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RESUMO

A dengue € uma importante doenca viral humana, endémica em varios paises e com surtos
epidémicos frequentes ocasionando um problema de salde publica internacional. As frequentes
epidemias associadas as mudangas nas cepas virais, combinadas com o status imune do
hospedeiro podem ocasionar formas clinicas graves ou fatais. O tratamento da dengue é
sintomatologico, ndo existindo uma terapéutica especifica contra a doenca. Desta forma, existe
uma busca por possiveis substancias, extratos e farmacos que apresentem uma possivel
atividade antiviral especifica contra o virus da dengue. Assim, o presente estudo investigou o
potencial da atividade antiviral in vitro do extrato rotaevaporado da Schinopsis brasiliensis
Engl. contra a replicacdo do virus da dengue. Para a avaliacdo da citotoxicidade do extrato
rotaevaporado de S. brasiliensis Engl., 0 mesmo foi testado nas concentracdes 1 pug/mL, 5
pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL em células Vero, e nas concentragdes 0,01 pg/mL,
0,05 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL e 1 pg/mL em células de Aedes albopictus linhagem C6/36.
Além disso, sua eficacia antiviral foi avaliada na concentracao de 1 pg/mL nas células do inseto
infectadas com o DENV4. Nossos resultados revelaram que nas células Vero, o extrato se
mostrou tolerante na concentracdo de 1 pug/mL, e toxico, nas concentracdes de 5 pg/mL a 100
pg/mL. Nas células C6/36, o extrato ndo mostrou toxidade em nenhuma das concentracdes
testadas. Quanto a eficacia antiviral, nas condi¢des de estudo, o extrato ndo conferiu reducao
significativa dos titulos virais, quando comparado entre células infectadas tratadas e células
infectadas ndo tratadas. Novos estudos sdo propostos buscando o entendimento do potencial
antiviral do extrato rotaevaporado de S. brasiliensis Engl. frente a diferentes cepas virais em
linhagens celulares susceptivel a infecgdes pelo dengue visando contribuir com a formulagédo

de farmacos especificos contra a doenca.

Palavras-Chave: S. brasiliensis Engl. Dengue virus. Antivirais.



ABSTRACT

Dengue is an important human viral disease, endemic in many countries with frequent epidemic
outbreaks causing an international public health problem. Frequent epidemics associated with
changes in viral strains, which combined with host immune status can lead to severe and fatal
clinical forms. The treatment of dengue is symptomatic, and there is no specific therapy against
the disease. Thus, there is a search for possible substances, extracts and drugs that report a
possible specific antiviral activity against dengue viral. Thus, the present study investigated the
potential of in vitro antiviral activity of the rotary evaporated extract of Schinopsis brasiliensis
Engl. against dengue virus replication. The evaluation of cytotoxicity of rotary evaporated
extract S. brasiliensis Engl. was tested at concentrations of 1 ug / mL, 5 pg / mL, 10 pg / mL,
50 pug / mL and 100 pg / mL in Vero cells, and at concentrations of 0.01 pug / mL, 0.05 pg / mL,
0,1pg/mL,0.5pug/ mLand1pg/mL in C6/ 36 insect cells. In addition, its antiviral efficacy
was evaluated at a concentration of 1 ug / mL in DENV4-infected C6 / 36 insect cells. Our
results revealed that in Vero cells, the extract was tolerant at 1 pg / mL and toxic at 5 pug / mL
at 100 ug / mL. In C6 / 36 cells, the extract showed no toxicity at any of the concentrations
tested. As for antiviral efficacy, under the study conditions, the extract did not confer significant
reduction in viral titers when compared between treated and untreated infected cells. Further
studies are proposed to understand the antiviral potential of the rotavapor extract of S.
brasiliensis Engl. against different viral strains in cell lines susceptible to dengue infections in

order to contribute to the formulation of specific drugs against the disease.

Keywords: S. brasiliensis Engl. Dengue viral. Antivirals.
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1 INTRODUCAO

A dengue € uma das principais arboviroses humana, causada pelo virus dengue (DENV),
pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, sendo virus esféricos, envelopados e
com cerca de 50 nanémetros de didmetro. O RNA é envolto por um nucleocapsideo de simetria
icosaédrica, a proteina de capsideo (C) e circundada por uma bicamada lipidica associada as
proteinas de membrana (M) e envelope (E). Até o momento, sdo conhecidos quatro sorotipos
antigenicamente distintos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (GUBLER,
2002). O virus é transmitido por mosquitos do género Aedes, como Aedes albopictus, mas
principalmente pelo Aedes aegypti (BHATT et al., 2013). Dentro do intestino do vetor
artropode, apds ingestdo, ocorre replicacdo do virus, que pode ser encontrado em grande
guantidade nas glandulas salivares do mosquito, replicando-se durante oito a doze dias. Apds
ser infectado pelo virus e decorrido o periodo de incubacdo viral, 0 mosquito € capaz de
transmitir a infecgdo durante o resto de sua vida (LUPI et al, 2007; GUZMAN; ISTURIZ, 2010;
XAVIER, 2010; GUEDES, 2012).

A doenca vem se consolidando como um dos maiores desafios de saude publica do
Brasil e do mundo. Atualmente, a dengue apresenta um carater endemo-epidémico em
praticamente todos os continentes do globo, estando presente em mais de 100 paises nas regides
da Africa, Américas, Mediterraneo Oriental, Sudeste da Asia e Pacifico Ocidental, sendo as
regibes das Américas, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental sdo as mais seriamente afetadas
(WHO,2019). O ndmero real de casos de dengue € subnotificado e muitos casos sdo
classificados erroneamente. Segundo a Gltima estimativa global, estima-se que 390 milhdes de
pessoas estavam infectadas pelo DENV, com 96 milhdes de casos com manifestacdes clinicas
grave (BHATT et al., 2013). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que mais de
20.000 mortes relacionadas a dengue ocorrem anualmente em todo o mundo (WHO, 2007;
WHO 2012). No Brasil, a dengue vem apresentando alteracdes em diferentes configuragdes
populacionais acometendo pessoas de diferentes idades principalmente criancas e idosos. Este
ano, até a 26 semana epidemiolégica — SE - (30/12/2018 a 30/06/2019) foram registrados
1.281.759 casos provaveis de dengue no Brasil. Quando se compara ao mesmo periodo de 2018,
em que foram registrados 183.829 casos provaveis de dengue, registra-se um aumento de
597,3% do numero de casos provaveis, representando uma incidéncia de 614,8 casos a cada
100 mil habitantes no Brasil. Na Paraiba, esses dados representam 9.104 casos provaveis de
dengue, com incidéncia de 227,8 casos a cada 100 mil habitantes (BRASIL, 2019).
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A infeccdo por qualquer um dos quatro sorotipos do DENV apresenta um espectro
clinico variado, desde uma infecgdo indiferenciada a uma doenca febril aguda autolimitada
(dengue), ou uma doenca grave com o aumento da permeabilidade vascular e choque (dengue
grave), gerando quadros graves com hemorragia e choque, que podem evoluir para obito.
Clinicamente, a dengue se inicia de forma abrupta apdés 3-15 dias de incubacdo, sendo
caracterizada por dois ou mais dos seguintes sintomas: febre alta, cefaleia, dor retro orbital,
mialgia, artralgia e exantema com ou sem prurido (MALLHI et al., 2015). O periodo de
convalescéncia pode ser acompanhado de grande debilidade fisica, e prolongar-se por varias
semanas.

Embora existam estratégias publicas de combate ao vetor, como através do controle
fisico, utilizando 4gua quente para matar os ovos do vetor Aedes em pequenos locais com agua
parada, o controle bioldgico, através da insercdo de peixes larvofagos em locais maiores que
possuem agua, como bebedouros de grandes animais, fossos de elevador de obras, fontes
ornamentais, piscinas abandonadas e dep6sitos de agua nao potéavel e o controle quimico, onde
se borrifa inseticidas com acdo larvicida. Investimentos em diagnosticos precisos e capacitacdo
de recursos humanos visando o correto manejo clinico dos pacientes e a diminui¢do dos casos
graves da doenca, ainda nédo existe nenhuma terapéutica antiviral especifica contra a dengue.
Desta forma, sdo propostas vias alternativas de combate ao vetor e farmacos antivirais
especificos que possam controlar a replicacdo viral em humanos e/ou infeccgdo celular no vetor,
para erradicar a doenca. Assim, diversas moléculas organicas oriundas de extratos vegetais tém
sido estudadas com esses objetivos (GONZALEZ et al., 2009; LEARDKAMOLKARN et
al.,2011; MAZZUCCO et al., 2015; CHAVES et al., 2015).

O interesse pelos extratos medicinais e a busca pela producdo de fitoterapicos capazes
de promover o controle bioldgico e patoldgico estd aumentando gradualmente nos Gltimos anos.
O método de extragdo por rotaevaporagdo se destaca, por apresentar os extratos concentrados e
0s solventes recuperados em temperatura e pressao mais baixa (CELOTO, 2005; OLIVEIRA,
PETROVICK, 2010; SANTOS, 2013). Neste contexto, merece destaque a planta medicinal
Schinopsis brasiliensis Engler, popularmente conhecida como Bralna, disseminada entre as
comunidades da regido da Caatinga no Brasil, e que é utilizada para formular misturas para o
tratamento da gripe, diarreia e inflamacbes gerais (SILVA; ALBUQUERQUE, 2005;
ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007; ALMEIDA et al., 2006, 2010; CHAVES et al., 2015).
Estudos cientificos descrevem e comprovam que Schinopsis brasiliensis é uma das plantas
medicinais que apresenta eficAcia demonstrada contra o Staphylococcus aureus

multirresistente, Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa. Além disso, o extrato de S.
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brasiliesis também apresentou atividade antifingica frente ao género Candida (CHAVES et al.,
2011; SILVA et al., 2012; SARAIVA et al., 2013; JOVITO, 2016).

Algumas pesquisas vém destacando a caracterizacao fitoquimica de diferentes partes da
brauna. Donati et al. (2014) caracterizaram o 6leo essencial das folhas da S.brasiliensis
identificando como principais componentes o estragol, o trans-anetol, o beta-cariofileno e o
mirceno, sendo este um monoterpeno com atividade antioxidante demonstrada. Em acréscimo,
Santos et al. (2014) e Souza et al. (2015) realizaram a caracterizacdo do extrato hidroalcodlico
obtido a partir da casca da S.brasiliensis, onde detectaram a presenca de varios compostos
fitoquimicos como auronas, saponinas, catequinas e chalconas, mas principalmente taninos,
flavonoides e polifendis. Chaves et al. (2015), demostraram que o extrato hidroalcodlico
rotaevaporado da casca de S. brasilienses apresenta baixa toxicidade aguda em ratos nas
concentracdes testadas. Ja Jovito et al. (2016) avaliaram a citotoxidade em células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMC), em todas as concentracGes testadas, o
extrato das folhas de S. brasiliensis ndo apresentou toxidade em células humanas. Ante a esses
estudos de caracterizacdo quimica, os extratos rotaepavorado da Schinopsis brasiliensis Engl.
vem apresentando efeitos antibacteriano e antifungico (CHAVES et al., 2011; SARAIVA et al.,
2013; JOVITO, 2016). Neste contexto, aos polifendis, destacando-se os flavonoides, sdo
atribuidos diversas atividades bioldgicas, tais como atividade antitumoral, antioxidante, anti-
inflamatéria e antiviral, trazendo importancia farmacoldgica para esses compostos
(COUTINHO et al,. 2009). Inumeros flavonoides tém sido isolados e estudados ativamente
como possiveis opcBes terapéuticas contra diferentes virus como por exemplo myricetin,
hesperetin, chrysin, galangin, morin, tangeretina, wogonin, silimarina, EGCG, baicaleina e
quercetina. Zakaryan et al. (2017) relataram inimeros achados positivos sobre a eficacia in vitro
dos flavonoides contra virus influenza, virus da febre amarela, virus herpes simples, virus da
hepatite C, virus da imunodeficiéncia humana, virus Chikungunya DENV-2 entre outros. Desta
forma, como o extrato hidroalcodlico da casca de Schinopsis brasiliensis Engl. utilizado neste
trabalho, apresenta grande quantidade de polifendis totais e flavonoides, o presente trabalho
teve por objetivo investigar a atividade antiviral do extrato rotaevaporado de Schinopsis

brasiliensis Engl. na replicacdo in vitro do virus dengue.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VETORES DO DENGUE

Os mosquitos das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus sdo provenientes do filo
Arthropoda, ordem Diptera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae sdo os vetores mais
importantes na transmissdo do DENV entre humanos. Embora essas duas espécies apresentem
aspectos semelhantes com relacdo a biologia e ecologia, existem algumas diferencas entre elas,
0 Ae. aegypti € encontrado frequentemente em ambientes urbanos e € o principal transmissor
da dengue, enquanto o Ae. albopictus adapta-se facilmente ao ambiente urbano, rural e peri-
urbano, podendo este servir como ponte entre os ciclos urbano e silvestre (VALLE; PIMENTA,;
CUNHA, 2015). Tanto o Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) quanto o Ae. albopictus (Skuse, 1894)
sdo mosquitos de coloracdo enegrecida com listras brancas pelo corpo, porém eles apresentam
algumas diferencas tanto morfoldgicas quanto comportamental e ecolégica, como podemos

observar na Figura 1.

Figura 1 - Diferencas apresentadas entre as espécies vetoras do Aedes.
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Fonte: Fiocruz (2019).
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O Ae. aegypti foi introduzido nas Américas durante o periodo colonial, provavelmente
na época do trafico de escravos (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).
Atualmente, essa espécie tem infestado muitos paises dos continentes americanos. Ja a
introducdo do Ae. albopictus nas Américas foi primeiramente registrada no Texas, Estados
Unidos, em 1985, com a deteccdo de formas imaturas em pneus usados provenientes da Asia
(ESTRADA-FRANCO; CRAIG, 1995; BENEDICT et al. 2007). No Brasil a espécie foi
detectada, pela primeira vez, em 1986, na cidade de Itaguai, Rio de Janeiro (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). A Figura 2, mostra 0s municipios brasileiros onde o
Ae. aegypti e Ae. albopictus foram detectados em 2014 (Couto-Lima et al., 2017).

Quanto a sua area de distribuicdo, o Aedes aegypti e Aedes albopictus se assemelham,
distribuindo-se em éareas tropical e subtropical do globo (Figura 3), estando presente em
praticamente todo o continente americano, no sudeste da Asia, e em toda a India, percebemos
que como Ae. aegypti e Ae. albopictus sdo espécies invasoras, elas se espalham para novas
areas através de rotas de navegacao e movimento humano (TATEM HAY & ROGERS, 2006;
HAWLEY et al., 1987).

Figura 2 - Distribuicdo geogréfica do Aedes aegypti e do Aedes albopictus no Brasil.

B Aedes albopictus B Aedes aegypti

Fonte: Couto-Lima et al. (2017).
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Figura 3 - Distribuicdo geogréfica global das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus.

B Ae. aegypti
[ Ae. albopictus
[ As. aeqypti 6 Ae. albopictus

Fonte: Adaptado de Silva e Dermody (2017).

O DENV apresenta dois ciclos de transmissdo: o silvestre, estudos ja comprovaram sua
presenca na Africa e Asia, ocorrendo entre inseto vetor e primatas ndo humanos, e o ciclo
urbano, encontrado nas cidades de paises endémicos, ocorrendo entre vetor e humanos
(DEGALLIER et al., 2001). No ciclo urbano, o artrépode, sendo hospedeiro intermediario
inicia a transmissdo viral no repasto sanguineo, quando as fémeas Aedes infectadas pelo DENV
inoculam o virus em um hospedeiro humano suscetivel. Apds a infeccao, inicia-se no humano
o0 periodo de incubacdo intrinseco, com duracdo de trés a 15 dias, com média de cinco a seis
dias. Com o término da incubacdo, o humano infectado entra em viremia, a qual se estende de
um dia antes do aparecimento da febre até o sexto dia da doenca. Nesse periodo, se exposto
novamente a fémea do vetor, essa adquire o virus, iniciando o periodo de incubacéo extrinseco,
com duracdo de oito a 12 dias, compreendendo o tempo entre a ingestdo do sangue infectado,
pelo mosquito, seguindo para o intestino médio e posteriormente apresentando as particulas
virais infecciosas na secrecao salivar (Figura 4). Apds o periodo de incubacdo extrinseco, o
mosquito torna-se capaz de transmitir o virus para um novo hospedeiro, permanecendo
infectado durante toda a sua vida continuando o ciclo de transmissdo do DENV e transmitindo
0 virus, de forma vertical, para sua prole (HARDY et al., 1983; SALAZAR et al., 2007;
TABACHNICK, 2013; BRASIL, 2002).
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Figura 4 - Ciclo urbano de transmissdo do virus dengue.
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Fonte: Adaptado de Guzman et al. (2016).

2.2 VIRUS

Os virus dengue (DENV) sdo classificados como arbovirus, ou seja, virus mantidos na
natureza através de um ciclo de transmissdo envolvendo hospedeiros vertebrados, como
primatas ndo humanos e humanos, e artropodes hematofagos (GUBLER, 2002; ROUNDY et
al., 2017). Os DENV pertencem a familia Flaviviridae, género Flavivirus, seu virus de RNA
apresenta grande variabilidade genética, devido ao alto grau de mutacdo associado com a RNA
polimerase e as suas rapidas taxas de replicacdo, devido a isso eles possuem suas propriedades
antigénicas distintas, apresentam quatro sorotipos relacionados, mas antigenicamente distintos,
denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (CALISHER et al., 1989) e todos
podem causar doenca grave e fatal em humanos (GUBLER, 2006).

Sua particula viral é esférica e tem aproximadamente 50 nandmetros (nm) de didmetro.
O virion (particula infecciosa) € constituido por uma fita simples de RNA de polaridade
positiva, com aproximadamente 11 quilobases (Kb), sendo envolto por um nucleocapsideo. O
RNA viral trabalha como RNA mensageiro e é traduzido em uma poliproteina Unica, a partir
da maquinaria da célula hospedeira, que adiante é clivada em trés proteinas estruturais (capsideo
[C], pré-membrana [prM] e envelope [E]) que posterior mente e sete ndo-estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A , NS4B e NS5) (KUHN et al., 2002; VASILAKIS et al., 2011),
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como observado na Figura 5, enquanto as 3 proteinas estruturas entdo envolvidas na montagem
da particula viral, as 7 proteinas ndo estruturais apresentam o importante papel na replicacéo

viral, montagem e modulacéo da resposta imune inata (ZEIDLER et al., 2017).

Figura 5 - Genoma.

Glicoproteina E Proteina M
(dimero) )

NAO ESTRUTURAL

.’ /" ‘\\
i oty e’ )5 ol il
@O

Fonte: Adaptado de ViralZone (2016) e Angel; Valle (2013).

A primeira proteina estrutural a ser sintetizada € a proteina C, possuindo em torno de 11
kDa e sendo carregada positivamente. Ela forma o componente estrutural do nucleocapsideo,
gue consiste na proteina C e RNA gendmico, e além de compor o capsideo, a proteina contém
uma regido hidrofébica C-terminal que atua como peptideo de sinalizacdo para translocacao da
prM para o reticulo endoplasmatico (LINDENBACH et al., 2007, 2013; JONES et al., 2003).

Segundo Nogueira et al. (2018), a proteina precursora de membrana (prM), de
aproximadamente 22 kDa, sofre uma clivagem proteolitica especifica durante a maturacgéo viral,
origina a proteina M com cerca de 8 kDa, envolvida na organizacdo da estrutura viral e aumento
da infectividade do virus, a prM também pode atuar como uma chaperona para a formacao da
proteina E. A proteina do envelope (E) € o maior constituinte da superficie dos DENV,
possuindo 53 kDa, é formado por proteinas diméricas que medeiam a ligacao e fuséo do virus
com a membrana celular do hospedeiro, sendo responsavel pelas atividades biol6gicas do ciclo
viral, além de apresentar atividade hemaglutinante € o principal indutor de anticorpos

neutralizantes. A proteina E ainda possui 495 aminoacidos (aa), distribuidos em trés dominios
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(1, 11, 111). O dominio I, é responsavel pela organizacao estrutural da particula viral; dominio Il
esta relacionado com a fusdo da particula viral e membrana celulares durante a entrada do virus,
sendo conservada entre todos os flavivirus, e o dominio 11, que inclui o C terminal, esta exposto
na superficie do DENV e contém epitopos de ligacao a células. Sendo ele o principal alvo para
0s anticorpos neutralizantes e intimamente relacionado com a viruléncia das cepas virais
(CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; YACOUB; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2016).

As proteinas ndo estruturais (NS) estimulam o processo de replicacdo do genoma viral
dentro da célula hospedeira. A proteina NS1 de aproximadamente 48 kDa, esta envolvida na
morfogénese da particula viral (MASON et al., 1987; MUYLAERT et al., 1997). A forma
solivel dessa proteina (SNS1) é formada de particulas lipoproteicas hexaméricas com
aproximadamente 10nm, que durante a infeccdo pelo DENV, a sNS1 pode acumular-se em
niveis muito elevados no soro e em tecidos humanos, detectando-se até 50ug/mL em soros de
alguns pacientes, com consequente producdo de anticorpos contra esta proteina, podendo ser
utilizada para o diagndstico da infeccdo por flavivirus em estagio inicial (ALCON-LEPODER
etal., 2006; CHUNG; DIAMOND, 2008; LIBRATY et al., 2002a; YOUNG et al., 2000). Além
disso, a NS1 também tem funcéo de evasédo da resposta imune do hospedeiro, interagindo com
o sistema complemento (AVIRUTNAN et al., 2006), estd relacionada com a producdo de
citocinas inflamatdrias e imunossupressoras pela inducao de células imunes (ADIKARI et al.,
2016; MODHIRAN et al., 2015), aléem de induzir a hiperpermeabilidade endotelial in vitro
(BEATTY et al.,, 2015) e extravasamento vascular in vivo (MALAVIGE; OGG, 2017,
PUERTA-GUARDO; GLASNER; HARRIS, 2016);LINDENBACH et al., 2013).

A NS2A é uma proteina hidrofobica, transmembrana, relativamente pequena de
aproximadamente 22 kDa. Ela é responsavel pela sintese do RNA viral e montagem do virion
(XIE et al., 2015) e, possivelmente, antagonista de interferon (JONES et al., 2005). A NS2B
também é uma pequena proteina de aproximadamente 14 kDa, esta associada a membrana e
forma um complexo estavel com a NS3 e atua como um cofator para a serina protease NS2B-
NS3, que é responsavel pela clivagem na juncdo NS2A/NS2B (LINDENBACH et al., 2013).

A proteina NS3 é conservada entre os flavivirus, sendo uma proteina grande, de
aproximadamente 70kD, com dois dominios funcionais, atua como serina protease na regido N
terminal e helicase na regido C terminal, atuando na replicacdo do RNA e maturacdo das
proteinas virais (LE BRETON et al.,, 2011; LINDENBACH et al.,, 2013; HENCHAL,
PUTNAK, 1990). Além da clivagem da NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e NS4B/NS5, a
protease da NS3 gera as extremidades C-terminal da proteina C madura e NS4A, podendo
decompor a NS2A e NS3 internamente (LINDENBACH et al., 2013).
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A NS4A e NS4B sdo pequenas proteinas hidrofobicas de aproximadamente 16 kDa e
27 kDa, respectivamente. A NS4A age na replicacdo do genoma atraves da interagdo com a
NS1 e complexo de replicacdo do RNA, induzindo o rearranjo da membrana dentro da célula
hospedeira, auxiliando na formacéo de vesiculas de replicacdo (MILLER et al., 2007). A NS4B
por sua vez, € uma proteina que interage com NS3, participando da replicacdo do genoma,
possivelmente no sitio de replicacdo do RNA (LINDENBACH; RICE, 1999; LINDENBACH
etal., 2013).

A NS5 é uma proteina com aproximadamente 103 kDa, e assim como a NS3, € muito
conservada entre os flavivirus e multifuncional, com atividade metiltransferase/RageaNA
capping, e o C-terminal, que apresenta a atividade de RNA polimerase RNA dependente (LE
BRETON etal., 2011; LINDENBACH et al., 2013). Junto com a NS3 participa do processo de
replicacdo viral e forma um complexo que pode estimular tanta atividade NTPase e RTPase
(LINDENBACH et al., 2013).

As proteinas ndo estruturais além de participarem da montagem da particula viral e da
via de inducdo ou sinalizacdo do interferon (IFN). Em DENV as proteinas NS2A e NS3 podem
degradar moléculas de sinalizagdo celular, inibindo a inducéo de IFN-I. As proteinas virais
NS2A, NS4A, NS4B e NS5 podem inibir a via de sinalizacdo IFN-I ao bloquear a fosforilacéo
das moléculas de sinalizac&o e transdugdo de sinal (CASTILLO; URCUQUIINCHIMA, 2015).

Segundo Nogueira et al. (2018), nas extremidades do genoma viral existem regides nao
codificantes identificadas como 5°NC e 3’NC, com cerca 100 e 400 nucleotideos,
respectivamente. Estas regiGes apresentam sequéncias conservadas e estruturas secundarias de

RNA que conduz os processos de amplificacdo genémica, traducéo e empacotamento.

2.2.1 Ciclo replicativo

Os DENV, assim como os demais virus, necessitam obrigatoriamente de uma célula
hospedeira para realizarem seu processo de replicacdo do genoma viral e formacdo de novas
particulas virais. A Figura 6 mostra o ciclo replicativo do DENV envolve as seguintes etapas:
adsorcéo viral (1) onde o virus se liga a receptores na membrana plasmatica; Penetracéo (2),
onde o virus entra na célula do hospedeiro por meio da endocitose; Desnudamento (3), onde
dentro do endossoma, a proteina E sofre uma mudanga conformacional para mediar a fusdo do
envelope viral com a membrana do endossoma; Transcri¢do/tradugéo/replicacdo (4);

Montagem do virus (5), onde as particulas virais imaturas sdo transportadas através da via
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secretdria e, um pH mais baixo na rede trans-Golgi ativa a protease hospedeira, a furina, para
entdo produzir particulas maduras; Maturacao e liberacdo da particula viral (6), ap6s madura as
particulas vdo sendo liberadas para o meio extracelular (Adaptado de SIMON;
SUTHERLAND; PRYZDIAL, 2015; LINDENBACH et al., 2013).

Figura 6 - Ciclo de replicacdo da familia Flaviviridae.
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Fonte: Adaptado de Lindenbach et al. (2013).

No ciclo replicativo, ocorre inicialmente a adsor¢do da particula viral infecciosa as
células hospedeiras por meio da ligacdo das proteinas do envelope viral (proteina E) a
receptores celulares especificos encontrados na superficie celular, a interacdo ligante-receptor
resulta na endocitose viral em vesiculas recobertas por clatrinas. No endossomo, devido ao
baixo pH (potencial hidrogenibnico) ocorre a trimerizagdo irreversivel da proteina E, expondo
o dominio Il que, em seguida, o virion tem o envelope viral fusionado com as membranas
intracelulares, ocorrendo o desnudamento. Assim, o0 nucleocapsideo é desencapsulado
liberando 0 RNA gendmico no citoplasma (LINDENBACH et al., 2013). A replicagéo dos
DENYV ocorre inteiramente no citoplasma das células infectadas, para que o genoma viral seja
replicado é necessario a expressdo e processamento da poliproteina viral, pois a célula
hospedeira ndo codifica todos os fatores necessarios para a replicacdo dos DENV (WELSCH
etal., 2009; ALCARAZ-ESTRADA et al., 2010; MILLER et al., 2010; LINDENBACH et al.,
2013).
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O RNA gendmico se associa aos ribossomos e € traduzido no reticulo endoplasmaético,
dando origem a um poliproteina de aproximadamente 3.400 aminodcidos, em seguida o
complexo replicativo € montado, durante a replicacao viral o RNA(+) serve como molde para
a producdo da cadeia de RNA(-) sendo utilizado para a geracdo das novas fitas de RNA(+)
(progénie). Além do RNA (+) alguns tipos de RNA precursores do RNA (+) genémico séo
encontrados dentro da célula infectada, que ndo serd detalhado. O RNA (+) recém-formado
pode ser redirecionado a maquinaria de traducédo para a sintese de mais proteinas virais ou para
a formacdo das novas particulas viricas, que se formam no reticulo endoplasmatico. Nesse
ultimo caso, para a montagem das novas particulas virais, para formar o nucleocapsideo, 0 RNA
viral é empacotado pelas proteinas C. Quando as proteinas E e prM encontram o
nucleocapsideo, o virus imaturo é formado. As proteinas prM e E formam heterodimeros e
migram para dentro do limen do reticulo endoplasmatico. A particula imatura migra pela rede
trans-Golgi, que por possuir um pH entre 5,8-6,0, provoca a dissociacdo das proteinas prM/E e
clivagem via protease celular (furina), gerando assim um virus maduro, que € liberado no
ambiente extracelular através da via secretora (ACOSTA; KUMAR; BARTENSCHLAGER,
2014; SIMON; SUTHERLAND; PRYZDIAL, 2015; STADLER et al., 1997; YU et al., 2008).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

2.3.1 Dengue no mundo

A dengue é uma das principais arboviroses humana, sendo a doenca viral transmitida
por mosquito que se espalha mais rapido no mundo, causando um dos principais problemas de
salde publica, com relevante impacto social e econdmico (GUZMAN; HARRIS, 2015). Com
0 aumento da expansdo geografica para novos paises, levou ao aumento das areas de risco de
transmissao (Figura 7), elevando a incidéncia do virus 30 vezes nos ultimos 50 anos. O
surgimento e disseminacdo dos quatro sorotipos na Africa, Américas, Sudeste da Asia e

Mediterraneo Oriental representa uma ameaca de pandemia (WHO, 2013).
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Figura 7 - Distribuicdo de paises ou areas de risco de transmissdo da dengue no mundo —
2011.
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Fonte: WHO (2013).

A dengue ¢ difundida em todos os tropicos, com fatores de risco influenciados por
variacdes espaciais locais de precipitacdo, temperatura, umidade relativa, grau de urbanizagéo
e qualidade dos servigos de controle de vetores em areas urbanas. Antes de 1970, apenas nove
paises haviam sofrido epidemias graves de dengue. Hoje, a doenca é endémica em mais de 100
paises nas regides da Africa, Américas, Mediterraneo Oriental, Sudeste da Asia e Pacifico
Ocidental, as regiGes das Ameéricas, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental sdo as mais
seriamente afetadas (WHO, 2016).

O numero real de casos de dengue é subnotificado e muitos casos sdo classificados
erroneamente, devido a maneira como os diagnésticos sdo fechados, exames laboratoriais ndo
sdo obrigatorios para determinar se uma pessoa estd com dengue ou ndo, muitas vezes sO €
levado em conta os aspectos clinicos do paciente, além disso os sintomas da dengue sdo
confundidos muitas vezes com os de Zika e Chikungunya. Segundo a ultima estimativa global
estima-se que 390 milhdes de pessoas Infec¢bes por virus da dengue com 96 milhdes de casos
com manifestac@es clinicas grave anualmente em todo o mundo (BHATT et al., 2013). Estima
que mais de 20.000 mortes relacionadas a dengue ocorrem anualmente em todo o mundo
(WHO, 2012).
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Apo6s 0 ano de 2009 até 2015 o total de casos de dengue registrado pela OMS,
provenientes das Americas, Sudeste Asiatico e Oeste do Pacifico, se mantiveram acima de 1
milhdo de casos. Em 2015, o nimero total de casos de dengue suspeitos ou confirmados por
laboratdrio notificados a OMS para as regides das Américas, Sudeste Asiatico e Pacifico
Ocidental excedeu trés milhGes, sendo o continente americano responsavel pelo maior nimero

de casos em todos 0s anos, como mostrado na Figura 8.

Figura 8 - Numero de casos de dengue (suspeitos ou confirmados) notificados a OMS
desde 1990 até 2015.
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Fonte: OMS (2018).

2.3.2 Dengue no Brasil

A referéncia mais antiga a dengue no Brasil foi feita durante o periodo colonial, no
século XVIII, o vetor veio provavelmente nas embarcacGes que transportavam escravos, ja que
0s ovos do mosquito podem resistir, sem estar em contato com a agua, por até um ano. Ha
referéncias de epidemias de dengue em 1916, em S&o Paulo, e em 1923, em Niterdi, ambas sem
diagnostico laboratorial. Em 1955, se iniciu uma grande campanha realizada pela Organizacao
Pan-Americana de Saude levanso a erradicacdo o Ae. aegypti em 1958 no Brasil e em diversos
outros paises americanos (Brasil, 2010).

Embora o Ae. aegypti tenha sido erradicado em 1958 (MAGALHAES, 2016), o vetor
foi reintroduzido no pais, resultando em 1981. Na descricdo de um novo surto de dengue no
Brasil na cidade de Boa Vista, Roraima, onde as primeiras amostras de DENV-1 e DENV-4

foram isoladas e um total de sete mil casos da doenca foram notificados, ap0s esse surto, o
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sorotipo DENV-4 parou de circular (OSANAI et al., 1983). Em 1986, no estado do Rio de
Janeiro em Nova lguagu, regido metropolitana se teve a deteccdo DENV-1, apds isso 0 nimero
de casos de dengue cresceu de modo significativo no Brasil, devido a grande circulacdo de
pessoas nesta regido facilitando a rapida dispersao do virus causando uma epidemia explosiva,
com 92 mil casos reportados durante os anos de 1986-1987 (SCHATZMAYR et al., 1986;
DIETZ et al., 1990; FIGUEIREDO, 1996; NOGUEIRA et al., 1999; NOGUEIRA et al., 2002).

Apdbs emergir no Rio de Janeiro, 0 DENV-1 passou a se disseminar com surpreendente
forca de transmissdo atingindo varios estados da regido nordeste, todos com infestacéo elevada
do vetor, em especial Alagoas, Pernambuco e Ceara (SCHATZMAYR; CABRAL, 2012). Ap6s
a entrada do DENV1 em 1986 no Rio de Janeiro, com a infecgdo de mais de um milh&o de
pessoas (FIGUEIREDO et al, 1991), sendo o DENV-1 o Unico sorotipo circulante no pais até
1990, quando o DENV-2 foi introduzido em Niteroi, na Regido Metropolitana do Rio de Janeiro
com 0s primeiros casos relatados de dengue hemorragica. A partir de 1994, a circula¢do do
virus expandiu-se para mais de 600 municipios distribuidos em 18 estados do Brasil, com um
aumento da incidéncia da doenca na populacéo pais. (TEIXEIRA et al., 2005;).

No final do ano 2000, houve a detec¢do de um novo sorotipo (DENV-3) no municipio
de Nova Iguacu, estado do Rio de Janeiro (NOGUEIRA et al., 2000), resultando em 2001 na
cocirculacdo dos trés sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-3), e na maior e, até entdo, a mais
grave epidemia do pais, no ano de 2002 com cerca de 446,2 casos por 100 mil habitantes (DE
SIMONE et al., 2004; NOGUEIRA et al., 2005). O sorotipo DENV-3 se espalhou rapidamente
para a maioria do territorio brasileiro, praticamente deslocando os sorotipos DENV-1 e DENV-
2 de vérias cidades e estados do pais nos anos subsequentes (TEIXEIRA et al., 2005). Até o
ano de 2007 o sorotipo predominante no estado do Rio de Janeiro era 0 DENV-3, porém o
DENV-2 ressurgiu em 2007 ocasionando uma extensa epidemia no ano de 2008, com 632.680
casos notificados, um total de 24.571 casos graves e 561 ébitos no Brasil (DOS SANTOS et
al., 2013).

Em 2010, aproximadamente 29 anos apds a primeira deteccdo deste sorotipo no pais
ocorrida em Boa Vista (RR) em 1982, o DENV-4 reemergiu no estado de Roraima (RR), com
menos de 20 casos de DENV-4 confirmados ao longo do segundo semestre de 2010, e os
primeiros casos decorrentes da dispersdo do virus foram detectados somente a partir de 2011
no Amazonas e Para (Regido Norte), seguida por uma rapida dispersdo para diversos estados
da Regido Nordeste e Sudeste. Em 2014, o numero elevado de notificages com mais 1.4
milhGes de casos registrados, com predominancia do DENV-4, que correspondendo em torno

de 60% dos casos confirmados laboratorialmente. Em 2015 o DENV-4 ficou em segundo lugar,
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como sorotipo viral existente da dengue, perdendo apenas para sorotipo DENV-1 (BRASIL,
2016).

Nos Gltimos anos, extensas epidemias de dengue ocorreram no Brasil, caracterizadas
por emergéncias e re-emergéncias dos diferentes sorotipos, gerando mudanga no perfil
epidemioldgico e aumento no numero de casos graves e fatais (Figura 9). A introdugéo
consecutiva e a cocirculagdo dos quatro sorotipos resultaram em um cenario hiperendémico. A
doenca vem se consolidando como um dos maiores desafios de saude publica no pais
apresentando alteracdes em diferentes portes populacionais acometendo pessoas de diferentes

idades principalmente criancas e idosos.

Figura 9 - Numero de casos de dengue no Brasil, 1986-2018.
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Fonte: Nogueira et al. (2018).

Este ano, até a 26% Semana Epidemioldgica (SE) -30/12/2018 a 30/06/2019- foram
registrados 1.281.759 casos provaveis de dengue no Brasil. Quando se compara a0 mesmo
periodo de 2018, em que foram registrados 183.829 casos provaveis de dengue, registra-se um
aumento de 597,3% do namero de casos provaveis, representando uma incidéncia de 614,8
casos a cada 100 mil habitantes no Brasil. Na Paraiba, esses dados representam 9.104 casos

provaveis de dengue, com incidéncia de 227,8 casos a cada 100 mil habitantes (BRASIL, 2019).
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2.4 FORMAS CLINICAS

A dengue tem um amplo espectro de apresentacGes clinicas, muitas vezes com
imprevisibilidade clinica evolucédo e resultado. Enquanto a maioria dos pacientes se recupera
ap6s uma doenga ndo severa curso clinico, onde as manifestagBes clinicas incluem febre,
normalmente de inicio subito (podendo alcancar 40°C, persistindo em média por 2 a 7 dias),
seqguida de cefaleia, dor retrorbital, mialgia, artralgia, nauseas, vomitos, prurido cutaneo,
exantema e/ou prostracdo. A doenca tem duragédo de 5 a 7 dias, mas o periodo de convalescéncia
pode ser acompanhado de grande debilidade fisica, e prolongar-se por vérias semanas (SOUZA
etal., 2008; BRASIL, 2010).

Uma pequena proporcao dos pacientes progride para doenca grave, com manifestacdes
clinicas caracterizada principalmente por extravasamento de plasma com ou sem hemorragia,
podendo levar ao choque hipovolémico. Outras manifestacbes hemorragicas incluem petéquias,
equimoses, epistaxe, gengivorragia, hemorragia em diversos 6rgdos (gastrointestinais,
intracraniana, dentre outras) e hemorragia espontanea pelos locais de punc¢édo venosa. Nos casos
graves, o chogue geralmente ocorre entre o 3° e 7° dia de doenca, geralmente precedido por dor
abdominal. O choque é decorrente do aumento da permeabilidade vascular, seguida de
extravasamento plasmatico (evidenciado por hemoconcentracdo, derrames cavitarios e
hipoalbuminemia) e faléncia respiratoria. E de curta duracdo podendo levar ao 6bito em 12 a
24 horas ou a recuperacao rapida apds terapia antichoque apropriada (BRASIL, 2010).

O grupo que progride de doenca ndo grave para doenca grave é dificil de definir, mas
essa € uma preocupacao importante, pois o tratamento adequado pode impedir que esses
pacientes desenvolvam condicGes clinicas mais severas. Triagem, tratamento adequado e
decisdo sobre onde este tratamento deve ser administrado sdo influenciados pela classificacao
dengue, os servicos de saude precisam ser adaptados para mudancas na epidemiologia da
dengue (WHO, 2009). Neste cenério, em 2009 a OMS recomendou uma nova forma de
classificacdo dos casos de dengue (Figura 10) onde seria possivel definir os casos de dengue
como: dengue sem sinais de alerta (DSSA), dengue com sinais de alerta (DCSA) e dengue grave
(DG). Tal proposta foi desenvolvida a partir de um estudo prospectivo multicéntrico em varias
regides endémicas da doenca, utilizando critérios de gravidade (OMS, 2009; BRASIL, 2002;)

O Brasil adotou essa nova classificacdo, a partir de Janeiro de 2014 (Brasil, 2016).
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Figura 10 - Classificacdo dos casos de dengue.
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Fonte: WHO (2009).

Os quatro sorotipos podem causar um espectro clinico variavel, entretanto, um estudo
realizado por Halsey et al, (2012) fez uma avaliagdo abrangente das manifestacGes clinicas nos
quatro sorotipos de DENV nas Ameéricas, e foi observado diferencas clinicas dentro dos
sorotipos. O sorotipo DENV-3 apresentou maior prevaléncia de manifestaces
musculoesqueléticas e gastrointestinais, enquanto no sorotipo DENV-4, as manifestacdes
respiratdrias e cutaneas foram mais prevalentes. Essa variabilidade e inespecificidade de sinais
e sintomas sdo ainda mais evidentes em criancas. Grupos de especialistas sugerem que dengue
é uma mesma doenca com diferentes apresentacdes clinicas e que os pacientes infectados tém

uma gradacdo que varia desde assintomaticos até as formas graves (HADINEGORO, 2012).

2.5 TECNICAS VIROLOGICAS

Segundo Santos et al, (2015) o diagndéstico da dengue depende de fatores clinicos e
possivel exposicdo ao virus, como € o caso de pessoas residentes em areas endémicas ou que
para la viajam. Neste caso, o diagndstico deve ser confirmado pois as manifestagdes clinicas da
dengue sdo semelhantes as de outras doengas, como aquelas causadas por outros arbovirus
como, por exemplo, chikungunya, Zika, Sindbis, Mayaro, Ross River, entre outros.

O diagnostico laboratorial de DENYV é realizado com base em 4 parametros:
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e Isolamento e identificacdo do virus;

e Sorologia para deteccdo de antigenos e/ou anticorpos;
e Deteccdo direta da particula viral,

o Amplificacéo de acidos nucleicos virais.

Para o isolamento e a identificacdo do virus dengue, € utilizado sistemas vivos nos quais
0s virus sdo propagados. Sendo o material de escolha para o isolamento o sangue, soro ou
plasma, colhido nos primeiros 3 a 5 dias da doenca. A inoculacdo pode ser feita via injecéo
intratordcica em mosquitos, inoculagdo no cérebro de camundongos ou em culturas de células
de mosquito, geralmente s&o utilizadas culturas celulares de Aedes albopictus, linhagem C6/36,
seguida da identificacdo por imunoflurecéncia ou imunoperoxidase empregando anticorpos
monoclonais tipo-especificos. As culturas celulares sdo utilizandas com fim de amplificar a
quantidade de virus, O isolamento viral quando comparado a outros métodos de diagnostico
apresenta algumas vantagens como a facil deteccéo e identificacdo viral e a possivel a producéo
de particulas infecciosas que apOs serem caracterizadas podem ser estocadas para estudos
futuros.

A sorologia utiliza métodos para deteccdo de antigenos virais e/ou anticorpos
especificos, produzidos pelo hospedeiro em resposta a infec¢do viral. A sorologia de DENV
produziz resultados bem definidos quando realizada em pacientes expostos pela primeira vez a
um flavivirus. No entanto, quando a pessoa foi exposta anteriormente a outro flavivirus, a
reacdo € rapida e intensa em funcdo da memoria imunoldgica prévia, pois 0s anticorpos
heter6logos podem ser iguais ou mais elevados que os anticorpos especificos, dificultando a
interpretacdo das reacdes soroldgicas. Sao realizadas sorologia pareada empregando TN (teste
de neutralizacdo), HI (inibicdo da hemoaglutinacdo) ou FC (fixacdo de complemento), assim
como a pesquisa de anticorpos especificos da classe IgM por Imunofluorescéncia ou
imunoensaio enzimatico. A sorologia e utilizada geralmente para confirmar a suspeita clinica,
diagnosticando laboratorialmente.

A deteccdo direta da particula viral (antigeno), o antigeno deralmente procurado é a
proteina NS1 por ser altamente conservado entre 0s quatro sorotipos. Essa proteina pode ser
detectada no soro dos pacientes por meio de imunoensaios, porém quando a infeccdo €
secundaria esse método perde a sensibilidade, devido a interferéncia dos anticorpos
heter6logos, sendo necessaria a utilizagdo de outra forma de diagnostico.

Varios métodos imunologicos de diagnostico podem ser empregados para a deteccdo da

particula viral ou do &cido nucleico viral, os métodos mais utilizados sdo o de
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imunofluorescéncia, imunoperoxidase, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e métodos
moleculares como a PCR. A técnica de imunofluorescéncia (IF) utiliza anticorpos marcados
com corantes fluorescentes para revelar a formacao de um imunocomplexo virus-anticorpo. Os
anticorpos marcados sdo chamados de conjugados. O teste da reacdo de imunoperoxidase,
envolve o uso de anticorpos conjugados com a enzima peroxidase, esta técnica requer uma
etapa adicional, que consiste na adicdo de um substrato. Nas areas em que o conjugado se liga
ao imunocomplexo, ocorrerd mudanca de coloracdo devido a acdo da enzima peroxidase no
substrato.

Jé& o teste de reacdo imunoenzimética (EIA ou ELISA) envolve anticorpos conjugados
com enzimas. O sistema envolve a deteccdo do imunocomplexo fixo em um suporte, usando
para isso um anticorpo conjugado a uma enzima. O resultado do teste é determinado pela
observacao ou medida espectrofotométrica da coloracdo produzida pela reacdo da enzima sobre
0 substrato. O teste envolve as seguintes etapas: formagdo do imunocomplexo (antigeno-
anticorpo); adicdo do conjugado (anticorpo-enzima); e revelacdo (adi¢do do substrato-reacédo
colorida).

Ja a amplificacdo de &cidos nucleicos virais, é feito a deteccdo do &cido nucleico viral
de DENV utilizando a reagcdo em cadeia da polimerase associada a rea¢do de transcri¢ao reversa
(RT-PCR) podendo ser convencional ou em tempo real, esse método pode ser aplicado para o
diagnéstico rapido da infeccéo.

Para quantificacdo viral, onde é realiza a titulacdo viral por PFU em placas existem duas
técnicas que sdo amplamente utilizadas, uma dela empregando a reacdo de imunoperoxidase ja
descrita anteriormente, a outra empregando o uso do corante cristal violeta para revelacdo dos
focos. O corante cristal violeta também é utilizado para determinar a viabilidade celular devido
a sua habilidade de ligacdo ao DNA, desta forma as células que foram infectadas pelo virus ndo
estando mais viaveis, quando entram em contato com o corante cristal violeta elas ndo adquirem
a coloracdo violeta, podendo desta forma contar os focos nas placas, esse método ¢ um método
mais simples em termos de etapas e mais barato quando comparado a 0 empregando a reacéo

de imunoperoxidase.
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2.6 TRATAMENTO E VACINA

Até 0 momento ndo héa tratamento especifico licenciado para controlar a replicacdo do
DENV, consequentemente, a estratégia terapéutica usada é de suporte e sintomatica, dessa
forma o tratamento recebido pelos pacientes e inclui repouso, hidratagdo, antitérmicos e
analgésicos e em casos mais graves deve ser ministrada a reposicao de fluidos e eletrdlitos para
correcdo de fluidos perdidos e acidose (OMS, 2009). Farmacos como paracetamol e anti-
inflamatdrios ndo esteroides sdo indicados para alivio do quadro febril e dores decorrentes da
artralgia, assim aliviando o desconforto, reduzindo a morbidade do processo patolégico e
prevenindo convulsdes febris. E importante que medicamentos que atuem secundariamente nas
plaquetas ou nos mecanismos de coagulacdo, como aspirina devem ser evitados, pois esses
farmacos podem gerar complicacdes hemorragicas, pois causam uma maior reducdo no nimero
de plaquetas. (TIMERMAN et al. 2012).

Desde a década de 40 inimeros estudos e esfor¢os foram desenvolvidos para producao
de uma vacina anti-DENV, entdo em 2015, a primeira vacina contra DENV, fabricada pela
Sanofi Pasteur (Lyon, Franca), a CYD-TVD (ChimeriVax-Dengue) conhecida como
Dengvaxia®, foi aprovada e licenciada em diversos paises endémicos. A Dengvaxia € baseada
na cepa atenuada do virus da febre amarela que esta em uso desde 1930, onde as proteinas do
envelope de cada um dos 4 sorotipos da dengue foram expressas pelo virus da febre amarela do
qual os genes das proteinas do envelope da febre amarela foram excluidos, formando assim
quatro quimeras virais (GUY; JACKSON, 2016). Essa estratégia foi bastante bem-sucedida,
para producdo de uma vacina quadrivalente, porém a diferenca entre a dengue e 0s outros
flavivirus é a relacdo imunoldgica entre os sorotipos individuais. Assim, uma infeccdo primaria
por um dos sorotipos causa uma doenca febril, mas geralmente ndo € acompanhada de
manifestacdes graves, como hemorragias. Porém uma segunda infecgdo por outro sorotipo pode
resultar em uma doenga hemorragica grave e até fatal. A razdo é que o anticorpo homotipico da
primeira infeccdo € acompanhado por algum grau de anticorpo heterotipico para a segunda
infeccdo, que em vez de neutralizar a entrada do virus nos macréfagos, na verdade aumenta sua
entrada (KATZELNICK et al., 2017).

Segundo Plotkin, (2019) como as reagfes a vacina foram minimas nas populacfes
testadas, parecia seguro dar a populagdes nas quais a dengue era comum e nas quais 0s idosos
ja haviam sido infectados. As observagdes sobre eficacia foram realizadas durante um periodo
de 4 anos apds a vacinacéo, e a eficacia foi mantida em individuos mais velhos, porém em

criancas menores de 5 anos, apos 3 a 4 anos apés a vacinacao a eficacia desapareceu e 0 risco
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de infeccéo por dengue aumentou quando comparado as criancas que receberam o placebo, mas
como em criangas maiores de 9 anos ndo apresentaram risco, a Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS) concluiu em 2016 que o Dengvaxia® era seguro para criancas apartir dos 9 anos.

Entdo em abril de 2016, o governo das Filipinas langou um programa de imunizacéo de
Dengvaxia® baseado em escolas publicas, com gasto de US $ 67 milhdes, devido a alta
prevaléncia de dengue nas Filipinas, porém em novembro de 2017, a Sanofi Pasteur™ anunciou
que a vacina poderia de fato exacerbar os casos de dengue em criangas nunca infectadas
anteriormente, entdo as Filipinas interromperam a campanha imediatamente porém cerca de
830.000 criancas em idade escolar que j& haviam recebido uma ou mais doses de Dengvaxia®,
deixando os pais assustados. Entdo em setembro de 2018, repdrteres anuciaram que 130
criancas vacinadas haviam morrido e que 19 delas ja tinham tido dengue, o caso provocou
"histeria em massa" (ARKIN, 2019)

Assim, uma primeira infeccdo raramente € fatal, mas uma segunda com um tipo
diferente de virus pode levar a doencas muito mais graves, devido ao chamado infectividade
viral dependente de anticorpos (ADE), em que a resposta imune ao primeiro virus amplifica o
efeito do segundo tipo. Mesmo a Sanofi Pasteur™ tendo grande esforco para produzir uma
vacina que protegesse contra a infeccdo pela dengue, o sucesso foi parcial. Hoje a Dengvaxia®
deve ser administrada apenas em individuos de 9 aos 45 anos com historico de infeccdo prévia
pelo virus dengue.

No Brasil, os estudos de fases Il e 111 demonstraram um aumento de casos de dengue
grave e hospitalizacdo nos individuos previamente expostos ao DENV, entdo em 28/11/2017,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) recomendou que a vacina Dengvaxia®
ndo seja administrada em individuos sem exposicdo prévia ao DENV e que novos estudos sejam
realizados (ANVISA, 2017). Em setembro de 2018, a ANVISA atualizou a bula de Dengvaxia®
reconhecendo o beneficio da vacina em individuos com histdria de infeccdo prévia por dengue
e permitindo que a vacina seja direcionada para este grupo, que esta sob risco de uma nova
infeccdo pela doencga, podendo ser potencialmente mais grave. Abordando a Dengvaxia® como
Unica vacina aprovada no mundo que demonstrou seguranca e eficacia em cerca de 80% na
reducdo de hospitalizagdes e na reducdo de casos graves ao longo dos 6 anos de
acompanhamento na prevencdo dos sorotipos da dengue (com exce¢do do DENV-2, que a
vacina ndo induzido prote¢do) em individuos com infeccdo prévia por dengue.

Devido as dificuldades do Dengvaxia® em imunizar individuos sem histérico de
infeccdo, e por ndo induzir uma imunidade equilibrada contra todos os quatro sorotipos de

DENV, assim a busca por uma vacina melhor contra a dengue ainda continuou. Desta forma,
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foram desenvolvidos outros candidatos a vacina contra a dengue, sendo um deles pelos Instituto
Nacional de Saude dos EUA (NIH) e Instituto Butantan (SP/Brasil). A vacina NIH/Butantan €
baseada na mutagénese dirigida, induzindo atenuacdo sem perder imunogenicidade. Ela contém
duas formulagdes, TV003 e TV005, consistem em DENV-1, cepas 3 e 4 que foram atenuadas
pela exclusdo de 30 amino&cidos na 32 regido ndo traduzida e um DENV-2 quimérico produzido
substituicdo dos genes das proteinas prM e E do DENV-4 atenuado, pelos do DENV-2
(GALULA et al., 2019).

Em um pequeno ensaio clinico do NIH / Vacina contra a dengue Butantan LATV, uma
dose nica com TV003 entre aqueles com exposi¢do prévia a YFV ou DENV foi associado a
um anticorpo neutralizante significativamente mais alto, titulos para DENV-2 a -4,
particularmente DENV-2, mas ndo para DENV-1, quando comparada a populacdo nao
infectada pelos sorotipos de DENV. Uma fase 2 em Taiwan e fase 3 estdo em andamento no
Brasil pelo Butantan. O mais recente estudo da TV0O05 entre 50 e 70 anos adultos demonstraram
que a vacina é bem tolerada e altamente imunogénico na populacdo idosa. A vacina ja foi
licenciada por varios fabricantes e os resultados preliminares de eficacia sdo esperados no final
deste ano de 2019 (PROMPETCHARA et al., 2019).Com a ocorréncia de casos graves da
doenga € indiscutivel a necessidade do desenvolvimento de modalidades terapéuticas eficazes
frente as infecgdes por DENV e, neste contexto, diferentes classes de farmacos-candidatos tém
sido aplicadas na ultima década (BOTTA et al., 2018), porém ainda ndo existe nenhuma
terapéutica antiviral especifica eficiente contra a dengue. Assim sdo propostas vias alternativas
de combate ao vetor e o desenvolvimento de farmacos antivirais especificos que possam
controlar com alta eficiéncia a replicagéo viral em humanos e/ou infeccao celular no vetor sdo
desejados para erradicar as infeccGes causas por estes virus. Assim, diversas moléculas
organicas oriundas de extratos vegetais tém sido estudadas com esses objetivos (GONZALEZ
et al., 2009; LEARDKAMOLKARN et al.,2011; MAZZUCCO et al., 2015; CHAVES et al.,
2015).

Diante da problemética da seguranca e eficacia da vacina Dengvaxia® em individuos
sem histdrico de infeccdo prévia por dengue, principalmente criangas e auséncia de farmacos
antivirais, foram desenvolvias varias estratégias preventivas sob a forma de controle vetores,
englobando a vigilancia, programas comunitarios e a eliminacdo de possiveis fontes de
criadouro (DEROECK et al., 2003; RATHER et al., 2017). Porém para que se tenha em pratica
as medidas de eliminagdo dos criadouros de mosquitos nas comunidades, requer o
conhecimento e educagdo da populacdo, com isso programas de controle voltados para

comunidade sdo desenvolvidos. Além disso com foco na eliminagdo do mosquito, se tem
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utilizado cada vez mais de inseticidas quimicos, o vetor vem desenvolvendo resisténcia a esses

inseticidas ndo sendo uma maneira eficaz de eliminacédo do vetor (VU et al., 2005).

2.7 Schinopsis brasiliensis ENGLER

Segundo o relatério da Organizacdo Mundial da Salde, cerca de 80% dos populagéo
mundial depende de plantas medicinais para satisfazer seus requisitos de satde (EKOR, 2014).
O Brasil representa a nacdo com a maior diversidade de espécies vegetais no mundo tendo
aproximadamente 46.546 espécies atualmente conhecidas no pais (FLORA DO BRASIL,
2017). E o interesse pelos extratos medicinais e a busca pela producéo de fitoterapicos capazes
de promover o controle bioldgico e patoldgico estd aumentando gradualmente nos dltimos anos.
Dentro desse contexto, 0s extratos vegetais podem ser hidroetandlico, metanolico e
hidrometanolico e submetidos ao processo de extragcdo por percolacdo, turbélise, arraste de
vapor, rotaevaporagdo, nebulizag&o, entre outros. Dentre esses métodos o extrato rotaevaporado
vem ganhando destaque, ele é concentrado pela retirada do solvente em forma de vapor pela
agitacdo e aquecimento em banho-maria e a vantagem desse método é que 0s extratos podem
ser concentrados e os solventes recuperados em temperatura e pressao mais baixa (CELOTO,
2005; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; SANTOS, 2013).

No Brasil, o0 Ministério da Saude em 2006 apresentou a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude. Esta politica atende & necessidade
de se apoiar, conhecer, incorporar e implementar experiéncias que ja vem sendo desenvolvidas
na rede publica de diversos municipios, dentre as quais, a fitoterapia, mostrando assim a
valorizacgdo de se utilizar plantas medicinais na satde (BRASIL, 2006). Neste contexto, merece
destagque a planta medicinal Schinopsis brasiliensis Engl. sendo uma arvore da familia
Anacardiaceae, de comportamento deciduo, podendo atingir até 15m de altura. Sua casca

externa é cinzenta, quase negra, aspera com espessura de até 30 mm (Figura 11).
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Figura 11 — Arvore de Schinopsis brasiliensis Engl.

Fonte: Carvalho (2009).

A Schinopsis brasiliensis Engl, é encontrada no Brasil desde a latitute 5° S no Ceara e
Rio Grande do Norte, até 20° S em Mato Grosso e Minas Gerais, de acordo com os dados
demostrados na Figura 12 (CARVALHO, 2009).

Figura 12 - Identificacdo dos locais de ocorréncia natural de Schinopsis brasiliensis Engl,

no Brasil.
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A S. brasiliensis é popularmente conhecida como bratina, quebracho ou chamacoco. E
disseminada popularmente entre as comunidades da regido da Caatinga no Brasil, sendo
utilizada para formular misturas para o tratamento da gripe, diarreia e inflamacGes gerais
(ALBUQUERQUE et al., 2005, 2007, 2011; ALBUQUERQUE et al., 2005; DE
ALBUQUERQUE et al., 2007; CHAVES et al., 2015). Estudos cientificos descrevem e
comprovam que Schinopsis brasiliensis € uma das plantas medicinais que apresenta eficacia
demonstrada contra o Staphylococcus aureus multirresistente, Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa (CHAVES et al., 2011; SILVA et al., 2012; SARAIVA et al., 2013;
JOVITO, 2016). Além disso, o extrato de S. brasiliesis também apresentou atividade
antifungica frente ao género Candida (JOVITO, 2016). A S. brasiliensis também é utilizada
como analgésico pelos indios kariri-xocd e xoc0, sendo sua casca triturada e cozida é usada
para aliviar dores de dente, e o cha da casca é usado no combate a dor de ouvido (CARVALHO,
2009).

Atualmente, se tem centenas de medicamentos modernos a base de compostos ativos
isolados das plantas. As plantas tém a capacidade de produzir uma ampla gama de compostos,
0s compostos primarios em geral sdo responsaveis pelas principais fungdes do crescimento e
desenvolvimento das plantas. Os flavonoides sendo uma classe de polifendis, compreende o
maior grupo de metabdlitos secundarios encontrados em vegetais, frutas, sementes, nozes,
especiarias, caules, bem como em vinho tinto e chd. Esses compostos sdo sintetizados em
resposta a varias condicdes de estresse abidtico, como a radiacdo ultravioleta, e desempenham
um papel importante como agentes de defesa contra patogenos e insetos das plantas
(ZAKARYAN et al., 2017).

A diversidade estrutural dos flavonoides pode ser atribuida ao nivel de oxidacédo e as
variacdes no esqueleto carbonico basico, promovidas por reacdes de alquilacéo, glicosilacédo ou
oligomerizacdo. Os flavonoides podem ser encontrados de diversas formas, o que leva a
diferenciacdo em subclasses distintas sao as modificagdes que ocorrem no anel central dessas
substancias, tais subclasses sdo: chalconas, flavanonas, flavanondis, flavonas, flavondis,
isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas. Diversas atividades bioldgicas sao atribuidas a essa
classe de polifendis, tais como atividade antitumoral, antioxidante, anti-inflamatéria e antiviral,
trazendo importancia farmacologica para esses compostos (COUTINHO et al., 2009).

As atividades relatadas podem estar relacionadas com a presenca de alguns
fitoconstituintes na planta. Cardoso et al (2005) elucidaram a estrutura de um novo fenol alquil,
isolado na fragdo hexanica do extrato metandlico da casca de S. brasiliensis, além de evidenciar

a presenca de derivados esteroides de ergosterol. A caracterizacao fitoquimica do 6leo essencial
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das folhas desta planta mostrou uma forte presenca de mirceno, um monoterpeno com atividade
antioxidante (DONATI et al, 2014). J& Santos et al (2014) realizaram a triagem fitoquimica do
extrato hidroalcolico da casca da S.brasiliensis, sendo possivel detectar qualitativamente alguns
fitocompostos. Quando feito a particdo do extrato hidroalcolico, submetendo em alguns
solventes para extracdo liquido-liquido, se obteve na fragédo hidrometanol (HMF) flavanonas,
flavanondis, flavondis, taninos e xantonas, bem como a auséncia de toxicidade; Ja na fragéo
acetato de etila (EAF), foi encontrado auronas, catequinas, chalconas, flavanonas, saponinas e
taninos, na fracdo de hexano (HxF) apresentou apenas triterpenos enquanto na fracéo
cloroférmio (ChlF) apenas esteroides. Souza et al, (2015) quantificaram taninos, flavonoides e
polifendis presentes nos extratos da casca de S. brasiliensis e concluiram que em todas as
amostras testadas, hd uma predominancia de polifendis totais.

Assim, 0s extratos rotaepavorado da Schinopsis brasiliensis Engl. vem desempenhando
efeitos antibacteriano e antifangico (CHAVES et al., 2011; SARAIVA et al., 2013; JOVITO,
2016). O extrato hidroalcodlico da casca Schinopsis brasiliensis Engl. utilizado neste trabalho,
apresenta grande quantidade de polifenais totais e flavonoides. Assim, o presente trabalho teve
por objetivo investigar a atividade antiviral do extrato rotaevaporado da casca de Schinopsis

brasiliensis Engl. na replicacéo in vitro do virus dengue.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a atividade antiviral in vitro dos extratos rotaevaporado da casca de

Schinopsis brasiliensis Engl. em células infectadas com o virus dengue.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a atividade antiviral do extrato rotaevaporado da casca de S. brasiliensis
Engl. na replicacdo do virus dengue em células de Aedes albopictus linhagem C6/36.
e Avaliar a citotoxicidade do extrato rotaevaporado da casca de S. brasiliensis Engl.

em células Vero e em células de Aedes albopictus, linhagem C6/36.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTURA DE CELULAS DE MAMIFEROS (VERO)

Linhagem de células VVero foram cultivadas em meio MEM — Modified Eagle’s Medium
- (Gibco) suplementado com 10% de SFB (Gibco), L-Glutamina 2mM (Gibco) e
penicilina/estreptomicina/anfotericinaB 100U/mL (Gibco), incubadas na estufa a 37°C e 5%

CO:z. Estoques de células foram mantidos a -80°C até sua utilizagdo para cultura.

4.2 CULTIVO DE CELULAS DE INSETOS (C6/36)

Células de Aedes albopictus linhagem C6/36 foram mantidas em meio de cultura
Leibovitz 15 - L-15 - (Sigma) suplementado com 5% soro bovino fetal —SFB (Gibco),

incubadas a 28°C. Estoques de células foram mantidos a -80°C até sua utilizacdo para cultura.

4.3 CULTIVO DE VIRUS

Isolados virais foram mantidos acondicionados a -80°C. Os virus foram obtidos de
amostras de pacientes infectados na cidade de Jodo Pessoa — PB, mediante execucao de projeto
anterior desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (CAEE 17921713.2.1001.5188). Os
estoques virais foram crescidos em células de Aedes albopictus linhagem C6/36 e apés a
observacdo do efeito citopatico induzido pelos virus, os sobrenadantes foram coletados,

suplementados com 20% de soro bovino fetal e utilizados nos ensaios de titulagdo.

4.4 OBTENCAO DO EXTRATO ROTAEVAPORADO DA Schinopsis brasiliensis Engl.

O extrato rotaevaporado da Schinopsis brasiliensis Engl. foi gentilmente cedido pela
Prof®. Dr3. Ana Claudia Dantas Medeiros da Universidade Estadual da Paraiba — Campina
Grande-PB. Toda caracterizagdo, extracdo e isolamento dos extratos seguem publicados em
Chaves et al. (2015).

A extracdo etanolica do material vegetal foi realizada utilizando as cascas de cinco
espéecimes diferentes de S. brasiliensis Engl. coletadas na regido semiarida do estado da Paraiba,

com um comprovante de amostra preparado e depositado no herbario Professor Jayme Coelho
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de Morais (Codigo de Herbario EAN), Universidade Federal da Paraiba, sob o nimero EAN-
14049.

O material vegetal foi seco em estufa de circulacdo de ar a 40 = 1 ° C, posteriormente
foi triturado em fatiador com um tamanho de particula de 10 malhas. As particulas de plantas
em p6 (100 g) foram extraidas exaustivamente com etanol a 96% por percolacdo e
subsequentemente o extrato foi concentrado por um rotaevaporador (CHAVES et al, 2015).

4.5 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO

As células Vero foram semeadas em placas de 24 pocos (5x10* células/pogo) conforme
ilustrado na Figura 13, e incubadas por 24 h a 37°C e 5% CO ap0s o plaqueamento. Apds a
primeira incubacdo, 0 meio de cultura MEM foi aspirado e reposto em um volume de 1000uL
juntamente com os tratamentos de extratos de planta nas concentragdes: 1pg/mL, Spg/mL,
10pg/mL, 50pg/mL e 100pg/mL. Foi utilizado como controle negativo as células sem estimulo
em meio de cultura, e meio com DMSO al10% como controle positivo. As placas foram entao
incubadas na presenca do estimulo por 24h a 37°C e 5% CO>. O meio de cultura foi aspirado e
as células tripsinizadas. Ap0s a tripsinizacdo, a suspensdo das células em meio de cultura foi
diluida (1:4) e em trypan blue (método colorimétrico) e a viabilidade celular determinada em

camara de Neubauer. Todas os testes foram realizados em triplicata.

Figura 13 — Placa de 24 pogos do ensaio de citotoxidade em células Vero. Células Vero
foram cultivadas na presenca de concentragdes variando de 1pug/mL a 100ug/mL de

S.brasiliensis.
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45

4.6 ENSAIO DE CITOTOCIXIDADE EM CELULAS C6/36

As células C6/36 foram semeadas em 2 placas de 24 pogos (8x10* células/pogo) por 24
h 28°C apds os plagueamento. Uma placa foi utilizada para o ensaio de citotoxicidade de 24 h
e a outra placa para o ensaio de citotoxicidade de 48h incubada. ApGs a primeira incubagéo, o
meio de cultura L15 foi aspirado e reposto em um volume de 1000pL juntamente com oS
tratamentos de extratos de planta nas concentragdes: 0,01pg/mL, 0,05pug/mL, 0,1pg/mL,
0,5ug/mL e 1pg/mL. Foi utilizado como controle negativo as células sem estimulo em meio de
cultura, e meio com DMSO a10% como controle positivo. As placas foram entdo incubadas na
presenca do estimulo por 24h e 48h a 28°C. O meio de cultura foi aspirado e as células foram
suspensas por choque mecanico, a suspensao das células em meio de cultura foi diluida (1:4) e
em trypan blue (método colorimétrico) e a viabilidade celular determinada em camara de

Neubauer. Todas os testes foram realizados em triplicata.

4.7 ENSAIO DE EFICACIA ANTIVIRAL

As células C6/36 foram cultivadas em meio L-15 (Sigma) suplementado com 5% soro
bovino fetal -SFB (Gibco) a 28°C e 100 U/mL de penicilina/estreptomicina, em estufa a 28°C.
Placas de 24 pogos (8x10* células/poco) foram preparadas com cultura de células C6/36 e
incubadas por 24 h. Em seguida, o meio das placas foi removido e adicionado 200 pL da
suspenséo viral DENV4- MOI 0,1. As placas foram incubadas por 1 h para internalizagdo viral,
ajitando lentamente a cada 15 minutos para melhor distribuir o in6culo. Apos, o indculo foi
removido e as placas foram lavadas duas vezes com PBS 1X (500 pL/po¢o). Em seguida, foi
adicionado 1mL/poco do extrato rotaevaporado de S. brasiliensis Engl. na concentracdo de
1ug/ml diluido em meio L-15, assim como o meio L15 nos controles negativo (ndo infectado)
e positivo (infectado ndo tratado), sendo incubados por 24h — 28°C. Apds este periodo, 0s
sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C para posterior determinacdo do titulo
viral (método: foco infeccioso com imunoperoxidase). Todas as amostras foram realizadas em

triplicata, conforme esquema delineado na Figura 14.
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Figura 14 - Esquema de distribuicao de tratamentos e controles do ensaio de eficécia antiviral
para DENV4. CN — Controle Negativo (Meio L - 15 e células C6/36 ndo infectadas); CP —
Controle Positivo (Meio L - 15 e células C6/36 infectadas por DENV-4 e ndo tratado com

extrato); E — Extrato (Meio L - 15 e células C6/36 infectadas e tratadas com extrato
rotaevaporado da S. brasiliensis Engl. Na concentracéo de 1ug/mL).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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4.8 ENSAIOS DE TITULACAO VIRAL

Os virus foram titulados por ensaio do foco infeccioso e rea¢do da imunoperoxidase em
células C6/36 em meio L15 (5% SFB). Brevemente, as células foram semeadas em placas de
24 pogos na concentragio de 3x10° células/poco, 48 horas antes do ensaio, incubadas a 28°C.
No dia do ensaio, 0 meio foi removido da placa e as células foram infectadas com diluicdes
seriadas (10" a 10®) dos sobrenadantes dos ensaios de eficacia antiviral infectados e tratados e
infectados e ndo tratados. Adicionalmente, pogos com controle negativo deste ensaio apenas
com a concentracdo celular e meio de cultura foram delineados (Figura 15). As placas entdo
foram homogeneizadas por 15 min a temperatura ambiente em homogeneizador orbital
(shaker). Em seguida, incubadas a 28°C por 45 min. Apoés a adsor¢do, as diluigdes dos pogos
foram removidas e adicionados 1ml de meio semi-sélido (contendo 1% Carboxymethyl
cellulose (CMC) 1% Soro fetal bovino (SFB) e meio L15) em cada pogo. As placas foram
incubadas a 28°C por 5 dias.

Apos o periodo de incubagdo, o meio semi-solido foi removido e as placas mantidas
invertidas para a retirada do excesso de meio, entdo os po¢os foram lavados uma vez com PBS
1X e foi adicionado 1 ml do fixador (30% acetona em PBS 1x) para cada pogo e mantido a 4°C
por 13 min. O fixador foi removido, os pogos foram lavados uma vez com PBS 1X, e as placas
foram deixadas para secar na estufa durante 24 h antes da revelacdo dos foci pela reacdo da
imunoperoxidase. Apds isso, foi adicionado 200 pL de anticorpo primario monoclonal anti-E

em cada poco (diluido na proporcéo de 1:100 em tampdo de liga¢do (1000 mL PBS 1x; 29.5 ¢
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NaCl e 100 pL Tween-20), sendo incubado a 37°C por 1 h. Os pocos entdo foram lavados trés
vezes com o tampdo de lavagem (1000 mL PBS 1x e 500 puL Tween-20) e foi adicionado 200
ul de anticorpo secundario HRP-rec-Protein G em cada poco (diluido na proporcao de 1:500
em tampao de ligagdo) e foi incubado a 37°C por 1 h e depois os pogos foram lavados trés vezes
com o tampéo de lavagem. Entéo foi adicionado 200 pL do substrato AEC (1 comprimido de
AEC diluido em 6 mL de N,N-dimetilformamida; 93,8 mL de tamp&o do substrato e 200 pL
30% H202) em cada pogo e as placas foram cobertas com papel aluminio e incubadas a 37°C
até o aparecimento dos foci, que durou entre 10 a 60 min. Apds o aparecimento dos foci, 0s
pocos foram lavados com &gua destilada e as placas deixadas para secar para entdo se realizar
a contagem dos foci, para a determinacdo do titulo viral (média do nimero de foci na diluigdo
em gue se contou 0s pocos X fator de dilui¢do x diluicdo em que pogos foram contados, afim

de expressar o titulo viral em PFU/mL).

Figura 15 - Esquema de distribuicdo de tratamentos e controles do ensaio de titulacdo viral
utilizando os sobrenadantes virais do ensaio de eficacia antiviral. CN — Controle Negativo
(Meio L - 15 e células C6/36 ndo infectadas); CP — Controle Positivo (sobrenadante viral do
CP); E — Extrato (Sobrenadante viral das células tratadas com extrato).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Anadlises estatisticas foram realizadas a partir da avaliacdo das diferencas de viabilidade
celular, tanto em células Vero quanto em células C6/36, comparando as células tratadas com o
extrato rotaevaporado da Schinopsis brasiliensis Engl. nas concentragbes e em tempos
determinados anteriormente, células tratadas com DMSO e as células ndo tratadas, utilizando-
se 0 software GraphPad Prism v.07 para Windows (La Jolla, CA). Os dados foram compilados
e analisados através de teste ANOVA oneway e a diferenca das médias analisadas através do
teste Tukey.

Para realizar a avaliacdo da diferenca de titulacdo viral entre as células tratadas com o
extrato rotaevaporado da Schinopsis brasiliensis Engl. nas concentracfes e tempos de
incubacdo determinados e as células ndo tratadas, os dados foram compilados e a diferenca das
médias analisadas através do teste Mann-Whitney. Em todos os casos, o erro alfa de 5% foi

adotado.
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO

Nossos resultados revelaram que o extrato rotaevaporado Schinopsis brasiliensis Engl.
nas concentracdes 5ug/mL, 10ug/mL, 50ug/mL e 100pug/mL foram toxicos as células Vero
apo6s um periodo de incubacdo de 24h (Figura 16). Convém mencionar que a citotoxicidade
aumentou conforme o aumento da concentragdo do extrato, (Figura 17) e que na menor
concentragédo utilizada de 1pg/mL a viabilidade celular ficou em torno de 80% enquanto na
concentracdo de 100pg/mL a viabilidade celular ficou em torno de 30%, indicando tamanha

citotoxicidade do extrato.

Figura 16 — Confluéncia do tapete celular ap6s 24 h do estimulo com extrato rotaevaporado
da Schinopsis brasiliensis Engl. Células Vero foram cultivadas na presenca de concentragdes
variando de 1pg/mL a 100ug/mL de S. brasiliensis Engl. A — Controle Negativo (Meio
MEM); B — Controle Positivo (DMSO 10%); C — Concentracdo de 1pug/mL; D —
Concentracdo de 5pg/mL; E — Concentragdo de 10pg/Ml; F — Concentracdo de 50pug/mL; G —
Concentracdo de 100pg/mL.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 17 — Percentual de Viabilidade das células Vero ap6s tratamento com o extrato
rotaevaporado Schinopsis brasiliensis Engl. por 24h.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

5.2 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS C6/36 DE Aedes albopictus

Nossos resultados revelaram que o extrato rotaevaporado Schinopsis brasiliensis Engl.
nas concentragdes 0,01pg/mL, 0,05pug/mL, 0,1ug/mL, 0,5ug/mL e 1ug/mL ndo foram téxicos
as células c6/36 de Aedes albopictus apds incubacdo por 24h (Figura 18) e por 48h (Figura 19),
mostrando que mesmo em diferentes concentragcdes ou prolongando-se o tempo de contato com

0 extrato, a viabilidade celular foi mantida (Figuras 20 e 21).
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Figura 18 — Confluéncia do tapete celular apds 24 h do estimulo com extrato rotaevaporado
da Schinopsis brasiliensis Engl. Células C6/36 foram cultivadas na presenca de concentragdes

variando de 0,01lg/mL a 1dg/mL de S. brasiliensis Engl. A — Controle Negativo (Meio
L15); B — Controle Positivo (DMSO 10%); C — Concentragéo de 0,01jlg/mL; D —
Concentracao de 0,054g/mL; E — Concentragéo de 0,1lg/mL; F — Concentragdo de
0,5Mg/mL; G — Concentragéo de 1jlg/mL.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 19 — Confluéncia do tapete celular ap6s 48 h do estimulo com extrato rotaevaporado
da Schinopsis brasiliensis Engl. Células C6/36 foram cultivadas na presenca de concentragdes
variando de 0,01pg/mL a 1pg/mL de S. brasiliensis Engl. A — Controle Negativo (Meio
L15); B — Controle Positivo (DMSO 10%); C — Concentragéo de 0,01pg/mL; D —
Concentracéo de 0,05ug/mL; E — Concentracdo de 0,1ug/mL; F — Concentracdo de
0,5pg/mL; G — Concentracdo de 1pg/mL.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).



Figura 20 — Percentual de Viabilidade das células C6/36 apds tratamento com o extrato
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Figura 21 — Percentual de Viabilidade das células C6/36 apds tratamento com o extrato
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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5.3 ENSAIOS DE EFICACIA ANTIVIRAL E TITULACAO VIRAL

Diante dos resultados prévios sobre a viabilidade das células Vero, somados as
inimeras limitacGes de manter esta cultura (como a presenca frequente de infiltracdes na sala
de cultura, contaminac@es, queda de energia elétrica no campus, perfuragdes na mangueira do
cilindro de CO», demora na entrega de insumos como placas e meio de cultura), refizemos os
ensaios de citotoxicidade utilizando-se as células C6/36 do Aedes albopictus e diminuimos as
concentracgdes utilizadas, variando-as entre 1ug/mL, 0,05pug/mL, 0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL, € 0,01
pg/mL nos tempos de 24h e 48h.

Frente aos resultados satisfatorios de viabilidade das células do inseto, realizamos o
ensaio de eficicia antiviral do extrato rotaevaporado de Schinopsis brasiliensis Engl. na
concentracdo de 1 pg/mL em células C6/36 de Aedes albopictus. Preliminarmente, visando a
obtencéo de focos nitidos e de um titulo adequado no estoque dos virus, realizamos o teste de
eficacia do extrato frente a uma cepa de DENV4 que apresentava um titulo inicial satisfatério
(7,6x10* PFU/mL) e indutora de focos nitidos, porém com quantidade limitada.

Nossos resultados revelaram que o extrato rotaevaporado Schinopsis brasiliensis Engl.
na concentracdo de 1pg/mL ndo apresentou reducéo significativa (p>0,05) do titulo viral contra
0 DENV4, em ensaio in vitro nas células C6/36 durante infec¢cdo por cinco dias e tratamento
por 24h (Figuras 22 e 23).

Figura 22 — Representacao do ensaio de foco infeccioso e reacdo da imunoperoxidase. E —
Extrato; CP — Controle Positivo; CN — Controle Negativo.

4
E=10 CP=10 CN

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Figura 23 — Titulacdo viral por ensaio de foco infeccioso em células C6/36 infectadas por
DENV4 (com a retirada do in6culo) em PFU. Em A: valores da triplicata de cada média da
diluicio 10*. Em B: Comparacéo das médias das triplicatas (p>0,05).
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6x10%
B CP

5.
5x10 B Extrato 1ug/mL

4x105-

3x105-
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6x10°%
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5 5
5x10 4,66 x 10 E Extrato 1pug/mL

4,33 x 10°

4x10 5+

3x10°54

PFU/mL

2x10°5+

1x105-

CP Extrato 1ug/mL

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar o possivel efeito antiviral do extrato hidroalcoolico
rotaevaporado da casca de Schinopsis brasiliensis Engl. na replicacéo in vitro do virus dengue
4 em ceélulas Aedes albopictus linhagem C6/36. Para isso, avaliamos seu possivel efeito
citotdxico nessa linhagem celular bem como em células VVero em diferentes concentragdes do
extrato. Nas condicGes de estudo, observamos que o extrato em questdo foi bem tolerado nas
linhagens - célulares Vero e C6/36 de Ae. albopictus nas concentragdes menores ou igual a 1
pg/mL, apresentando-se citotoxico nas demais concentracgdes testadas (p<0,05).

De fato, Silva et al, (2012) avaliaram a toxicidade dos extratos hidroalcodlico obtido a
partir da casca de S. brasiliensis Engl. frente a concentracgdo letal (LC50) das substancias para
as larvas de Artemia salina. Os resultados indicaram que o extrato testado é tdxico, tendo LC50
= 428 pg/mL. Este achado foi relatado como possivel elevada concentracdo de polifendis
(taninos, flavondides e outros compostos fenolicos) presentes nesta planta e que sdo bem
conhecidos por sua toxicidade contra A. salina.

A toxicidade aguda in vivo também foi avaliada por Chaves et al, (2015), mostrando que
extrato hidroalcodlico rotaevaporado da casca de S. brasilienses apresenta baixa toxicidade
aguda em ratos tratados com extrato na concentracdo de 2.000 mg/kg dose Unica, via oral, ndo
sendo observados danos aos tecidos ou morte, considerando o extrato de baixa toxicidade. Silva
et al, (2013) avaliaram o possivel efeito mutagénico e/ou antimutagénico do extrato etandlico
das folhas S. brasilienses nas doses de 500 mg, 1.000 mg e, 2.000 mg, administrado dose Unica
no aparelho digestorio, via gavage em camundongos. Através do teste de micronlcleo em
sangue periférico de camundongos, os resultados obtidos revelaram que o extrato ndo
manifestou nenhum efeito mutagénico e antimutagénico nas doses testadas.

Jovito et al, (2016) avaliaram a citotoxidade em células mononucleares do sangue
periférico humano, onde foi observado a inducéo e proliferacdo dessas células pelo extrato das
folhas de S. brasiliensis testadas nas concentracdes de interesse do estudo 78,12 pg/mL, 156,25
pg/mL, 312,5 pg/mL, 625 pg/mL e 1250 pg/mL, comparado com tratamento controle
dimetilsulfoxido (DMSO), no teste de citotoxicidade. O extrato nas concentracdes testadas ndo
apresentou toxidade em células humanas.

Tanto os extratos obtidos a partir da casca como o 6leo obtido a partir da folha de
Schinopsis brasiliensis Engl. ttm mostrado na literatura, inGmeros efeitos antimicrobianos,
antifungico e antioxidante. Silva et al. (2012) avaliaram a atividade antifingica e antibacteriana
do extrato hidroalcoolico obtido a partir da casca de S. brasiliensis, utilizada as concentragdes
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de 250 pg/mL a 2000 pg/mL, mostrando atividade contra Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus respectivamente. A atividade contra S. aureus foi obtida com MIC 0,250
uL/uL.

O potencial antifungico, anti-biofilme e citotoxico do extrato rotaevaporado da folha de
S. brasilienses sobre Candida spp foram avaliados por Jovito et al, (2016). Na concentragéo de
125 pg/m,L o extrato mostrou ser significativamente fungicida apds 6 horas, contra as cepas
testadas (Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida albicans e Candida
tropicalis), com valores de MIC e MFC variando entre 31,25 ¢ 250 ug/mL, sendo as cepas de
C.albicans com os maiores valores de MIC e MFC entre 0,375 e 3 pg/mL. Houve também
reducdo na formacdo e nos biofilmes maduros uni e multiespécie para os periodos de 24 e 48h.

Como ja relatado, existe relevancia nas diversas propriedades bioldgicas dos polifenois
e flavanoides para as industrias. Alguns estudos ja demostraram que compostos isolados a partir
de polifendis e flavanoides presentes em extratos de plantas medicinais apresentam atividade
antiviral in vitro frente a DENV e outros virus. Carneiro et al., (2016) demostraram que um
polifenol, galato de epigalocatequina (EGCG) presente em grandes quantidades no cha verde,
inibiu a entrada de 1 log de virus nas células Vero, e outros estudos relatados por ele demonstrou
que o EGCG tem uma atividade antiviral intensa para muitos virus, incluindo o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), o virus herpes simplex (HSV), virus da gripe (FLU) e virus
da hepatite C (HCV).

Moghaddam et al, (2014) realizaram estudos in vitro em células Vero, demostrando que
a baicaleina, um flavondide pertencente ao subgrupo de flavonas exerceu atividade virucida
significativa sobre as particulas virais extracelulares, mostrando efeito anti-adsorcéo,
interferindo nas diferentes etapas da replicagdo de DENV-2.

Zandi et al, (2011) realizaram estudo in vitro em células C6/36, com alguns flavanoides,
que foram testados ap6s a absorcdo do virus as células, tratadas as células antes da infecgédo
pelo virus por 5 h e até 4 dias apos a infeccdo. Foi visto que a quercetina apresentou uma
atividade inibitoria contra DENV-2 reduzindo os niveis de RNA do DENV-2 em 67%.

Ante ao exposto quanto a demonstracdo de alguns compostos de classes de polifendis e
flavanoides na atividade antiviral e, considerando-se que o extrato hidroalcoolico da casca de
S. brasiliensis utilizado neste estudo apresentam esses compostos em grande quantidade,
sugere-se que novos estudos sejam realizados visando a investigacdo do efeito desta planta
contra a replicacdo do virus dengue. Assim, novas linhagens celulares, diferentes concentraces
do extrato bem caracterizado em sua composicao fitoquimica e o uso de diferentes cepas virais

podem relevar um possivel efeito antiviral deste extrato.
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7 CONCLUSAO

Nosso estudo € um relato pioneiro na avaliacdo do possivel efeito do extrato
rotaevaporado da S. brasiliensis Engl. na inibicdo da replicacdo do virus da dengue. Nele,
verificou-se que o extrato estudado, mostrou-se toxico em células Vero na maioria das
concentragOes avaliadas, sendo toleravel na concentracdo de 1pg/mL. Quanto a viabilidade em
células do inseto, nenhuma toxicidade foi verificada entre as concentracdes testadas. A
avaliacdo da eficacia antiviral revelou que ndo houve reducéo significativa dos titulos virais nas
condigdes de cultura utilizadas. Porém, novos estudos visando delinear o possivel efeito toxico
e antiviral dos extratos rotaevaporado de S. brasiliensis Engl. variando-se as condigdes de
cultura e se testando as demais cepas virais, devem ser realizados visando um possivel

desenvolvimento de farmacos especificos contra dengue.
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8 PERSPECTIVAS

Novos ensaios buscando determinar o possivel efeito antiviral da S. brasiliensis Engl.
podem ser realizados em diferentes condicGes de cultura. Em acréscimo, pode-se atrelar o
extrato de S. brasiliensis Engl. ou a sua fragdo acetato de etila, onde se encontra principalmente
flavonoides e polifendis, a nanoparticulas para fins de liberacéo de farmacos. As nanoparticulas
qguando comparadas a outros sistemas carreadores de farmacos, destacam-se na vetorizacdo de
ativos nos seus sitios de acdo, bem como no controle da liberagdo destes, podendo diminuir a
toxicidade e aprimorar a estabilidade, a fim de reduzir seus efeitos colaterais Além disso em
comparagdo com outros sistemas de entrega, a compatibilidade com os tecidos vivos do
organismo, menor toxicidade, producdo viavel em grande escala, efetiva estabilidade durante a
estocagem, como também o uso de uma concentracdo reduzida do ativo (MARCATO, 2009;
PARK et al., 2013; PUGLIA & BONINA, 2012).
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GLOSSARIO

ARBOVIROSE — Termo derivado da expressao inglesa “Arthropod Borne Viruses”, utilizado
para designar grupo de doencas virais, transmitidas para 0 homem por meio de artropodes

(insetos e aracnideos).

ARBOVIRUS — Trata-se de virus essencialmente transmitido por vetores artrépodes, como, por

exemplo, 0S mosquitos.

CHOQUE HIPOVOLEMICO — Forma de choque; uma condicao onde o coracgéo é incapaz de
fornecer sangue suficiente para o corpo devido a perda de sangue, distarbio circulatério ou

volume sanguineo inadequado.

ENVELOPE - Membrana que envolve o nucleocapsideo de alguns virus, composta
basicamente de glicoproteinas e fosfolipideos provenientes da membrana da célula hospedeira

e proteinas virais.

EPITOPO — Determinante antigénico. Parte da molécula imunogénica que é reconhecida pelo

sistema imune. E a menor por¢do do antigeno com potencial de gerar a resposta imune.

GAVAGE - Substancia €é introduzida no aparelho digestorio através de um tubo esofagico ou

estomacal.

INFECCAO — Contaminagio ou invasdo do corpo por um microrganismo parasito, que pode
ser um agente patogénico ou nao, principalmente virus, bactérias, fungos, protozoarios ou
helmintos.

MOI — Multiplicidade de infeccéo.

NUCLEOCAPSIDEO — Genoma viral recoberto por proteina capsidial.

PREVALENCIA — Designa a medida da freqiiéncia de determinada doenca, pelo nimero de

casos existentes em periodo de tempo estabelecido, independentemente de serem novos ou

antigos.
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REPASTO SANGUINEO — Atividade alimentar realizada por insetos hemat6fagos.

VIRULENCIA — Capacidade patogéncia de um microorganismo, medida pela gravidade dos

sintomas que produzem ou por seu poder de invadir os tecidos do hospedeiro.



