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RESUMO 

 

As infecções causadas pelo Vírus Herpes Simples tipo 1 (HSV-1) representam um sério 

problema de saúde pública global, afetando uma parcela significativa da população. 

Embora fármacos convencionais como aciclovir e penciclovir ainda sejam a terapia 

padrão, a emergência de cepas resistentes demonstra a necessidade urgente de alternativas 

eficazes de tratamento. Nesse contexto, produtos de origem natural emergem como 

opções terapêuticas promissoras. Dentro da rica biodiversidade brasileira, a Carapa 

guianensis Aubl. (andiroba), da família Meliaceae, destaca-se como uma planta medicinal 

de grande importância na Amazônia. O óleo extraído de suas sementes possui várias 

propriedades medicinais reconhecidas como anti-inflamatória, anti-fungicas e anti-

bacterianas. Este estudo propõe uma avaliação in vitro da atividade antiviral do óleo de 

andiroba frente o HSV-1. Foram realizados triagem antiviral em diferentes concentrações 

do óleo de andiroba por meio do ensaio de titulação viral, avaliação da inibição do efeito 

citopático viral, avaliação quantitativa por PCR em tempo real (q-PCR), avaliação do 

efeito protetor do tratamento com o óleo de andiroba (AO) antes da infecção com HSV-

1, além da compração entre o tratamento com óleo de andiroba e o medicamento de uso 

convencional contra o HSV-1, aciclovir. A análise dos dados foi realizada no Statistical 

Package for the Social Sciences (SPSS) versão 24.0. Os resultados foram calculados pelos 

valores originais e expressos pela média. Foram analisados estatisticamente pelo teste t-

Student com correção de Welchs e pelo teste ANOVA. Valores com p inferior a 5% (α = 

0,05)  foram considerados significativos. A redução do efeito citopático após o uso do 

AO sugere uma possível ação antiviral, especialmente nas concentrações mais altas (100 

ng/mL). A análise da curva dose-resposta demonstra clareza entre o aumento da 

concentração do AO e a diminuição da replicação viral do HSV-1. Na análise de qPCR, 

em concentração de 10 ng/mL de AO, observa-se uma leve diminuição nos valores de 

ΔCt à medida que a diluição do HSV-1 aumenta, o que sugere uma eficácia antiviral 

modesta. Para 100 ng/mL de AO, os valores de ΔCt são mais baixos do que na 

concentração de 10 ng/mL, sugerindo uma maior atividade antiviral com o aumento da 

dosagem do óleo. Esses resultados sugerem que o AO possui atividade antiviral in vitro, 

com maior eficácia em concentrações 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 ação anti-viral. 

Palavras–Chave: Carapa guianensis; Herpes simples; fitoterapia, antivirais, Reação 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 (α = 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 AO, a slight decrease in ΔCt values was observed as HSV-1 

dilution increased, indicating modest antiviral efficacy. At 100 ng/mL AO, ΔCt 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. 



Keywords: Carapa guianensis; Herpes simplex; Phytotherapy; Antivirals; Polymerase 

Chain Reaction; Medicinal plants 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Esta Tese de Doutorado é organizada em dois capítulos constituídos de artigos científicos, 

escritos de acordo com as normas de publicação dos periódicos Journal of Biological 

Research and Biotechnology (Bio-Research) (artigo 1) e Phytotherapy Research (artigo 

2). Após a última correção, a formatação final será realizada e os artigos serão submetidos 

para publicação. 

 

Capítulo 1: Avaliação da ação antiviral do óleo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) 

em um modelo in vitro de infecção pelo HSV-1. 

 

Capítulo 2: - Avaliação da inibição da replicação viral em células infectadas pelo HSV-1 

e tratadas com óleo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.)  através de q-PCR. 
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INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 1 CONSIDERAÇÕES CLÍNICAS,  DIAGNÓSTICAS E 

TERAPÊUTICAS SOBRE O HERPES SIMPLES VÍRUS TIPO 1 (HSV-1) 

 As doenças virais infecciosas continuam sendo um desafio significativo para a 

saúde global. Entre os muitos vírus de relevância clínica, destaca-se o Herpes simplex 

vírus (HSV), pertencente à família Herpesviridae e à subfamília Alphaherpesvirinae. Esse 

patógeno é responsável por um amplo espectro de infecções, afetando milhões de pessoas 

ao redor do mundo. Os dois genótipos de maior destaque são o HSV tipo 1 (HSV-1) e 

tipo 2 (HSV-2), ambos com um ciclo reprodutivo rápido e a capacidade de estabelecer 

infecções latentes. O HSV-1 está associado principalmente a lesões orofaciais, enquanto 

o HSV-2 é o principal agente de lesões genitais. No entanto, o HSV-1 também pode 

provocar infecções genitais, e, embora menos comum, o HSV-2 pode causar lesões 

orofaciais (Bhatta et al., 2018; Ayoub et al., 2019; Yan et al., 2020). 

A apresentação dos sintomas da doença se dá de forma cíclica, o período de 

incubação do HSV-1 pode variar de 4 a 5 dias e a transmissão ocorre pessoa a pessoa, 

geralmente, pelo contato íntimo e compartilhamento de fluidos contendo os vírus (Geller 

et al., 2012; Deethae et al., 2018).  A primo-infecção pelo HSV-1 é caracterizada por 

gengivite, estomatite e faringite, enquanto as reativações são responsáveis por lesões 

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

As manifestações clínicas estão intrinsecamente ligadas ao sorotipo viral, ao local 

anatômico da infecção, à resposta imunológica e à predisposição genética do indivíduo. 

As lesões cutâneas se caracterizam predominantemente pela presença de vesículas claras 

sobre uma base eritematosa, as quais se rompem, originando erosões ou ulcerações. Os 

sintomas prodrômicos incluem ardor e parestesia local, linfadenopatia, febre, mal-estar, 

mialgia, perda de apetite e dores de cabeça. Em seguida, iniciam-se formações de máculas 

e pápulas e o ciclo de replicação do vírus torna-se intenso (Crimi et al., 2019; Lemos et 

al., 2023; Benedetti et al., 2023). As lesões iniciais evoluem para pústulas e rompem após 

2 dias, expondo, desta forma, as lesões à fatores externos. Após 96 horas, as lesões já se 
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apresentam com crostas. As infecções primárias apresentam um curso clínico que pode 

variar entre 10 e 17 dias. (Levin; Weinberg; Schmid, 2016).  

Em indivíduos imunocomprometidos, as infecções são clinicamente mais graves 

e progressivas. Outras manifestações que podem ocorrer com frequência nesses pacientes 

são: encefalite, pneumonia, esofagite, hepatite e colite (Marcocci et al., 2020; Knipe, 

Whitley, 2021). Além disso, pacientes imunocomprometidos sofrem mais com resistência 

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

Além das infecções cutâneas, o HSV possui a capacidade de infectar as 

terminações nervosas sensoriais que inervam a pele e a mucosa, onde permanece em 

estado latente. Posteriormente, o vírus pode se reativar, desencadeando novas infecções 

facilitadas por essa latência (Levin et al., 2016). Após a fase aguda, a infecção alterna 

entre períodos de latência e reativação. Fatores como mudanças ambientais, exposição à 

luz ultravioleta e estresse estão diretamente associados à reativação do HSV-1 (Ives, 

Bertke, 2017). 

A latência do HSV-1 desempenha um papel crucial no sucesso da infecção. De 

forma geral, a reativação do vírus é assintomática em cerca de 65% dos casos registrados, 

e a frequência desses eventos diminui ao longo do tempo. Essa reativação permite a 

disseminação do vírus para novos hospedeiros, mantendo o indivíduo infectado como 

portador vitalício (Schiffer et al., 2011; Cole, 2020; Stempel et al., 2019; Yan et al., 2020). 

O diagnóstico do HSV-1 baseia-se na avaliação clínica das lesões cutâneas, 

confirmada por testes laboratoriais. Dentre as técnicas mais usadas estão as moleculares, 

como a reação em cadeia da polimerase (PCR), que se destaca por sua alta sensibilidade 

na detecção do vírus, tanto em pacientes sintomáticos quanto assintomáticos. Em casos 

em que os pacientes relatam desconforto genital ou labial sem a presença de lesões 

visíveis, testes sorológicos tipo-específicos, como o Western blot, são recomendados para 

a detecção de anticorpos IgG. Embora esses testes sejam altamente sensíveis e 

específicos, permitindo a diferenciação entre infecções por HSV-1 e HSV-2, algumas 

limitações surgem na prática clínica devido a resultados falso-positivos. Isso é 

especialmente relevante em indivíduos infectados por ambas as espécies virais ou em 

populações de baixa prevalência, 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 partícula do HSV-1, com cerca de 150nm de tamanho, tem uma estrutura básica 

composta por um núcleo de DNA em dupla hélice compactado (Figura1). Esse genoma 

viral é envolto por uma camada proteica chamada capsídeo, que, por sua vez, é circundado 

por um envelope lipídico. Nesse envelope, encontram-se as glicoproteínas virais (como 

gB, gC, gD, gH e gL)  e algumas proteínas que inibem o sistema complemento. . Essas 

glicoproteínas interagem com receptores específicos nas células hospedeiras, permitindo 

a fusão do envelope viral com a membrana celular e a entrada do genoma viral na célula. 

Abaixo do envelope lipídico, há um material proteico amorfo conhecido como tegumento. 

O tegumento contém proteínas responsáveis pela degradação do RNAm celular, 

desagregação de polissomas e formação do complexo de pré-iniciação, iniciando o 

processo de transcrição viral. Os genes α, β e γ expressos controlam, respectivamente, a 

transcrição do genoma viral, a tradução de proteínas essenciais para a síntese do DNA 

viral e a liberação das partículas 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-57d70f09825f437595f51ae6cf7d4e6e) 

 

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

dos vírus nas células hospedeiras; 2) expressão de genes virais; 3) replicação 



20 
 

propriamente dita; 4) montagem das partículas virais; e 5) liberação da nova geração de 

partículas virais.  Para iniciar a infecção, os vírus se ligam aos receptores de superfície 

celular. Em seguida, ocorre rapidamente a fusão do envelope com a membrana plasmática 

e a liberação do capsídeo no citoplasma, o qual é transportado para os poros nucleares, 

pelos quais o DNA é introduzido no núcleo. Isso resulta na transcrição gênica e replicação 

do DNA viral bem como na montagem dos novos capsídeos (Connolly et al., 2011; 

Kukhanova et al, 2014). 

Em se tratando de epidemiologia, a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 

2016, fez estimativas globais e regionais de prevalência e incidência de infeção oral por 

HSV-1 e verificou que em indivíduos entre 0-49 anos de idade, esta infecção atinge 

aproximadamente 67% da população mundial. Foram observados padrões diferentes por 

idade, sexo e região geográfica (Looker et al., 2015; James et al, 2020). A soroprevalência 

de HSV-1 aumenta linearmente com a idade e é maior no sexo feminino. No Brasil, a 

soroprevalência de anticorpos para HSV-1 por idade, foi 67,2%, sem diferença quanto ao 

sexo e maior na região Norte (Clemens, Farhat, 2010). Além disso, estima-se que as 

recidivas herpéticas decorrentes do HSV ocorrem dentro de uma ampla gama de 

frequências que varia entre os 20-50% para infeções por HSV-1. Isso significa que 50-

80% dos indivíduos com infeção por HSV-1 não apresentaram sintomas clínicos. No 

geral, estima-se atualmente que 10-25% dos infetados com HSV manifestam sintomas da 

doença, em particular lesões cutâneas em várias formas de herpes (Abrenates, 2021). 

O tratamento anti-herpético frequentemente empregado é por meio de fármacos 

análogos de nucleosídeo, como o aciclovir, um pró-fármaco que causa bloqueio no ciclo 

de replicação do vírus, utilizado para controle da doença e para prevenir recorrências. O 

ideal é que a utilização do medicamento ocorra antes da formação da pápula, ou seja, no 

período de pródomo (Alvarez et al., 2020). Outros medicamentos foram desenvolvidos 

para melhorar a absorção e a biodisponibilidade do aciclovir, tais como o valaciclovir, 

penciclovir, famciclovir e foscarnet. Alguns associados a efeitos adversos consideráveis 

como nefrotoxicidade, neutropenia, mielossupressão, confusão mental, ansiedade, febre, 

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

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

de  baixa  intensidade  tem  conquistado espaço na prática clínica devido às suas 
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propriedades reparadoras de tecido, analgésicas e anti-inflamatórias.  A  literatura  

científica  mostra  que  o tratamento dessa infecção por meio do laser de baixa potência 

têm semostrado promissor, uma vez que a aceleração do reparo de feridas e o 

abreviamento do ciclo da doença é comprovado (Correia Molina Cabra et al, 2022; Rocha 

et al., 2024). 

A pesquisa por agentes antivirais seletivos tem sido intensa nos últimos anos, 

contudo, a necessidade de novas terapias antivirais persiste. Isso se deve a desafios 

enfrentados no tratamento de infecções herpéticas, como o surgimento de cepas virais 

resistentes, alta toxicidade sistêmica e baixa eficácia em pacientes imunocomprometidos 

(Hanna et al., 2022). Normalmente, o curso clínico da doença pode ser facilmente 

controlado com os protocolos terapêuticos disponíveis. No entanto, a situação torna-se 

mais grave quando o paciente é imunocomprometido como recém-nascidos, pacientes 

HIV positivos, indivíduos submetidos a tratamento imunossupressor, transplantados e 

diabéticos, podendo resultar em infecções sistêmicas e risco de vida (Rollenhagem et al., 

2014; Okonko, Cookey, 2015). 

 

2 O USO DE FITOTERÁPICOS COMO AGENTES ANTIVIRAIS 

Fitoterápicos são produtos formulados exclusivamente com matérias-primas 

ativas de origem vegetal, cuja segurança e eficácia são respaldadas por evidências clínicas 

ou por dados de uso seguro e eficaz documentados em literatura técnico-científica há, no 

mínimo, 30 anos (Brasil, 2014). 

A utilização de produtos naturais para finalidades medicinais de tratamento, cura 

e prevenção de doenças, é uma das práticas medicinais mais antigas da humanidade. O 

conhecimento empírico associado ao conhecimento científico permitiu grandes avanços 

no tratamento de doenças, através do uso de fármacos extraídos 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 espécies de plantas, consideradas recursos importantes 

para as indústrias farmacêutica, alimentícia, cosmética e de perfumaria (Swamy et al., 

2016). Nos países em desenvolvimento, 65 a 80% da população faz uso de plantas 

medicinais para fins terapêuticos (Bilia et al., 2017). Nesse contexto, os produtos naturais 
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têm sido uma fonte de interesse para a pesquisa de novos fármacos antivirais, podendo 

atuar em várias fases da replicação viral, desde a adsorção à célula hospedeira até a 

liberação de novas partículas virais (Li et al. 2018; Akran et al., 2018). 

Já há alguns anos, cientistas têm dedicado extensiva atenção ao estudo dos 

metabólitos das plantas, observando atividades farmacológicas e aplicações clínicas de 

extratos, frações purificadas e compostos isolados de plantas medicinais. O metabolismo 

primário das plantas é responsável pela produção de componentes vitais, como celulose, 

ligninas, proteínas, lipídios e açúcares. Adicionalmente, o metabolismo secundário 

desempenha um papel crucial na biossíntese de moléculas estruturalmente diversas, como 

alcaloides, terpenóides e derivados de fenilpropanoides, que protegem as plantas contra 

microorganismos patogênicos, insetos e animais herbívoros, emergindo como fontes 

promissoras na busca por novos fármacos com propriedades biológicas (Hussein, El-

Anssary, 2018; Medjeldi et al., 2018). 

 Na literatura, estudos com extratos de plantas têm demonstrado várias 

atividades antivirais, atribuídas a grupos distintos de metabólitos secundários. Esses 

metabólitos, como alcaloides, conhecidos por suas propriedades antivirais, como a 

inibição da replicação viral; taninos e flavonoides que têm efeito inibitório sobre diversas 

enzimas virais e são capazes de interferir na entrada e replicação dos vírus; terpenos e 

saponinas que atuam como moduladores do sistema imunológico e antivirais diretos; 

cumarinas e quinonas: possuem atividades que incluem a inibição de polimerases virais 

e outros processos essenciais para a replicação viral (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; Cometa et al., 2022; Pavi et al., 2023; Pezzotti et al., 

2023; Tarbeeva et al., 2023; Pennisi et al., 2023). 

 

3 O ÓLEO DE ANDIROBA E SUAS PROPRIEDADES TERAPÊUTICAS 

O Bioma Amazônico é reconhecido por ser a maior floresta do mundo, abrigar a 

maior bacia hidrográfica e possuir nove tipos de vegetação. Partindo disso, a riqueza de 

espécies endêmicas comporta um elevado potencial biotecnológico para o 

desenvolvimento de fármacos. A Carapa guianensis (Aublet) é uma grande árvore 
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neotropical pertencente à família Meliaceae que pode ser encontrada no norte da América 

do Sul, América Central, Caribe, e na África Subsariana. No Brasil, é conhecida como 

andiroba, ocorrendo principalmente em terras baixas e áreas inundadas em toda a região 

amazônica. Praticamente todas as partes dessa árvore são utilizadas, incluindo o óleo da 

semente, que é utilizado para tratar inflamação e infecções (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-inflamatórios, bem como ação acaricida e repelente de insetos (Henriques; Penido, 

2014; Nardi et al., 2016; Nonato et al., 2018; Araújo-Lima et al., 2018; Menegueti et al., 

2019). Os efeitos terapêuticos da C. guianensis são decorrentes das propriedades 

fitoquímicas presentes em toda a planta. O principal produto retirado da planta é o óleo, 

que possui princípios ativos como glicerídeos, ácidos 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 limonóides 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 o reino vegetal como importante instrumento para o 

desenvolvimento de novos produtos farmacêuticos, encorajando a pesquisa exploratória 

de plantas medicinais no Brasil e políticas públicas que definem as normas de registro, 

estimulam o consumo e incentivam o desenvolvimento de tecnologias e inovações na área 

vêm sendo elaboradas pelo Ministério da Saúde. A “Relação Nacional de Plantas 

Medicinais de Interesse ao SUS” orienta pesquisas que contribuem com a relação de 

fitoterápicos disponíveis para uso da população, com propriedades promissoras para a 

obtenção de fármacos menos tóxicos e mais efetivos no controle de doenças (Brasil, 2014) 

e a andiroba está incluída nesta lista de plantas (Allahverdiyev et al., 2013; Akthar et al, 

2014). 

O estágio atual do conhecimento sobre a química e a farmacologia das espécies 

da família Meliaceae, com destaque para a andiroba, sugere um considerável potencial 

para o desenvolvimento de medicamentos e fitoterápicos. Apesar do status oficial de 
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Carapa guianensis Aublet. no Brasil, os estudos relacionados a essa espécie são 

notavelmente limitados, tanto em termos químicos quanto farmacológicos. Nesse 

contexto, torna-se imperativo realizar novas pesquisas científicas para identificar fontes 

promissoras de compostos bioativos e funcionais, destinados ao uso medicinal, visando a 

promoção da saúde humana. 

 

4 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA DIAGNÓSTICO E 

AVALIAÇÃO DA AÇÃO ANTIVIRAL DE MEDICAMENTOS FRENTE O HSV-

1 

Um grande avanço na pesquisa de novos fármacos foi a implementação de 

sistemas biológicos in vitro em larga escala. Esses sistemas permitem testar rapidamente 

a atividade de diversos compostos, facilitando a repetição dos experimentos e a análise 

estatística dos resultados. De modo geral, os métodos frequentemente empregados para 

avaliar a atividade antiviral in vitro se baseiam na variação da habilidade dos vírus em se 

replicar em células cultivadas (Lemos et al., 2023; Bar Ilan et al., 2023). Alguns vírus 

podem desencadear efeitos citopáticos ou formar placas de lise, enquanto outros realizam 

funções especializadas ou provocam transformações nas células. A replicação viral em 

culturas de células pode ser acompanhada pela detecção de elementos virais específicos, 

como DNA ou RNA viral, ou polipeptídeos, especialmente quando os vírus não induzem 

efeito citopático nas células (El-Sheekh et al., 2020; Zangooie et al., 2024). 

Diversos métodos são descritos para avaliar a atividade antiviral. O ensaio de 

redução de placas é um dos mais comuns, onde células infectadas são tratadas com um 

antiviral, e a formação de placas virais (áreas de lise celular) é quantificada. Esse método 

permite determinar a eficácia do composto em reduzir a replicação viral. Outro método é 

o ensaio de imunofluorescência, que utiliza anticorpos específicos contra proteínas virais 

para detectar e quantificar a presença de vírus nas células tratadas A diminuição na 

expressão de proteínas virais indica a eficácia do antiviral em inibir a replicação viral 

(Lopez-Alvarez, et al. 2016). 

 A  TCID50 (tissue culture infectious dose 50%) é um método quantitativo no qual 

são realizadas diluições seriadas do vírus a ser titulado (10⁻¹ a 10⁻¹²), que são, em seguida, 
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inoculadas em tubos ou placas de microtitulação contendo quantidades equivalentes de 

células. O objetivo desse procedimento é determinar a dose viral capaz de infectar 50% 

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

Durante a replicação, alguns vírus podem alterar morfologicamente ou destruir a 

célula hospedeira, infectando novas células. Essas alterações visíveis são denominadas 

efeito citopático ou citopatogênico viral (CPE), e podem ser observadas ao microscópio. 

Essas mudanças podem incluir a alteração no formato e no tamanho celular, o 

descolamento das células da monocamada, ou até mesmo a destruição total das células 

infectadas. Essas manifestações são frequentemente utilizadas como indicadores para 

monitorar a replicação viral in vitro e a eficácia de tratamentos antivirais (Payne, 2017; 

Roy et al., 2022; Wang et al., 2023; Andronova et al., 2024). O CPE dos vírus herpéticos, 

como o HSV-1, geralmente aparece entre 24 e 72 horas após a infecção, tendo como 

principais características: 1) Arredondamento celular: As células, que normalmente 

possuem uma forma alongada ou fusiforme, começam a se arredondar logo após a 

infecção; 2) Desprendimento Celular: As células infectadas perdem a adesão ao substrato 

e se destacam da superfície em que estão crescendo; 3) Fusão celular  e formação de 

sincícios: O HSV-1 pode induzir a fusão de células adjacentes, formando sincícios ou 

células gigantes multinucleadas; 4) Inclusões intracelulares: Corpos de inclusão no 

núcleo, indicando replicação viral; 5) Alterações nucleares: O núcleo da célula pode 

mostrar condensação da cromatina, além de alterações no tamanho e forma do núcleo; 

6)Lise celular: Destruição completa da célula, liberando novas partículas virais. 7) Perda 

de confluência celular: À medida que as células morrem ou se desprendem, a camada 

contínua de células (tapete celular) começa a se fragmentar, deixando áreas vazias 

(Mccarthy et al., 2009; Roy et al., 2022). Para os vírus que causam efeitos citopáticos 

perceptíveis microscopicamente, o escore de inibição do CPE é frequentemente utilizado 

por ser um método rápido, permitindo avaliar vários compostos simultaneamente. No 

entanto, esse tipo de análise apresenta certa subjetividade (Watanabe et al., 2021; Higgins 

et al. 2022). 

Além dos ensaios antivirais in vitro, os ensaios prévios de citotoxicidade, 

genotoxicidade e viabilidade celular (como o MTT) são fundamentais pois avaliam a 

viabilidade das células tratadas com determinado composto, garantindo que a redução da 
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replicação viral não seja resultado da toxicidade do mesmo sobre as células hospedeiras 

(Lopez-Alvarez, et al. 2016). 

Métodos mais recentes para a avaliação da atividade antiviral incluem a detecção 

de antígenos virais por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), que separa 

proteínas virais com base em seu peso molecular. A análise quantitativa do DNA ou RNA 

viral por reação em cadeia da polimerase (PCR), também é amplamente utilizada para 

medir a replicação viral com maior precisão. Esses métodos são normalmente reservados 

para a caracterização detalhada de compostos antivirais previamente identificados em 

ensaios mais rápidos, como os de inibição do CPE ou colorimétricos, sendo especialmente 

úteis em casos onde o vírus não causa alterações citopáticas perceptíveis (Diefenbach;  

Fraefel, 2020) 

A PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) é uma técnica amplamente usada em 

laboratórios de pesquisa para o diagnóstico molecular, devido à sua capacidade de 

amplificar sequências específicas de DNA de maneira eficiente. O processo envolve a 

replicação enzimática do DNA utilizando uma enzima termoestável, como a Taq DNA 

polimerase, permitindo a amplificação in vitro de segmentos-alvo de DNA (Diefenbach,  

Fraefel, 2020; Ishikawa et al., 2023). A versão mais avançada, a PCR em tempo real 

(qPCR), permite o monitoramento da amplificação do DNA em tempo real, oferecendo 

resultados qualitativos (detecção da presença ou ausência de uma sequência específica) 

ou quantitativos (quantificação de cópias de um fragmento de DNA). A qPCR emprega 

sistemas de fluorescência, como SYBR® Green ou sondas específicas, como o sistema 

TaqMan®, que são detectados à medida que a amplificação progride. Além disso, o 

termociclador da qPCR possui um sistema de detecção de fluorescência e software que 

permitem a visualização simultânea da amplificação. Essa técnica é amplamente usada 

para quantificar a carga viral em pesquisas que envolvem virologia, como na avaliação 

de tratamentos antivirais, medindo a inibição da replicação do DNA viral após 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 óleo de Andiroba (Carapa guianensis 

Aubl.) frente ao HSV-1. 

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

- Verificar a ação antiviral do óleo de andiroba, em um modelo in vitro de infecção 

pelo HSV-1; 

- Quantificar a inibição da replicação viral em células infectadas pelo HSV-1 e 

tratadas com óleo de andiroba; 

- Comparar o efeito pré-tratamento e tratamento concomitante com óleo de 

andiroba em um modelo in vitro de infecção pelo HSV-1; 

- Avaliar a ação anti-viral do óleo de andiroba comparando-o a um medicamento 

padrão (aciclovir) contra a infecção com HSV-1. 
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CAPÍTULO 1: AVALIAÇÃO DA AÇÃO ANTIVIRAL DO ÓLEO DE ANDIROBA 

(CARAPA GUIANENSIS AUBL.) EM UM MODELO IN VITRO DE INFECÇÃO 

PELO HSV-1. 

RESUMO 

As infecções causadas pelo Vírus Herpes Simples tipo 1 (HSV-1) representam um 

sério problema de saúde pública global, afetando uma parcela significativa da população 

e a emergência de cepas resistentes destaca a necessidade urgente de alternativas eficazes 

de tratamento. Nesse contexto, produtos de origem natural emergem como opções 

terapêuticas promissoras. Dentro da rica biodiversidade brasileira, a Carapa guianensis 

Aubl. (andiroba), da família Meliaceae, destaca-se como uma planta medicinal de grande 

importância na Amazônia. O óleo extraído de suas sementes possui várias propriedades 

medicinais reconhecidas. Este estudo propõe uma avaliação in vitro da atividade antiviral 

do óleo de andiroba (AO) em élulas Vero E6 infectadas com HSV-1.  O óleo foi analisado 

através de cromatografia gasosa (GC-MS) e foi realizada avaliação antiviral em diferentes 

concentrações do óleo de andiroba por meio do ensaio de titulação viral através da 

redução do efeito citopático viral. A análise dos dados foi realizada no Statistical Package 

for the Social Sciences (SPSS) versão 24.0. Os resultados foram calculados pelos valores 

originais e expressos pela média. Foram analisados estatisticamente pelo teste t-Student 

com correção de Welchs e pelo teste ANOVA. A redução do efeito citopático viral após 

o uso do óleo AO sugere uma possível ação antiviral, demonstrando uma resposta 

antiviral maior nas diluições virais mais altas do HSV-1 quando tratadas com a dose maior 

de andiroba (100 ng/mL). A análise da curva dose-resposta demonstra clareza entre o 

aumento da concentração do AO e a diminuição da replicação viral do HSV-1. Esses 

achados iniciais fornecem suporte para a continuidade das investigações sobre o uso do 

óleo de andiroba como uma alternativa terapêutica frente o HSV-1. 

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

antivirais, plantas medicinais 
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INTRODUÇÃO 

As doenças infecciosas virais são um importante problema de saúde no mundo. 

Dentre os inúmeros vírus de importância clínica, destaca-se o Herpes simplex vírus, que 

é um vírus de DNA de cadeia dulpa, responsável por um amplo espectro de infecções na 

população mundial. O Herpes simplex vírus tipo 1  (HSV-1) é um dos genótipos mais 

expressivos e principal agente etiológico das lesões na região orofacial (Tognarelli et al., 

2019; Madavarajau et al., 2020; Mondal et al., 2021). Trata-se de um vírus citolítico, com 

ciclo reprodutivo relativamente curto e capacidade de estabelecer infecções latentes. A 

apresentação dos sintomas da doença se dá de forma cíclica e a transmissão ocorre de 

pessoa a pessoa, geralmente, pelo contato íntimo e compartilhamento de fluidos contendo 

o vírus (Zupin et al., 2018 Diefenbach, Fraefel, 2020). 

Em se tratando de epidemiologia, a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 

2016, fez estimativas globais e regionais de prevalência e incidência de infeção oral por 

HSV-1 e verificou que em indivíduos entre 0-49 anos de idade, esta infecção atinge 

aproximadamente 67% da população mundial. Foram observados padrões diferentes por 

idade, sexo e região geográfica (Looker et al., 2015; James et al, 2020).  

O tratamento anti-herpético frequentemente empregado é por meio de fármacos 

análogos de nucleosídeos como o aciclovir, penciclovir, valaciclovir. Esta classe de 

medicamentos geralmente requer reações bioquímicas guiadas por enzimas do vírus e do 

hospedeiro. Considerando que a infecção 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 últimos anos, principalmente em 

virtude dos desafios enfrentados no tratamento de infecções herpéticas, como o 

surgimento de cepas virais resistentes, alta toxicidade sistêmica e baixa eficácia em 

pacientes imunocomprometidos (Jiang et al., 2016) , onde as infecções são clinicamente 

mais graves e progressivas, podendo evoluir para quadros de infecção sistêmica e risco 

de vida  (Steiner e Benninger, 2018; Sem e Eroğul, 2024). 

A utilização de produtos naturais para finalidades medicinais de tratamento, cura 

e prevenção de doenças, é uma das práticas medicinais mais antigas da humanidade 

(Owen et al., 2017). Nesse contexto, esses produtos têm sido uma fonte de interesse para 
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a pesquisa de novos fármacos antivirais, podendo atuar em várias fases da replicação 

viral, desde a adsorção à célula hospedeira até a liberação de novas partículas virais 

(Newman e Cragg, 2016; Akran et al., 2018; Moya et al., 2020; Li et al., 2022). 

O Bioma Amazônico é reconhecido por ser a maior floresta do mundo, abrigar a 

maior bacia hidrográfica e possuir nove tipos de vegetação. Partindo disso, a riqueza de 

espécies endêmicas comporta um elevado potencial biotecnológico para o 

desenvolvimento de fármacos. A Carapa guianensis (Aublet) é uma grande árvore 

neotropical pertencente à família Meliaceae que pode ser encontrada no norte da América 

do Sul, América Central, Caribe, e na África Subsariana. No Brasil, é conhecida como 

andiroba, ocorrendo principalmente em terras baixas e áreas inundadas em toda a região 

amazônica. Estudos tem demonstrado diversas atividades produzidas pelo óleo da 

semente de Carapa guianensis usados na medicina popular, como o tratamento 

antitérmico, antialérgico, analgésico e anti-inflamatórios, bem como ação acaricida e 

repelente de insetos (Jesus et al., 2017; Araújo-lima et al., 2018; Soares et al., 2021; 

Amorim et al., 2022). Os efeitos terapêuticos da C. guianensis são decorrentes das 

propriedades fitoquímicas presentes em toda a planta. O principal produto retirado da 

planta é o óleo, que possui princípios ativos como glicerídeos, ácidos graxos e 

tetranortriterpenoides (TNTPS) (Silva e  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 óleo 

de andiroba, demonstrando requisitos em sua composição para uma possível ação 

antiviral, e considerando a escassez de estudos que avaliem a eficácia desse fitoterápico 

no tratamento de lesões causadas por vírus herpeticos, neste artigo avaliou-se in vitro a 

potencial ação antiviral do óleo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) frente a infecção 

por HSV-1 em cultura de células. 
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METODOLOGIA 

Aspéctos éticos 

Este estudo, baseado nos preceitos da Declaração de Helsinque e do Código de 

Nuremberg, respeitando as Normas de Pesquisa em Saúde, foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Pará, 

sob parecer número 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 Pará, o 

Laboratório de Papilomavírus e Retrovírus - Seção de Virologia – SAVIR e o Laboratório 

de Citogenômica e Mutagênese Ambiental, SAMAM ambos do Instituto Evandro 

Chagas, Belém-PA. 

Obtenção do óleo de andiroba 

 O óleo da andiroba (AO) utilizado na pesquisa foi advindo da uma empresa 

privada do município de Belém, a qual forneceu certificado de pureza do óleo (ANEXO 

1), assim como localização, clima, tipo de solo, dentre outras características importantes 

a compreensão da qualidade do mesmo. As amostras de andiroba foram obtidas na região 

nordeste do estado do Pará, Brasil, com as seguintes coordenadas: 1 43' 04,0'' S e 48 52' 

58,0'' W. 

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiência (CLAE) forneceu a composição do 

óleo de andiroba em moléculas mais densas, as quais não são possíveis de serem 

observadas através da cromatografia gasosa, possibilitando a compreensão de quais 

substâncias presentes na andiroba proporcionam sua eficácia ou não frente ao tratamento 

proposto.  Para isso, as análises foram realizadas no Sistema Waters Breeze equipado 

com bomba Waters 1525 binary HPLC e sistema de detecção UV/VIS Waters 2489. Foi 

utilizada uma coluna SupelcoNucleosil® C18 (250 x 3,2 mm, 5 µm), com fluxo de 0, 

5mL.min-1, detecção UV275nm e eluição isocrática (H2O-MeOH 53:47). A 

quantificação do óleo da andiroba foi feita através do software instalado no programa, 

que forneceu a concentração pura específica do composto.  
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Análise de cromatografia gasosa (GC-MS) 

O óleo foi analisado através da GC-MS, utilizando um cromatógrafo de gás 

(modelo Varian CP 3380) equipado com um detector de íons e com uma coluna capilar 

CP-Sil 88 (comprimento 60 m, diâmetro interno 0,25 mm, espessura da película 0,25 μm; 

Varian Inc., EUA). Essa etapa teve como finalidade converter os ácidos graxos contidos 

no óleo em ácidos ésteres metílicos. Foi utilizado o software Varian Star 3.4.1 para a 

quantificação dos ácidos graxos, com confecção de cromatogramas e misturas de ácidos 

graxos padrão (Nu-check-prep, Inc., EUA). Os valores dos ácidos graxos foram 

quantificados em percentagens relativas de ácidos totais. 

Linhagem de celulas e vírus 

Foram utilizadas células VERO E6, células comerciais, que são culturas contínuas 

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

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

porque são permissivas à infecção do vírus herpético. 

 A cepa viral isolada do HSV-1 (amostra 2033-001561) foi proveniente do 

laboratório de Enterovírus e Herpes vírus do Instituto Evandro Chagas. 

Manutenção e expansão da linhagem  

Para a manutenção e expansão, 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 combinação de penicilina (10U/Ml) 

e estreptomicina (10µg/Ml). 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 suspensões - estoques virais 

As células Vero (aproximadamente 3x105 células/mL) foram lavadas com PBS, 

transferidas para placas de microtitulação e inoculadas com o HSV-1 em uma série 

de diluições virais (entre 10-3 a 10-7). Cada suspensão viral (cepas de HSV-1) foi 

inoculada em placas de microtitulação (100µL por poço), cultivadas em 10 ml de 
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meio DMEM, suplementado com 5% de SFB e antibióticos/antifúngico, tendo sido 

tripsinizadas 24 h antes da infecção viral. Primeiramente, o meio de cultura DMEM 

foi aspirado da garrafa e a monocamada celular lavada 3X com tampão salina 

fosfato (PBS); após esse procedimento, foi inoculado 100 µLde cada diluição viral 

do HSV-1 e incubada, durante 1 h, a 37° C, em estufa com 5% de CO2, para 

permitir a adsorção e penetração viral.  

A linhagem de células VERO sem a inoculação do HSV-1 foi utilizada como 

controle, auxiliando na determinação da concentração e tempo de exposição 

tóxicas para células normais. 

Teste de viabilidade celular  

Previamente, foram avaliadas as propriedades citotóxicas do óleo de Andiroba 

(Carapa guianeses) em relação as células VERO E6. Para testar a viabilidade celular 

foram utilizados, o método de exclusão 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 concentrações testadas do AO (10ng/mL e 100ng/mL), quando 

comparados ao controle positivo não interferiram na viabilidade celular. 

Avaliação da ação anti-viral da andiroba frente ao HSV-1 

A avaliação da ação anti-viral do óleo de andiroba foi realizada através de titulação 

viral baseada na redução do efeito citopático viral (CPE), sendo uma técnica eficaz para 

avaliar a ação antiviral de um medicamento contra o HSV-1, utilizando a observação e 

quantificação da inibição do dano causado às células pelo vírus (Yin et al., 2019).  

Em placas de microtitulação, imediatamente, após o período de adsorção viral 

(1h), as células Vero foram novamente lavadas com PBS e o óleo de andiroba, 

dissolvido em dimatilsulfóxido (DMSO) nas concentrações de 10ng/mL e 100ng/mL, foi 

adicionado a poços contendo células e HSV-1 nas diluições entre 10-3a 10-7 , em triplicata, 

conforme descrito a seguir: 

1) Grupos andiroba: Células com infecção e com uso de AO nas concentrações de 

10ng/mL e 100 ng/mL; 
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2) Controle negativo: Células sem infecção e sem uso de AO (controle de células); 

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

de vírus). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Disposição da placa de microtitulação para avaliação da atividade antiviral das 

diferentes concentrações de andiroba, em relação às diferentes diluições de HSV-1, em 

células VERO, por inibição do efeito citopático viral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após inoculação do vírus e tratamento com a andiroba, as placas foram incubadas 

em estufa de CO2 a 37ºC. Foram feitas leituras diárias em tempos de 24h, 48h e 72h para 

observação CPE característico do vírus (+) ou não (-). As leituras foram realizadas ao 

microscópio invertido e a inibição do CPE foi comparada com os controles. O efeito 

citopático observado para o vírus da herpes compreende alterações que se caracterizam 

Andiroba 10ng/mL  X HSV-1  10
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-3
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 10
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Controle negativo 
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pelo arredondamento celular, desorganização do tapete, formando, algumas vezes, focos 

de aglomerados celulares arredondados ou mesmo destruindo completamente o tapete 

celular. Para reduzir o nível de subjetividade da análise, as imagens observadas em 

microscópio foram capturadas e padronizadas (mesmo aumento, iluminação) e utilizou-

se o software ImageJ para contagem das células infectadas e definição do percentual do 

tapete celular infectado para posterior classificação do CPE.  

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

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

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

ou alteração; 

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

a maioria do tapete celular ainda  está intacto. 

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

parte do tapete celular ainda parcialmente preservado. 

4. CPE extenso (50-75%): Grande parte do tapete celular destruído, com áreas de 

células arredondadas e muitas células já lisadas com áreas significativas de 

destacamento. 

5. CPE total (acima de 75%): Destruição 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 inibição viral (% IV) 

com base na seguinte fórmula: 

 

%Inibição =     CPE teste - CPE cv        x 100 

            CPE cc  –  CPE cv 

 

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

concentrações do óleo de andiroba, CPE cv é o efeito citopático viral do controle de 

vírus e CPE cc é o efeito citopático viral do contole de células.  
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Análise estatística 

A análise dos dados foi realizada no Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS) versão 24.0 (IBM). Os dados foram analisados por meio da estatística descritiva, 

sendo que para as variáveis categóricas utilizamos frequências absolutas e relativas e, 

para as variáveis numéricas contínuas medidas de tendência central e variabilidade. Os 

resultados foram calculados pelos valores originais e expressos pela média. Foram 

analisados estatisticamente pelo teste t-Student com correção de Welchs e pelo teste 

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

 

RESULTADOS 

Análise da cromatografia gasosa (GC-MS) 

A tabela 1 e figura 2 retratam a análise de cromatografia gasosa do óleo de 

andiroba a 50% com sua composição e valores relativos. Cem por cento dos compostos 

foram identificados. O ácido oleico é o componente mais presente com 47,33%, seguido 

do ácido palmítico com 31,46%. 

 

Tabela 1: Composição lipídica do óleo de andiroba-Carapa guianensis. 

Óleo Carapa Guianensis 

TR Componentes Composição (%) 

7,199 Ác. Heptanóico 0,3989 

13,674 Ác Laúrico 1,1572 

15,883 Ác. Mirístico 0,6394 

17,982 Ác. Palmítico 31,4641 

18,193 Ác Palmitoleico 0,9184 

18,862 Ác Margárico 0,1154 

19,845 Ác. Esteárico 7,1279 

20,064 Ác. Oleico 47,3356 

20,428 Ác Linoleico 8,9869 

20,966 Ác Linolênico 0,2501 

21,530 Ác. Araquídico 1,0897 

23,562 Ác Behênico 0,5164 

 TR: Tempo de retenção 
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Figura 2: Análise da Cromatografia GC-MS do óleo Carapa guianensis. Número de 

componentes (RT) de acordo com a tabela 1. 

 

Avaliação da ação 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 concentrações não citotóxicas de andiroba 

em diferentes diluições virais. As concentrações analisadas foram, respectivamente, 

10ng/mL e 100 ng/mL de AO e nas diluições do HSV-1 entre 10-3 a 10-7,  em tempos de 

24h, 48h e 72h. Foram utilizadas neste estudo controle de células (células vero E6, sem 

infecção pelo HSV-1 e sem tratamento) e controle de vírus (Células vero E6 infectadas 

pelo HSV-1 sem tratamento). Os resultados foram analisados qualitativamente e 

quantitativamente através de titulação viral por meio da redução do efeito citopático 

(CPE). 

O efeito citopático viral do vírus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) em células Vero 

é caracterizado por uma série de alterações morfológicas típicas causadas pela infecção 

viral como células em arredondamento e descolamento celular, fusão celular formando 

sincícios, perda de confluência, sendo que à medida que as células morrem ou se 

desprendem, a camada contínua de células (tapete celular) começa a se fragmentar, 
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deixando áreas vazias. A figura 3 representa os escores de 1 a 5 utilizados para 

classificação do CPE do HSV-1 em células Vero E6 no estudo. 

 

a)  

b)  

c)  
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d)  

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 destruição ou alteração; b) Escore 2 (CPE leve): Efeito 

citopático 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  está intacto. c) Escore 3 (CPE moderado): Efeito citopático 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 citopático viral do HSV-

1 entre 50º e 75% da monocamada de células Vero infectadas. Grande parte do tapete 

celular destruído, com áreas de células arredondadas e muitas células já lisadas com 

áreas significativas de destacamento. e) Escore 5 (CPE extenso): Efeito citopático 

viral do HSV-1 com acima de 75% da monocamada de células Vero infectadas. 

Destruição quase completa ou completa do tapete celular, com poucas ou nenhuma 

célula intacta. (Fotos do autor). (Imagem 10x) 

 

 A tabela 2 apresenta os valores do CPE do HSV-1 em células Vero E6 após o 

tratamento com óleo de andiroba e dos controles. O AO (10 ng/mL e 100 ng/mL) parece 

reduzir o CPE em relação ao controle positivo, especialmente nas diluições mais altas de 

HSV-1 (10⁻⁵ e 10⁻⁷). O controle positivo apresenta um CPE crescente, confirmando a 
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replicação viral, enquanto o controle negativo tem ausência de efeito citopático. O AO 

apresenta uma possível atividade antiviral na concentração mais altas (100 ng/mL) tendo 

um efeito um pouco mais estável e possivelmente mais eficaz na inibição do CPE ao 

longo do tempo. 

Tabela 2: Efeito citopático viral (CPE) do HSV-1em células Vero E6 frente o uso do óleo 

de andiroba em diferentes concentrações em 24, 48 e 72hs. 

Grupo CPE Dia 1 CPE Dia 2 CPE Dia 3 

HSV-1 10-3    x AO 10ng/mL 3 4 4 

HSV-1 10-5  AO x 10ng/mL 2 4 4 

HSV-1 10-7  x AO 10ng/mL 2 3 3 

HSV-1 10 -3 x AO 100ng/mL 2 3 3 

HSV-1 10 -5 x AO 100ng/mL 2 2 3 

HSV-1 10 -7 x AO 100ng/mL 2 2 3 

Controle positivo - célula  e HSV-1 10 -3 3 4 5 

Controle positivo - célula  e HSV-1 10 -5 3 4 5 

Controle positivo - célula e HSV-1 10 -7 3 4 4 

Controle Negativo (cel) 1 1 1 
Fonte: Elaboração própria (2024). 

 

A tabela 3 mostram o resultado do teste t de Student para comparação de médias 

de 24h, 48h e 72h do CPE do HSV-1 em células Vero tratadas com óleo de andiroba, em 

função das concentrações comparadas aos grupos controle. Observa-se que há diferença 

significativa (p<0.05). Há diferença significativa (p<0.05) entre as médias de HSV-1 10-

5 x AO 100ng/mL (µ = 2,33 ± 0,577) versus Controle positivo - célula e HSV-1 10-5 (µ = 

4,000 ± 1,000), de maneira que a média é menor no grupo HSV-1 10-5 x AO 100ng/mL.  
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Tabela 3: Teste t de Student para comparação de médias em 24h, 48h e 72h do CPE do 

HSV-1 em células vero E6 frente ao uso do AO, em função das concentrações comparadas 

aos grupos controle. 

Variável N Média Mediana 
Desvio 

padrão 

Erro 

padrão 

Diferença 

média 

P-

Valor(1) 

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 3 3.67 4.00 0.577 0.333 
-0.333 0.423ns Controle positivo - célula e HSV-1 10-3 3 4.00 4.00 1.000 0.577 

HSV-1 10-5 AO x 10ng/mL 3 3.33 4.00 1.155 0.667 
-0.667 0.184ns 

Controle positivo - célula e HSV-1 10-5 3 4.00 4.00 1.000 0.577 

HSV-1 10-7 x AO 10ng/mL 3 2.67 3.00 0.577 0.333 
- - 

Controle positivo - célula e HSV-1 10-7 3 3.67 4.00 0.577 0.333 

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 3 3.67 4.00 0.577 0.333 
2.667 0.015* 

Controle Negativo (cel) 3 1.00 1.00 0.000 0.000 

HSV-1 10-5 AO x 10ng/mL 3 3.33 4.00 1.155 0.667 
2.333 0.073ns 

Controle Negativo (cel) 3 1.00 1.00 0.000 0.000 

HSV-1 10-7 x AO 10ng/mL 3 2.67 3.00 0.577 0.333 
1.667 0.038* 

Controle Negativo (cel) 3 1.00 1.00 0.000 0.000 

HSV-1 10-3 x AO 100ng/mL 3 2.67 3.00 0.577 0.333 
-1.333 0.057ns Controle positivo - célula e HSV-1 10-3 3 4.00 4.00 1.000 0.577 

HSV-1 10-5 x AO 100ng/mL 3 2.33 2.00 0.577 0.333 
-1.667 0.038* 

Controle positivo - célula e HSV-1 10-5 3 4.00 4.00 1.000 0.577 

HSV-1 10-7 x AO 100ng/mL 3 2.33 2.00 0.577 0.333 
-1.333 0.057ns Controle positivo - célula e HSV-1 10-7 3 3.67 4.00 0.577 0.333 

HSV-1 10-3 x AO 100ng/mL 3 2.67 3.00 0.577 0.333 
1.667 0.038* 

Controle Negativo (cel) 3 1.00 1.00 0.000 0.000 

HSV-1 10-5 x AO 100ng/mL 3 2.33 2.00 0.577 0.333 
1.333 0.057ns Controle Negativo (cel) 3 1.00 1.00 0.000 0.000 

HSV-1 10-7 x AO 100ng/mL 3 2.33 2.00 0.577 0.333 
1.333 0.057ns 

Controle Negativo (cel) 3 1.00 1.00 0.000 0.000 

Fonte: Elaboração própria (2024). 
EPD = Erro padrão da diferença; DM = Diferença média;  

Nota. Hₐ μ Medida 1 - Medida 2 ≠ 0  

ᵃ Dados são essencialmente constantes. 
 

 

 

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

com óleo de andiroba, em função das concentrações comparadas aos grupos controle 

positivo e negativo. Observa-se que em todas as comparações com o controle positivo, as 

médias do CPE com uso do óleo 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 são decrescentes 

conforme a estratificação HSV-1 10-3 (3,67), HSV-1 10-5 (3,33) e HSV-1 10-7 (2,67) no 

grupo 10ng/mL e   HSV-1 10-3 (2,67), HSV-1 10-5 (2,33) e HSV-1 10-7 (2,33) no grupo 

100ng/mL. 
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Nota: CP = Controle Positivo; CN = Controle Negativo. 

 

Figura 4: Médias do CPE do HSV-1 em células vero E6 frente ao uso do AO, em função 

das concentrações comparadas aos grupos controle. As barras na cor rosa e laranja 

representam os tratamentos com andiroba, nas concentrações de 10ng/mL e 100ng/mL 

respectivamente, comparados aos controle positivo (verde) e negativo (azul).  

 

A tabela 4 e figura 5 mostram a comparação das médias do CPE do HSV-1 em 

células vero E6 após o uso do óleo de andiroba na concentração de 10ng/mL, nas 

diferentes diluções virais. Observa-se que a menor média obtida foi na diluição HSV-1 

10-7 x concentração de AO 10ng/mL (µ = 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 não há diferença significativa 

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

 

Tabela 4: Teste t de Student para comparação de médias do CPE do HSV-1 em células 

vero E6 após o uso do óleo de andiroba na concentração de 10ng/mL. 
Fator N (dias) Média DesvPad IC de 95% P-Valor(1) 

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 3 3,667 0,577 (2,513; 4,820) 

0.373ns HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 3 3,333 1,155 (2,180; 4,487) 

HSV-1 10-7 x AO 10ng/mL 3 2,667 0,577 (1,513; 3,820) 

DesvPad Combinado = 0,816497 
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Figura 5: Intervalo de médias do CPE do HSV-1 em células vero E6 após o uso do óleo 

de andiroba na concentração de 10ng/mL. 
 Fonte: Elaboração própria (2024). 

 

A tabela 5 e figura 6 mostram a comparação das médias do CPE do HSV-1 em 

células vero E6 após o uso do óleo de andiroba na concentração de 100ng/mL, nas 

diferentes diluções virais. Observa-se que a menor média obtida foi nas diluições HSV-1 

10-5 x AO 100ng/mL (µ = 2,33 ± 0,577) e HSV-1 10-7 x AO 100ng/mL (µ = 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 não há 

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

 

Tabela 5: Teste t de Student para comparação de médias do CPE do HSV-1 em células 

vero E6 após o uso do óleo de andiroba na concentração de 100ng/mL . 

Fator N Média DesvPad IC de 95% P-Valor(1) 

HSV-1 10-3 x AO 100ng/mL 3 2,667 0,577 (1,851; 3,482) 

0.729ns HSV-1 10-5 x AO 100ng/mL 3 2,333 0,577 (1,518; 3,149) 

HSV-1 10-7 x AO 100ng/mL 3 2,333 0,577 (1,518; 3,149) 
DesvPad Combinado = 0,577350 
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O desvio padrão combinado foi usado para calcular os intervalos.
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Figura 6: Teste t de Student para comparação de médias do CPE do HSV-1 em células 

vero E6 após o uso do óleo de andiroba na concentração de 100ng/mL 
Fonte: Elaboração própria (2024). 
 

 

A figura 7 representam a curva dose-resposta do óleo de andiroba frente ao HSV-

1, baseada nas concentrações de 10 ng/mL e 100 ng/mL. Podemos observar que a inibição 

viral aumenta com uma dose de 100 ng/mL em comparação com a de 10 ng/mL. A 

resposta antiviral parece ser melhor nas diluições virais mais altas  quando tratadas com 

a dose maior de andiroba (100 ng/mL).  
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Figura 7: Curva dose resposta da ação antiviral do AO em células vero E6 infectadas 

com HSV-1 nas concentrações de 10ng/mL e  de 100ng/mL do óleo. O gráfico mostra o 

percentual de inibição viral (eixo y) em função do logaritmo das doses de andiroba em 

ng/mL (eixo x). 

 

 

DISCUSSÃO 

Diversas plantas medicinais foram a base para a criação de medicamentos 

amplamente utilizados na medicina moderna. A morfina, por exemplo, é derivada do ópio 

extraído da Papaver somniferum (papoula), usada historicamente para aliviar dores e 

tratar insônia. O isolamento da morfina no início do século XIX marcou o início 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, extraída da casca da árvore de cinchona, foi um marco no tratamento 

da malária. Mais recentemente, compostos de plantas como o Taxus brevifolia (teixo) 

levaram à criação do paclitaxel (taxol), um potente quimioterápico utilizado contra o 

câncer (Almeida, 2011; Alves, 2013). 

Na busca por novas alternativas terapêuticas contra infecções virais, como o 

Herpes Simplex Vírus tipo 1 (HSV-1), o interesse por compostos naturais com potencial 
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antiviral tem crescido significativamente (Hussein, El-Anssary, 2018). A biodiversidade 

e a riqueza de plantas da Amazônia desempenham um papel crucial na descoberta e 

produção de fitoterápicos antivirais, oferecendo um vasto repositório de compostos 

bioativos com potencial terapêutico, uma abordagem promissora para o tratamento de 

infecções por HSV-1. Dentre esses compostos, o óleo de andiroba (Carapa guianensis), 

amplamente utilizado na medicina tradicional, tem atraído atenção por suas propriedades 

anti-inflamatórias, analgésicas e cicatrizantes (Silva, 2018; Ribeiro et al., 2021; Amorim 

et al., 2022), não sendo encontrados na literatura estudos avaliando sua capacidade 

antiviral frente ao Herpes vírus humano.  

Neste estudo  avaliou-se o perfil cromatográfico do óleo de andiroba, que revelou 

uma composição lipídica dominada por ácidos graxos essenciais e saturados, os mesmos 

achados descritos por Silva (2018). A presença predominante de ácido oleico (47,33%) e 

ácido palmítico (31,46%),  é um ponto notável, visto que são ácidos graxos conhecidos 

por suas propriedades anti-inflamatórias e imunomoduladoras, o que poderia contribuir 

para a atividade antiviral observada no estudo (Souza et al., 2022). As composições de 

ácidos graxos vêm sendo estudadas ao longo destes anos e diversos estudos já foram 

realizados quanto ao perfil dos ácidos graxos do óleo de andiroba (Milhomem-Paixão et 

al., 2016) e a presença desses ácidos graxos, tornam o mesmo interessante do ponto de 

vista medicinal e fitoterápico (Silva, 2018). 

As plantas medicinais contêm uma ampla gama de compostos secundários, como 

flavonoides, terpenoides, alcaloides e compostos fenólicos, que têm demonstrado 

atividade antiviral. Essas substâncias podem atuar de diferentes maneiras, inibindo a 

replicação viral, bloqueando a entrada do vírus nas células hospedeiras ou modulando a 

resposta imunológica, tornando-os alternativas eficazes aos antivirais tradicionais 

(Hussein, El-Anssary, 2018). Na literatura, estudos com extratos de plantas têm 

demonstrado várias atividades antivirais, atribuídas a grupos distintos de metabólitos 

secundários. Esses metabólitos, como alcaloides, conhecidos por suas propriedades 

antivirais, como a inibição da replicação viral; taninos e flavonoides que têm efeito 

inibitório sobre diversas enzimas virais e são capazes de interferir na entrada e replicação 

dos vírus; terpenos e saponinas que atuam como moduladores do sistema imunológico e 

antivirais diretos; cumarinas e quinonas: possuem atividades que incluem a inibição de 

polimerases virais e outros processos essenciais para a replicação viral (Cometa et al., 
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2022; Pavi et al., 2023; Pennisi et al., 2023). Neste estudo não foi avaliado o perfil 

fitoquímico do óleo de andiroba, porém  Amorim et al., 2022 e Kikuchi et al., 2020, em 

seus estudos avaliaram este perfil fitoquímico, e observaram a presença de metabólitos 

químicos como fenóis e taninos, saponinas, esteróides e triterpenóides e açucares 

redutores em sua composição. 

Silva (2018) relatou em seu trabalho que a atividade biológica do AO está 

relacionada à presença de limonoides, os quais são comumente encontrados nas plantas 

da família Meliaceae. Os limonoides presentes no óleo de Andiroba são abundantes, 

representando cerca de 2% a 5% do teor do óleo, demonstrando as características 

peculiares desse óleo que despertam interesses de pesquisadores, com algumas 

propriedades fitoterápicas já documentadas na literatura científica, entre as quais 

antialérgica e anti-inflamatória. 

Reis (2007), ao avaliar o efeito imunomodulador e antiviral de plantas medicinais 

na infecção in vitro de monócitos humanos infectados pelo vírus DENGUE-2 (cepa 

16681), demonstrou que os TNTPs isolados de C. guianensis diminuíram de modo 

significativo a produção de TNF-α e IL-10. Resultados referente a atividade antiviral não 

foram apresentados para monócitos infectados tratados com TNTPs isolados. 

Neste estudo, a redução do efeito citopático viral (CPE) observado nas células 

Vero tratados com AO sugere uma possível ação antiviral, especialmente nas 

concentrações mais altas (100 ng/mL). A análise da curva dose-resposta demonstra 

clareza entre o aumento da concentração do AO e a diminuição da replicação viral do 

HSV-1. Observou-se que, com uma dose de 100 ng/mL, há uma inibição mais 

significativa da replicação viral em comparação à dose de 10 ng/mL, especialmente nas 

concentrações virais de 10⁻5 e 10⁻7. Esse comportamento sugere uma ação dose-

dependente do AO, em que o aumento da concentração proporciona uma resposta 

antiviral maior.  

Quando comparou-se o AO ao controle positivo, houve um aumento progressivo 

do CPE devido à replicação viral, já o tratamento com AO, particularmente em diluições 

mais altas do HSV-1 (10⁻⁵ e 10⁻⁷), foi capaz de atenuar os danos citopáticos. Essa inibição 

foi mais pronunciada na concentração de 100 ng/mL. Em contrapartida, o controle 

negativo, sem infecção, apresentou ausência de CPE, confirmando a integridade das 
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células sem a presença viral. Esses achados sugerem que o óleo de andiroba, 

especialmente em concentrações de 100ng/mL, pode ser promissor para impedir a 

replicação do HSV-1, embora a atividade do AO em doses menores (10ng/mL) também 

apresente um discreto grau de eficácia..  

A avaliação da atividade antiviral do óleo neste estudo foi realizada através da 

titulação viral por meio da redução do CPE, sendo uma das abordagens mais comuns, e 

que se baseia na observação visual da destruição celular causada pela infecção viral. A 

redução desse efeito após o tratamento com um fitoterápico sugere uma inibição da 

replicação viral, indicando a atividade antiviral do mesmo. Este método é amplamente 

utilizado por ser direto e fornecer resultados visuais claros, mas apresenta a limitação de 

ser, em parte, subjetivo e dependente da sensibilidade das células hospedeiras à infecção 

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 avaliação mais objetiva e 

precisa, reduzindo a interferência da observação manual e aumentando a confiabilidade 

dos resultados. Dessa forma, o uso do ImageJ contribuiu para uma análise mais 

consistente da redução do CPE. 

O efeito citopático viral causado pelo HSV-1 em células hospedeiras é um 

indicador-chave da replicação viral e da progressão da infecção. Portanto, a inibição ou 

redução desse efeito é um parâmetro crucial para avaliar o potencial antiviral de 

substâncias em estudo (Yin et al., 2019). Neste contexto, este estudo buscou verificar se 

o tratamento com óleo de andiroba poderia diminuir os danos celulares causados pela 

infecção com HSV-1, sugerindo uma ação antiviral direta ou indireta, sendo necessários 

estudos adicionais que avaliem o mecanismo de ação do AO. 

Outra técnica amplamente utilizada é a quantificação da carga viral por meio de 

ensaios de plaqueamento. Este método permite uma quantificação precisa da redução no 

número de partículas virais infecciosas após o tratamento com o fitoterápico. No entanto, 

é um processo demorado e laborioso, exigindo condições rigorosas de manuseio. Foi 

demonstrado que tanto os ensaios baseados na redução de placas quanto na redução do 

CPE são métodos de referência para a avaliação da sensibilidade aos fármacos. (Lopez-

Alvarez, et al. 2016). 
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CONCLUSÃO 

Os resultados inéditos deste estudo indicam que o óleo de andiroba pode interferir 

no ciclo de replicação do HSV-1, diminuindo significativamente o efeito citopático na 

cultura de células Vero E6. Esses achados sugerem o potencial promissor do óleo como 

candidato para o desenvolvimento de novos agentes antivirais, que poderiam 

complementar ou até oferecer alternativas aos tratamentos antivirais convencionais. No 

entanto, é importante ressaltar que este é um estudo preliminar e que futuras investigações 

são necessárias  para aprofundar a compreensão do provável mecanismos de ação 

antiviral do óleo de andiroba frente o HSV-1. 
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REVISTA: PHYTOTHERAPY RESEARCH, QUALIS A1, FI 6,1 

CAPÍTULO 2: AVALIAÇÃO DA INIBIÇÃO DA REPLICAÇÃO VIRAL EM 

CÉLULAS INFECTADAS PELO HSV-1 E TRATADAS COM ÓLEO DE 

ANDIROBA (CARAPA GUIANENSIS)  ATRAVÉS DE q-PCR. 

RESUMO 

Histórico e objetivo: O Herpes Simplex Vírus Tipo 1 (HSV-1) é um patógeno 

comum que causa infecções orais, oculares e genitais, além de doenças graves como 

encefalite. A resistência a antivirais tradicionais, como o aciclovir, tem impulsionado a 

busca por novos tratamentos. Nesse contexto, compostos naturais têm emergido como 

agentes antivirais e o óleo de andiroba (AO), destaca-se por suas propriedades medicinais. 

Este estudo avaliou in vitro a atividade antiviral do óleo de andiroba frente o HSV-1. 

Métodos: Trata-se de um estudo laboratorial experimental, com uso de cepas de HSV-1 

tratadas em diferentes concentrações do AO e analisadas quantitativamente por meio de 

PCR em tempo real (q-PCR). Foi analisado também o efeito do tratamento com o óleo de 

andiroba antes da infecção com HSV-1, além da comparação do AO e o tratamento  com 

aciclovir. A análise dos dados foi realizada no SPSS e os dados analisados 

estatisticamente pelo teste t-Student e teste ANOVA. Resultados: Na análise de qPCR, 

em concentração de 10 ng/mL de AO, observa-se uma leve diminuição nos valores de 

ΔCt à medida que a diluição do HSV-1 aumenta, o que sugere uma eficácia antiviral 

modesta. Para 100 ng/mL de AO, os valores de ΔCt são ainda mais baixos do que na 

concentração de 10 ng/mL, sugerindo uma maior atividade antiviral com o aumento da 

dosagem do óleo. Conclusões: Os resultados sugerem que o AO possui atividade antiviral, 

com maior eficácia em concentrações mais altas e com cargas virais mais baixas, embora 

ainda menos eficaz que o aciclovir. 

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

antivirais, Reação em cadeia da polimerase, plantas medicinais 

 

1 INTRODUÇÃO 

O vírus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) representa um problema de saúde pública. 

Estima-se que em 2016, o equivalente a 3,7 bilhões de pessoas ou 66,6% da população 
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mundial com idades abaixo de 50 anos tiveram infecção pelo HSV-1 (Looker et al. 2015; 

James et al., 2020), tendo um impacto considerável na sociedade independente da região 

geográfica ou da condição socioeconômica da população. Os sintomas causados pela 

infecção são geralmente autolimitantes em indivíduos 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 infecção por HSV são 

farmacológicas, tópicas, sistêmicas 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 multiplicação dos vírus e, 

como resultado, dificultam a surgimento de sintomas graves de herpes. No entanto, a 

recorrência das lesões também contribui para problemas adicionais relacionados à saúde 

pública, notadamente em relação à resistência e a toxicidade. As drogas utilizadas como 

tratamento de primeira linha, quando administradas a longo prazo em pacientes 

imunossuprimidos, tem sido associado à seleção de cepas resistentes (Gabaglio et al, 

2021; Piret & Boivin, 2016, Xu et al., 2022, Silva et al., 2023). Portanto, é imperativo 

buscar substâncias alternativas que possuam atividade antiviral, baixa toxicidade e alta 

eficiência inibitória (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 prevenção e tratamento de 

diferentes doenças. 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 indústrias farmacêutica, alimentícia, cosmética 

e de perfumaria (Swamyet al., 2016;  Benassi-Zanqueta et al., 2019). Nos países em 

desenvolvimento, 65 a 80% da população faz uso de plantas medicinais para fins 

terapêuticos (Bilia et al., 2017). Neste cenário, a pesquisa de medicamentos de origem 

botânica pode representar tratamentos futuros para doenças herpéticas, com base na sua 

capacidade de conjugar alta segurança e eficácia, evitando efeitos tóxicos graves (Akram 

et al., 2018; Mohan et al., 2020; Pennisi et al., 2023). 

A Carapa guianensis, popularmente conhecida no Brasil como andiroba, 

pertencente à família Meliaceae, pode ser encontrado na Amazônia, onde, há anos, 
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populações locais e indígenas utilizam o óleo para uso medicinal, incluindo ação 

antitérmica, antialérgica, analgésica, anti-inflamatória, 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 têm sido atribuídas à presença de limonóides altamente oxigenados, que são 

tetranortriterpenóides. No óleo estão presentes também ácidos graxos essenciais, por 

exemplo, ácido palmítico, esteárico e linoleico (Silva, 2018; Oliveira et al., 2018; Kikuchi 

et al., 2020; Porfírio-Dias et al., 2022; Sousa et al., 2022). Este conjunto de características 

na composição da andiroba, despertou a atenção para uma possível ação antiviral, 

entretanto até o momento não existem estudos que avaliem o efeito antiviral da mesma. 

Este é um estudo pioneiro, onde o óleo de Andiroba (Capara guianesis)  foi avaliado in 

vitro pela técnica de PCR em tempo real (qPCR), para verificação de seus efeitos frente 

ao Herpes Simples Vírus – Tipo 1.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 ASPECTOS ÉTICOS 

Este estudo, baseado nos preceitos da Declaração de Helsinque e do Código de 

Nuremberg, respeitando as Normas de Pesquisa em Saúde, foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do Instituto de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Pará, 

sob parecer número 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 Pará e 

o Laboratório de Biologia Molecular do Hospital Ophir Loyola. 

2.3. OBTENÇÃO DO ÓLEO DE ANDIROBA  

O óleo da andiroba (AO) utilizado na pesquisa foi advindo de uma a empresa 

privada especializada em óleos da amazônia, a qual forneceu certificado de pureza do 

óleo (ANEXO 1), assim como localização, clima, tipo de solo, dentre outras 

características importantes a compreensão da qualidade do mesmo. química. As amostras 
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de andiroba foram obtidas na região nordeste do estado do Pará, Brasil, com as seguintes 

coordenadas: 1 43' 04,0'' S e 48 52' 58,0'' W. 

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiência (CLAE) forneceu a composição do 

óleo de andiroba em moléculas mais densas, as quais não são possíveis de serem 

observadas através da cromatografia gasosa, possibilitando a compreensão de quais 

substâncias presentes na andiroba proporcionam sua eficácia ou não frente ao tratamento 

proposto.  Para isso, as análises foram realizadas no Sistema Waters Breeze equipado 

com bomba Waters 1525 binary HPLC e sistema de detecção UV/VIS Waters 2489. Foi 

utilizada uma coluna SupelcoNucleosil® C18 (250 x 3,2 mm, 5 µm), com fluxo de 0, 

5mL.min-1, detecção UV275nm e eluição isocrática (H2O-MeOH 53:47). A 

quantificação do óleo da andiroba foi feita através do software instalado no programa, 

que forneceu a concentração pura específica do composto.  

 

2.4 LINHAGEM DE CELULAS E VÍRUS 

Foram utilizadas células VERO E6, células comerciais, que são culturas contínuas 

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

foram escolhidas porque são permissivas à infecção do vírus herpético. E a cepa viral 

isolada do HSV-1  cedidos pelo INCT-INOFAR – RJ. 

2.5 MANUTENÇÃO E EXPANSÃO DA LINHAGEM  

Para a manutenção e expansão, 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 combinação de penicilina (10U/Ml) e estreptomicina 

(10µg/Ml). O material foi transferido para garrafas de cultivo de 75cm2 e armazenadas 

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

2.6 PREPARO DAS SUSPENSÕES - ESTOQUES VIRAIS 

As células foram lavadas com PBS, transferidas para placas de microtitulação e 

inoculadas com o HSV-1 em uma série de diluições virais (entre 10-3 a 10-7). Cada 

suspensão viral (cepas de HSV-1) foi inoculada em placas de microtitulação (100µL por 
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poço), formando uma nova monocamada de células VERO E6, cultivadas em 10 ml de 

meio DMEM, suplementado com 5% de SFB e antibióticos/antifúngico, tendo sido 

tripsinizadas 24 h antes da infecção viral. Primeiramente, o meio de cultura DMEM foi 

aspirado da garrafa e a monocamada celular lavada 3X com tampão salina fosfato (PBS); 

após esse procedimento, foi inoculado 100 µLde cada diluição viral do HSV-1 e incubada, 

durante 1 h, a 37° C, em estufa com 5% de CO2, para permitir a adsorção e penetração 

viral. e, então, o inóculo foi retirado por sucção a vácuo e 10 ml do meio DMEM sem 

SFB, foram adicionados.  

A linhagem de células VERO sem a inoculação do HSV-1 foi utilizada como controle, 

auxiliando na determinação da concentração e tempo de exposição tóxicas para células 

normais  

2.7 AVALIAÇÃO DA AÇÃO ANTI-VIRAL DA ANDIROBA FRENTE AO 

HSV-1 

A avaliação da ação anti-viral do óleo de andiroba foi realizada através da técnica 

de PCR em tempo real (qPCR) em diferentes situações de tratamento com uso da 

andiroba, em triplicata, confome descrito a seguir:  

1) Grupo pré tratamento com andiroba : Células vero sem infecção pré tratadas 3 

horas antes com AO disssolvido em dimatilsulfóxido (DMSO) nas concentrações de 

10ng/mL e 100 ng/mL, incubadas a 37ºC, em estufa com 5% de CO2. Após este período, 

o meio foi retirado, os poços foram lavados com PBS, em seguida foi adicionado aos 

poços meio de cultivo com HSV-1 nas diluições  entre 10-3 à 10-7; 

2) Grupos andiroba: Células vero com infecção e com uso de AO nas 

concentrações de 10ng/mL e 100 ng/mL. Em placas de microtitulação, imediatamente 

após o período de adsorção viral (1h), as células foram novamente lavadas ccom PBS 

e o óleo de andiroba, dissolvido em DMSO nas concentrações de 10ng/mL e 100ng/mL, 

foi adicionado poços com células e HSV-1 nas diluições entre 10-3 a 10-7; 

3) Controle negativo: Células vero sem infecção e sem uso de andiroba (controle 

de células); 

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

(controle de vírus); 
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5) Grupo aciclovir: Foi adicionado um novo grupo tratamento utilizando-se a 

droga aciclovir (5 µg/mL) no lugar do AO, por se tratar do medicamento padrão ouro 

contra o HSV-1. Essa concentração foi escolhida reembasada na literatura por ser um 

valor próximo à concentração normalmente efetiva (Piret & Boivin, 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Disposição da placa de microtitulação para avaliação da atividade antiviral das 

diferentes concentrações de andiroba, em relação às diferentes diluições de HSV-1, em 

células VERO, para posterior análise por q-PCR. 
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PT Andiroba 100ng/mL  X HSV-1  10
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PT Andiroba 100ng/mL  X HSV-1  10
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PT Andiroba 10ng/mL  X HSV-1  10
-5

 

PT Andiroba 10ng/mL  X HSV-1  10
-3

 

PT Andiroba 10ng/mL  X HSV-1  10
-7

 

Andiroba 10ng/mL  X HSV-1  10
-5

 

Andiroba 10ng/mL  X HSV-1  10
-3

 

Andiroba 100ng/mL  X HSV-1  10
-3

 

Andiroba 10ng/mL  X HSV-1  10
-7

 

Andiroba 100ng/mL  X HSV-1  10
-5

 

Andiroba 100ng/mL  X HSV-1  10
-7

 

Controle Positivo 

Controle negativo 

Aciclovir 
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Após inoculação do vírus e tratamento com a andiroba, as placas foram incubadas 

em estufa de CO2 a 37ºC. Foram feitas leituras diárias para acompanhamento do CPE em 

microscópio invertido. Após 72h de incubação de cada uma das condições os 

sobrenadantes foram coletados e congelados para posterior análise  do tapete celular 

lisado por reação em cadeia da polimerase em tempo real (q-PCR). 

2.8 EXTRAÇÃO DO HSV1-DNA E QUANTIFICAÇÃO DA CARGA 

VIRAL DO HSV-1 

As amostras de andiroba nas concentrações de 10ng/ml e 100ng /ml e dos 

controles foram submetidas a extração e purificação de DNA do HSV1 através do Biopur 

Kit Extração Mini Spin Plus (Mobius Life Science, PR, Brasil) de acordo com as normas 

do fabricante.  

A quantificação viral foi realizada em amostras de DNA extraídas utilizando a 

metodologia de PCR em tempo real (qPCR), empregando o kit XGEN Master HSV-1 

(Mobius Life Science, PR, Brasil). A detecção de HSV-I por este kit baseia-se na 

amplificação de uma região específica do genoma viral (DNA-alvo e gene-alvo), 

utilizando primers específicos para o vírus HSV-1. O produto da amplificação foi 

detectado por meio de uma sonda específica marcada com um corante fluorescente, 

direcionada a uma única sequência genômica do HSV-1. A quantificação foi realizada 

comparando os resultados com uma curva padrão, o que permitiu determinar a carga viral 

presente nas amostras. Por se tratar de um kit comercial pré-fabricado, o fabricante não 

divulga as sequências exatas dos primers e sondas utilizadas. A reação de PCR foi 

realizada sob as seguintes condições: 1 ciclo inicial a 37º 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 amplificação 

para cada rodada. O número do ciclo limiar, Ct, foi medido como o ciclo de PCR em que 

a quantidade de alvo amplificado atingiu o valor de limiar. A redução nos níveis de DNA 

do HSV-1 nos sobrenadantes das culturas foi avaliada pela mudança no ciclo limiar (∆Ct). 

O delta Ct (ΔCt) na PCR em tempo real é uma forma de análise que compara os 

níveis de expressão entre uma amostra tratada e uma amostra controle. No contexto de 

uma análise de carga viral do HSV-1 para avaliar a eficácia de um fitoterápico, o ΔCt  

ajuda a medir a inibição da replicação viral nas células tratadas (Rao et al. (2013). A PCR 
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em tempo real detecta e quantifica a quantidade de DNA viral presente nas amostras, e o 

Ct (ou ciclo limiar) é o ponto em que a fluorescência do DNA amplificado atinge um 

nível detectável. O ΔCt é a diferença entre o Ct da amostra viral e o Ct de uma amostra 

de referência, normalmente uma amostra controle (não tratada) ou um gene constitutivo 

(endógeno) usado como normalizador. O limite de detecção (LOD) do ensaio foi 

determinado como 0,57 cópias/μL, garantindo a detecção do DNA viral com uma 

probabilidade de 95%. 

2.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise dos dados foi realizada no Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS) versão 24.0. Os dados foram analisados por meio da estatística descritiva, sendo 

que para as variáveis categóricas utilizamos frequências absolutas e relativas e, para as 

variáveis numéricas contínuas medidas de tendência central e variabilidade. Os resultados 

foram calculados pelos valores originais e expressos pela média. Foram analisados 

estatisticamente pelo teste t-Student com correção de Welchs e pelo teste ANOVA. 

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

 

3 RESULTADOS 

Os resultados foram analisados quantitativamente através de titulação viral por 

meio de reação em cadeia em polimerase em tempo real (qPCR). Foi avaliada a atividade 

antiviral em concentrações não citotóxicas de andiroba em diferentes diluições virais. As 

concentrações analisadas foram, respectivamente, 10ng/mL e 100 ng/mL de AO e nas 

diluições do HSV-1 entre 10-3 a 10-7 Foram utilizadas neste estudo controle negativo 

(células vero E6 sem infecção pelo HSV-1 e sem tratamento com AO) e controle positivo 

(Células vero E6 infctadas com HSV-1 sem tratamento com AO), além de um controle 

padrão com medicamento aciclovir. A redução nos níveis de DNA do HSV-1 nos 

sobrenadantes das culturas foi avaliada pela mudança no valor do delta ciclo limiar (∆Ct). 

A tabela 1 mostra a comparação de médias dos valores de ciclo limiar (∆Ct) do 

HSV-1 para cada série de diluições virais (HSV-1 10-3, HSV-1 10-5 e HSV-1 10-7) frente 

ao pré tratamento e tratamento concomitante com óleo de andiroba. Observa-se que há 

diferença significativa na medida ΔCt entre o pré-tratamento e o pós-tratamento para as 
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concentrações HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL (p = 0.046), HSV-1 10-7 x AO 10ng/mL (p = 

0.029) versus HSV-1 10-3 x AO 100ng/mL (p = 0.046). Além disso, há diferença 

significativa entre HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL versus Aciclovir (p = 0.040). 

 

Tabela 1: Comparação dos valores de Delta ciclo limiar (ΔCt) nos  efeitos pré-tratamento 

e tratamento do óleo de andiroba em um modelo in vitro de infecção pelo HSV-1, em 

função das diulições virais,  através de RT-qPCR. 

Variável DELTA CT Grupo p-valor(1) 

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 0,58 Pré tratamento 
0.046* 

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 0,64 Tratamento 

HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 0,34 Pré tratamento 
0.050ns 

HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 0,29 Tratamento 

HSV-1 10-7 x AO 10ng/mL 0,21 Pré tratamento 
0.029* 

HSV-1 10-7 x AO 10ng/mL 0,23 Tratamento 
      

 
 

HSV-1 10-3 x AO 100ng/mL 0,19 Pré tratamento 
0.046* 

HSV-1 10-3 x AO 100ng/mL 0,22 Tratamento 

HSV-1 10-5 x AO 100ng/mL 0,14 Pré tratamento 
0.076ns 

HSV-1 10-5 x AO 100ng/mL 0,11 Tratamento 

HSV-1 10-7 x AO  100ng/mL 0,10 Pré tratamento 
- 

HSV-1 10-7 x AO  100ng/mL 0,10 Tratamento  
       

 
 

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 0,58 Pré tratamento 
0.165ns 

Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle 

HSV-1 10-7 x AO  10ng/mL 0,21 Pré tratamento 
0.368ns 

Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle 

HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 0,34 Pré tratamento 
0.148ns 

Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle  
         

 
 

HSV-1 10-3 x AO 100ng/mL 0,19 Pré tratamento 
0.176ns 

Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle 

HSV-1 10-7 x AO  100ng/mL 0,14 Pré tratamento 
0.411ns 

Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle 

HSV-1 10-5 x AO 100ng/mL 0,10 Pré tratamento 
0.500ns 

Controle positivo (células Vero e HSV-1) 1,00 Controle 

       
  

 

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 0,58 Pré tratamento 
0.196ns 

Aciclovir 0,08 Aciclovir 

HSV-1 10-7 x AO  10ng/mL 0,21 Pré tratamento 
0.111ns 

Aciclovir 0,08 Aciclovir 

HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 0,34 Pré tratamento 
0.040* 

Aciclovir 0,08 Aciclovir 

          
  

 

HSV-1 10-3 x AO 100ng/mL 0,19 Pré tratamento 
0.141ns 

Aciclovir 0,08 Aciclovir 

HSV-1 10-7 x AO  100ng/mL 0,14 Pré tratamento 
0.222ns 

Aciclovir 0,08 Aciclovir 

HSV-1 10-5 x AO 100ng/mL 0,10 Pré tratamento 
0.500ns 

Aciclovir 0,08 Aciclovir 
Fonte: Elaboração própria (2024). 

 
 

A tabela 2 mostra a comparação dos valores de delta ciclo limiar (∆Ct) do HSV-

1 frente ao uso do óleo de andiroba em função das concentrações de AO (10ng/mL e 
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100ng/mL) para os grupos pré-tratamento, tratamento, controle positivo, negativo e a 

aciclovir. Observa-se que há diferença significativa no valor de ∆Ct entre o pré-

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

a média é menor no grupo de pré-tratamento (µ = 0.377 ± 0.188). O mesmo ocorre na 

comparação entre o pré-tratamento e o controle positivo, nas amostras de concentração 

100ng/mL, de maneira que a média é menor no grupo de pré-tratamento (µ = 0.110 ± 

0.098). 

 

Tabela 2: Comparação dos valores de delta ciclo limiar (∆Ct) do HSV-1 frente ao uso do 

óleo de andiroba, em função das concentrações, para os grupos pré-tratamento, 

tratamento, controle positivo, negativo e aciclovir. 
Grupo 10ng/ml Pré tratamento Tratamento P-Valor(1) 

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 0,58 0,64 

0.785ns HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 0,34 0,29 

HSV-1 10-7 x 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 -3 x AO 100ng/mL 0,19 0,22 

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

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 10-3 x AO 10ng/mL 0,58 1,00 

0.029* HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 0,34 1,00 

HSV-1 10-7 x 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 -3 x AO 100ng/mL 0,19 1,00 

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

HSV-1 10 -7 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 10-3 x AO 10ng/mL 0,58 0,08 

0.553ns HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 0,34 0,08 

HSV-1 10-7 x 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 -3 x AO 100ng/mL 0,19 0,08 

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

HSV-1 10 -7 x AO 100ng/mL 0,10 0,08 

Média (DP) 0.110 ± 0.098 0.300 ± 0.000 
Fonte: Elaboração própria (2024). 

 

 

A figura 2 mostra a comparação dos valores de ∆Ct entre pré-tratamento e 

tratamento concomitante por concentração de AO, para diferentes diluições de HSV-1. O 

gráfico evidencia a eficácia do AO nas diferentes concentrações e diluições de HSV-1, 

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

∆Ct  no pré tratamento e tratamento não houve difenças estatisticamente significantes.  
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Figura 2: Comparação dos valores de ciclo limiar (∆Ct) do HSV-1 frente ao uso do óleo 

de andiroba, em função das concentrações para os grupos pré-tratamento e tratamento. 

Os dados são apresentados em barras azuis para o pré-tratamento e laranjas para o 

tratamento. Fonte: Elaboração própria (2024). 

 

 

A tabela 3 mostra a comparação dos valores de delta ciclo limiar (∆Ct) do HSV-

1 frente ao uso do óleo de andiroba, em função das concentrações para os grupos controle 

positivo e aciclovir somente com o grupo tratamento. Observa-se que há diferença 

significativa na medida  ΔCt entre o tratamento e o controle positivo, nas amostras de 

concentração 10ng/mL, de maneira que a média é menor no grupo de tratamento (µ = 

0.387 ± 0.221). O mesmo ocorre na comparação entre o tratamento e o controle positivo, 

nas amostras de concentração 100ng/mL, de maneira que a média é menor no grupo de 

tratamento (µ = 0.110 ± 0.110). 
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Tabela 3: Comparação dos valores valores de delta ciclo limiar (∆Ct) do HSV-1 frente 

ao uso do óleo de andiroba em função das concentrações para os grupos tratamento, 

controle positivo e aciclovir. 

Grupo 10 Tratamento CP (células Vero e HSV-1) P-Valor(1) 

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 0,64 1,00 

0.041* HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 0,29 1,00 

HSV-1 10-7 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 -3 x AO 100ng/mL 0,22 1,00 

0.005* HSV-1 10 -5 x AO 100ng/mL 0,11 1,00 

HSV-1 10 -7 x AO 100ng/mL 0,10 1,00  
0.110 ± 0.110     1.00 ± 0.000  

Grupo 10 Tratamento Aciclovir  

HSV-1 10-3 x AO 10ng/mL 0,64 0,08 

0.568ns HSV-1 10-5 x AO 10ng/mL 0,29 0,08 

HSV-1 10-7 x AO  10ng/mL 0,23 0,08  
0.387 ± 0.221           0.300 ± 0.000  

Grupo 100 Tratamento Aciclovir  

HSV-1 10 -3 x AO 100ng/mL 0,22 0,08 

0.096ns HSV-1 10 -5 x AO 100ng/mL 0,11 0,08 

HSV-1 10 -7 x AO 100ng/mL 0,10 0,08 

 0.110 ± 0.110     0.300 ± 0.000  
Fonte: Elaboração própria (2024). 

 

 

 

A figura 3 mostra a comparação do pré-tratamento com OA vs Controle positivo 

por concentração. O gráfico mostra uma tendência decrescente em ∆Ct conforme a 

concentração de AO e o aumento das diluições do HSV-1, que diminuem conforme a 

concentração varia. A linha azul indica que os valores do tratamento prévio diminuem 

com o aumento da concentração de AO, sugerindo um efeito dose-dependente. Este 

gráfico ajuda a visualizar a eficácia do tratamento antiviral em diferentes concentrações 

e diluições, comparando com a linha de base fornecida pelo controle positivo. 
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Figura 3: Comparação dos valores de ciclo limiar (∆Ct) do HSV-1 frente ao uso do óleo 

de andiroba, em função das concentrações para os grupos controle positivo e pré-

tratamento. No eixo vertical (Y) está ∆Ct. No eixo horizontal (X) há diferentes 

concentrações de AO e em diferentes diluições de HSV-1 (10-3, 10-5, 10-7). As barras 

laranjas representam o Controle positivo (células Vero e HSV-1 sem traramento) com um 

valor constante de 1,00 em todas as concentrações. A linha azul representa o pré-

tratamento. Fonte: Elaboração própria (2024). 

 

 

A figura 4 mostra a comparação do pré-tratamento com OA vs Aciclovir por 

concentração. O gráfico mostra uma tendência decrescente em ∆Ct conforme aumenta a 

concentração de AO e aumenta a diluição de HSV-1. 
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Figura 4: Comparação dos valores de ciclo limiar (∆Ct) do HSV-1 frente ao uso do óleo 

de andiroba, em função das concentrações para os grupos pré-tratamento e Aciclovir. No 

eixo vertical (Y) está ∆Ct. No eixo horizontal (X) há diferentes concentrações de AO e 

em diferentes diluições do HSV-1 (10-3, 10-5, 10-7). As barras laranjas representam o 

aciclovir com um valor constante de 0.08 em todas as concentrações. A linha azul 

representa o pré-tratamento. Fonte: Elaboração própria (2024). 

 

 

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

Controle positivo por concentração. O gráfico mostra uma tendência decrescente em ∆Ct 

conforme o aumento da concentração do óleo de andiroba e das diluições de HSV-1. Este 

gráfico ajuda a visualizar a eficácia do tratamento antiviral em diferentes concentrações 

e diluições, comparando com a linha de base fornecida pelo controle positivo. 
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Figura 5: Comparação dos valores de delta ciclo limiar (∆Ct) do HSV-1 frente ao uso do 

óleo de andiroba em função das concentrações para os grupos tratamento e controle 

positivo. No eixo vertical (Y) está o ∆Ct. No eixo horizontal (X) há diferentes 

concentrações de AO e em diferentes diluições do HSV-1 (10-3, 10-5, 10-7). As barras 

laranjas que representam o Controle positivo (células V ero e HSV-1 sem tratamento) 

com um valor constante de 1,00 em todas as concentrações. A linha azul representa o 

tratamento concomintante com AO. Fonte: Elaboração própria (2024). 

 

 

A figura 6 mostra a comparação do tratamento concomintante com AO vs 

aciclovir. O gráfico mostra uma tendência decrescente em ∆Ct conforme aumenta a 

concentração de AO e o aumento das diluições de HSV-1. O gráfico ilustra a comparação 

entre um novo tratamento e o aciclovir em termos de eficácia antiviral. O valor constante 

para o aciclovir (∆Ct = 0.08) serve como referência, enquanto os valores variáveis do 

novo tratamento (linha azul) mostram uma tendência de diminuição do ∆Ct com 

concentrações mais altas, sugerindo que andiroba pode ser eficaz em maior concentração. 

Este gráfico é crucial para avaliar a eficácia potencial do AO em comparação com o 

aciclovir.  
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Figura 6: Comparação dos valores valores de delta ciclo limiar (∆Ct) do HSV-1 frente 

ao uso do óleo de andiroba em função das concentrações para os grupos tratamento e 

Aciclovir. No eixo vertical (Y) está ∆Ct. No eixo horizontal (X) há diferentes 

concentrações de HSV-1 e em diferentes diluições (10-3, 10-5, 10-7) de HSV-1.  As barras 

laranjas representam o aciclovir com valor constante de 0.08 em todas as concentrações. 

A linha azul representa o tratamento concomitante com AO. Fonte: Elaboração própria (2024). 

 

 

4 DISCUSSÃO  

 A descoberta de fitoterápicos no combate ao vírus herpes simplex tipo 1 (HSV-
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al., 2019; Pavi et al., 2023).  
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metodologias são essenciais para a validação inicial, antes de avanços clínicos e possíveis 

aplicações terapêuticas mais amplas desses fitoterápicos (Parham et al., 2020; Lemos et 

al., 2023). 

A Carapa guianensis (Aublet), popularmente conhecida como andiroba tem 

demonstrado diversas atividades terapêuticas e amplamente usado na medicina popular, 

como o tratamento antitérmico, antialérgico, analgésico e anti-inflamatórios, bem como 

ação acaricida e repelente de insetos (Nardi et al., 2016; Nonato et al., 2018; Araújo-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 óleo, que 

possui princípios ativos como glicerídeos, ácidos graxos e tetranortriterpenoides 

(TNTPS) (Meccia et al., 2013; Moya et al., 2015; Sousa et al., 2022). Na literatura, não 

existem dados avaliando a atividade do óleo de andiroba frente o Herpes vírus humano.  

Este estudo avaliou a potencial ação antiviral do óleo de andiroba em células Vero 

E6 frente o HSV-1. Os resultados apresentados mostram uma análise, através de qPCR, 

do delta ciclo limiar (∆Ct) do HSV-1 em células Vero tratados com óleo de andiroba em 

duas concentrações (10 e 100 ng/mL), comparando-o com o controle positivo (células 

infectadas e não tratados). Para a concentração de 10 ng/mL, observe-se uma diferença 

significativa no ∆Ct entre o grupo de tratamento com óleo de andiroba e o controle 

positivo, sendo que a média do ∆Ct para o grupo tratado foi menor (µ = 0,387 ± 0,221 ). 

Esse valor indica que a expressão viral nas células tratadas com óleo de andiroba foi mais 

baixa do que nas células não tratadas, visando um possível efeito inibidor da replicação 

viral pelo óleo. O mesmo padrão é observado para a concentração de 100 ng/mL, onde o 

∆Ct do grupo de tratamento também foi significativamente menor em comparação ao 

controle positivo (µ = 0,110 ± 0,110). Esse valor mais baixo reflete uma ação antiviral 

mais eficaz do óleo de andiroba na redução da expressão viral, especialmente em 

concentrações mais altas. Além disso, a análise dos resultados de qPCR revelou que a 

atividade antiviral do óleo de andiroba foi dose-dependente, o que sugere que 

concentrações mais elevadas do extrato podem resultar em um efeito inibitório ainda mais 

significativo. Essa característica é particularmente importante, pois indica a possibilidade 

de otimização de dosagens para maximizar a eficácia terapêutica. 
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Reis (2007), ao avaliar o efeito imunomodulador e antiviral de plantas medicinais 

na infecção in vitro de monócitos humanos infectados pelo vírus DENGUE-2 (cepa 

16681), demonstrou que os TNTPs isolados de C. guianensis diminuíram de modo 

significativo a produção de TNF-α e IL-10. Resultados referente a atividade antiviral não 

foram apresentados para monócitos infectados tratados com TNTPs isolados. 

Ferraris et al. 2011 realizaram estudos in vitro utilizando uma fração combinada 

de tetranortriterpenoides (TNTPs) contendo 6α-acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-

oxogedunina, andirobina e metil angolensato isolados das sementes de Carapa guianensis 

com objetivo de elucidar o mecanismo de ação imunomodulatório do óleo de andiroba e 

os resultados demonstraram que TNTPs isolados de C. guianensis apresentaram efeitos 

inibitórios sobre os eosinófilos e linfócitos T, prejudicando diferentes mecanismos que 

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

O uso de um controle nos ensaios de detecção da atividade antiviral permite 

demonstrar se esses foram realizados corretamente, sendo considerado, ainda, um padrão 

com o qual a atividade da amostra pode ser comparada. Idealmente, o controle positivo 

deve ser um fármaco anti-herpético usado clinicamente (Petersen et al., 2021). No 

presente estudo, o aciclovir foi utilizado como controle e apresentou o menor valor de 

∆Ct, porém o AO em concentrações mais altas e nas diluições virais maiores mostrou 

eficácia próxima dos valores do aciclovir. 

Uma vantagem importante dos fitoterápicos no combate ao HSV-1 é o seu perfil 

de seguração, baixa toxicidade a baixa probabilidade de desenvolvimento de resistência. 

O aciclovir, por exemplo, atua inibindo a DNA polimerase viral, uma enzima específica 

do HSV, e o uso prolongado ou inadequado pode levar ao surgimento de cepas resistentes 

(Rollenhagem et al., 2014; Hanna et al., 2022). em contraste, os compostos presentes nos 

fitoterápicos costumam atuar em múltiplos alvos, dificultando o desenvolvimento de 

resistência viral e, ao 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 tóxicos 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 

et al., 2023). 

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam o potencial antiviral do óleo de 

andiroba (Carapa guianensis) contra o vírus herpes simplex tipo 1 (HSV-1), 

demonstrando uma significativa inibição da replicação viral em células infectadas. O uso 

da técnica de qPCR para quantificar a produção de DNA viral permitiu uma avaliação da 

atividade antiviral do óleo de andiroba, fornecendo dados quantitativos que corroboram 

sua eficácia. A reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) tem se destacado 

como uma ferramenta poderosa e amplamente utilizada para a avaliação da atividade 

antiviral de compostos fitoterápicos. Essa técnica, considerada o "padrão ouro" para a 

quantificação de ácidos nucleicos virais, oferece várias vantagens em relação 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 relação a métodos como a avaliação 

do efeito citopático ou ensaios de plaqueamento é sua rapidez e precisão. Enquanto outras 

técnicas podem ser limitadas pela necessidade de longos períodos de incubação e pela 

subjetividade na interpretação de resultados visuais, o qPCR fornece dados quantitativos 

confiáveis em um curto período de tempo. No entanto, embora o qPCR seja amplamente 

reconhecido como o "padrão ouro" para a quantificação de vírus como o HSV-1 em 

estudos antivirais com fitoterápicos, é fundamental seu uso em combinação com outras 

metodologias para uma avaliação abrangente da atividade antiviral. A integração do 

qPCR com técnicas como ensaios de viabilidade celular e plaqueamento garante uma 

análise robusta, permitindo que tanto a quantidade de vírus quanto sua infectividade 

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

 

5 CONCLUSÃO 

Considerando o cenário atual de resistência viral, a pesquisa de alternativas 

baseadas em produtos naturais, como o óleo de andiroba, é de extrema relevância. O 

potencial desse óleo como possível agente antiviral pode não apenas oferecer novas 
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opções de tratamento, mas também contribuir para a formulação de terapias combinadas 

que ampliem a eficácia dos antivirais existentes. 

Em conclusão, os resultados obtidos neste estudo fornecem evidências inéditas e 

promissoras sobre a atividade antiviral do óleo de andiroba contra o HSV-1, ressaltando 

a necessidade de mais estudos que esclareçam os mecanismos de ação envolvidos serão 

essenciais para o avanço deste óleo no campo da farmacologia antiviral. 
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