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RESUMO

Os produtos naturais constituem uma fonte de grande importancia de
substancias biologicamente ativas, desempenhando um papel fundamental na
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos antivirais. As infeccdes
causadas pelos virus Herpes simplex tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) prevalecem
em até 90% da populacdo mundial. Atualmente, os medicamentos anti-
herpéticos sdo restritos e o aparecimento de cepas virais resistentes ao farmaco
de primeira escolha (aciclovir) dificulta 0 manejo dessas infec¢des. Ja a febre
chikungunya € uma arbovirose causada pelo Chikungunya virus (CHIKV), que
encontra-se em expansao no Brasil e, nos casos agudos, pode levar a morte.
Até o momento ndo ha vacina aprovada e/ou tratamento antiviral especifico para
infecgdes causadas pelo CHIKV, sendo realizado apenas o tratamento dos
sintomas, hidratacéo e repouso. Além disso, ainda n&o existem medicamentos
especificos para o tratamento de COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2,
considerada pela OMS como uma pandemia que ja levou ao colapso os sistemas
de saude de varios paises. O cancer é um problema global que, nas ultimas
décadas, ganhou uma dimensdo maior, convertendo-se em um problema
alarmante de saude publica mundial sendo responsavel por quase 13% das
mortes em todo o mundo. Os tratamentos farmacologicos disponiveis carecem
de especificidade e induzem graves efeitos adversos, demandando a pesquisa
por novas opgoes terapéuticas. Algumas substancias ja isoladas de plantas do
género Baccharis, como tricotecenos, flavonoides e terpenos, mostraram o
potencial farmacolégico de espécies desse género. Neste contexto, o objetivo
desse estudo foi avaliar a atividade citotoxica, bem como o potencial antiviral de
extratos e fragdes de espécies do género Baccharis, frente ao HSV-1 (cepas
KOS e 29-R), CHIKV e coronavirus murino (MHV-3). Durante a avaliagdo da
citotoxicidade frente a linhagens de células tumorais, o extrato de B.
megapotamica e suas fragdes (em acetato de etila, diclorometano e hexano),
fracdes em diclorometano e hexano de B. imbricata, mostraram-se mais ativos
quando considerados seus baixos valores de CCso. Em contrapartida, ao se
avaliar os valores de IS, os extratos que apresentaram os melhores resultados
foram os extratos de B. intermix, B. reticularia, B. aphylla, B. calvescens e B.
retusa, com valores de IS > 4. Os extratos de B. intermix, B. calvescens, B.
retusa, B. reticularia e B. platypoda apresentaram inibicao da replicagao viral de
CHIKV em ao menos uma das duas concentragdes testadas (100 pg/mL e 50
pg/mL). Das 14 amostras avaliadas frente ao HSV-1, os extratos e fragbes de B.
intermix, B. reticularia, B. platypoda, B. concinna e B. altimontana, além da fragéo
acetato de etila de B. brevifolia inibiram a replicagao viral da cepa sensivel ao
aciclovir (KOS). Ja para O HSV-1, cepa 29-R (resistente ao aciclovir), os extratos
de B. intermix, B. retusa e a fragdo acetato de etila de B. brevifolia foram os mais
ativos na inibigado da replicagdo viral. Em relagdo a atividade anti-MHV-3, onze
amostras apresentaram uma reducédo de 50 — 100% da carga viral. Estudos
posteriores serao realizados para elucidar os mecanismos da agao antiviral.

Palavras-chave: Baccharis; Produtos Naturais; Herpes Simplex Virus; Virus
Chikungunya; Coronavirus; Cancer



ABSTRACT

Natural products an important source of biologically active substances,
performing a key role in the research and development of new antiviral drugs.
Infections caused by Herpes simplex viruses types 1 and 2 (HSV-1 and HSV-2)
are prevalent in up to 90% of the world's population. Currently, antiherpetic drugs
are restricted and the emergence of viral strains resistant to the drug of first
choice (acyclovir) makes it difficult to manage these infections. Chikungunya
fever is an arbovirus caused by the Chikungunya virus (CHIKV), which is
expanding in Brazil and, in acute cases, can lead to death. To date, there is no
approved vaccine and/or specific antiviral treatment for infections caused by
CHIKV, with only the treatment of symptoms, hydration and rest being performed.
In addition, there are still no specific drugs for the treatment of COVID-19, caused
by the SARS-CoV-2 virus, considered by the WHO as a pandemic that has
already led to the collapse of health systems in several countries. Cancer is a
global problem that, in recent decades, has gained a greater dimension,
becoming an alarming public health problem worldwide, accounting for almost
13% of deaths worldwide. The available pharmacological treatments lack
specificity and induce serious adverse effects, demanding the search for new
therapeutic options. Some substances already isolated from plants of the genus
Baccharis, such as trichothecenes, flavonoids and terpenes, showed the
pharmacological potential of species of this genus. In this context, the objective
of this study was to evaluate the cytotoxic activity, as well as the antiviral potential
of extracts and fractions of species of the genus Baccharis, against HSV-1
(strains KOS and 29-R), CHIKV and murine coronavirus (MHV-3). During the
evaluation of cytotoxicity against tumor cell lines, the extract of B. megapotamica
and its fractions (in ethyl acetate, dichloromethane and hexane), fractions in
dichloromethane and hexane of B. imbricata, showed to be more active when
considering their low values of CCso. On the other hand, when evaluating the IS
values, the extracts that presented the best results were the extracts of B.
intermix, B. reticularia, B. aphylla, B. calvescens and B. retusa, with IS values >
4. Extracts of B. intermix, B. calvescens, B. retusa, B. reticularia and B. platypoda
showed inhibition of CHIKV viral replication in at least one of the two
concentrations tested (100 pg/mL and 50 pg/mL). Concerning the samples
evaluated against HSV-1, extracts and fractions of B. intermix, B. reticularia, B.
platypoda, B. concinna and B. altimontana, in addition to the ethyl acetate fraction
of B. brevifolia inhibited viral replication of strain sensitive to acyclovir (KOS),
whereas for strain 29-R, strain resistant to acyclovir, the extracts of B. intermix,
B. retusa and the ethyl acetate fraction of B. brevifolia were the most active in
inhibiting viral replication. Regarding the anti-MHV-3 activity, eleven samples
showed a 50 — 100% reduction in viral load. Further studies will be carried out to
elucidate the mechanisms of antiviral action

Keywords: Baccharis; natural products; Herpes Simplex Virus; Chikungunya
Virus; Coronavirus; Cancer
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1. INTRODUGAO

Em contraste com o grande numero de medicamentos antibacterianos e
antifungicos disponiveis, o arsenal terapéutico antiviral € bastante reduzido e
eles sado originarios predominantemente de produtos naturais. Até o ano de 2019
foram aprovados pelo FDA 112 antivirais, sendo que 52 deles eram para
pacientes HIV+ ou com AIDS, 11 para o tratamento de pacientes com infecgcdes
herpéticas, 27 medicamentos para o tratamento das hepatites B e C e nove
medicamentos para o tratamento de infecgbes ocasionadas por influenza. O
maior numero de farmacos antirretrovirais disponiveis deve-se ao surgimento do
virus HIV na década de 80, que impulsionou a pesquisa e desenvolvimento
(P&D) de novos farmacos antivirais, aliada a necessidade de se controlar as
infeccbes persistentes, particularmente as infecgdes graves para as quais
nenhuma vacina esta disponivel (DE CLERCQ, 2013a, b; DE CLERCQ;
GUANGDI, 2016; MARTINEZ et al., 2015; TOMPA et al., 2021).

A potencialidade dos produtos naturais como possiveis fontes de novos
farmacos para o tratamento do céncer também tem sido demonstrada,
principalmente, pelo fornecimento de um numero significativo de substancias
ativas que chegaram a fase de ensaios clinicos, sendo que alguns dos
compostos testados sdo, atualmente, empregados na clinica, como € o caso dos
alcaloides da vinca (vimblastina e vincristina) e seus derivados e de compostos
terpénicos como o paclitaxel, o qual € amplamente empregado no tratamento de
cancer de mama, de pulm&o e carcinoma metastatico de ovario (BERNARDES,
2017).

Newman e Cragg (2020) realizaram um levantamento buscando produtos
naturais que foram utilizados como fonte de novos medicamentos entre janeiro
de 1981 e setembro de 2019, nesse trabalho foram relatadas 247 novas
entidades quimicas para o tratamento de cancer, sendo que deles 46,15% séao
derivados, macromoléculas ou até mesmo o produto natural inalterado. Ja para
os antivirais, das 86 novas entidades quimicas somente 12,36% eram derivados,
macromoléculas ou até mesmo o produto natural inalterado. Portanto, a
exploracdo desses recursos naturais € uma estratégia valida para o

desenvolvimento de medicamentos inovadores, especialmente se
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considerarmos que produtos naturais forneceram a base para o desenvolvimento
da farmacoterapia moderna (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Além de apresentarem um alto valor econémico, as espécies do género
Baccharis possuem atividade biologica descrita para o tratamento de varias
doencas, entre elas o tratamento de diabetes, inflamagdes, disturbios
hepatobiliares e infecgbes bacterianas e fungicas.

Nesse sentido, o estudo de espécies do género Baccharis vem sendo
cada vez mais explorado devido ao potencial biolégico e citotoxico que as
espécies desse género possuem. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar a atividade citotoxica e antiviral de espécies pertencentes a esse

género.
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2. REVISAO BLIBIOGRAFICA
2.1 Género Baccharis

O género Baccharis ¢ o maior género da familia Asteraceae,
compreendendo mais de 500 espécies, que estdo distribuidas nos continentes
norte e sul-americanos, principalmente no Brasil, Argentina, Uruguai, Coldmbia,
Chile e México. No Brasil, existem 167 espécies do género Baccharis,
pertencendo essas a quatro subgéneros e encontradas em todos os biomas
brasileiros, mas em grande quantidade nas regides centro-oeste, sudeste e sul,
sendo que somente no estado do Parana € possivel encontrar 83 espécies desse
género (ABAD, MARIA JOSE; BERMEJO, 2007; RAMOS CAMPOS et al., 2016).

As espécies de Baccharis apresentam elevado valor econémico, e sé&o
utilizadas na medicina popular para o controle e tratamento de varias doengas.
Sao popularmente utilizadas para tratar sintomas de diabetes, alivio de cefaleias,
ulceragdes cutaneas, enfermidades estomacais, anemias, inflamacgdes, febre,
disturbios hepatobiliares e infecgbes bacterianas e fungicas (ABAD, MARIA
JOSE; BERMEJO, 2007; RAMOS CAMPOS et al., 2016; SOBRINHO et al.,
2016; TIMBE et al., 2021; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). Ja nos
estudos de atividades biologicas, destacam-se os efeitos alelopaticos,
gastroprotetor, hepatoprotetor, anti-inflamatorio, antioxidante, antifungico,
antimicrobiano, citotoxico e antiviral (BARBOSA et al., 2020; BONIN et al., 2020;
BRANDENBURG et al., 2020; CARRIZO et al., 2020; RABELO et al., 2018;
RAMOS CAMPOS et al.,, 2016; SABIR et al., 2017; SILVEIRA RABELO;
CALDEIRA COSTA, 2018; TIMBE et al., 2021).

O estudo fitoquimico desse género vem sendo extensivamente realizado
desde o inicio do século XX, sendo que 120 espécies ja foram estudadas e mais
de 150 compostos foram isolados e identificados, dentre os quais 30 apresentam
relatos de estudos de atividades biologicas. Os compostos mais presentes s&o
flavonoides, diterpenos, sesquiterpenos e triterpenos, acidos cumaricos e
compostos fendlicos (ABAD, MARIA JOSE; BERMEJO, 2007; BONIN et al.,
2020; KARAM et al., 2013; RAMOS CAMPOS et al., 2016; UENO et al., 2018;
VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

No que diz respeito ao potencial antiviral do género Baccharis, o extrato
aquoso de B. trinervis inibiu a replicagdo do HSV-1 em concentragdes variando
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de 50 a 200 pyg/mL (ABAD et al., 1999). No estudo realizado por Montanha e
seus colaboradores (2004), foi possivel observar que os extratos de trés
espécies do género Baccharis, obtiveram resultados favoraveis em relagdo a
inibicdo do HSV-1 (cepa sensivel ao aciclovir) em concentragdes nao citotdxicas.
Nesse mesmo estudo, dois extratos de B. erioclada inibiram a replicagdo do
HSV-1 resistente ao aciclovir. Visintini-dJaime e colaboradores (2013), ao testar
o extrato aquoso de B. gaudichaudiana frente ao HSV-1, confirmaram seu efeito
antiviral promissor com valores de IS > 107. O estudo do mecanismo de agéo
dessa espécie demonstrou que, ao adicionar o extrato aquoso a cultura de
células antes da infeccéo viral, ndo houve protecéo das células contra a infecgéo.
Porém outros resultados sugerem que o extrato de B. gaudichaudiana pode
exercer sua atividade antiviral pela inativagdo de particulas virais em altas
concentracdes e possivelmente pela interferéncia na etapa de adsorgéo do virus
nas células em concentracdes nao virucidas. Ja uma fracdo obtida a partir do
extrato aquoso de B. anomala exibiu pronunciada atividade virucida frente ao
HSV-1 nas concentragdes de 1,25 e 0,625 mg/mL (VENTURI et al., 2018).

O artepelin C (ARC), um dos principais compostos fendlicos encontrado
na propolis verde brasileira, obtido a partir de B. dracunculifolia, vem atuando em
diversos alvos moleculares, entre eles a PAK1 (proteina quinase ativada por p21)
(MACHADO et al., 2016; MARUTA; HE, 2020). Recentemente vem sendo
relatado o envolvimento da PAK1 no desenvolvimento da fibrose pulmonar
causada pelo SARS-CoV-2. O receptor ECA2 (enzima conversora de
angiotensina 2) acaba sendo uma porta de entrada para a infecgdo causada pelo
novo coronavirus, no qual suas glicoproteinas virais conseguem se ligar e
adentrarem as células, utilizando a maquinaria delas para que consiga se replicar
e infectar novas células (MARUTA; HE, 2020). Maruta e He sugeriram que os
inibidores da PAK1 sao potenciais opgdes terapéuticas antiviral para infeccdes
causadas pelo SARS-CoV-2, sugerindo que o ARC tenha um alto potencial de
se tornar um farmaco antiviral.

Ja Hoccheim e seus colaboradores (2019), durante a determinagao do
perfil fendlico e da avaliacdo da atividade anti-herpética de prépolis da abelha
nativa brasileira Melipona quadrifasciata, obtiveram valores de Clso de
90,5 pug/mL, 294,0 uyg/mL, 188,0 uyg/mL e 58,5 pyg/mL para as fragdes de acetato
de etila (AcF) e de butanol e para os compostos FM14 e FM45 (obtidos a partir
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da fragdo de diclorometano), respectivamente. Cabe destacar ainda, que as
amostras AcF e FM45 apresentaram um IS de 4,64 e 4,95, maior que as demais
amostras testadas.

No ano de 2017, Pereira et al., perceberam que o 6leo essencial de B.
milleflora em concentragdes de 30 e 100 ug/mL foi capaz de inibir a proliferagéo
das células Jurkat, HL-60 e Raji (leucemia de células T; leucemia promielocitica
e linfoblastoides derivadas de um linfoma de Burkitt, respectivamente), afetando
o seu DNA. Outro exemplo sdo os compostos da propolis verde, obtido da B.
dracunculifolia, que apresenta atividade citototoxica frente a células tumorais
humanas de mama e de prostata, sendo associado principalmente a indugao da
apoptose por meio da expressdo de p53 em células tumorais (SEPULVEDA et
al., 2020).

Ja Rodrigues e seus colaboradores (2021) avaliaram 23 derivados e trés
precursores naturais de prépolis verde obtido de B. dracunculifolia, frente a duas
linhagens tumorais de mama e duas linhagens de céancer de prostata. Observou-
se que sete compostos semissintéticos derivados de artepelin C, bacarina e
drupanina apresentaram atividade moderada, com valores de Clso variando de
9,6 a 46,5 pM frente as células de cancer de mama, sendo que dois dos
compostos, um deles derivado da bacarina e o outro da artepelin C,
apresentaram valores de IS de 3,2 e 3,0, demonstrando assim que esses
compostos apresentavam uma maior seletividade frente as células tumorais
poupando as células normais de seus efeitos citotoxicos, sendo bons indicativos

para o desenvolvimento de novos medicamentos.
2.2 Cancer

Cancer, neoplasia ou tumor maligno, sdo denominagdes comuns para
designar um grande grupo de doengas que possuem a capacidade de
crescimento anormal de células, de forma incontrolavel e em qualquer érgéo ou
tecido do corpo, com capacidade de invadirem o6rgaos e tecidos que estao
proximos ou distantes do local do tumor primario (WHO, 2022a).

O consumo de cigarro e bebidas alcodlicas, a falta de atividades fisicas e
alimentagao saudavel, a poluicdo do ar bem como algumas infecgdes cronicas
sdo fatores de risco para o cancer. Aproximadamente 13% dos casos
diagnosticados no mundo em 2018, foram correlacionados a infec¢des virais,
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que incluiam HPV, virus da hepatite B e C, virus Epstein-Barr, sendo que alguns
tipos de HPV e os virus da hepatite B e C, aumentam o risco de cancer de colo
de utero e de figado, respectivamente (WHO, 2022b).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o cancer € uma das principais
causas de mortes no mundo, sendo responsavel por quase 10 milhdes de mortes
em 2020. Entre os casos de maior incidéncia naquele ano estavam o cancer de
mama com aproximadamente 2,26 milhdes de casos, seguido pelo cancer de
pulmdo com 2,21 milhées de casos, em terceiro lugar estavam os canceres de
colon e de reto com 1,93 milhdes de casos e, em quarto lugar, o cancer de
préstata com aproximadamente 1,41 milhdes de casos. Ja para os casos em que
0os pacientes vieram a obtido o cancer de pulmdo foi responsavel por
aproximadamente 18% (1.796.144 &bitos), estando em segundo lugar o cancer
de colon e reto com 9,4% das mortes (935.173 oObitos), em terceiro o cancer de
figado com 8,3% (830.180 oObitos) e, em quarto lugar, os 6bitos ocasionados por
cancer de estomago com 7,7% (768.793 obitos) (WHO, 2022c).

No Brasil, em 2020 as maiores incidéncias de cancer no sexo masculino
foram o cancer de prostata (29,2%), cancer de colon e reto (9,1%) e céncer de
traqueia, brénquio e pulméo (7,9%), sendo que em relagdo a mortalidade esses
valores se alteram, sendo o cancer de traqueia, brénquios e pulmdes os
responsaveis por 13,6% dos obitos, seguido pelo cancer de préstata (13,5%) e
em terceiro lugar pelo cancer de colon e reto (8,4%). Ja no caso das mulheres,
o cancer de mama foi responsavel por 29,7% dos casos, sendo seguido pelo
cancer de colon e de reto (9,2%) e em seguida o cancer de colo de utero (7,5%).
Em relacdo a mortalidade das mulheres, os maiores responsaveis foram o
cancer de mama com 16,5%, o cancer de traqueia, brébnquios e pulmdes com
11,6% e o cancer de cdélon e reto com 9,6% dos o6bitos (Brasil/INCA, 2019).
Estima-se que para o ano de 2040, o Brasil apresente uma incidéncia de 994.823
novos casos de cancer, aumentando cerca de 68% os valores quando
comparado ao ano de 2020. Ja em relagao a mortalidade, esse aumento € ainda
maior, visto que em 2020 a mortalidade foi aproximadamente 260 mil casos, e
estimasse que em 2040 esse numero seja de aproximadamente 470 mil casos,
tendo um aumento de 80,9% de 6bitos (WHO, 2022).
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2.3 Herpes Simplex Virus (HSV)

Os Herpes Simplex Virus tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) pertencem a
familia Herpesviridae e a subfamilia Alphaherpesvirinae (BRADSHAW,
VENKATESAN, 2016; BUSSMANN et al., 2008; KOGANTI; YADAVALLI;
SHUKLA, 2019; LIN; HSU; LIN, 2014; NOVAK; PENG, 2005; SMITH, 2012;
WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

Os HSV foram os primeiros virus herpéticos humanos descobertos e os
seres humanos sdo os hospedeiros naturais desses virus. Devido a sua
exposicao frequente a esses patdogenos, os virus herpéticos se adaptaram a
infeccdo humana ja que provocam uma infeccdo permanente, que dificilmente
ocasiona morte em individuos imunocompetentes e sao facilmente disseminados
entre os individuos (BRADSHAW; VENKATESAN, 2016; DAMOUR et al., 2019;
MENENDEZ; CARR, 2017; WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

A transmissdo do virus necessita do contato direto de um individuo
contaminado (sintomatico ou assintomatico) e outro suscetivel a infecgao viral.
A infeccdo causada pelo HSV-1 (herpes simplex virus, tipo 1) geralmente
apresenta lesbes mucocutaneas na regido orofacial e pode ocasionar encefalite,
ja o HSV-2 (herpes simplex virus, tipo 2)apresenta lesbes na regido genital,
podendo ser transmitidos de maes infectadas para neonatos ou sexualmente
(BALDWIN; CUMMINGS, 2018; BRADSHAW; VENKATESAN, 2016;
CUNNINGHAM et al., 2006; KHAN; SHAW; BERNATONIENE, 2015; LOOKER
et al., 2015; SCOTT; COULTER; LAMEY, 1997).

Por serem virus neurotrépicos, apos a infecgdo primaria, eles infectam
usualmente o ganglio trigémeo (HSV-1) e o ganglio sacral (HSV-2) por meio de
interagdes com glicosaminoglicanos da superficie celular (sulfato de heparano),
e moléculas de adeséo celular (nectina-1) e estabelecem um estado de laténcia
em que o DNA viral se mantém dentro dos nucleos neuronais, mas nao séo
produzidas particulas virais infecciosas. Por varios estimulos, incluindo luz solar,
febre, imunossupressao ou estresse, pode ocorrer a reativagdo e com isso a
replicagdo viral, causando patologia periférica e o aparecimento de ulceras
herpéticas (BALDWIN; CUMMINGS, 2018; HARRIS; HARRIS, 2015; LIN; HSU;
LIN, 2014; MENENDEZ; CARR, 2017; ROWE et al., 2013; SHIEH; SPEAR, 1994;
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SHUKLA; TIWARI; VALYI-NAGY, 2012; STEINER; KENNEDY; PACHNER,
2007; WOZNIAK et al., 2015).

O HSV é um virus grande, possui particulas virais esféricas que medem
cerca de 150 a 186 nm de didmetro com picos de glicoproteinas salientes
(espiculas) tornando seu didmetro total de 200 a 225 nm. Seu virion é dividido
em quatro partes: nucleo contendo um DNA linear de fita dupla, com
aproximadamente 152 e 155 kbp (HSV-1 e HSV-2, respectivamente); um
capsideo icosaédrico composto por 162 capsémeros; um tegumento constituido
por uma camada amorfa com algumas regides estruturadas contendo filamentos
de 7nm de largura, composta por 26 proteinas estruturais e reguladoras virais; e
externamente um envelope constituido por uma bicamada lipidica formada pela
membrana celular durante a saida do virus da célula hospedeira por endocitose
e, que ancora 11 glicoproteinas (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL e gM) e
duas proteinas de membrana nao glicosiladas (UL20 e US9) (ARDUINO;
PORTER, 2008; CHOWDHURY et al., 2013; GRUNEWALD et al., 2003;
KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014; TAYLOR et al., 2002;
WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

2.4 Chikungunya Virus (CHIKV)

O CHIKYV pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus e € um virus
artritogénico que foi isolado pela primeira vez na Tanzania entre 1952 e 1953 e
circula em mais de 100 paises (BAUTISTA-REYES et al., 2017; DEEBA et al.,
2020; PRESTI et al., 2014; ROBINSON, 1955; SCHNEIDER et al., 2019;
SOLIGNAT et al., 2009). O CHIKV é transmitido pelos mosquitos vetores Aedes
aegypti e Aedes albopictus (SHANMUGARAJ; MALLA; RAMALINGAM, 2019;
SILVA, J. V. J. et al., 2018). Devido a extensa distribuicdo desses vetores a
transmissao da infecgdo para novos locais ocorre de maneira facilitada, sendo
que o A. aegypti possui habitos diurnos, prefere alimentar-se de sangue humano
e possui ovos resistentes a dessecagcdo (PETERSEN; POWERS, 2016;
SHANMUGARAJ; MALLA; RAMALINGAM, 2019).

O CHIKV é um virus envelopado, capsideo icosaédrico e seu genoma é
composto por RNA fita simples de senso positivo, com tamanho aproximado de
60 — 70 nm e 12 Kb, contendo duas regides de leitura abertas (Open Reading
Frames — ORFs) nas extremidades, responsaveis por codificar as proteinas
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estruturais (nsP1-4) e ndo-estruturais (E1-3, 6K, capsideo) do virus, sendo as
ORFs flanqueadas por regides nao-traduzidas (BAUTISTA-REYES et al., 2017;
BURT et al.,, 2017; GAO et al., 2019; KHAN, A. H. et al., 2002; NG;
HAPUARACHCHI, 2010; RODRIGUEZ et al., 2019; WONG; CHU, 2018).

No Brasil, os primeiros casos de infeccdo por CHIKV foram notificados a
partir de 2013, sendo identificadas as linhagens Asiaticas e East-Central-South-
African (ECSA), responsaveis por causarem picos de infec¢gdes (YACTAYO et
al., 2016).

As manifestacdes clinicas de CHIKV variam de infeccdo assintomatica,
febre leve com erupgéo cuténea e artralgia até artrite debilitante aguda grave. O
conjunto de febre, erupgdo cutanea e artralgia, associados a outros sintomas
como dor de cabecga, mialgia, nauseas e vomito sdo caracteristicas sugestivas
de febre Chikungunya, possuindo suas manifestagdes clinicas entre 5 a 14 dias
na maioria dos pacientes (SCHILTE et al., 2013).

Outra manifestagao caracteristica da infecgao por CHIKV é a poliartralgia
simétrica, que comecga de dois a cinco dias apds o inicio da febre e afeta
predominantemente maos, pulsos, tornozelos e pés, bem semelhante a artrite
reumatoide, podendo algumas vezes afetar articulagbes maiores previamente
danificadas(PAUL, BINOY J.; SADANAND, 2018; PAUL, BINOY JAMES et al.,
2011; THIBERVILLE et al., 2013).

No momento em que essas manifestagdes artriticas perduram por mais
de trés meses apods o inicio da febre CHIKV, a doenca passa a ser chamada de
artrite crénica chikungunya, e estudos sugerem grande semelhanga com a artrite
reumatoide, devido as caracteristicas clinicas e expressao de citocinas, fazendo
com que pacientes que possuiram sintomas reumaticos fossem tratados com
corticosteroides, cloroquina e hidroxicloroquina, metotrexato, AINEs,
sulfassalazina ou agentes bioldgicos (etanercepte e abatacepte)(AMARAL et al.,
2019; AMARAL; BILSBORROW; SCHOEN, 2020; AMARAL; BINGHAM;
SCHOEN, 2020; CHAAITANYA et al., 2011; CHOW et al., 2011; HOARAU et al.,
2010; TIWARI; BERGMAN, 2018; ZAID et al., 2018).

Até o momento ndo existe nenhuma vacina aprovada para uso, porém
devido a uma parceria entre o Instituto Butantan e a Valneva (empresa
biotecnolégica franco-austriaca) vem sendo desenvolvida uma vacina

(VLA1553) que ja se encontra na fase final do ensaio clinico de fase 3. O estudo
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foi realizado nos EUA com pacientes com idade superior a 18 anos e o0s
resultados obtidos até o momento indicam que a imunogenicidade alcancada
posteriormente a vacinagdo permanece ao menos por seis meses, com uma
producgao de anticorpos em 96,3% dos pacientes avaliados. Além disso, a vacina
causou reagdes adversas minimas e demonstrou um bom perfil de seguranca.
Como forma de complementar os resultados obtidos nos Estados Unidos, ser&o
realizados ensaios clinicos no Brasil, em regides endémicas, testando assim a
real eficacia do imunizante (BUTANTAN, 2022).

2.5 Coronavirus

No final de 2019, a OMS foi informada sobre uma série de casos de
pneumonia que estaria ocorrendo na cidade de Wuhan, na China, tratando-se
de uma nova cepa de coronavirus até entdo nao identificada antes nos seres
humanos. Atualmente sete diferentes tipos de coronavirus humanos ja foram
identificados, encontrando-se entre eles o SARS-COV que é responsavel por
causar a Sindrome Respiratéria Aguda Grave, o MERS-COV que causa a
Sindrome Respiratéria do Oriente Médio, e o mais recente de todos, o novo
coronavirus, que em fevereiro de 2020 passou a ser chamado de SARS-CoV-2,
sendo esse O responsavel por causar a doenga conhecida como COVID-19
(WHO/OPAS, 2022).

A COVID-19 é uma doenca infecciosa que apresenta como principais
sintomas o cansaco, febre e tosse seca, sendo possivel que alguns pacientes
ainda apresentem a perda de paladar e olfato, congestao nasal, dor de garganta,
dores nos musculos e cabecga, conjuntivite, nauseas, vomitos, diarreia, tonturas
e até mesmo erupgdes cutaneas (WHO, 2022d). A infecgdo ocorre por meio da
exposicao a fluidos respiratérios, seja ela por inalagdo de goticulas, por meio da
deposigao das goticulas nas membranas mucosas da boca, nariz ou olhos ou ao
tocar as membranas mucosas com as maos contendo particulas infecciosas
apo6s terem entrado em contato com superficies com virus ou fluidos respiratérios
(CDC, 2021b). A infeccdo por SARS-CoV, causa uma infecgdo que esta
associada ao aumento nos niveis de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias
que acarretam o desenvolvimento de pneumonia atipica, com possibilidade de
ocasionar insuficiéncia pulmonar e um rapido comprometimento respiratorio
(DING et al., 2004).
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Até o dia 12 de julho de 2022, no cenario mundial, a COVID-19 apresentou
554.290.112 casos de pessoas infectadas, sendo que desses 6.351.801 vieram
a obito. Ja no Brasil, o numero de pessoas infectadas e que vieram a ébito foram
32.874.501 e 673.554, respectivamente. O maior registro de casos de incidéncia
ocorreu na quarta semana de janeiro de 2022 com 23.198.215 casos
confirmados; ja em relag&o aos 6bitos, 0 maior numero confirmado foi na terceira
semana de janeiro de 2021 com 102.104 mortes (WHO, 2022e¢).

A realizagao de pesquisas e com isso a obtencado de dados clinicos sobre
o SARS-CoV-2 sugerem potenciais farmacos que podem ser reposicionados e
que apresentam uma terapéutica eficaz e efeitos farmacolégicos adequados no
tratamento de pacientes com COVID-19. Segundo a FDA, alguns medicamentos
ja existentes foram aprovados para serem utilizados de forma emergencial, entre
eles alguns medicamentos antivirais como o rendesevir, medicamentos anti-
inflamatorios, anticorpos monoclonais e até mesmo a terapia imunomoduladora
como opgdes para o manejo farmacolégico (CDC, 2022a).

Como ferramenta para a pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento da COVID-19, o Virus da Hepatite Murina
(MHV-3) tem sido utilizado como como um substituto nas pesquisas, ja que
possui uma semelhanga filogenética com o SARS-CoV-2, além de n&o ser
necessario um alto nivel de biosseguranga nos laboratérios de pesquisa para
sua manipulagdo. O MHV-3 pertence ao género betacoronavirus, € um virus de
RNA de fita simples, senso positivo, envelopado, com um diametro de 80 a 120
nm (GORBALENYA et al., 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar uma triagem citotéxica de espécies do género Baccharis frente a
diferentes linhagens celulares tumorais e avaliar a atividade antiviral frente aos
virus herpéticos humanos (HSV), chikungunya (CHIKV) e ao coronavirus murino
(MHV-3).

3.2 Objetivos especificos

|. Avaliar a atividade citotoxica das amostras de Baccharis frente a diferentes

linhagens de células tumorais humanas;

II. Avaliar a citotoxicidade das amostras mais ativas frente a linhagem n&o
tumoral (células VERO) a fim de se obter o indice de seletividade (1S);

[ll. Avaliar a citotoxicidade das amostras de Baccharis frente as células VERO,
as quais sao permissivas a infec¢ao pelo HSV-1 e pelo CHIKV, e frente as

células L929, as quais s&o permissivas a infecgao pelo MHV-3.

IV. Avaliar a atividade antiviral in vitro das amostras de Bacchatris, frente aos virus
HSV-1 cepas KOS e 29-R (sensivel e resistente ao aciclovir,
respectivamente), frente ao CHIKV (cepa SLZ12) e frente ao MHV-3.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado em duas unidades de conservagao da Mata
Atléntica (Serra da calgada — MG e Parque Nacional do Caparaé — MG/ES), pela
equipe do professor Dr. Geraldo Wilson Fernandes, Laboratorio de Ecologia
Evolutiva - Departamento de Biologia Geral, Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB), da Universidade Federal de Minas Gerais. As espécies foram identificadas
pelo taxonomista Gustavo Heiden e posteriormente todas as exsicatas foram
depositadas no Herbario ECT (Herbario da Embrapa Clima Temperado,
Pelotas).

As amostras botanicas foram secas em estufa com circulagao forgada de
ar, a temperatura maxima de 40°C. Em seguida, o material foi separado em
folhas e caules e posteriormente pulverizado em moinho de facas. As drogas
vegetais pulverizadas foram acondicionadas em frascos de vidro lacrados e
protegidos da luz e armazenadas em sala com temperatura controlada.

Os materiais vegetais pulverizados de Baccharis spp. foram submetidos
a maceragao com etanol 96° GL. Este entdo foi eliminado em fluxo de ar, a
temperatura ambiente, por 72 horas. Em seguida os extratos foram liofilizados e
armazenados em sala com temperatura controlada (25° C).

Alguns extratos das espécies de Baccharis foram selecionados, diante
das respostas em diferentes modelos bioldgicos, e submetidos a uma percolagéo
exaustiva com etanol 96°GL. O solvente foi eliminado em evaporador rotatério,
sob pressédo reduzida, a temperatura maxima de 45°C. Em seguida, os extratos
foram liofilizados e armazenados em dessecador. Uma parte de cada extrato
obtido por percolacdo exaustiva foi solubilizada em uma solugdo de
metanol/agua (3:7) e submetida a particho sequencial com n-hexano,
diclorometano e acetato de etila. Apds a remocao dos solventes em evaporador
rotatério, a temperatura maxima de 45°C, foram obtidas as fragdes hexanica,
diclorometénica, acetato de etila e hidrometandlica, sendo posteriormente
liofilizadas.
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Espécie Local de coleta Parte usada
Baccharis intermix Serra do Cip6 Folhas
Baccharis reticularia Serra do Rola Mocga Folhas
Baccharis concinna Serra do Cipé Folhas
Baccharis dracucunlifolia Serra do Cipé Folhas

Baccharis aphylla Serra do Cipé Partes aéreas
Baccharis platypoda Parque do Caparad Folhas
Baccharis calvescens Serra da Calcada Folhas
Baccharis symphyopappus Serra da Calcada Folhas
Baccharis retusa Serra da Calcada Folhas
Baccharis brevifolia Serra da Calcada Folhas

B. myriocephala

Serra da Calcada

Partes aéreas

Baccharis imbricata

Parque do Caparad

Folhas

Baccharis hemiptera

Parque do Caparad

Partes aéreas

Baccharis opuntioides

Parque do Caparad

Partes aéreas

Baccharis megapotamica Parque do Caparad Folhas
Baccharis parvidentata Parque do Caparad Folhas
Baccharis magnifica Parque do Caparad Caules

Baccharis altimontana

Parque do Caparad

Partes aéreas

4.1.1 Preparo das solugdes-estoques

As solugdes-estoques foram preparadas a partir dos extratos e fragdes

liofilizados. ApOs pesados, os extratos e fragbes foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO, Merck®).
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Para a realizagdo dos ensaios biologicos, as solugdes-estoques foram
diluidas em meio de cultura, adequado para cada linhagem celular, com o intuito
de obter concentragcdes desejadas, sem que a concentragdo de DMSO
ultrapassasse 1%. Esta concentragao (<1%) nao é citotoxica e foi utilizada a
mesma quantidade deste reagente nos controles n&o tratados dos ensaios.

4.2 Culturas celulares

4.2.1 Células

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas linhagens celulares
humanas de cancer de pulmdo e de prostata, com diferentes potenciais
metastaticos. As células de cancer de pulmao utilizadas foram células de cancer
de pulmao do tipo células ndo pequenas (CPCNP) a saber: células A549
(ATCC:CCL185) e células H460 (ATCC:HTB-177). Ja as células de cancer de
préstata utilizadas foram as células PC-3 (adenocarcinomas de prostata
insensiveis a terapia antiandrogénica). Foram também utilizadas células n&o
tumorais VERO (ATCC: CCL-81), as quais sao fibroblastos de rim de macaco
africano (Cercopithecus aethiops). As células VERO, A549 e H460 foram
adquiridas do ATCC® (American Type Culture Collection) e as células PC-3
foram adquiridas do DSMZ® (German Collection of Microorganisms and Cell

Cultures).

Para os ensaios de atividade antiviral, também foram utilizadas as células
VERO (ATCC:CCL 81), pela alta permissividade a replicag&o in vitro do HSV-1
e CHIKV e também por permitir a visualizagao do efeito citopatico (HU; HSIUNG,
1989). Para os ensaios com o MHV-3, foram empregadas as células L929 as
quais consistem de uma cultura de fibroblastos murino com alta permissividade

a infeccéo e replicacao in vitro do coronavirus murino MHV-3.

4.2.2 Meios de cultura

A linhagem celular PC-3 foi cultivada em meio RPMI 1640 sem vermelho
de fenol (Gibco®), A549, L929 e VERO foram cultivadas em meio MEM (Gibco®),
PC3 foi cultivada em DMEM sem vermelho de fenol (Gibco®) e H460 foi cultivada
em meio RPMI1640 (Gibco®). Os meios foram suplementados com 10% de Soro

Fetal Bovino (SFB - Gibco®), e as células mantidas a 37 °C, em atmosfera Umida
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de 5% de CO. Para obter subculturas celulares e posterior realizagdo de
experimentos, utilizou-se a tripsina (Sigma®) como enzima proteolitica
dissociante. Essa enzima € responsavel por catalisar reagdes de quebra de
cadeias polipeptidicas em determinadas sequéncias de aminoacidos.

4.3 Virus

4.3.1 Origem das cepas virais

Os virus utilizados foram o Herpes Simplex Virus tipo 1 (HSV-1), cepa
KOS (sensivel ao aciclovir) e 29-R (resistente ao aciclovir), ambas provenientes
da Faculdade de Farmacia, Universidade de Rennes, Franca; Chikungunya Virus
(CHIKV), cepa SLZ12, coletada, isolada e identificada de acordo com o protocolo
2.498.658. aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humanos, CEP-
UNICEUMA, Maranh&o e o coronavirus murino (MHV-3), proveniente da
Universidade Estadual de Campinas, Sao Paulo.

4.3.2 Preparo das suspensodes-estoques virais

A preparagao das suspensdes-estoques virais foi conforme metodologia
descrita por (SIMOES; AMOROS; GIRRE, 1999).

Frascos de cultura celular, contendo células VERO ou L929 semeadas
24 h antes da infeccdo, foram inoculados com uma suspensédo viral estoque.
Para isso, 0 meio de cultura existente foi aspirado e a monocamada celular foi
lavada com solugdo tampéo fosfato (PBS) para que restos celulares e resquicios
de SFB fossem removidos. Em seguida, a monocamada celular foi infectada com
1mL da suspensao viral estoque (HSV-1, cepas KOS ou 29-R; CHIKV, cepa
SLZ12 ou MHV-3) e incubada por 1 h a 37 °C, em estufa de CO2 para permitir a
adsorcao e penetracdo viral. Apos este periodo, o excesso de virus foi retirado
por sucgao a vacuo e 10 mL de meio MEM sem SFB foram adicionados a
monocamada celular infectada e o frasco foi incubado a 37°C em atmosfera
umedecida contendo 5% de COs..

O efeito citopatico foi monitorado por meio de microscopio invertido
durante cada ciclo de replicagao viral (18 h). Quando a monocamada celular
demonstrou 100% de efeito citopatico viral, a garrafa foi congelada a -80 °C e
descongelada a 37 °C e esse ciclo foi repetido por 3 vezes para que ocorresse
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o rompimento total das células e liberacdo das particulas virais. A suspensao
viral foi entdo centrifugada por 5 minutos a 5000 RPM, em centrifuga refrigerada
a 4°C, para que houvesse a separacdo dos debris celulares e virus. O
sobrenadante, com a suspensao viral, foi aliquotado em tubos estéreis, titulado
e armazenado a -80 °C até sua posterior utilizagéo.
4.3.3 Determinacédo dos titulos infecciosos virais

Antes de realizar a avaliagado da potencial atividade antiviral dos extratos,
€ importante o conhecimento da infecciosidade dos indculos virais produzidos. A
infecciosidade pode ser determinada como unidades formadoras de placas
(UFP), assim sendo possivel conhecer a concentragao viral por mL, ou seja, o
titulo viral. Os titulos infecciosos dos estoques virais de HSV-1 e CHIKV foram
determinados através do método de contagem de placas de lise enquanto o titulo
do MHV-3 foi obtido por meio do ensaio de TCIDsp, ambos os métodos foram
descritos por (BURLESON, F. G.; CHAMBERS, T. M.; WIEDBRAUK, 1992).

Para HSV-1 os ensaios foram realizados em placas de 24 cavidades, que
foram previamente preparadas da seguinte forma: suspensdes de células VERO,
na densidade de 2,5 x 10° células/cavidade/0,75 mL, foram cultivadas em meio
MEM, suplementado com 10% de SFB, e incubadas a 37°C em estufa de CO2
por 24 h até completa confluéncia. Apds este periodo, o meio de cultura de cada
cavidade foi removido e a monocamada celular lavada com PBS. As células
entdo foram infectadas com 400 pL de diferentes diluicbes seriadas da
suspensao viral na razao 1:10, em meio MEM sem SFB (irés réplicas para cada
diluicdo). As placas, entdo, foram incubadas durante 1 h, sendo agitadas
cuidadosamente a cada 15 minutos para que houvesse uma melhor distribuicdo
da suspensao viral. Apos esse tempo, a suspenséo viral foi aspirada e, em cada
cavidade, foram adicionados 500 pL de uma solugdgo de CMC 1,5%
(carboximetilcelulose - Sigma®) e MEM 2x, na proporgdo 1:1. As placas entédo
foram novamente incubadas por 48 h e apods este periodo, o meio foi retirado e
as células fixadas e coradas pela adicdo de 200 pyL do corante preto de
naftaleno’ por 20 min, a temperatura ambiente, em agitador horizontal. Apds este
tempo, o corante foi aspirado e a placa de cultura foi colocada para secar a

! Preparo da solugdo de preto de naftaleno: 100 mg do corante preto de naftaleno (Sigma®) foram
dissolvidos em 100 mL de uma solugéo aquosa a 5% de acido acético (Merck®), sendo o pH ajustado, se
necessario, para 2,3-2,5. Esta mistura foi filtrada através de papel filtro e estocada a 4°C, sendo aquecida
em banho-maria a 37°C, antes de seu uso.
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temperatura ambiente, sendo possivel a quantificagao das placas de lise através
da visualizacdo em microscépio estereoscépio. Para calcular os titulos virais,
foram contados os focos de infecgcdo na ultima diluicdo, que se caracterizam por
areas claras de lise celular, chamadas de placas de lise ou focos.

O titulo viral foi calculado pela equacao abaixo, e expresso como sendo o
numero de Unidades Formadoras de Placas por mililitro (UFP/mL):

Placas de lise da ultima diluicao que apresentou placa X Reciproca da ultima dilui¢ao

UFP = Volume do in6culo em mL

Para o CHIKV algumas alteragbes metodologicas foram realizadas. Uma
suspenséo de células VERO, com a densidade de 3,5 x 10° células/cavidade/mL
foram inoculadas previamente em placas de 12 cavidades e incubadas. Apds
24 h as células entdo foram infectadas com 400 pL de diferentes dilui¢cdes
seriadas da suspensao viral na razdo 1:10, em meio MEM sem SFB (trés réplicas
para cada diluigdo) e incubadas por 1 h em estufa a 37°C e 5% de CO.. Apos
esse tempo, a suspensado viral foi aspirada e em cada cavidade foram
adicionados 700 pL de uma solugdo de CMC 2,0% (carboximetilcelulose -
Sigma®) e MEM 2x, na proporgéo 1:1, com adigdo de 1% de MgCl. e 1% de
Piruvato de sddio. As placas entdo foram novamente incubadas por 48 h e, apds
este periodo, as células foram fixadas com PBS/formaldeido 10% e coradas com
cristal violeta 1%.

Para a determinacao do titulo viral de MHV-3 foi previamente preparado
uma suspensdo celular de L1929, com densidade de 3,0 x 10°
células/cavidade/mL, cultivadas em meio MEM e suplementada com 10% de
SFB, sendo entédo adicionadas em uma placa de 24 cavidades, e posteriormente
incubada a 37°C em estufa de CO2 por 24 h até completa confluéncia. Apds esse
periodo, foi removido o meio de cultura de cada cavidade e a monocamada
celular foi lavada com PBS. As células entdo foram infectadas com 400 uL da
suspensao-estoque viral, diluida em série na razdo 1:10, em meio MEM sem
SFB e as placas foram incubadas por 1 hora, sendo cuidadosamente agitadas a
cada 15 minutos para uma melhor distribuicdo da suspensao viral. Apds essa
etapa, a suspenséo viral foi aspirada e em cada cavidade foram adicionados 500
ML de MEM e as placas foram novamente incubadas por 72 h sendo avaliado

diariamente o efeito citopatico que cada diluigéo viral provocava na monocamada
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celular. Sendo assim, para a determinagéo do titulo, foi considerada a maior
diluicido viral que apresentou efeito citopatico.

4.4 Avaliacao da citotoxicidade

4.4.1 Avaliagao do potencial citotoxico

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada por meio do ensaio
colorimétrico de sulforrodamina B (SRB), descrito por Vichai; Kirtikara, 2006 e
padronizado no Laboratério de Virologia Aplicada por Silva, I. T., 2009. Este
ensaio consiste em um método in vitro, que se fundamenta na capacidade do
corante em ligar-se a componentes proteicos das células previamente fixadas
com acido tricloroacético (TCA), possibilitando a quantificagédo proteica.

Procedimento: Suspensdes de cada linhagem celular (para linhagens
tumorais a densidade celular foi de 1x10* células/cavidade, enquanto para VERO
e L929 a densidade celular foi de 2,5x10* células/cavidade), obtidas por
tripsinizagao de frascos de cultura celular, foram distribuidas em uma placa de
96 cavidades (100 uL/cavidade). Apds 24 horas, foram adicionados 100 yL dos
materiais-teste diluidos em meio de cultura adequado, em diferentes
concentragdes, na faixa de 500 a 0 ug/mL, por meio de dilui¢des sucessivas na
razao 1:2, sendo a placa novamente incubada por 48 h nas mesmas condi¢cdes
de temperatura e CO..

Ap0s este periodo, sem remover o sobrenadante, as células foram fixadas
por meio da adigdo de 100 yL de uma solugdo aquosa de TCA a 10% em cada
cavidade e a placa foi incubada por 1 h a 4°C. As cavidades foram
cuidadosamente lavadas trés vezes com agua destilada e deixadas 24 h a
temperatura ambiente para secagem. Em seguida, as células fixadas foram
coradas com 100 uL da solugdo acida de sulforrodamina B2 (0,057% p/v) por 30
min. O corante n&o ligado as proteinas foi removido por meio de trés lavagens
sucessivas com uma solugédo aquosa de acido acético a 1% (v/v), e a placa foi
seca novamente por 24 h. A partir disso, procedeu-se a extragdo do corante
ligado as proteinas, com a adigao de 100 uL, em cada cavidade, de uma solugéo

2 Preparo da solugao acida de sulforrodamina B: 57 mg de sulforrodamina B (Sigma®) foram dissolvidos
em 100 mL de uma solugédo aquosa a 1% de acido acético (v/v) (Merck®).
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tampao de Tris Base 10 mM? (pH 10,5). A placa foi agitada por 10 min a
temperatura ambiente para que todo o corante fosse dissolvido e as
absorbancias foram medidas em um espectrofotdmetro (Spectra MD2, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA) a 510 nm. Entdo os valores de absorbancia
obtidos para as diferentes concentracbes de cada material-teste foram
transformados em porcentagens de viabilidade celular, em relagdo ao controle

celular, o qual foi considerado 100% viavel, pela seguinte equagéao:

(Absorbancia do material teste x 100)
CCSO ==

Absorbancia do controle celular

Logo apods, os percentuais calculados referentes as diferentes
concentragbes das amostras, foram inseridos em um grafico, e, por meio de
analise de regressdo nao linear, foi possivel calcular os valores de CCso
(concentragao de cada amostra que reduziu em 50% a viabilidade celular). Os
valores calculados s&do as representacbes da média de trés experimentos
independentes com seu intervalo de confianga de 95% (IC 95%).

4.5 Avaliacao da seletividade

O indice de Seletividade das amostras foi calculado com base nos valores
de CCsp obtido em células VERO e células tumorais, de acordo com a seguinte

equacgao:

_ CC50VERO
"~ CCseTum

Onde CCsoVERO equivale ao valore de CCso da amostra em células
VERO (saudaveis), e CCsoTum equivale ao valor de CCso da amostra para cada
linhagem tumoral (SILVA, I. T., 2009).

3 Preparo da solugio Tris-Base 10 mM: 242,2 mg de Tris-Base (Sigma®) foram dissolvidos em 200 mL
de agua Milli-Q, e o pH foi ajustado até 10,5.
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4.6 Avaliacao da potencial atividade antiviral

4.6.1 Avaliagao do potencial anti-herpético e anti-CHIKV

A avaliagdo da atividade antiviral das amostras frente ao HSV-1 (cepas
KOS e 29-R) e CHIKYV foi realizada por meio do ensaio de redugdo do numero
das placas de lise, conforme metodologia proposta por (DE LOGU et al., 2000),
com pequenas modificagdes. Para cada ensaio foram realizados controles virais,
onde as células foram infectadas e nédo tratadas, e controles celulares, onde as
células ndo foram infectadas nem tratadas. Nos experimentos envolvendo os
virus herpéticos foi empregado como controle positivo o Aciclovir (ACV —
Sigma®).

Procedimento: células VERO foram cultivadas em placas de 24
cavidades (2,5 x 10%/cavidade/0,75 mL) e incubadas a 37°C, 5% de CO- até a
confluéncia (24 h). Apos 24 h, o meio foi aspirado cuidadosamente com o auxilio
de vacuo e a monocamada celular confluente foi lavada trés vezes com PBS e
infectadas com 100 UFP de HSV-1, por meio da adicdo de 400 yL de uma
suspensao viral previamente titulada. Apdés 1 h de adsorgéo a 37°C e 5% de COo,
as células foram lavadas com PBS e 500 yL de uma solugdo de CMC e meio
MEM 2X foram adicionados no controle celular e controle viral, enquanto nas
demais cavidades foram adicionadas 500 yL desta mesma solu¢do contendo
diluicdes das diferentes amostras testadas ou do controle aciclovir. As placas
foram incubadas por 48 h, a 37°C e 5% CO.. Passado este periodo, o meio foi
aspirado e as células foram coradas com 300 pyL de solucdo de preto de
naftaleno (conforme descrito no item 3.3.3). Apdés 20 min, em agitagdo e
temperatura ambiente, o corante foi aspirado e as placas contadas através da
visualizagdo em microscépio estereoscédpio. Apds a contagem das placas, a
porcentagem de inibigdo da replicagao viral de cada amostra, com relagéo aos

controles virais, foi calculada pela seguinte equacgao:

Numero de placas amostras

% de inibicdo = (1 — ) x 100

Numero de placas controle viral

Em seguida, os percentuais calculados foram inseridos em um grafico, e através
da analise de regressao néo linear, foi possivel calcular os valores de Clso, ou

seja, a concentragao de cada amostra que inibe 50% a infecgdo viral. Os valores
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de Clsp representaram a média de trés experimentos independentes e foram

expressos com seus respectivos intervalos de confianca de 95%.

De posse dos valores de CCsp e Clsg foi possivel calcular o indice de seletividade
(IS) de cada amostra, utilizando a seguinte equagao:

CCso

IS:
Clg,

Em seguida, foram realizados experimentos para avalicdo do potencial
anti-CHIKV. Para isso células VERO foram cultivadas em placas de 12 cavidades
(3,5 x 10%/cavidade/mL) e incubadas a 37°C, 5% de CO; até a confluéncia (24
h). Apds 24 h, o meio foi aspirado e a monocamada celular foi lavada trés vezes
com PBS e infectada com 50 UFP de CHIKV, por meio da adicdo de 700 pL de
uma suspenséo viral previamente titulada. Apos 1 h de adsorgéo a 37°C e 5%
de COg, as células foram lavadas com PBS e 700 yL de uma solugdo de CMC e
meio MEM 2X foram adicionados no controle celular e controle viral, enquanto
nas demais cavidades foram adicionadas 700 uL desta mesma solu¢ao contendo
diferentes diluicbes das amostras testadas. As placas entdao foram novamente
incubadas por 48 h e, apos este periodo, as células foram fixadas com
PBS/formaldeido 10%, agitadas por 40 minutos e entdo corada com cristal
violeta 1%. Apds 20 min, em agitacdo e temperatura ambiente, o corante foi
aspirado e as placas contadas através da visualizagdo em microscopio
estereoscopio. Apds a contagem das placas, a porcentagem de inibicdo da
replicagao viral de cada amostra foi calculada conforme descrito anteriormente

para o HSV.

4.6.2 Avaliagao do potencial anti-coronavirus

A avaliacdo da atividade antiviral das amostras frente ao MHV-3 foi
realizada por meio do ensaio de visualizagado do efeito citopatico viral (ECP)
seguido de determinagao do titulo viral por ensaio de placa de lise, conforme
metodologia proposta por BURLESON, F. G.; CHAMBERS, T. M.; WIEDBRAUK,
1992, com pequenas modificagdes. Para cada ensaio foram realizados controles
virais, onde as células foram infectadas e n&o tratadas, e controles celulares,

onde as células nao foram infectadas nem tratadas.
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Procedimento: células L929, foram cultivadas em placas de 96
cavidades (contendo 2,5 x 10* células/cavidade/0,1mL) e incubadas a 37°C, 5%
de CO2 por 24 h até completa confluéncia. Apds 24 h, o meio foi aspirado e a
monocamada celular foi infectada com 50 pL de uma suspensio viral
previamente titulada. Apos 1 h de adsorcéo a 37°C e 5% de CO2, a suspensao
viral foi retirada e entdo 100 pL das amostras na concentracdo de 50 pug/mL
foram adicionados em cada cavidade, com excecdo das cavidades do controle
viral e controle celular, para posteriormente as placas serem incubadas
novamente 37°C, 5% de CO2 por 48 h. Apds esse periodo, com o auxilio de
microscopio invertido, foi avaliado a inibigdo do efeito citopatico induzido pelas
amostras e, entdo, o sobrenadante foi coletado e armazenado no freezer a
-80°C para posterior titulacao.

Para as amostras que apresentaram uma reducdo visual do efeito
citopatico viral, foi realizado a titulagcdo de acordo com o que esta descrito no
item 4.3.3.

4.7 Analise estatistica

Para realizar os calculos de CCso e Clso, utilizou-se analise de regresséo
nao-linear, por meio de curvas de concentracdo x efeito, sendo que os
experimentos foram realizados em duplicata ou triplicata e, os valores expressos
juntamente com o Intervalo de Confianga de 95% (IC95%). As analises foram

realizadas por meio do Software GraphPad Prisma 8.01.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagao do potencial efeito citotoxico

Os resultados do potencial efeito citotoxico dos extratos e fracdes de
espécies do género Baccharis em diferentes linhagens celulares tumorais estéo
descritos na Tabela 1.

No presente trabalho foram considerados como mais promissores 0s
extratos e fragbes que apresentaram valores de CCsp menores que 50 ug/mL
(COS et. al., 2006) nas trés linhagens tumorais testadas. Como foi o caso do
extrato de B. megapotamica e suas fragbes (em acetato de etila, diclorometano
e hexano), bem como as fragées em diclorometano e hexano de B. imbricata.
Outros extratos que apresentaram resultados interessantes para ao menos duas
das linhagens tumorais testadas, foram o extrato de B. symphyopappus e o de
B. imbricata. Como pode ser observado na tabela 1.

Ao ser considerado os valores de indice de seletividade (IS), foram
consideradas promissoras as amostras que apresentaram valores de 1S>4, que
demonstra uma seletividade da amostra em relagcéo a célula tumoral, com menos
efeitos em células saudaveis. Diante disso, os extratos de B. intermix, B.
reticularia, B. aphylla, B. calvescens e B. retusa se enquadram dentro desses

valores, como pode ser observado nos graficos 1, 2 e 3.

Tabela 1: Potencial citotoxico das amostras de Baccharis spp.

H460° PC3® A549° VERO*
Espécie CC5oef - CCso IS CCso IS CCso
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
B. intermix (74203 1352,65) il (75,297 :8126,6) 3,75 DL SA. (22%?6-,69093,6)
B. reticularia (75?19 171%6,5) 4,93 (78,8957 :21(1)9,8) 4,55 D S (26232-'?397,0)
B. concinna ey SAL a0, SA N.D. SA.  >500,00
B. dracucunlifolia (64;16 j‘;‘é‘zg) 2,91 (70226 12587,5) 2,56 N.D. S.A. (185%2.'2&,5)
B. aphylla oo aa0n 609 sSieres 323 ND. SA 05 2040
B. platypoda gazrore 010 @oowen 225 100 SA 50T,
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B. calvescens (44,?02 121,44) 7,92 (61,;: 179?,04) 5,16 (65,8953 :921,6) 4,14 (263253’58507,1)
B. symphyopappus ey aeey 281 sraeany 377 ND. SA sne tena
B. retusa a2 004 IO 574 >100  sA 49810
B. brevifolia (33,‘218:%,31) Elie (53,9667:182,52) 2,18 (47,0653:‘;%,48) 28l (86;;{-658,7)
(Ac?étg’[rs ‘ggog?ila) (97,1311 1-’13 207,3) SA (87,14%?2%,7) SA N.D. SA >500,00
(DiB¢|£:oen‘qi£(:gﬁo) (42,?66 ﬁg,ss) 372 s ,211 1%3,35) 3,39 D B (15%(,)79-’2%91,0)
B. myriocephala (36,33132‘87) 2,06 (46,8%3 1162,02) 1,61 (55,223 13;25,7) R (702(? o 9)
B. imbricata (29,313 1%9,53) 1,21 (18,352 :1223,08) 1,83 (51,28’-?25,7) e (33,:)110 132,42)
(Ac:Bét;Tot) Ziaé§|a> Gosé iz 121 gomieaas 168 2100 SA g
(Dilci%bnrwiggio) @osiizesy 15 ep'zosy 187 goaiissy OB s7o a0os
B& Agf:ﬁg;a (21 ,9235l63%,08) (22 (14,;27 :21%),87) 1,52 (24,12;3 :%(2),43) Ul (23,%06’-28,47)
B. hemipteran (11;,32_"11?7,9) 1.84 (97,12%2-’?581,7) 1,98 >100 S (200,%394,7)
B. opuntioides (90‘1325_’?22,0) 2,30 (87,13%7.’17 392,9) 2,24 = 100 S (21%,‘;1-'277%,2)
B. megapotamica (0,916’.3 16,91> 3,61 (4,698 '.213,50) 059 4 ,s%’-qz?) 177 (3,3‘:3’fa 9,16>
?Ag;?a%éo’pgéag‘:i{g? (3,9%’-229% 2 &gso 1‘;‘3,62) 0.70 (4.92’?207) 220 ;2412168'13)
s o oA M, s com sa oo
5 n”(zgeaxpaontg;‘mca (0,91 ,—217,78) 3,03 (4,016’-9192,19) 0,55 <078 SA. (2,83,—82,29)
B. parvidentata (67‘533816921, 13 093 (55’0621572’79) 1,13 > 100 S.A (61,3722 ;783;,26)
B. magnifica (44,?12l?:s52,13) 1,51 (36,330 1%105,30) 1,94 (43,231 111919,7) e (62,2709121%0,9)
B. altimontana (83‘10(;2_’?2%,0) S.A. (1 01918_’2%%0) S.A. > 100 S.A. >500,00
Paclitaxel (uM) <0,01 - <0,01 - (0,002’920(,)03) - -

#H460: carcinoma de pulmao humano
®PC3: adenocarcinoma de prostata insensiveis a terapia antiandrogénica
°A549: carcinoma de pulmao humano

4VERO: fibroblasto de macaco verde da &frica
®CCso: concentragdo em que reduz 50% a viabilidade celular

fIC 95%: intervalo de confianga de 95%

91S: indice de seletividade
"N.D.: ndo determinada
'S.A.: sem atividade

IPaclitaxel: controle positivo
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Figura 1: Valores de CCso em células A549 e VERO e valores de IS.
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Figura 2: Valores de CCso em células H460 e VERO e valores de IS.
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Figura 3: Valores de CCso em células PC3 e VERO e valores de IS.
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Kobal e colaboradores (2020) avaliaram a atividade mitocondrial de
células HEp-2 (carcinoma de laringe humano) em contato com diferentes
concentragdes (107°a 103 mol/L) de artepelin C, em trés diferentes tempos de
tratamentos experimentais (12, 24 e 48 horas). Eles observaram que em uma
concentragéo de 5 x 10~° mol/L, a viabilidade celular é afetada, independente do
tempo de incubacdo; em contrapartida, em concentragdes mais elevadas, a
viabilidade celular é reduzida de forma significante, demonstrando assim
potencial citotoxico do artepelin C. A atividade citotoxica da prépolis brasileira
também foi avaliada por Fridbn-Herrera e seus colaboradores) no ano de 2017,
onde foi possivel observar que ocorreu uma diminuicdo concentragao-
dependente na viabilidade celular de HEp-2 quando utilizado concentracdes de
50 e 100 pg/mL.

Outro estudo realizado, foi a avaliagcdo das propriedades citotdxicas do
extrato aquoso e fragcdes de B. trinervis brasileira e colombiana. Nesse trabalho
foi possivel observar que as fracbes obtidas a partir da planta brasileira
reduziram de forma significativa a sobrevida das células CHO em concentragées
superiores a 0,05 mg/mL. Ja a planta colombiana mostrou uma toxicidade
semelhante, porém as alteragdes na viabilidade celular foram induzidas
dependente da concentragéo testada (JARAMILLO-GARCIA et al., 2018).
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5.2 Determinacao dos titulos infecciosos virais

As suspensdes-estoques virais foram preparadas como descrito no item
3.3.2 e seus titulos infecciosos foram determinados conforme orientagdes
descritas no item 3.3.3. Os titulos avaliados em relagdo a suspenséao viral de
HSV-1 (cepa KOS) foi de 6,77 x 107, para cepa 29-R o titulo viral foi de 1,37 x
107, para o CHIKV o titulo viral foi de 2,37x10° UFP/mL e, para o MHV-3, foi 1x10”
TCID50/mL .

5.3 Avaliagao da citotoxicidade e da atividade anti-herpética

5.3.1 Avaliagéo da citotoxicidade

A avaliagédo da citotoxicidade das amostras de Baccharis sp. frente as
células VERO, foi realizado utilizando o ensaio colorimétrico com sulforrodamina
B (VICHAI; KIRTIKARA, 2006), descrito no item 3.4.1. As amostras e suas
fragbes foram testadas em uma concentragéo inicial de 500 pg/mL. Cada
material testado teve seus valores de CCso, calculados ap6s 48 h de incubagéo
como podem ser visualizados nas Tabelas 3 e 4.

De acordo com os valores de CCsp, apenas os extratos de B.
dracucunlifolia, B. aphylla, B. brevifolia, B. opuntioides, fracdo diclorometano de
B. brevifolia e fragédo acetato de etila de B. imbricata apresentaram efeitos tdéxicos
moderados, com valores variando de 140,10 uyg/mL até 241,70 pg/mL, enquanto
os extratos de B. intermix, B. reticularia, B. concinna, B. platypoda, B.
calvescens, B. retusa, B. altimontana e a fracdo acetato de etila de B. brevifolia
apresentaram baixos indices de toxicidade nas células VERO, com valores de
CCsg variando de 277,70 ug/mL a >500 ug/mL.

5.3.2 Avaliagéo da atividade anti-herpética

Os extratos que apresentaram os resultados mais significativos em
relacao a inibigdo da replicagao do HSV-1, cepa KOS, foram os extratos obtidos
de B. intermix, B. reticularia, B. platypoda, B. concinna e B. altimontana, além da
fragao acetato de etila de B. brevifolia, com valores de IS de 50,23, 27,68, 24,06,
28,60, 48,12 e 46,34, respectivamente. Ja para a cepa resistente ao aciclovir
(29-R) os extratos de B. intermix, B. retusa e a fragdo acetato de etila de B.
brevifolia foram os mais ativos, com valores de IS de 37,05, 35,46 e 34,84,
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respectivamente. Esses valores de IS demonstram o quao seletivos sdo esses

extratos e fracbes em relagcdo as cepas virais avaliadas.

Tabela 2: Resultados da atividade anti-herpética de amostras de Baccharis sp.
frente ao HSV-1, cepa KOS.

Espécies vegetais

aCCso ug/mL

¢Clso

testadas (*IC 95%) (IC 95%) IS
B. intermix (222,616-’2(?3,6) (4’75’_?;11’22) 50,23
B. reticularia (26‘51'12_’;3?%0) (10’3?:922,16) 27,68
B. concinna >500,00 o8 223 28,60
B. dracucunilifolia (18%,282_’2%%’5) (11’2(?:1216,23) 14,71
B. aphylla (175,255-,;?4,8) (13,527:%:1;,19) 8,34
B. platypoda (213,727-’37&4) (5,0” :%54) 24,06
B. calvescens (26:7325_’585?7‘ 1) 1 0526:16277) 14,77
B. brevifolia 609 ) 195 225) 11,25
(Aitgtrg ‘ggog?ila) >500,00 (7,339 :712,74) 46,34
B. imbricata 140,10 29 38 477

(Acetato de etila) (121,9 - 160,9) (15,87 - 54,40) ’

B. opuntioides e ) 2585 7511 5,56
B. altimontana >500,00 10,39 48,12

(7,923 - 13,62)

aCCso. concentragdo em que reduz 50% a viabilidade celular

e|C 95%: intervalo de confianga de 95%.

Clso: concentragdo em que inibe 50% da replicagao viral

4S: indice de seletividade

Os valores representam a média de trés experimentos independentes

Aciclovir: utilizado como controle positivo e apresentou 100% de inibigao da replicagéo viral

Tabela 3: Resultados da atividade anti-herpética de amostras de Baccharis sp.
frente ao HSV-1, cepa 29-R.

Espécies vegetais aCCso ug/mL Clso as
testadas (°IC 95%) (IC 95%)
B. intermix (222‘??’?(?3’6) (6‘489’_9105’14) 37,05
B. reticularia (26‘51j2_’733()7’0) 1 1’;98;287779) 24,33
B. platypoda 277,70 11,64 23,86

(212,2 - 363 4) (8,72 - 15,55)
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458,10

12,92

B. retusa (325,9 - 643,8) (8,82 — 18,93) 35,46

o 146,50 8,70
B. brevifolia (86,3 - 248.7) (5.97 - 12,68) 14,19

B. brevifolia 14,35
(Acetato de etila) >500,00 (11,39 -18,07) 34.84
B. brevifolia 209,60 10,57 2167

(Diclorometano) (154,7 - 284,0) (6,66 — 16,77) ’

. 18,91

B. altimontana >500,00 (8.20 — 43.63) 26,44

aCCso: concentracdo em que reduz 50% a viabilidade celular

bIC 95%: intervalo de confianca de 95%.

¢Clso: concentracao em que inibe 50% da replicagdo viral

41S: indice de seletividade

Os valores representam a média de trés experimentos independentes

Aciclovir: utilizado como controle positivo e ndo apresentou inibigado da replicagao viral, visto que a cepa
29-R apresenta resisténcia para esse farmaco.

No trabalho desenvolvido por Montanha e seus coloboradores (2004), foi
possivel observar que os extratos etandlicos e aquosos de Baccharis erioclada,
Baccharis megapotamica e Baccharis uncinella apresentaram atividade antiviral
frente ao HSV-1. O mesmo acontece com o extrato de B. gaudichaudiana que
possui a capacidade de inativar particulas virais quando administrado em altas
concentragoes, interferindo na concentracgédo viral (VISINTINI JAIME et al., 2013).
Ja Venturi e seus colaboradores (2018) observaram que uma fragao obtida das
partes aéreas da Baccharis anémala, possuia uma grande quantidade de
compostos fendlicos, que conseguiram inibir a replicagdo do HSV-1 em células
VERO.

Esses resultados encontrados em literatura, corroboram os obtidos
durante a realizagao desse trabalho, mostrando como as espécies desse género
possuem um grande potencial de inibigdo da replicag&o viral do Herpes Simplex
Virus.

5.4 Avaliagao da atividade anti-CHIKV

Inicialmente, foi realizada uma triagem com 14 extratos e fragoes,
testadas em duas concentragdes (100 e 50 ug/mL) e entdo avaliada a redugao
da porcentagem de inibi¢do da replicagao viral de CHIKV.

Considerando que o CHIKV infecta e replica em células VERO e, os

experimentos foram conduzidos nesta linhagem celular, os valores de CCsp sao
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0s mesmos apresentados na Tabela 3. Em relag&o a triagem antiviral, os extratos
de B. intermix, B. calvescens e B. retusa inibiram 100% da replicag&o viral na
concentragéo testada de 100 ug/mL, enquanto os extratos de B. reticularia, B.
platypoda e B. retusa inibiram 100% da replicag&o viral na menor concentragao
testada (50 pg/mL).

Tabela 4: Resultados da triagem anti-CHIKV de amostras de Baccharis sp.

% de inibicdo da replicagao viral

Espécies vegetais testadas IC(:: g;g;b
100 pg/mL 50 pg/mL
B. intermix 22 eont) 100,00 73,78
B. reticularia (26‘51'12_ 3307 0) Cito® 100,00
B. concinna >500,00 44,52 38,84
B. dracucunlifolia e e05) 90,16 46,90
B. aphylla 17ee on ) 39,43 6,69
B. platypoda PR Cito 100,00
B. calvescens 260 oo 1 100,00 61,13
B. retusa IS 100,00 100,00
B. brevifolia (8;?_6’2?277) Cito 61,54
e wom o s
(Dch.Ig:gr‘:Z:g:o) (1547 2840 Cito 19,37
(Acetato de etlla) (1219-1608) Cito 481
B. opuntioides @ 15;1_’27%2) 12,24 SA
B. altimontana >500,00 15,91 28,46

aCCso: concentracdo em que reduz 50% a viabilidade celular

BIC 95%: intervalo de confianca de 95%

¢Cito: apresentou citotoxicidade para as células na concentracdo testada ndo apresentando
potencial antiviral

4SA: sem atividade antiviral

Os valores representam a média de trés experimentos independentes
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Até o momento da finalizagdo de escrita desse trabalho, ndo foram
encontrados trabalhos relatados na literatura que avaliassem qualquer uma das
espécies do género Baccharis frente ao CHIKV, demonstrando que os resultados
obtidos na triagem realizada sdo extremamente promissores, principalmente

para as espeécies que apresentaram porcentagens de inibicdo superiores a 90%.

5.5 Avaliagao da atividade anti-coronavirus

Com a avaliagdo da citotoxicidade em células L929, foi possivel
determinar que os extratos e fracbes testados apresentaram valores de CCso
superiores a 50 pg/mL. Em relagdo a avali¢ado da atividade anti-MHV-3, seis das
20 amostras testadas apresentaram uma redugao da carga viral de 6 log, o que
representou 100% de inibicdo viral quando comparado ao controle viral. Foi
possivel ainda observar que cinco amostras tiveram 50% ou mais de inibigado da
carga viral (reducado de 3, 4 e 5 logs), como pode ser observado na tabela a

seguir.

Tabela 5: Resultados da citotoxicidade em células L929 e da atividade anti-MHV-
3 das amostras de Baccharis sp.

CCs¢?

Espécies vegetais testadas IC 95%b Reducgéo de carga viral

B. intermix (83,1142-2,1279,7) 100,00%
B. reticularia (120777-3248,4) 100,00%

B. concinna (198,:13-22358,3) N.D.
B. dracucunlifolia (21 Py 0 66,66%
B. aphylla (68, 4%3:71502’5) 66,66%
B. platypoda (1 43:]18_5’2741 1) 100,00%
B. calvescens (11 5:]33-7,1263,3) 50,00%
B. symphyopappus (327271 1%?)‘69) 16,67%
B. retusa 2608 570 100,00%
B. brevifolia 82,38 83,33%

(47,83 - 141,9)
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B. brevifolia 222.8

Acetato de etila (140,9 - 352,2) N.D.
Dchllgrroerggotgio (11 11,;‘-85898,0) 83,33%
B. myriocephala (1577531_’1266,7) 16,67%
B. imbricata (2572314%‘76) 100,00%
Ait;r?: Zga;ila (1922,22 1 535)4,7) 16,67%
B. hemiptera (1261’(??526’4) N.D.
B. opuntioides s s 0,00%
B. parvidentata (73;8_3%35,5) 16,67%
B. magnifica (4428:882‘36) 16,67%
B. altimontana ( 1762’87 1 ﬁ”) 100,00%

aCCso: concentracdo em que reduz 50% a viabilidade celular

BIC 95%: intervalo de confianca de 95%

N.D.: ndo foi avaliado, pois no teste por TCIDso houve o aparecimento de efeito citopatico nas
trés repeticoes experimentais.

A inibicdo da enzima ECA2 tem sido um alvo importante para o tratamento
de infecgdes causadas por SARS-CoV-2, diante disso GULER e colaboradores
(2020), identificaram alguns acidos hidroxicinamicos obtidos de um extrato
alcoolico de propolis e, diante de avaligbes em relagdo a ancoragem molecular
in silico, foi descoberto que a rutina possuia uma maior energia de ligagao a
enzima ECAZ2, dificultando a ligagdo do virus com as células. Outro estudo
realizado que corrobora os resultados obtidos anteriormente, foi o trabalho
desenvolvido por OSES et al., (2020) que evidenciou que a maioria dos
diferentes tipos de prépolis avaliados, tiveram mais de 90% de capacidade de
inibirem a ECAZ2.

Outro componente que esta presente no propolis da B. dracunculifolia é o
artepelin C (ARC). Um dos alvos promissores do ARC é o PAK1, que
recentemente vem sendo relatado seu envolvimento na fibrose pulmonar
ocasionada pela COVID-19, demonstrando assim como os resultados obtidos
nesse trabalho sao promissores para o desenvolvimento de futuros

medicamentos com potencial atividade antiviral (CUI et al., 2022).
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6. CONCLUSAO

Na avaliagao do efeito citotdxico frente as células tumorais testadas (PC3,
A549 e H460), os extratos e fragdes das amostras de Baccharis megapotamica
foram os que apresentaram melhor potencial citotéxico. Dessa maneira, as
amostras mais promissoras podem entdo passar para testes de elucidagao do
mecanismo de agao de morte celular.

Na avaliacado da atividade anti-herpética, quatro dos 14 extratos e fragdes
testados mostraram resultados promissores na inibicado das duas cepas de HSV-
1. Os extratos de B. concinna e B. altimontana inibiram a replica¢ao viral da cepa
sensivel ao aciclovir (KOS), enquanto o extrato de B. retusa e a fragéo
diclorometano de B. brevifolia apresentaram resultados promissores na inibicao
da replicagao da cepa resistente ao aciclovir (29-R).

Durante a triagem antiviral realizada empregando o CHIKV, os extratos de
B. intermix, B. calvescens, B. retusa, B. reticularia e B. platypoda apresentaram
inibicdo da replicagdo viral em ao menos uma das duas concentragdes testadas,
tornando validos estudos posteriores para determinar os valores de Clso.

Para a avaliagédo frente ao MHV-3, das 20 amostras avaliadas 11 delas
apresentaram porcentagens de inibigao viral promissoras, demonstraram o
potencial dessas espécies na inibigdo do coronavirus murino, sendo valido a
realizagdo de futuros ensaios, buscando elucidar o seu mecanismo de agéo

antiviral.
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7. PERSPECTIVAS

Avaliagdo da citotoxicidade das amostras que ndo foram testadas na
linhagem tumoral A549, bem como a avaliagdo em outra linhagem de cancer de
préstata (DU-145) e em uma linhagem saudavel humana (HGF). Com posse dos
resultados serdo escolhidas as amostras mais promissoras para determinacao
do mecanismo de morte celular. Em relacdo a atividade antiviral, selecionar as
amostras mais promissoras para modelo viral e elucidar o seu mecanismo de

inibicao.
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