antiviral tem crescido significativamente (Hussein, EI-Anssary, 2018). A biodiversidade
e a riqueza de plantas da Amazonia desempenham um papel crucial na descoberta e
producdo de fitoterapicos antivirais, oferecendo um vasto repositério de compostos
bioativos com potencial terapéutico, uma abordagem promissora para o tratamento de
infeccbes por HSV-1. Dentre esses compostos, 0 6leo de andiroba (Carapa guianensis),
amplamente utilizado na medicina tradicional, tem atraido atencao por suas propriedades
anti-inflamatorias, analgeésicas e cicatrizantes (Silva, 2018; Ribeiro et al., 2021; Amorim
et al., 2022), ndo sendo encontrados na literatura estudos avaliando sua capacidade

antiviral frente ao Herpes virus humano.

Neste estudo avaliou-se o perfil cromatogréafico do 6leo de andiroba, que revelou
uma composicdo lipidica dominada por acidos graxos essenciais e saturados, 0s mesmos
achados descritos por Silva (2018). A presenca predominante de &cido oleico (47,33%) e
acido palmitico (31,46%), € um ponto notével, visto que sdo &cidos graxos conhecidos
por suas propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras, o que poderia contribuir
para a atividade antiviral observada no estudo (Souza et al., 2022). As composic¢des de
acidos graxos vém sendo estudadas ao longo destes anos e diversos estudos ja foram
realizados quanto ao perfil dos acidos graxos do 6leo de andiroba (Milhomem-Paixao et
al., 2016) e a presenca desses acidos graxos, tornam o mesmo interessante do ponto de

vista medicinal e fitoterapico (Silva, 2018).

As plantas medicinais contém uma ampla gama de compostos secundarios, como
flavonoides, terpenoides, alcaloides e compostos fenolicos, que tém demonstrado
atividade antiviral. Essas substancias podem atuar de diferentes maneiras, inibindo a
replicacédo viral, bloqueando a entrada do virus nas células hospedeiras ou modulando a
resposta imunoldgica, tornando-os alternativas eficazes aos antivirais tradicionais
(Hussein, El-Anssary, 2018). Na literatura, estudos com extratos de plantas tém
demonstrado varias atividades antivirais, atribuidas a grupos distintos de metabolitos
secundarios. Esses metabolitos, como alcaloides, conhecidos por suas propriedades
antivirais, como a inibicdo da replicacdo viral; taninos e flavonoides que tém efeito
inibitorio sobre diversas enzimas virais e sdo capazes de interferir na entrada e replicacéo
dos virus; terpenos e saponinas que atuam como moduladores do sistema imunoldgico e
antivirais diretos; cumarinas e quinonas: possuem atividades que incluem a inibicéo de

polimerases virais e outros processos essenciais para a replicacdo viral (Cometa et al.,
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2022; Pavi et al., 2023; Pennisi et al., 2023). Neste estudo ndo foi avaliado o perfil
fitoquimico do 6leo de andiroba, porém Amorim et al., 2022 e Kikuchi et al., 2020, em
seus estudos avaliaram este perfil fitoquimico, e observaram a presenca de metabolitos
quimicos como fenois e taninos, saponinas, esteroides e triterpendides e acgucares

redutores em sua composigao.

Silva (2018) relatou em seu trabalho que a atividade bioldgica do AO esta
relacionada a presenca de limonoides, 0s quais sdo comumente encontrados nas plantas
da familia Meliaceae. Os limonoides presentes no 6leo de Andiroba sdo abundantes,
representando cerca de 2% a 5% do teor do 6leo, demonstrando as caracteristicas
peculiares desse Oleo que despertam interesses de pesquisadores, com algumas
propriedades fitoterdpicas ja documentadas na literatura cientifica, entre as quais

antialérgica e anti-inflamatoria.

Reis (2007), ao avaliar o efeito imunomodulador e antiviral de plantas medicinais
na infeccdo in vitro de mondcitos humanos infectados pelo virus DENGUE-2 (cepa
16681), demonstrou que os TNTPs isolados de C. guianensis diminuiram de modo
significativo a producdo de TNF-a e IL-10. Resultados referente a atividade antiviral ndo

foram apresentados para mondcitos infectados tratados com TNTPs isolados.

Neste estudo, a reducdo do efeito citopatico viral (CPE) observado nas células
Vero tratados com AO sugere uma possivel acdo antiviral, especialmente nas
concentracdes mais altas (100 ng/mL). A analise da curva dose-resposta demonstra
clareza entre o aumento da concentracdo do AO e a diminuicdo da replicacdo viral do
HSV-1. Observou-se que, com uma dose de 100 ng/mL, ha uma inibicdo mais
significativa da replicacdo viral em comparacao a dose de 10 ng/mL, especialmente nas
concentracdes virais de 10 e 10~7. Esse comportamento sugere uma acdo dose-
dependente do AO, em gue 0 aumento da concentracdo proporciona uma resposta

antiviral maior.

Quando comparou-se 0 AO ao controle positivo, houve um aumento progressivo
do CPE devido a replicacdo viral, ja o tratamento com AO, particularmente em diluigdes
mais altas do HSV-1 (10% ¢ 1077), foi capaz de atenuar os danos citopaticos. Essa inibigdo
foi mais pronunciada na concentracdo de 100 ng/mL. Em contrapartida, o controle

negativo, sem infeccdo, apresentou auséncia de CPE, confirmando a integridade das
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células sem a presenca viral. Esses achados sugerem que o 6leo de andiroba,
especialmente em concentracfes de 100ng/mL, pode ser promissor para impedir a
replicacdo do HSV-1, embora a atividade do AO em doses menores (10ng/mL) também

apresente um discreto grau de eficécia..

A avaliagdo da atividade antiviral do dleo neste estudo foi realizada através da
titulacdo viral por meio da reducdo do CPE, sendo uma das abordagens mais comuns, e
que se baseia na observacdo visual da destruicdo celular causada pela infeccdo viral. A
reducdo desse efeito apds o tratamento com um fitoterapico sugere uma inibicdo da
replicacdo viral, indicando a atividade antiviral do mesmo. Este método é amplamente
utilizado por ser direto e fornecer resultados visuais claros, mas apresenta a limitacdo de
ser, em parte, subjetivo e dependente da sensibilidade das células hospedeiras a infec¢do
e do observador (Yin etal., 2019; Watanabe et al., 2021). Com o intuito de minimizar esse
viés, neste estudo as imagens do CPE foram evidenciadas de forma quantitativa utilizando
o software ImageJ. Essa abordagem conjunta incluiu uma avaliagdo mais objetiva e
precisa, reduzindo a interferéncia da observacdo manual e aumentando a confiabilidade
dos resultados. Dessa forma, o uso do ImageJ contribuiu para uma analise mais

consistente da reducéo do CPE.

O efeito citopéatico viral causado pelo HSV-1 em células hospedeiras é um
indicador-chave da replicacdo viral e da progressao da infec¢do. Portanto, a inibi¢do ou
reducdo desse efeito € um pardmetro crucial para avaliar o potencial antiviral de
substancias em estudo (Yin et al., 2019). Neste contexto, este estudo buscou verificar se
o tratamento com dleo de andiroba poderia diminuir os danos celulares causados pela
infecgdo com HSV-1, sugerindo uma acédo antiviral direta ou indireta, sendo necessarios
estudos adicionais que avaliem o mecanismo de ac¢&o do AO.

Outra técnica amplamente utilizada é a quantificacdo da carga viral por meio de
ensaios de plagueamento. Este método permite uma quantificacdo precisa da reducao no
numero de particulas virais infecciosas apos o tratamento com o fitoterapico. No entanto,
€ um processo demorado e laborioso, exigindo condi¢des rigorosas de manuseio. Foi
demonstrado que tanto os ensaios baseados na redugéo de placas quanto na reducdo do
CPE sdo métodos de referéncia para a avaliagdo da sensibilidade aos farmacos. (Lopez-
Alvarez, et al. 2016).
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CONCLUSAO

Os resultados inéditos deste estudo indicam que o 6leo de andiroba pode interferir
no ciclo de replicacdo do HSV-1, diminuindo significativamente o efeito citopatico na
cultura de células Vero E6. Esses achados sugerem o potencial promissor do 6leo como
candidato para o desenvolvimento de novos agentes antivirais, que poderiam
complementar ou até oferecer alternativas aos tratamentos antivirais convencionais. No
entanto, € importante ressaltar que este € um estudo preliminar e que futuras investigacoes
sd0 necessarias para aprofundar a compreensdo do provavel mecanismos de agdo

antiviral do 6leo de andiroba frente o HSV-1.
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CAPITULO 2: AVALIACAO DA INIBICAO DA REPLICACAO VIRAL EM
CELULAS INFECTADAS PELO HSV-1 E TRATADAS COM OLEO DE
ANDIROBA (CARAPA GUIANENSIS) ATRAVES DE g-PCR.

RESUMO

Historico e objetivo: O Herpes Simplex Virus Tipo 1 (HSV-1) é um patégeno
comum que causa infeccdes orais, oculares e genitais, além de doencas graves como
encefalite. A resisténcia a antivirais tradicionais, como o aciclovir, tem impulsionado a
busca por novos tratamentos. Nesse contexto, compostos naturais tém emergido como
agentes antivirais e o 6leo de andiroba (AO), destaca-se por suas propriedades medicinais.
Este estudo avaliou in vitro a atividade antiviral do 6leo de andiroba frente 0 HSV-1.
Métodos: Trata-se de um estudo laboratorial experimental, com uso de cepas de HSV-1
tratadas em diferentes concentragdes do AO e analisadas quantitativamente por meio de
PCR em tempo real (g-PCR). Foi analisado também o efeito do tratamento com o 6leo de
andiroba antes da infec¢cdo com HSV-1, além da comparacdo do AO e o tratamento com
aciclovir. A analise dos dados foi realizada no SPSS e os dados analisados
estatisticamente pelo teste t-Student e teste ANOVA. Resultados: Na anélise de gPCR,
em concentragdo de 10 ng/mL de AO, observa-se uma leve diminuigdo nos valores de
ACt a medida que a diluigdo do HSV-1 aumenta, o que sugere uma eficacia antiviral
modesta. Para 100 ng/mL de AO, os valores de ACt sdo ainda mais baixos do que na
concentracdo de 10 ng/mL, sugerindo uma maior atividade antiviral com o aumento da
dosagem do 6leo. Conclusdes: Os resultados sugerem que 0 AO possui atividade antiviral,
com maior eficacia em concentragdes mais altas e com cargas virais mais baixas, embora

ainda menos eficaz que o aciclovir.

PALAVRAS-CHAVE: Carapa guianensis; Herpes simples; fitoterapia,

antivirais, Reacdo em cadeia da polimerase, plantas medicinais

1 INTRODUCAO

O virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) representa um problema de satde publica.
Estima-se que em 2016, o equivalente a 3,7 bilhdes de pessoas ou 66,6% da populacao
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mundial com idades abaixo de 50 anos tiveram infeccéo pelo HSV-1 (Looker et al. 2015;
James et al., 2020), tendo um impacto consideravel na sociedade independente da regido
geografica ou da condicdo socioeconémica da populacdo. Os sintomas causados pela
infeccdo sdo geralmente autolimitantes em individuos imunocompetentes, mas podem ser
graves e prolongados em pacientes imunocomprometidos (Mcallister & Schleiss, 2014;
Nascimento et al., 2017; Andrade et al., 2022, Lemos et al., 2023).

As terapias atualmente utilizadas para o tratamento da infeccdo por HSV séo
farmacoldgicas, topicas, sistémicas ou instrumentais, ocasionalmente com dispositivos a
laser. Os medicamentos antivirais atuais usados para tratar o HSV-1 incluem aciclovir,
valaciclovir e penciclovir. Esses medicamentos impedem a multiplicacdo dos virus e,
como resultado, dificultam a surgimento de sintomas graves de herpes. No entanto, a
recorréncia das lesbes também contribui para problemas adicionais relacionados a satde
publica, notadamente em relacdo a resisténcia e a toxicidade. As drogas utilizadas como
tratamento de primeira linha, quando administradas a longo prazo em pacientes
imunossuprimidos, tem sido associado a selecdo de cepas resistentes (Gabaglio et al,
2021; Piret & Boivin, 2016, Xu et al., 2022, Silva et al., 2023). Portanto, é imperativo
buscar substéancias alternativas que possuam atividade antiviral, baixa toxicidade e alta
eficiéncia inibitoria (Altindis et al, 2020; Li et al., 2022).

Desde a antiguidade os produtos naturais derivados de plantas, animais,
microrganismos e minerais exercem importante papel na prevencdo e tratamento de
diferentes doencas. O mercado global de produtos de origem natural tem crescido e
estima-se que o planeta seja composto por mais de 300.000 espécies de plantas,
consideradas recursos importantes para as industrias farmacéutica, alimenticia, cosmética
e de perfumaria (Swamyet al., 2016; Benassi-Zanqueta et al., 2019). Nos paises em
desenvolvimento, 65 a 80% da populacdo faz uso de plantas medicinais para fins
terapéuticos (Bilia et al., 2017). Neste cenario, a pesquisa de medicamentos de origem
botanica pode representar tratamentos futuros para doengas herpéticas, com base na sua
capacidade de conjugar alta seguranca e eficacia, evitando efeitos toxicos graves (Akram
et al., 2018; Mohan et al., 2020; Pennisi et al., 2023).

A Carapa guianensis, popularmente conhecida no Brasil como andiroba,

pertencente a familia Meliaceae, pode ser encontrado na Amazonia, onde, ha anos,
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populacbes locais e indigenas utilizam o dleo para uso medicinal, incluindo agédo
antitérmica, antialérgica, analgésica, anti-inflamatoria, além de atuar como agente
acaricida e repelente de insetos. (Allahverdiyev et al., 2013, Meneguetti et al., 2019;
Ribeiro et al., 2021; Amorim et al,, 2022). As propriedades medicinais da Carapa
guianensis tém sido atribuidas a presenca de limondides altamente oxigenados, que séo
tetranortriterpendides. No Oleo estdo presentes também &cidos graxos essenciais, por
exemplo, acido palmitico, estearico e linoleico (Silva, 2018; Oliveira et al., 2018; Kikuchi
etal., 2020; Porfirio-Dias et al., 2022; Sousa et al., 2022). Este conjunto de caracteristicas
na composicdo da andiroba, despertou a atencdo para uma possivel a¢do antiviral,
entretanto até 0 momento ndo existem estudos que avaliem o efeito antiviral da mesma.
Este é um estudo pioneiro, onde o 6leo de Andiroba (Capara guianesis) foi avaliado in
vitro pela técnica de PCR em tempo real (qQPCR), para verificacdo de seus efeitos frente

ao Herpes Simples Virus — Tipo 1.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo, baseado nos preceitos da Declaracdo de Helsinque e do Cdédigo de
Nuremberg, respeitando as Normas de Pesquisa em Saude, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para,

sob parecer nimero 6.055.046.
2.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo se caracterizou como um estudo laboratorial experimental, executado
através de parceria entre a Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Para e

o0 Laboratorio de Biologia Molecular do Hospital Ophir Loyola.
2.3. OBTENCAO DO OLEO DE ANDIROBA

O ¢leo da andiroba (AO) utilizado na pesquisa foi advindo de uma a empresa
privada especializada em 0Oleos da amazonia, a qual forneceu certificado de pureza do
oleo (ANEXO 1), assim como localizagdo, clima, tipo de solo, dentre outras

caracteristicas importantes a compreensao da qualidade do mesmo. quimica. As amostras
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de andiroba foram obtidas na regido nordeste do estado do Par, Brasil, com as seguintes
coordenadas: 1 43'04,0" S e 48 52' 58,0" W.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) forneceu a composicao do
6leo de andiroba em moléculas mais densas, as quais ndo sdo possiveis de serem
observadas atraves da cromatografia gasosa, possibilitando a compreensdo de quais
substancias presentes na andiroba proporcionam sua eficacia ou ndo frente ao tratamento
proposto. Para isso, as analises foram realizadas no Sistema Waters Breeze equipado
com bomba Waters 1525 binary HPLC e sistema de detec¢do UV/VIS Waters 2489. Foi
utilizada uma coluna SupelcoNucleosil® C18 (250 x 3,2 mm, 5 um), com fluxo de 0,
5mL.min-1, deteccdo UV275nm e eluicdo isocratica (H20-MeOH 53:47). A
quantificacdo do 6leo da andiroba foi feita através do software instalado no programa,

que forneceu a concentragdo pura especifica do composto.

2.4 LINHAGEM DE CELULAS E VIRUS

Foram utilizadas células VERO ES6, células comerciais, que séo culturas continuas

de fibroblastos de rins do macaco verde da Africa (Chlorocebus sabaeus). Essas células

foram escolhidas porque sdo permissivas a infec¢do do virus herpético. E a cepa viral
isolada do HSV-1 cedidos pelo INCT-INOFAR — RJ.

2.5 MANUTENCAO E EXPANSAO DA LINHAGEM

Para a manutencao e expansdo, as células foram descongeladas e centrifugadas a
1500rpm por 5 min. O meio foi desprezado e o pellet ressuspendido em 5ml de meio Meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). O material foi novamente centrifugado, o
sobrenadante desprezado, e o pelet ressuspendido em DMEM, suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) e combinagdo de penicilina (10U/MI) e estreptomicina
(10ug/MI). O material foi transferido para garrafas de cultivo de 75cm2 e armazenadas

em estufa a 5% de CO2 a 37° até seu uso.
2.6 PREPARO DAS SUSPENSOES - ESTOQUES VIRAIS

As células foram lavadas com PBS, transferidas para placas de microtitulagéo e
inoculadas com o HSV-1 em uma série de dilui¢bes virais (entre 10° a 107). Cada
suspensdo viral (cepas de HSV-1) foi inoculada em placas de microtitulacdo (100uL por
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poco), formando uma nova monocamada de células VERO ES6, cultivadas em 10 ml de
meio DMEM, suplementado com 5% de SFB e antibiéticos/antifungico, tendo sido
tripsinizadas 24 h antes da infecgéo viral. Primeiramente, 0 meio de cultura DMEM foi
aspirado da garrafa e a monocamada celular lavada 3X com tampéo salina fosfato (PBS);
apos esse procedimento, foi inoculado 100 pLde cada dilui¢do viral do HSV-1 e incubada,
durante 1 h, a 37° C, em estufa com 5% de CO2, para permitir a adsor¢éo e penetracdo
viral. e, entdo, o indculo foi retirado por succao a vacuo e 10 ml do meio DMEM sem

SFB, foram adicionados.

A linhagem de células VERO sem a inoculagdo do HSV-1 foi utilizada como controle,
auxiliando na determinacdo da concentracdo e tempo de exposicao toxicas para células

normais

2.7 AVALIACAO DA ACAO ANTI-VIRAL DA ANDIROBA FRENTE AO
HSV-1

A avaliagdo da ac&o anti-viral do 6leo de andiroba foi realizada através da técnica
de PCR em tempo real (qQPCR) em diferentes situacdes de tratamento com uso da

andiroba, em triplicata, confome descrito a seguir:

1) Grupo preé tratamento com andiroba : Células vero sem infecgdo pré tratadas 3
horas antes com AO disssolvido em dimatilsulfoxido (DMSO) nas concentracBes de
10ng/mL e 100 ng/mL, incubadas a 37°C, em estufa com 5% de CO2. Apos este periodo,
0 meio foi retirado, 0s pocos foram lavados com PBS, em seguida foi adicionado aos
pocos meio de cultivo com HSV-1 nas diluicbes entre 102 4 107;

2) Grupos andiroba: Células vero com infeccdo e com uso de AO nas
concentracdes de 10ng/mL e 100 ng/mL. Em placas de microtitulacdo, imediatamente
apos o periodo de adsorcdo viral (1h), as células foram novamente lavadas ccom PBS
e 0 6leo de andiroba, dissolvido em DMSO nas concentrac@es de 10ng/mL e 100ng/mL,

foi adicionado pogos com células e HSV-1 nas diluigdes entre 102 a 107;

3) Controle negativo: Celulas vero sem infeccdo e sem uso de andiroba (controle

de células);

4) Controle positivo: Células vero infectadas pelo HSV-1 e sem uso da andiroba

(controle de virus);
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5) Grupo aciclovir: Foi adicionado um novo grupo tratamento utilizando-se a
droga aciclovir (5 pg/mL) no lugar do AO, por se tratar do medicamento padréo ouro
contra 0 HSV-1. Essa concentracdo foi escolhida reembasada na literatura por ser um

valor proximo a concentracdo normalmente efetiva (Piret & Boivin, 2016).
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Figura 1: Disposicdo da placa de microtitulacdo para avaliacdo da atividade antiviral das
diferentes concentracdes de andiroba, em relacdo as diferentes dilui¢des de HSV-1, em
células VERO, para posterior analise por g-PCR.

3

‘PT Andiroba 10ng/mL X HSV-1 10~ ‘Andiroba 10ng/mL X HSV-1 10°
‘PT Andiroba 10ng/mL X HSV-1 10° ‘Andiroba 10ng/mL X HSV-1 10°
OPT Andiroba 10ng/mL X HSV-1 10~ OAndiroba 10ng/mL X HSV-1 10
‘PT Andiroba 100ng/mL X HSV-1 10° ‘Andiroba 100ng/mL X HSV-1 10°
Q PT Andiroba 100ng/mL X HSV-1 10° ‘Andiroba 100ng/mL X HSV-1 10”
O PT Andiroba 100ng/mL X HSV-1 10 QAndiroba 100ng/mL X HSV-1 10"



66

Apos inoculagdo do virus e tratamento com a andiroba, as placas foram incubadas
em estufa de CO2 a 37°C. Foram feitas leituras diérias para acompanhamento do CPE em
microscopio invertido. Apds 72h de incubacdo de cada uma das condi¢bes 0s
sobrenadantes foram coletados e congelados para posterior analise do tapete celular

lisado por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (g-PCR).

2.8 EXTRACAO DO HSV1-DNA E QUANTIFICACAO DA CARGA
VIRAL DO HSV-1

As amostras de andiroba nas concentragbes de 10ng/ml e 100ng /ml e dos
controles foram submetidas a extracédo e purificacdo de DNA do HSV1 através do Biopur
Kit Extracdo Mini Spin Plus (Mobius Life Science, PR, Brasil) de acordo com as normas

do fabricante.

A quantificacdo viral foi realizada em amostras de DNA extraidas utilizando a
metodologia de PCR em tempo real (QPCR), empregando o kit XGEN Master HSV-1
(Mobius Life Science, PR, Brasil). A deteccdo de HSV-I por este kit baseia-se na
amplificacdo de uma regido especifica do genoma viral (DNA-alvo e gene-alvo),
utilizando primers especificos para o virus HSV-1. O produto da amplificacdo foi
detectado por meio de uma sonda especifica marcada com um corante fluorescente,
direcionada a uma Unica sequéncia gendmica do HSV-1. A quantificacdo foi realizada
comparando os resultados com uma curva padréo, o que permitiu determinar a carga viral
presente nas amostras. Por se tratar de um kit comercial pré-fabricado, o fabricante ndo
divulga as sequéncias exatas dos primers e sondas utilizadas. A reacdo de PCR foi
realizada sob as seguintes condicGes: 1 ciclo inicial a 37° por 2 minutos, 1 ciclo a 95°C
por 10 minutos seguidos de 45 ciclos, a 95°C por 5 segundos, 60°C por 40 segundos e
72°C por 20 segundos. Uma amostra negativa foi usada como controle de amplificacdo
para cada rodada. O numero do ciclo limiar, Ct, foi medido como o ciclo de PCR em que
a quantidade de alvo amplificado atingiu o valor de limiar. A reducéo nos niveis de DNA

do HSV-1 nos sobrenadantes das culturas foi avaliada pela mudanga no ciclo limiar (ACt).

O delta Ct (ACt) na PCR em tempo real é uma forma de analise que compara os
niveis de expressdo entre uma amostra tratada e uma amostra controle. No contexto de
uma analise de carga viral do HSV-1 para avaliar a eficacia de um fitoterapico, o ACt

ajuda a medir a inibi¢éo da replicacéo viral nas células tratadas (Rao et al. (2013). APCR
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em tempo real detecta e quantifica a quantidade de DNA viral presente nas amostras, € 0
Ct (ou ciclo limiar) é o ponto em que a fluorescéncia do DNA amplificado atinge um
nivel detectavel. O ACt ¢é a diferenca entre o Ct da amostra viral e o Ct de uma amostra
de referéncia, normalmente uma amostra controle (ndo tratada) ou um gene constitutivo
(enddgeno) usado como normalizador. O limite de detec¢do (LOD) do ensaio foi
determinado como 0,57 copias/uL, garantindo a detec¢do do DNA viral com uma

probabilidade de 95%.
2.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada no Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versdo 24.0. Os dados foram analisados por meio da estatistica descritiva, sendo
que para as variaveis categoricas utilizamos frequéncias absolutas e relativas e, para as
variaveis numéricas continuas medidas de tendéncia central e variabilidade. Os resultados
foram calculados pelos valores originais e expressos pela média. Foram analisados
estatisticamente pelo teste t-Student com correcdo de Welchs e pelo teste ANOVA.

Valores com p inferior a 5% (o = 0,05) foram considerados significativos.

3 RESULTADOS

Os resultados foram analisados gquantitativamente através de titulacdo viral por
meio de reacdo em cadeia em polimerase em tempo real (QPCR). Foi avaliada a atividade
antiviral em concentracfes ndo citotoxicas de andiroba em diferentes diluigdes virais. As
concentracdes analisadas foram, respectivamente, 10ng/mL e 100 ng/mL de AO e nas
diluices do HSV-1 entre 102 a 107 Foram utilizadas neste estudo controle negativo
(células vero E6 sem infeccdo pelo HSV-1 e sem tratamento com AQ) e controle positivo
(Células vero E6 infctadas com HSV-1 sem tratamento com AQ), além de um controle
padrdo com medicamento aciclovir. A reducdo nos niveis de DNA do HSV-1 nos

sobrenadantes das culturas foi avaliada pela mudanca no valor do delta ciclo limiar (ACt).

A tabela 1 mostra a comparagdo de médias dos valores de ciclo limiar (ACt) do
HSV-1 para cada série de dilui¢des virais (HSV-1 1073, HSV-1 10° e HSV-1 107) frente
ao pré tratamento e tratamento concomitante com 6leo de andiroba. Observa-se que ha

diferenga significativa na medida ACt entre o pré-tratamento e o pos-tratamento para as
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concentragdes HSV-1 107 x AO 10ng/mL (p = 0.046), HSV-1 107 x AO 10ng/mL (p =
0.029) versus HSV-1 10° x AO 100ng/mL (p = 0.046). Além disso, ha diferenca
significativa entre HSV-1 10° x AO 10ng/mL versus Aciclovir (p = 0.040).

Tabela 1: Comparacdo dos valores de Delta ciclo limiar (ACt) nos efeitos pré-tratamento
e tratamento do 6leo de andiroba em um modelo in vitro de infecgdo pelo HSV-1, em
funcdo das diuli¢cdes virais, através de RT-gPCR.

Variavel DELTACT Grupo p-valor®
HSV-1 10 x AO 10ng/mL 0,58 Pré tratamento

0.046*
HSV-1 1023 x AO 10ng/mL 0,64 Tratamento
HSV-1 10 x AO 10ng/mL 0,34 Pré tratamento

0.050ns
HSV-1 10 x AO 10ng/mL 0,29 Tratamento
HSV-1107x AO 10ng/mL 0,21 Pré tratamento

0.029*
HSV-1 107x AO 10ng/mL 0,23 Tratamento
HSV-1 103 x AO 100ng/mL 0,19 Pré tratamento 0.046*
HSV-1 1023 x AO 100ng/mL 0,22 Tratamento '
HSV-1 10 x AO 100ng/mL 0,14 Pré tratamento 0.076ns
HSV-1 103 x AO 100ng/mL 0,11 Tratamento )
HSV-1107x AO 100ng/mL 0,10 Pré tratamento
HSV-1107x AO 100ng/mL 0,10 Tratamento i
HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,58 Pré tratamento 0.165ns
Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle )
HSV-1 107x AO 10ng/mL 0,21 Pré tratamento 0.368ns
Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle )
HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,34 Pré tratamento 0.148ns
Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle )
HSV-1 10 x AO 100ng/mL 0,19 Pré tratamento 0.176ns
Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle )
HSV-1 107x AO 100ng/mL 0,14 Pré tratamento 0.411ns
Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle )
HSV-1 10°x AO 100ng/mL 0,10 Pré tratamento 0.500ns
Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle )
HSV-1 103x AO 10ng/mL 0,58 Pré tratamento 0.196ns
Aciclovir 0,08 Aciclovir ’
HSV-1 107 x AO 10ng/mL 0,21 Pré tratamento 0.111ns
Aciclovir 0,08 Aciclovir )
HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,34 Pré tratamento 0.040%
Aciclovir 0,08 Aciclovir '
HSV-1 10 x AO 100ng/mL 0,19 Pré tratamento 0.141ns
Aciclovir 0,08 Aciclovir )
HSV-1 107x AO 100ng/mL 0,14 Pré tratamento 0.222ns
Aciclovir 0,08 Aciclovir ’
HSV-1 10°x AO 100ng/mL 0,10 Pré tratamento 0.500ns
Aciclovir 0,08 Aciclovir )

Fonte: Elaboragéo propria (2024).

A tabela 2 mostra a comparagédo dos valores de delta ciclo limiar (ACt) do HSV-

1 frente ao uso do oOleo de andiroba em funcdo das concentracGes de AO (10ng/mL e
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100ng/mL) para 0s grupos pré-tratamento, tratamento, controle positivo, negativo e a

aciclovir. Observa-se que ha diferenga significativa no valor de ACt entre o preé-

tratamento e o controle positivo, nas amostras de concentragdo 10ng/mL, de maneira que

a média € menor no grupo de pre-tratamento (U = 0.377 + 0.188). O mesmo ocorre na

comparagao entre o pre-tratamento e o controle positivo, nas amostras de concentragao

100ng/mL., de maneira que a média € menor no grupo de pré-tratamento (1 = 0.110 +

0.098).

Tabela 2: Comparacdo dos valores de delta ciclo limiar (ACt) do HSV-1 frente ao uso do
Oleo de andiroba, em funcdo das concentracbes, para 0S grupos pré-tratamento,
tratamento, controle positivo, negativo e aciclovir.

Grupo 10ng/ml Pré tratamento Tratamento P-Valor®
HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,58 0,64

HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,34 0,29 0.785ns
HSV-1107x AO 10ng/mL 0,21 0,23

Média (DP) 0.377 £0.188 0.387 £ 0.221

Grupo 100ng/ml Pré tratamento Tratamento

HSV-1 10 ¥ x AO 100ng/mL 0,19 0,22

HSV-1 10 5x AO 100ng/mL 0,14 0,11 1.000ns
HSV-1 10 7 x AO 100ng/mL 0,10 0,10

Média (DP) 0.110 £ 0.098 0.110+0.110

Grupo 10ng/ml Pré tratamento CP

HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,58 1,00

HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,34 1,00 0.029*
HSV-1107x AO 10ng/mL 0,21 1,00

Média (DP) 0.377 £0.188 1.00 + 0.000

Grupo 100ng/ml Pré tratamento CP

HSV-1 10 ¥ x AO 100ng/mL 0,19 1,00

HSV-1 10 -5x AO 100ng/mL 0,14 1,00 0.004*
HSV-1 10 " x AO 100ng/mL 0,10 1,00

Média (DP) 0.110 £ 0.098 1.00 + 0.000

Grupo 10ng/ml Pré tratamento Aciclovir

HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,58 0,08

HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,34 0,08 0.553ns
HSV-1107x AO 10ng/mL 0,21 0,08

Média (DP) 0.377 £0.188 0.300 + 0.000

Grupo 100ng/ml Pré tratamento Aciclovir

HSV-1 10 ¥ x AO 100ng/mL 0,19 0,08

HSV-1 10 -5x AO 100ng/mL 0,14 0,08 0.079ns
HSV-1 10 " x AO 100ng/mL 0,10 0,08

Média (DP) 0.110 £ 0.098 0.300 + 0.000

Fonte: Elaboragéo propria (2024).

A figura 2 mostra a comparagdo dos valores de ACt entre pré-tratamento e

tratamento concomitante por concentracdo de AO, para diferentes dilui¢des de HSV-1. O

gréfico evidencia a eficacia do AO nas diferentes concentragdes e dilui¢bes de HSV-1,

tanto no pré quanto no tratamento concomitsnte. No entanto, comparando os valores de

ACt no preé tratamento e tratamento ndo houve difencas estatisticamente significantes.
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Comparagao pre-tratamento vs tratamento por
concentragao

0.70 0.64
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0.50
0.40 0.34
0.0 0.29
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HSV-110-3 x HSV-1 10-5 x HSV-110-7 x HSV-110-3x HSV-110-5x HSV-110-7 x
AO 10ng/mL  AO 10ng/mL AO 10ng/mL AO 100ng/mL AO 100ng/mL AO 100ng/mL

DeltaCT

m Pré tratamento  m Tratamento

Figura 2: Comparacdo dos valores de ciclo limiar (ACt) do HSV-1 frente ao uso do 6leo
de andiroba, em funcdo das concentragGes para 0s grupos pré-tratamento e tratamento.
Os dados sdo apresentados em barras azuis para o0 pré-tratamento e laranjas para o
tratamento. Fonte: Elaboracéo prépria (2024).

A tabela 3 mostra a comparagéo dos valores de delta ciclo limiar (ACt) do HSV-
1 frente ao uso do 6leo de andiroba, em funcéo das concentragdes para 0s grupos controle
positivo e aciclovir somente com o grupo tratamento. Observa-se que ha diferenca
significativa na medida ACt entre o tratamento e o0 controle positivo, nas amostras de
concentra¢do 10ng/mL., de maneira que a média € menor no grupo de tratamento (U =
0.387 £ 0.221). O mesmo ocorre na comparacao entre o tratamento e o controle positivo,
nas amostras de concentracdo 100ng/mL, de maneira que a média é menor no grupo de
tratamento (1 =0.110 + 0.110).
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Tabela 3: Comparacéo dos valores valores de delta ciclo limiar (ACt) do HSV-1 frente
ao uso do dleo de andiroba em funcdo das concentragBes para 0s grupos tratamento,
controle positivo e aciclovir.

Grupo 10 Tratamento CP (células Vero e HSV-1)  P-Valor®
HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,64 1,00
HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,29 1,00 0.041*
HSV-1 107 x AO 10ng/mL 0,23 1,00

0.387 £0.221 1.00 £ 0.000
Grupo 100 Tratamento CP (células Vero e HSV-1)
HSV-1 10 ¥ x AO 100ng/mL 0,22 1,00
HSV-1 10 5x AO 100ng/mL 0,11 1,00 0.005*
HSV-1 10 " x AO 100ng/mL 0,10 1,00

0.110 £0.110 1.00 £ 0.000
Grupo 10 Tratamento Aciclovir
HSV-1 10°x AO 10ng/mL 0,64 0,08
HSV-1 10-°x AO 10ng/mL 0,29 0,08 0.568ns
HSV-1107x AO 10ng/mL 0,23 0,08

0.387 £0.221 0.300 + 0.000
Grupo 100 Tratamento Aciclovir
HSV-1 10 ¥ x AO 100ng/mL 0,22 0,08
HSV-1 10 5x AO 100ng/mL 0,11 0,08 0.096ns
HSV-1 10 " x AO 100ng/mL 0,10 0,08

0.110 £0.110 0.300 + 0.000

Fonte: Elaboragao prépria (2024).

A figura 3 mostra a comparacdo do pré-tratamento com OA vs Controle positivo
por concentracdo. O grafico mostra uma tendéncia decrescente em ACt conforme a
concentracdo de AO e o aumento das diluicbes do HSV-1, que diminuem conforme a
concentracdo varia. A linha azul indica que os valores do tratamento prévio diminuem
com o aumento da concentracdo de AO, sugerindo um efeito dose-dependente. Este
grafico ajuda a visualizar a eficicia do tratamento antiviral em diferentes concentracoes

e dilui¢bes, comparando com a linha de base fornecida pelo controle positivo.
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Comparagdo pré-tratamento vs Controle positivo (celulas Vero e
HSV-1) por concentracgdo
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Figura 3: Comparagdo dos valores de ciclo limiar (ACt) do HSV-1 frente ao uso do éleo
de andiroba, em funcdo das concentracBes para 0S grupos controle positivo e pré-
tratamento. No eixo vertical (Y) estd ACt. No eixo horizontal (X) ha diferentes
concentracbes de AO e em diferentes diluicdes de HSV-1 (103, 10, 107). As barras
laranjas representam o Controle positivo (células Vero e HSV-1 sem traramento) com um
valor constante de 1,00 em todas as concentra¢es. A linha azul representa o pré-
tratamento. Fonte: Elaborago propria (2024).

A figura 4 mostra a comparacdo do pré-tratamento com OA vs Aciclovir por
concentracdo. O grafico mostra uma tendéncia decrescente em ACt conforme aumenta a

concentracdo de AO e aumenta a dilui¢cdo de HSV-1.
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Figura 4: Comparacdo dos valores de ciclo limiar (ACt) do HSV-1 frente ao uso do 6leo
de andiroba, em funcao das concentracdes para 0s grupos pré-tratamento e Aciclovir. No
eixo vertical (Y) estd ACt. No eixo horizontal (X) hé diferentes concentragdes de AO e
em diferentes diluigdes do HSV-1 (1073, 10°, 107). As barras laranjas representam o
aciclovir com um valor constante de 0.08 em todas as concentracdes. A linha azul
representa o pré-tratamento. Fonte: Elaboragdo prépria (2024).

A figura 5 mostra a comparagdo do tratamento concomintante com AO vs

Controle positivo por concentracdo. O gréfico mostra uma tendéncia decrescente em ACt

conforme 0 aumento da concentracdo do 6leo de andiroba e das dilui¢cfes de HSV-1. Este

gréafico ajuda a visualizar a eficacia do tratamento antiviral em diferentes concentragdes

e diluicdes, comparando com a linha de base fornecida pelo controle positivo.
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Comparacgéo Tratamento vs Controle positivo (celulas Vero e
HSV-1) por concentracgdo
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Figura 5: Comparacao dos valores de delta ciclo limiar (ACt) do HSV-1 frente ao uso do
6leo de andiroba em fungdo das concentracdes para 0s grupos tratamento e controle
positivo. No eixo vertical (Y) estd o ACt. No eixo horizontal (X) ha diferentes
concentracdes de AO e em diferentes diluicdes do HSV-1 (103, 10°, 107). As barras
laranjas que representam o Controle positivo (celulas V ero e HSV-1 sem tratamento)

com um valor constante de 1,00 em todas as concentragdes. A linha azul representa o
tratamento concomintante com AQ. Fonte: Elaborago propria (2024).

A figura 6 mostra a comparacdo do tratamento concomintante com AO vs
aciclovir. O grafico mostra uma tendéncia decrescente em ACt conforme aumenta a
concentracdo de AO e 0 aumento das dilui¢es de HSV-1. O grafico ilustra a comparagéao
entre um novo tratamento e o aciclovir em termos de eficécia antiviral. O valor constante
para o aciclovir (ACt = 0.08) serve como referéncia, enquanto os valores variaveis do
novo tratamento (linha azul) mostram uma tendéncia de diminuicdo do ACt com
concentragdes mais altas, sugerindo que andiroba pode ser eficaz em maior concentracao.
Este gréafico é crucial para avaliar a eficacia potencial do AO em compara¢cdo com 0

aciclovir.
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Comparacao Tratamento vs Aciclovir por concentragéo
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Figura 6: Comparacdo dos valores valores de delta ciclo limiar (ACt) do HSV-1 frente
ao uso do 6leo de andiroba em funcdo das concentracdes para 0s grupos tratamento e
Aciclovir. No eixo vertical (Y) estd ACt. No eixo horizontal (X) ha diferentes
concentracgdes de HSV-1 e em diferentes diluigdes (1073, 10°, 107) de HSV-1. As barras
laranjas representam o aciclovir com valor constante de 0.08 em todas as concentragdes.
A linha azul representa o tratamento concomitante com AO. Fonte: Elaboragéo propria (2024).

4 DISCUSSAO

A descoberta de fitoterapicos no combate ao virus herpes simplex tipo 1 (HSV-
1) é de grande importancia, especialmente diante dos desafios relacionados a resisténcia
a medicamentos antivirais convencionais e & necessidade de tratamentos mais acessiveis
e seguros. O HSV-1 é uma infeccdo viral altamente prevalente e atualmente, ndo existem
medicamentos que curem infecgdes por HSV ou infecgdes latentes associadas (Crimi et
al., 2019; Pavi et al., 2023).

A avaliagdo in vitro da agdo antiviral de fitoterdpicos é uma etapa essencial na
validagdo do uso de compostos naturais como potenciais agentes terapéuticos contra
infeccbes virais. Essas investigagdes abrangem uma variedade de metodologias,
considerando técnicas laboratoriais que variam desde ensaios de prevencéo viral direta
até a avaliacdo de mecanismos imunomoduladores de substancias naturais, fornecendo

uma visdo abrangente da eficacia e do potencial terapéutico desses compostos, Essas
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metodologias sdo essenciais para a validacao inicial, antes de avangos clinicos e possiveis
aplicacdes terapéuticas mais amplas desses fitoterapicos (Parham et al., 2020; Lemos et
al., 2023).

A Carapa guianensis (Aublet), popularmente conhecida como andiroba tem
demonstrado diversas atividades terapéuticas e amplamente usado na medicina popular,
como o tratamento antitérmico, antialérgico, analgésico e anti-inflamatdrios, bem como
acao acaricida e repelente de insetos (Nardi et al., 2016; Nonato et al., 2018; Aradjo-Lima
et al., 2018; Menegueti et al., 2019; Nascimento et al., 2019; Santos et al., 2021; Soares
et al., 2021; Amorim, et al., 2022). O principal produto retirado da planta é o 6leo, que
possui principios ativos como glicerideos, acidos graxos e tetranortriterpenoides
(TNTPS) (Meccia et al., 2013; Moya et al., 2015; Sousa et al., 2022). Na literatura, ndo

existem dados avaliando a atividade do 6leo de andiroba frente o Herpes virus humano.

Este estudo avaliou a potencial acdo antiviral do 6leo de andiroba em células Vero
E6 frente 0 HSV-1. Os resultados apresentados mostram uma andlise, através de gPCR,
do delta ciclo limiar (ACt) do HSV-1 em células Vero tratados com 6leo de andiroba em
duas concentra¢Bes (10 e 100 ng/mL), comparando-o com o controle positivo (células
infectadas e ndo tratados). Para a concentracdo de 10 ng/mL, observe-se uma diferenca
significativa no ACt entre o grupo de tratamento com 6leo de andiroba e o controle
positivo, sendo que a média do ACt para o grupo tratado foi menor (n = 0,387 + 0,221).
Esse valor indica que a expressdo viral nas células tratadas com dleo de andiroba foi mais
baixa do que nas células ndo tratadas, visando um possivel efeito inibidor da replicacdo
viral pelo 6leo. O mesmo padréo é observado para a concentracdo de 100 ng/mL, onde o
ACt do grupo de tratamento também foi significativamente menor em comparagdao ao
controle positivo (1 = 0,110 + 0,110). Esse valor mais baixo reflete uma acédo antiviral
mais eficaz do 6leo de andiroba na reducdo da expressdo viral, especialmente em
concentracdes mais altas. Além disso, a analise dos resultados de gPCR revelou que a
atividade antiviral do 6leo de andiroba foi dose-dependente, 0 que sugere que
concentracdes mais elevadas do extrato podem resultar em um efeito inibitorio ainda mais
significativo. Essa caracteristica é particularmente importante, pois indica a possibilidade

de otimizacdo de dosagens para maximizar a eficécia terapéutica.
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Reis (2007), ao avaliar o efeito imunomodulador e antiviral de plantas medicinais
na infeccdo in vitro de mondcitos humanos infectados pelo virus DENGUE-2 (cepa
16681), demonstrou que os TNTPs isolados de C. guianensis diminuiram de modo
significativo a producao de TNF-a ¢ IL-10. Resultados referente a atividade antiviral ndo

foram apresentados para monaocitos infectados tratados com TNTPs isolados.

Ferraris et al. 2011 realizaram estudos in vitro utilizando uma fracdo combinada
de tetranortriterpenoides (TNTPs) contendo 6a-acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-
oxogedunina, andirobina e metil angolensato isolados das sementes de Carapa guianensis
com objetivo de elucidar o mecanismo de a¢do imunomodulatério do 6leo de andiroba e
os resultados demonstraram que TNTPs isolados de C. guianensis apresentaram efeitos
inibitdrios sobre os eosinofilos e linfocitos T, prejudicando diferentes mecanismos que

medeiam a resposta alérgica (p < 0,05).

O uso de um controle nos ensaios de deteccdo da atividade antiviral permite
demonstrar se esses foram realizados corretamente, sendo considerado, ainda, um padrédo
com o qual a atividade da amostra pode ser comparada. Idealmente, o controle positivo
deve ser um farmaco anti-herpético usado clinicamente (Petersen et al., 2021). No
presente estudo, o aciclovir foi utilizado como controle e apresentou o menor valor de
ACt, porém o AO em concentracdes mais altas e nas diluicdes virais maiores mostrou

eficacia préxima dos valores do aciclovir.

Uma vantagem importante dos fitoterapicos no combate ao HSV-1 é o seu perfil
de seguracdo, baixa toxicidade a baixa probabilidade de desenvolvimento de resisténcia.
O aciclovir, por exemplo, atua inibindo a DNA polimerase viral, uma enzima especifica
do HSV, e 0 uso prolongado ou inadequado pode levar ao surgimento de cepas resistentes
(Rollenhagem et al., 2014; Hanna et al., 2022). em contraste, 0S compostos presentes Nos
fitoterapicos costumam atuar em mdltiplos alvos, dificultando o desenvolvimento de
resisténcia viral e, a0 mesmo tempo, potencializando os efeitos antivirais (Li et al. 2022;
Akran et al., 2018). Muitos extratos de plantas, bem como seus constituintes bioativos,
demonstraram atividade antiviral sem os efeitos toxicos marcantes dos medicamentos
sintéticos (Seyedi et al., 2016; Michelini et al., 2018; Orlowski et al., 2018; Szymanska
et al., 2018; Hussein & El-Anssary, 2018; Elkousy et al., 2021; Ben-Amor et al., 2021;
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Cometa et al., 2022; Pavi et al., 2023; Pezzotti et al., 2023; Tarbeeva et al., 2023; Pennisi
etal., 2023).

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam o potencial antiviral do 6leo de
andiroba (Carapa guianensis) contra o virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1),
demonstrando uma significativa inibicdo da replicacdo viral em células infectadas. O uso
da técnica de gPCR para quantificar a producdo de DNA viral permitiu uma avaliacdo da
atividade antiviral do 6leo de andiroba, fornecendo dados quantitativos que corroboram
sua eficécia. A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) tem se destacado
como uma ferramenta poderosa e amplamente utilizada para a avaliacdo da atividade
antiviral de compostos fitoterapicos. Essa técnica, considerada o "padrdo ouro” para a
quantificacdo de &cidos nucleicos virais, oferece varias vantagens em relacdo a métodos
tradicionais, como a alta sensibilidade, especificidade e a capacidade de detectar e
quantificar diretamente o material genético viral em amostras infectadas. (Lemos, 2023;
Perse da silva et al., 2015; Tavakoli et al., 2017; Diefenbach & Fraefel, 2020).

Uma das principais vantagens do qPCR em relacdo a métodos como a avalia¢do
do efeito citopatico ou ensaios de plaqueamento é sua rapidez e precisdo. Enquanto outras
técnicas podem ser limitadas pela necessidade de longos periodos de incubacdo e pela
subjetividade na interpretacdo de resultados visuais, 0 qPCR fornece dados quantitativos
confidveis em um curto periodo de tempo. No entanto, embora 0 qPCR seja amplamente
reconhecido como o "padrdo ouro" para a quantificacdo de virus como o HSV-1 em
estudos antivirais com fitoterapicos, € fundamental seu uso em combinagdo com outras
metodologias para uma avaliacdo abrangente da atividade antiviral. A integracdo do
gPCR com técnicas como ensaios de viabilidade celular e plagueamento garante uma
andlise robusta, permitindo que tanto a quantidade de virus quanto sua infectividade

sejam devidamente avaliadas (Diefenbach & Fraefel, 2020; Ishikawa et al., 2023).

5 CONCLUSAO

Considerando o cenario atual de resisténcia viral, a pesquisa de alternativas
baseadas em produtos naturais, como o Gleo de andiroba, é de extrema relevancia. O

potencial desse 6leo como possivel agente antiviral pode ndo apenas oferecer novas
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opcOes de tratamento, mas também contribuir para a formulacéo de terapias combinadas

que ampliem a eficacia dos antivirais existentes.

Em conclusdo, os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias inéditas e
promissoras sobre a atividade antiviral do 6leo de andiroba contra o0 HSV-1, ressaltando
a necessidade de mais estudos que esclarecam os mecanismos de acéo envolvidos seréo

essenciais para o avancgo deste 6leo no campo da farmacologia antiviral.
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Trulo da Pesquisa: Avaliagio in vitro de potencial de atividade antiviral do extrato de Andiroba (Carapa
guianensis) frente a0 Herpes Simples wirus - Tipo 1 (HSV-1). Prospectivas de uso

ol inico.
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DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: §.055.048

Apresentacao do Projeto:

O herpes simples £ umna infiecgdo causada pelbo virus harpes humanao (HSV), 2 é uma das infecpdes mais
comuns 305 seres humanos. O HEV-1 & geralmente responsavel por infecgies na face e no fronco. A saliva
contaminada constitul um veiculo eficients para a ransmissao do HEV-1, além do eventual contato com as
secreies herpéticas &m pessoas que apressntem oinicaments a doenga. A Carapa guianensis, conhecida
popularmente como Andiroba, & uma arvore da familia Meliaceae de grande porte, enconfrada na regido
Amazonica. O dleo de Andircha & extraido através da prensagem de suas sementes & POssUl as principars
substincias biclogicaments ativas e proporcionam inbmeros efsitos, em especial os

efeitos anti-inflamatorios. Este conjunto de caracteristicas despertou 3 atengao de alguns pesquisadores
para estudar a agio da Andiroba em diversos tratamentos, entretanto até o memento n3o ha nenhuma
pesquisa que busque como uma opgdo altemnativa para lesdes orais por HSV-1 e 0 uso de fitoterapicos, &
nenhwm estudo evidenciou o efeito & a eficacia do uso do Oleo de andircba nestas lesdes, sendo assim,
esse frabalho seria o pioneiro a avaliar estas caracteristicas antivirais & a viabdidade celular. O chjetvo
deste estudo & avaliar a potencial atividade antiviral do exirato de Andiroba (Carapa guianensis Aubl. ) frente
ao HEV-1. Trata-se de wm estudo laboratorial experimental, com coleta de § amostras (esfregago) de
pacientes que possuam lesdo labial herpética em estagio inicial ativa (primeiras 24h do inicio dos sinfomas
ate
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antes da kesdo crinica), 3s quais passaro por extragdo de OMA do virus & PCH pera identificagio do HEW-
1. Em seguida ser3 avaliado a toeicidade aguda (LCS0) e efeitos comportamentais da Andiroba (Carapa
Guianeses) frente a0 Herpes Virus Simples- tipo 1, avaliagao da agdo virucida direta do dleo de andircba
frente an HEW-1 em cultive celular permissivo a infecgSo por HEW-1 e avaliagio do efeito anti-viral do deo
de andiroba nas fases iniciais da infeccdo, adsorgdn. pos-adsorgSo & penstragio viral e por fim a
interferéncia das amostras selecionadas na express3o proteica do HEV-1. Os dados serao analisados e
tabulados, & passarao por andlise estatistica considerando nivel de significincia em 5% (pl.05) & poder de
B

Objetivo da Pesguisa:

Oibjetio Primario;

Aualiar 3 potencial atvidade antwiral do exirato de Andiba (Carapa guianens's Aubl.) Fente 3o HSV-1.
Clbjetive Secundino:

- Awaliar as propriedades citotoxicas e efeitos comportamentais do extrate de andiroba, atraves
determinagio da LC 50 em um modelo in vito de infeccio pele HSV-1:- Avaliar as propriedades citotduicas
e efeitos compertamentais do exirate de andiroba, determinando o potencial citotoxico de dosagens
subletais do mesmo em um modedo in vito de infecpdo pelo HSW-1;- Verficar se as propriedades citotdwicas
tho exdrabo de andiroha que apresentam diferengas enire cefulas infectadas com HEV-1 em relacdo a celulas
nao infectadas; - Realizar a triagem antiviral em diferentes concentracdes do dleo de andinoba, frente ao
wirus H3V-1, por meio do ensaio de redugSe do nimero das placas de fise; - Avaliar a agao virucida direta
to oleo de andinoba frente ao H3V-1 em cultive celular permissivo a infecgdo por HEV-1; - Avaliar o =feite
anti-viral do dleo de andiroba nas fases inidais da infecgdn, adsongio. pds-adsorgde & peneragdo viral, -
Avaliar os efeitos do tempo de adigio do dleo de andiroba na atividade ant-herpética (pré-tratamento &
tratamento simultanec); - Avaliar a inferferéncia das amostras selecionadas na expressao proteica do HSV-
1;

Avaliagdo dos Riscos & Beneficios:

Riscos:

Dwos mscos da pesquisa, elege-se comd principal a quebra de siglo dos pacientes da amostra que, por mas
gque a colheita da amostra seja indolor pode estar passivo de vazamentos de dados.

Beneficios:
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Dos bensficios propostos, cita-se como possivel vantagem (52 caso obtivermos resultados positivos do
extrato de Andircha em relagdo ao HEV-1), a futura realzago da etapa dinica desta pesquisa, passivel de
comprometimento na criagdo de um farmace para tratamentos de doencas relacionadas ao virus na
Odontologia. No entanto, tarmbém como vantagem (se caso os resultados n3o sejam positivos do extrato de
Andirmoba em

relagio @0 HSV-1), apresentaremos resultados inéditos obtidos com esta pesquisa de um potencial
fitoterapico & o Herpes Virus, assim sendo serdo as nformagdes fomecidas. aos profissionas da salde, em
especial para a medicina e odontologia trazendo, conhecmento acerca do assunto COMO POSSIVEs MOVas
peSqUIs3s NO F3Mo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesguisa:

O protocolo encaminhado dispde de metodologia e critérios definidos conforme a resolugdo 485/12 do
CHSMS. Trata ainda em resclver pendéncizs citadas no parecer n™5.781.080, que depois de ser avaliade
por este colegiado entende-se coma, pendéncias resclvidas & aceitas.

Consideractes sobre os Termos de apresentacao obrigataria:

s termos apresentados, nesta wersio, contemplam os sugenidos pelo sistemna CEPTCOMER.

Conclusites ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto. somos pela aprovagdo do protocolo. Este @ nosso parecer, SMU.

Consideractes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado bassado nos documentos abaixo relacionados:
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