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RESUMO

As arboviroses, como dengue, chikungunya, febre mayaro, zika e febre oropouche, representam
um desafio crescente de satide publica no Brasil, com aumento expressivo de casos nos ultimos
anos, especialmente em Minas Gerais. Apesar da disponibilidade de algumas vacinas, ainda nao
existem antivirais especificos, e o tratamento permanece restrito a medidas de suporte clinico.
Nesse contexto, torna-se essencial a busca por novas moléculas com potencial terapéutico. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade de 21 derivados sintéticos ou modificados
do eugenol em células Vero, por meio da determina¢do da concentragdo citotoxica média
(CCso). Nos ensaios de atividade antiviral in vitro foi determinada a concentragdo efetiva média
(CEso) contra os virus Alphavirus chikungunya (CHIKV), Orthoflavivirus zikaense (ZIKV),
Alphavirus mayaro (MAYV) e Orthobunyavirus oropoucheense (OROV), utilizando o método
colorimétrico do MTT. A relagdo entre CCso € CEso permitiu o calculo do indice de seletividade
(IS), parametro fundamental para avaliar a eficacia e seguranca dos compostos testados. Os
ensaios foram realizados utilizando o método colorimétrico do MTT. Foram testadas 21
substancias, das quais a molécula identificada como E-11 apresentou resultados mais
promissores. Frente ao ZIKV, exibiu CEso de 38,23 + 5,55 uM e indice de seletividade maior
que 14,80. Contra 0o OROV, apresentou CEso de 68,34 + 4,47 uM e indice de seletividade maior
que 8,28; frente a0 MAY'V, CEso de 75,86 £ 5,15 uM e indice de seletividade maior que 7,46;
e em relacdo ao CHIKYV, CEso de 88,46 + 4,24 uM e indice de seletividade maior que 6,40,
indicando seletividade antiviral significativa. Ja a E-21 apresentou atividade frente ao OROV,
com CEso de 71,34 = 4,75 uM e indice de seletividade de 6,19. A E-11 apresentou indices de
seletividade superiores aos controles positivos (amantadina e ribavirina), destacando-se como
candidata promissora ao desenvolvimento de novos farmacos antivirais. Os resultados obtidos
reforgam a importancia da triagem de compostos bioativos como estratégia inovadora para o

enfrentamento das arboviroses.

Palavras-chave: arbovirus; derivados fenilpropanoides, Chikungunya virus; Zika virus;

Mayaro virus; Oropouche virus; antiviral.



ABSTRACT

Arboviral diseases, including dengue, chikungunya, Mayaro fever, Zika, and Oropouche fever,
represent a growing public health challenge in Brazil, with a marked increase in reported cases
in recent years, particularly in the state of Minas Gerais. Despite the availability of some
vaccines, there are still no specific antiviral therapies, and treatment remains limited to
supportive care. In this context, the search for new molecules with therapeutic potential is
essential. This study aimed to evaluate the cytotoxicity of 21 synthetic or modified eugenol
derivatives in Vero cells by determining the 50% cytotoxic concentration (CCso). Their in vitro
antiviral activity was assessed by determining the 50% effective concentration (ECso) against
Chikungunya virus (CHIKV), Zika virus (ZIKV), Mayaro virus (MAYV), and Oropouche
virus (OROV) using the colorimetric MTT assay. The selectivity index (SI), calculated as the
ratio between CCso and ECso, was used as a key parameter to evaluate the efficacy and safety
of the tested compounds. A total of 21 compounds were evaluated, among which compound E-
11 exhibited the most promising results. Against ZIKV, E-11 showed an ECso of 38,23 + 5,55
uM and a selectivity index greater than 14,80. Against OROV, it exhibited an ECso of 68,34 +
4,47 uM and a selectivity index greater than 8,28; against MAY'V, an ECso of 75,86 £ 5,15 uM
and a selectivity index greater than 7,46; and against CHIKV, an ECso of 88,46 + 4,24 uM and
a selectivity index greater than 6,40, indicating significant antiviral selectivity. Compound E-
21 also demonstrated antiviral activity against OROV, with an ECso of 71,34 + 4,75 uM and a
selectivity index of 6,19. Notably, E-11 exhibited higher selectivity indices than the positive
controls (amantadine and ribavirin), highlighting its potential as a promising candidate for the
development of new antiviral drugs. These findings reinforce the importance of screening

bioactive compounds as an innovative strategy for combating arboviral diseases.

Keywords: arboviruses; phenylpropanoid derivatives; Chikungunya virus; Zika virus; Mayaro

virus; Oropouche virus; antiviral.
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1.INTRODUCAO

Patogenos emergentes e reemergentes representam desafios globais para a satde publica
(GAO, 2018). No Brasil, doencas como dengue, febre de chikungunya e doen¢a aguda pelo
virus Zika sdo de notificagdo compulsoria e constam na Lista Nacional de Notificagao
Compulsoria de Doencas, Agravos e Eventos de Satde Publica, conforme estabelecido pela
Portaria GM/MS n° 5.201, de 15 de agosto de 2024, do Ministério da Saude. Essas trés
enfermidades sdo classificadas como arboviroses e sdo transmitidas de pessoa a pessoa pelos
mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, que se desenvolvem em 4&reas tropicais e
subtropicais.

O Dengue virus e o virus Zika pertencem ao género Flavivirus, familia Flaviviridae,
genoma RNA, a mesma familia dos virus da encefalite, febre amarela e hepatite C. Assim como
a maioria dos flavivirus, os virus da dengue e o virus Zika sdo transmitidos a hospedeiros
vertebrados por mosquitos cronicamente infectados. No caso do Dengue virus existem quatro
tipos imunolégicos: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4. Ja o Chikungunya e Mayaro virus
pertencem a familia Togaviridae, género Alphavirus, genoma RNA, o mesmo género dos virus
o’nyong-nyong, Ross River e Barmah Forest (VU et al., 2017). O Oropouche virus pertence a
familia Peribunyaviridae, do género Orthobunyavirus, da espécie Orthobunyavirus
oropoucheense, A transmissdo ocorre principalmente por insetos hematdfagos, sendo o
Culicoides paraensis considerado o principal vetor nas Américas, enquanto o Culex
quinquefasciatus também pode estar envolvido no ciclo de infec¢do (OLIVEIRA et al., 2026).

O principal vetor da dengue e do zika € o Aedes aegypti, um mosquito amplamente
distribuido em regides tropicais e subtropicais. Sua reproducdo ¢ favorecida por condigdes
ambientais comuns, como o acumulo de agua parada, fator que impde desafios adicionais as
acoes de controle (KINDHAUSER et al., 2016).

A dengue tem se consolidado como um dos maiores desafios globais de satide publica,
segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) e a Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS). Nas formas graves da doenca, podem ocorrer manifestagdes clinicas como
extravasamento de plasma, que evolui para choque, acimulo de liquidos em cavidades
corporais levando a insuficiéncia respiratoria, além de hemorragias intensas ou sinais de
faléncia de multiplos o6rgdos (PAGLIARI et al., 2026).

O virus da Zika foi identificado pela primeira vez em primatas na floresta Zika, em

Uganda, em 1947, com os primeiros casos humanos registrados na Nigéria em 1954.
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Posteriormente, espalhou-se por outras regioes, como a Oceania (2007) e a Europa (Franga,
2013), chegando ao Brasil em 2015, com notifica¢des nos estados do Rio Grande do Norte e
Babhia.

A infeccao por CHIKV ¢ marcada por febre alta, dores articulares intensas e debilitantes,
além de sintomas como cefaléia e mialgia. Diferentemente da Dengue, destaca-se a
manifestagdo de poliartrite/artralgia simétrica, comumente nos punhos, tornozelos e cotovelos,
que pode persistir por semanas ou até¢ meses apds o desaparecimento da febre (DONALISIO et
al., 2014; FREITAS et al., 2014).

Ja o MAYYV ¢ o agente etiologico da febre Mayaro, uma doenga com sintomas clinicos
inespecificos que se confundem facilmente com outras arboviroses. Predomina em areas
tropicais da América Central e América do Sul, sendo considerada uma enfermidade
negligenciada, pela escassez de dados epidemioldgicos e estudos aprofundados sobre sua
fisiopatologia (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; NAPOLEAO-PEGO et al., 2014).

No Brasil, o OROV foi identificado pela primeira vez em 1960, durante a construgdo da
rodovia Belém—Brasilia, a partir da analise de sangue de uma preguica (Bradypus trydactilus).
Posteriormente, também foi detectado em um agrupamento de mosquitos Ochlerotatus serratus
coletados na mesma localidade (PINHEIRO et al., 1962). Entre as décadas de 1960 e 1980, o
OROV esteve associado a varias epidemias no estado do Pard, ocasionando cerca de 11 mil
infeccdes humanas. Esses surtos afetaram diversas mesorregides da area metropolitana de
Belém, com excegdo da porcao sudoeste do estado (PINHEIRO et al., 1962).

Frente a auséncia de terapias antivirais especificas para essas arboviroses, o
desenvolvimento de moléculas capazes de interferir na replicacdo viral tem se tornado uma
estratégia promissora. Os antivirais atuam bloqueando a entrada do virus na célula hospedeira,
inibindo enzimas essenciais a sua replicacdo ou impedindo a sintese de seu genoma. No entanto,
para que esses compostos apresentem eficicia seletiva, ¢ fundamental que seus alvos
moleculares sejam especificos do virus, evitando efeitos sobre processos celulares humanos
semelhantes (BRANDAO et al., 2013; CROON et al., 2013; SOUZA et al., 2013; FILHO et al.,
2013; OLIVEIRA et al., 2013).

A inovagao farmacéutica constitui um campo dindmico e essencial para a saide publica,
e nesse contexto o eugenol tem despertado crescente interesse como candidato a agente
antiviral. Assim como o eugenol, compostos fendlicos naturais, incluindo naringenina, crisina,
quercetina e seus derivados glicosidicos, tém demonstrado atividade significativa in vitro contra

diferentes arbovirus. Esses metabolitos secundarios atuam em etapas criticas do ciclo viral,
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como adsor¢ao, entrada celular e replicagdo, apresentando indices de seletividade satisfatorios
em culturas de células (AHMADI et al., 2016). A relagdo entre essas substancias e o eugenol
reside no fato de todos serem derivados fenolicos com capacidade de modular processos
oxidativos e inflamatérios, além de interagir com proteinas virais e receptores celulares. Essa
semelhanga estrutural e funcional reforca o potencial do eugenol como ponto de partida para a
sintese de novos derivados com atividade antiviral ampliada.

Esses compostos também evidenciaram capacidade de inibir proteases virais como
NS2B-NS3 frente ao ZIKV (SAIVISH et al., 2023) e nsP3/nsP4 frente ao CHIKV e MAYV.
Portanto, explorar sinteticamente ou modificar racionalmente esses nucleos fenilpropanoides
representam uma estratégia promissora para desenvolver novos antivirais eficazes contra as
arboviroses.

Atualmente, apenas medicamentos e intervengdes auxiliam no alivio dos sintomas. A
utilizacdo de produtos a base de Oleos essenciais representa uma alternativa terapéutica
promissora, caracterizada por eficacia potencial, baixo custo ¢ menor toxicidade. Além disso,
quando esses 0leos sdo extraidos de plantas tradicionalmente empregadas pela populagao, ha
maior aceitacao cultural, o que favorece a adesdo ao tratamento e, consequentemente, aumenta
as chances de sucesso terapéutico. No caso do cravo-da-india, destaca-se a elevada
concentracdo de oleo essencial em seus botdes florais, dos quais cerca de 15 a 20%
correspondem ao eugenol (ABREU PEREIRA et al., 2024).

Dessa forma, o eugenol (CioHi202) € um composto aromatico pertencente ao grupo dos
fenois, também conhecido como 4-alil-2-metoxifenol segundo a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC).

O eugenol foi testado contra o virus herpes simplex (HSV-1), o virus da hepatite A
(HAV) e um adenovirus. Observou-se maior efeito antiviral frente ao HAV, baixa seletividade
para o HSV-1 e auséncia de atividade contra o adenovirus, sendo escassos os dados na literatura
sobre a agdo de 6leos essenciais no HAV (ULANOWSKA et al., 2021)

No ambito de pesquisas correlatas, Silva (2021) conduziu um estudo voltado a sintese
de novos derivados do eugenol incorporando fragmentos 1,2,3-triazolicos, com o objetivo de
investigar seu potencial antiviral contra os virus ZIKV e CHIKV. Entre os 26 compostos
avaliados, quatro demonstraram atividade significativa frente ao ZIKV e um frente ao CHIKV,
evidenciando a viabilidade desses derivados como candidatos promissores para o
desenvolvimento de agentes antivirais.

Dessa forma, no presente estudo, o eugenol foi adotado como estrutura de referéncia
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para a sintese e/ou prospeccao de novos derivados, cuja sintese foi realizada pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Guilherme Rocha Pereira da Pontificia Universidade Catélica de Minas
Gerais (PUC-MQG), com o intuito de identificar compostos derivados do eugenol com potencial

atividade antiviral in vitro frente aos virus ZIKV, CHIKV, MAYV ¢ OROV.

2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 Arboviroses

As arboviroses constituem um conjunto de doengas causadas por virus transmitidos por
artropodes hematdfagos, principalmente mosquitos e, em alguns casos, carrapatos. Essas
enfermidades podem causar desde sintomas leves até manifestagdes graves, potencialmente
fatais. Entre os principais vetores destacam-se mosquitos dos géneros Aedes, Culex e
Anopheles, além de outros artropodes hematofagos que atuam como vetores de virus do género
Orthobunyavirus, adquirindo o virus durante o repasto sanguineo em hospedeiros infectados
(BRASIL, 2026). No Brasil, enfermidades como dengue, zika, chikungunya e febre amarela
destacam-se pela elevada frequéncia de casos e pela capacidade de desencadear surtos
epidémicos, resultando em impacto expressivo na morbidade e mortalidade da populagao
(FERNANDES et al., 2024).

As arboviroses apresentam carater endémico em diversos paises e, no contexto
brasileiro, a dengue continua sendo a infec¢do de maior ocorréncia. Esses virus tém
representado, ao longo dos anos, um alerta constante para a satide publica, impactando de forma
significativa tanto a sociedade quanto a economia. Além do elevado potencial de se tornarem
endémicas, essas doengas se destacam pela dificuldade no controle dos vetores e pela
inexisténcia de tratamentos antivirais especificos e efetivos (PEPE et al., 2020).

Apesar da existéncia de vacinas licenciadas contra a dengue, como a Dengvaxia®, seu
uso sempre foi restrito a individuos previamente infectados, devido ao risco aumentado de
formas graves em pessoas soronegativas. Fatores como custo elevado, necessidade de testagem
prévia e limitagdes logisticas também dificultaram sua ampla implementacdo em paises
endémicos. No Brasil, a vacina foi oficialmente descontinuada em 2025 pela fabricante, em
razdo da baixa demanda comercial (SANOFI, 2025), o que refor¢ca os desafios na adogdo de
estratégias vacinais contra a dengue.

Como destacam Anumanthan, Sahay e Mergia (2025), “o desenvolvimento de uma

vacina contra a dengue enfrenta desafios relacionados a seguranga, eficacia, entrega e
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disponibilidade”. Além disso, outras arboviroses de grande impacto, como Zika, Chikungunya,
Mayaro e Oropouche ainda ndo possuem vacinas disponiveis, mantendo a populagio vulneravel
e reforgando a necessidade urgente de estratégias inovadoras de prevencao e desenvolvimento
de novos agentes antivirais.

O Brasil, por estar situado em regido tropical, reune fatores ambientais favoraveis a
manutengdo e expansao dos mosquitos transmissores, como altas temperaturas e acimulo de
dgua parada, o que intensifica a circulagdo viral (LOPES et al., 2014). As complicacdes
associadas as arboviroses, sobretudo aquelas que acometem o sistema nervoso, configuram um
grande desafio para o diagnoéstico e a condugdo terapéutica. Em regides endémicas, diante de
casos suspeitos, deve-se considerar manifestacdes como encefalite, mielite, encefalomielite,
polirradiculoneurite ou outras sindromes que acometem o sistema nervoso central ou periférico,
quando ndo ha outra causa evidente (PUCCIONI-SOHLER et al., 2023).

No estudo de Lima-Camara (2016), sao discutidos também diversos fatores que
contribuem para a disseminacao abundante das arboviroses no Brasil, como a alteragao do
ecossistema pelo homem, o crescimento urbano desordenado, a globalizagdo, o aumento da
translocacdo internacional e as mudangas climaticas. Esses elementos favorecem a expansao
dos vetores e, consequentemente, elevam o risco de emergéncia ou reemergéncia de doengas.
Além disso, o movimento voluntario de pessoas para diferentes regides, seja por questdes
pessoais, trabalho ou desastres naturais, intensifica os riscos de propagacdo e dificulta o
controle epidemioldgico.

De forma complementar, o artigo de revisdo de Machado et al. (2025) destaca que as
arboviroses no Brasil sdo marcadas por um cendrio dindmico, em que diferentes virus coexistem
e alternam periodos de predominancia. Essa alternancia epidemiolédgica exige da satide publica
nao apenas acoes imediatas de contengdo, mas também estratégias de longo prazo, considerando
as comorbidades e complica¢des neuroldgicas que essas doengas podem provocar. Os autores
enfatizam ainda os impactos sociais e econdomicos das epidemias, ressaltando que populagdes
socialmente vulnerdveis tendem a perder mais anos de vida em decorréncia dessas infeccoes,
evidenciando desigualdades estruturais no enfrentamento das arboviroses. Conforme dados
retirados do AdaptaBrasil — NCTI (2025) representados pela figura 1, observa-se um aumento
progressivo do risco de impacto para arboviroses nas regides Norte e Nordeste até 2050,

associado a fatores climaticos e socioambientais.
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Figura 1 — Indice de risco de impacto para arboviroses no Brasil (2017—-2050)

2017 - 2022

W Muito baixo
B Baixo
Moderado

B Ao
I Muito Alto

O risco considera indicadores climaticos, como temperatura e precipitagao, e fatores relacionados a vulnerabilidade
dos municipios para essas doencgas, como densidade populacional e densidade municipal de rodovias, ocorréncia
de favelas e de desmatamento, além do percentual de domicilios sem acesso a coleta de lixo, com abastecimento
de agua alternativa e uso de cisternas.”

Fonte: Adaptado de Agéncia Publica (2025), com dados do AdaptaBrasil —- MCTL.

O Aedes aegypti, origem africana, é o vetor das arboviroses que mais se destaca. Essa
espécie € o principal vetor dos quatro sorotipos virais da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-
3 e DENV-4) e também, atua na transmissdo de outras viroses, como, Chikungunya e Zika

(SILVA et al., 2024).

2.1.1 ZIKV

A infecgdo pelo Orthoflavivirus zikaense (ZIKV) pode ser assintomatica ou sintomatica,
com inicio dos sintomas geralmente entre 3 e 12 dias ap6s a picada do inseto. De acordo com o
Ministério da Saude, as manifestagdes mais comuns incluem febre em torno de 38,5°C ou
ausente, exantema, conjuntivite ndo purulenta, cefaleia, artralgia, astenia, mialgia, edema
periarticular e linfonodomegalia. Em casos mais graves, podem ocorrer complicagdes
neuroldgicas, como mielite, neuropatia e a Sindrome de Guillain-Barré¢, uma doenga autoimune
em que o sistema imunoldgico ataca o sistema nervoso, provocando inflamagdo, fraqueza
muscular e arreflexia. Estudos recentes apontam que mais de 50% dos pacientes infectados
tornam-se sintomaticos (BRASIL, 2024).

O surto de Zika no Brasil teve inicio em 2014, com confirmagao laboratorial em 2015,

e rapidamente se espalhou pelo territorio nacional como apresentado na figura 2. Segundo Lowe



19

et al. (2018), em poucos meses a infec¢do atingiu quase todos os estados, exceto areas remotas
da Amazonia e a por¢ao mais ao sul do pais, onde as condigdes climaticas ndo favoreciam a
presenca do vetor. Diferentemente dos quatro sorotipos da dengue, que levaram décadas para
se disseminar, o Zika ultrapassou os limites da area de transmissdo permanente da dengue,
expandindo-se para regides sem circulacao sustentada do Aedes aegypti. Essa rapida difusao foi
atribuida a fatores como alta suscetibilidade populacional, condi¢des climaticas favoraveis,
rotas alternativas de transmissao ndo vetorial e intensa mobilidade populacional.

Em 2016, a epidemia ja havia alcancado praticamente todo o pais, com elevada
soroprevaléncia em areas como Salvador, onde se estimou que 63% da populacdo havia sido
exposta ao virus. Posteriormente, observou-se uma queda expressiva nos casos, passando de
205.578 notificagdes em 2016 para 13.353 em 2017, atribuida principalmente ao

desenvolvimento de imunidade populacional Lowe et al. (2018).

Figura 2 — Difusao do virus da Zika no Brasil entre os anos 2014 ¢ 2016
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Fonte: Lowe et al. (2018)

No Brasil, nos anos seguintes, os registros epidemiologicos confirmaram essa tendéncia
de declinio. Em 2023, foram contabilizados 6.604 casos provaveis de infec¢ao por ZIKV, com

1 6bito. Em 2024, houve redugdo para 5.114 casos, sem obitos. Em 2025, foram notificados
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3.697 casos e 1 obito. Ja em 2026, até marco, registraram-se 1.207 casos provaveis e nenhum
obito, evidenciando a manuten¢do da queda no numero de casos quando comparado ao mesmo

periodo dos anos anteriores (BRASIL, 2026).

2.1.2 CHIKV

Na Chikungunya, os principais vetores que apresentam enorme grau de transmissao sao
0 Aedes aegypti e Aedes albopictus, demonstrando ser uma grande ameaga ao pais. Houve o
primeiro registro de caso em territério brasileiro em Oiapoque, localizado no Amapa, no ano
de 2014 e, nos dias atuais, Amapa, Bahia e Pernambuco sdo os locais que apresentam alto indice
de transmissdo desses arbovirus (LIMA-CAMARA, 2016).

De acordo com o Ministério da Saude do Brasil, em 2023, ocorreu uma dispersao
territorial dos casos de Chikungunya, com maior concentrag¢ao na regido Nordeste, mas ja com
registros significativos na regido Sudeste. Os sintomas mais comuns da enfermidade incluem
cefaleia, febre alta (>38 °C), dor ocular, artralgia, nauseas, vomitos, exantema e mialgia intensa.
A evolugdo clinica pode ocorrer em trés fases: a fase febril ou aguda, com duragdo de 5 a 14
dias; a fase pos-aguda, entre 15 e 90 dias; e a fase cronica, considerada a mais grave, na qual os
sintomas persistem por mais de 90 dias. Além disso, ha relatos de transmissdo vertical do
CHIKYV durante o intraparto, resultando em infec¢des neonatais graves.

No ano de 2024 houve 263.502 casos provaveis notificados, 246 6bitos confirmados e
55 em investigagdo, ou seja, quando comparado aos dados epidemioldgicos do ZIKV,
apresentou maior incidéncia. Em 2025, houve 126.930 casos provaveis, 125 6bitos notificados
e 41 dbitos ainda em investigacdo. No ano de 2026 até o dia 2 de maio houve 39.816, 22 obitos
por CHIKV e 19 em investiga¢cdo, havendo uma diminui¢ao nos casos quando comparado ao

ano anterior (BRASIL, 2026).

2.1.3 MAYV

O virus Mayaro ¢ um arbovirus envelopado, constituido por RNA de fita simples de
polaridade positiva. Ele integra a familia Togaviridae e o género Alphavirus, grupo que também
inclui o CHIKV. A fisiopatologia da febre Mayaro permanece pouco elucidada, mas sabe-se
que provoca um quadro febril agudo, geralmente acompanhado de cefaleia e artralgias intensas

(OLIVEIRA et al., 2024)
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Quando ¢ realizado o teste soroldgico na identificagdao de Alphavirus, € necessario se ter
muito cuidado durante a interpretagdo dos resultados, pois hé a possibilidade de haver reacao
cruzada com outros membros do complexo antigénico SemlikiForest (SFV) (BRASIL, 2022).
Além do CHIKV e MAY'V, sdo membros deste complexo os virus Alphavirus rossriver (RRV),
Alphavirus onyong (ONNV) e Alphavirus getah (GETV) (NGUYEN et al., 2020).

De acordo com o Ministério da Satude do Brasil, o virus Mayaro foi isolado pela primeira
vez em Trinidad, em 1954, e o primeiro surto no Brasil foi descrito em 1955, as margens do rio
Guamad, proximo de Belém, estado do Para, e desde entdo casos esporadicos sdo notificados,
principalmente no Norte e Centro-Oeste. Alguns dos sintomas comuns manifestados durante a
infeccdo por MAY'V sdo febre, entre 39 e 40°C, dores de cabeca, artralgia, edemas articulares,
calafrios, geralmente manifestados durante a fase aguda inicial da doenc¢a, podendo persistir
durante 1 a 2 semanas. O individuo ¢ considerado suspeito de estar infectado por MAYV
quando houve a apresentagdo de febre e artralgia e/ou edema articular, acompanhado de
cefaleia, mialgia e/ou exantema, com exposi¢cdo nos ultimos 15 dias (ou moradia) em area
silvestre, rural ou de mata, em todo o territorio nacional.

Registros recentes apontam para um aumento no numero de casos quando comparados
a anos anteriores. De acordo com noticia publicada pelo canal G1 em 28 de maio de 2025, até
o més de maio ja haviam sido confirmados 11 casos de infec¢cdo por MAYV no Acre, enquanto
em 2024 haviam sido notificados apenas 4 casos no mesmo periodo, evidenciando uma
tendéncia de crescimento € a importancia de intensificar a vigilancia epidemioldgica e os

estudos sobre essa arbovirose (G1, 2025).

2.1.4 OROV

No OROV, os sintomas apresentam-se de forma semelhante aos da dengue, incluindo
manifestagdes como cefaleia intensa, dores musculares, nduseas e diarreia. A transmissao pode
ocorrer em dois ciclos distintos: no silvestre, atuam como hospedeiros preguicas e primatas nao
humanos (além de aves e roedores silvestres); j& no urbano, o ser humano ¢ o principal
hospedeiro, tendo o Culicoides paraensis como vetor predominante (BRASIL, 2022)

Em termos epidemioldgicos, observa-se uma oscilagdo no nimero de casos confirmados
nos ultimos anos em territdrio brasileiro. Em 2024, foram registrados 14.630 casos e 4 oObitos.
No ano seguinte, 2025, at¢ o més de agosto, contabilizaram-se 12.670 casos e 7 Obitos. J& em

2026, at¢ 13 de margo, foram confirmados apenas 10 casos, sem registro de obitos (BRASIL,
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2026). Apesar do grande impacto na América do Sul, especialmente na Regido Amazodnica, os
casos de OROV e MAY'V permanecem negligenciados e frequentemente subnotificados. Essa
situacdo ¢ agravada pelas epidemias recorrentes, que dificultam a deteccdo devido a semelhanga
clinica entre essas arboviroses e outras doencas infecciosas prevalentes no Brasil (OLIVEIRA
et al., 2024).

Adicionalmente, em relacdo ao ultimo boletim epidemioldgico apresentado pela
Organizacao Pan-Americana da Satide (OPAS), assim como mostra a figura 3, publicado em
agosto do ano de 2025, entre as semanas epidemiologicas (SE) 1 e 30, foram notificados 12.786
casos confirmados de febre Oropouche na Regido das Américas. Esses registros ocorreram em
11 paises: Brasil (11.888 casos, incluindo cinco 6bitos), Canada (1 caso importado), Chile (2
casos importados), Colombia (26 casos), Cuba (28 casos), Guiana (1 caso importado), Panama
(501 casos, incluindo um 6bito), Peru (330 casos), Estados Unidos da América (1 caso
importado), Uruguai (3 casos importados) e Venezuela (5 casos) (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2025) .

Figura 3 - Distribui¢do geografica dos casos confirmados de febre Oropouche na Regido das

Américas, no ano de 2025, até a SE 30
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2.2 Cravo-da-india na fitoterapia e seus constituintes ativos

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.), apresentado na figura 4, também
conhecido como Eugenia caryophyllata L., ¢ uma arvore perene da familia Myrtaceae,
cultivada em regides tropicais e utilizada had mais de dois milénios na medicina tradicional
chinesa e ayurvédica. Os botdes florais secos, popularmente chamados de ‘“cravos”, sdo
empregados em diferentes formas, pd ou 6leo essencial, como especiaria, € apresentam
propriedades bioativas relevantes. Estudos destacam que o 6leo essencial possui maior poténcia
farmacoldgica, principalmente devido ao eugenol, composto majoritario do 6leo essencial. O
cravo também se mostra fonte de minerais como magnésio, potassio, ferro e selénio, além de
vitaminas A, C, K e do complexo B, reforcando sua importancia nutricional ¢ medicinal
(VICIDOMINI; ROVIELLO; ROVIELLO, 2021).

Além disso, o cravo-da-india é reconhecido como uma das principais fontes vegetais de
compostos fendlicos, destacando-se o acido galico e seus derivados, bem como flavonoides
como kaempferol e quercetina. Os botdes florais podem conter até¢ 18% de dleo essencial,
composto majoritariamente por eugenol, mas também por acetato de eugenol, B-cariofileno e
a-humuleno, além de outros volateis em menor concentracdo, responsaveis pelo aroma

caracteristico da especiaria (CORTES—ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2014).

Figura 4 - Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

Fonte: Pharma Scalabis (2025)
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2.3 Eugenol e seus derivados

O eugenol e seus derivados pertencem ao grupo dos fenilpropanoides, compostos
originados do 4cido transcindmico, formado a partir da fenilalanina por meio da reacao
catalisada pela enzima Fenilalanina Amoénia-Liase (PAL) (SILVA; RAMOS, 2011). Sua
formula molecular ¢ CioH1202, sendo denominado pela [IUPAC como 4-alil-2-metoxifenol. De
acordo com Ulanowska e Olas (2021), o eugenol e seus derivados podem ser obtidos a partir
de oleos essenciais naturais de plantas das familias Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e
Myristicaceae, constituindo o principal componente do 6leo essencial do cravo-da-india. Entre
as diferentes partes da planta, a flor apresenta a maior concentracdo de eugenol, quando
comparada as folhas, caule ou sementes.

O eugenol apresenta-se como um liquido de coloracao transparente a amarelo claro, de
consisténcia oleosa e odor picante. Ademais, esse composto apresenta baixa estabilidade
quimica, tornando-o mais propicio a oxidar e a sofrer interagdes quimicas, tornando a
administracdo por via oral mais efetiva quando hé a encapsulagdo do eugenol, evitando assim
o metabolismo de primeira passagem (ULANOWSKA; OLAS, 2021).

Como complemento, Nisar et al. (2021) acrescentaram que as principais fontes naturais
de eugenol sdo o cravo-da-india e a canela. O 6leo essencial do cravo-da-india pode conter entre
45% e 90% de eugenol, enquanto o da canela apresenta teores entre 20% e 50%, dependendo
da espécie vegetal, da origem e do método de extragdo. Entretanto, essas fontes sdo
consideradas de maior custo para a obtengdao do composto. Fontes de menor custo para obtengao
de eugenol incluem o gengibre, manjericio e o louro. Ademais, pode ser preparado
sinteticamente, através da alilacdo do guaiacol com cloreto de alila ou produzido por meio do
processo de biotransformacdo que envolve microrganismos como Escherichia coli
Corynebacterium sp. € Bacillus cereus.

As figuras 5 e 6 apresentam a estrutura quimica do nucleo dos fenilpropanodides e da

molécula do eugenol.
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Figura S — Nucleo fundamental dos fenilpropanoides
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 6 — Molécula do Eugenol
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ha diversos estudos dessa substdncia que relacionam as atividades antioxidante,
antiinflamatéria, antiflingica, antimicrobiana, anestésica, anticancerigena, antiviral e até

larvicida em diferentes modelos experimentais (ULANOWSKA; OLAS, 2021; CRUZ, 2024).

2.3.1 Atividades Biologicas

2.3.1.1 Atividade Antiviral

O eugenol revelou possuir atividade antiviral de amplo alcance, atuando contra
diferentes tipos de virus (CHEN et al., 2025). Estudos recentes demonstraram que o 6leo
essencial obtido das partes aéreas de Pimenta racemosa apresenta atividade frente ao Herpes
simplex virus tipo 1 (HSV-1) e atividade moderada contra o Herpes simplex virus tipo 2 (HSV-

2), tendo como principal constituinte o eugenol (34,85%), além de B-pineno, linalol e limoneno.
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O oleo exibiu elevado indice de seletividade contra o HSV-1 (IS = 34,79) e atividade virucida
associada a inativacdo do envelope lipidico viral. Frente ao HSV-2, observou-se atividade
moderada (IS = 1,63), evidenciando o potencial farmacologico do eugenol e de compostos
fenodlicos relacionados como candidatos ao desenvolvimento de novos agentes antivirais
(ELSHAARAWY et al., 2024).

Esses resultados reforcam a importancia dos compostos naturais contendo nucleos
fendlicos na prospeccdo de moléculas bioativas contra infec¢des virais. Ademais, o eugenol
destaca-se como um composto natural de grande interesse para manipulagdo quimica, devido a
sua ampla gama de atividades biologicas, incluindo agdo antiviral. Além disso, seus derivados
semissintéticos também apresentam relevancia significativa (PERET et al., 2025).

De modo anélogo ao presente estudo, Péret et al. (2025) descreveram a sintese de
benzoxazois derivados de eugenol e analogos, avaliados frente ao CHIKV, ZIKV ¢ MAY'V.
Entre os compostos obtidos, o benzoxazol 16, apresentado na figura 7, apresentou elevada
eficacia antiviral contra o CHIKV e promoveu reducdo expressiva da carga viral do ZIKV em
ensaios in vitro, evidenciando seu potencial como candidato ao desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas.

Figura 7 — Benzoxazol 16
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Fonte: Adaptado de Péret et al. (2025)

Em outra investigacdo, Nunes et al. (2022) sintetizaram vinte e seis derivados do
eugenol contendo fragmentos 1,2,3-triazdlicos e avaliaram sua atividade frente aos virus
Chikungunya e Zika. Apenas um derivado (5a) apresentou atividade contra o CHIKV, com
CEsode 135,69 umol/L, embora o indice de seletividade (IS < 1) tenha indicado baixa seguranca
para aplicacdo celular. Em contrapartida, frente ao ZIKV, sete derivados demonstraram

atividade antiviral, destacando-se os compostos 5x (CEso = 63,52 pmol/L; IS = 5,40) e Sy (CEso
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= 84,29 umol/L; IS = 5,11), evidenciando que modificagdes estruturais do eugenol podem
aumentar sua seletividade e eficacia antiviral. A figura 8 apresenta as estruturas quimicas dos

derivados triazélicos do eugenol Sa, 5x e Sy.

Figura 8 — Derivados do eugenol 5a, 5x e Sy
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Fonte: Adaptado de Nunes et al. (2022)

Em conjunto, esses estudos demonstram que o eugenol e seus derivados constituem uma
classe promissora de moléculas para o desenvolvimento de novos antivirais. Entretanto, ainda
sao limitadas as investigagdes envolvendo derivados fendlicos frente aos arbovirus CHIKYV,
ZIKV, MAYV e OROV, refor¢ando a necessidade de estudos voltados a sintese racional e a

avaliagdo biologica de novos compostos com potencial aplicagdo terapéutica.

2.3.1.2 Atividade Antioxidante e Anti-inflamatoria

Nesse contexto, o eugenol se destaca como um dos compostos fendlicos mais
promissores devido as suas atividades antioxidante e anti-inflamatéria. Os autores ressaltaram
que o eugenol atua modulando vias de sinalizacdo celular, como NF-kB e Nrf2, reduzindo a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-o, IL-1B, IL-6) e estimulando enzimas
antioxidantes enddgenas, como a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa

(GSH). Esses mecanismos explicam sua capacidade de proteger tecidos contra processos
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inflamatérios e o estresse oxidativo, com aplicagdes potenciais em doengas articulares,
pulmonares, hepaticas, neurologicas e metabdlicas. O estudo conclui que a dupla agdo anti-
inflamatéria e antioxidante do eugenol, aliada a sua ampla disponibilidade, refor¢a sua
relevancia como candidato para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas em

condigoes relacionadas ao desequilibrio redox e a inflamacao (DAMASCENO et al., 2024).

2.3.1.3 Atividade Fungicida

De forma semelhante, Oliveira-Junior et al. (2025) investigaram a atividade do eugenol
frente a cepas de Candida parapsilosis isoladas a partir da coleta da cavidade oral de 20
individuos clinicamente saudaveis, sem presenca de candidiase oral ou outras alteracdes bucais.
Os testes realizados in vitro demonstraram que o eugenol foi eficaz contra todas as cepas
analisadas, apresentando efeito fungicida, inibindo fatores de viruléncia e mostrando

desempenho superior a nistatina nas condi¢des avaliadas.

2.3.1.4 Atividade Anestésica e Antinociceptivo

Aréchiga-Palomera et al. (2024) avaliaram os efeitos anestésicos do 6leo de cravo e da
lidocaina em Dormitator latifrons, demonstrando que o eugenol ¢ uma alternativa vidvel como
anestésico por apresentar baixo custo, baixa toxicidade e baixa bioacumulagio nos tecidos. O
cravo-da-india ¢ utilizado como agente antinociceptivo desde o século XIII, especialmente para
dor de dente, dor articular e como antiespasmddico. O mecanismo de acdo associado a essa
atividade envolve a ativagdo de canais de calcio e cloreto em células ganglionares (CORTES-
ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2014). Essas evidéncias reforcam o papel do eugenol como

principal responsavel pelas propriedades analgésicas e anestésicas do cravo-da-india.

2.3.1.5 Atividade Larvicida

No campo de saude publica, Cruz et al. (2024) analisaram a atividade larvicida e a
composi¢dao quimica de quatro 6leos essenciais contra o Aedes aegypti, vetor de arboviroses
como Dengue, Zika e Chikungunya. Entre os constituintes identificados, destacou-se o eugenol.
Os resultados mostraram que os dleos ricos em eugenol apresentaram alta toxicidade larvicida,

provocando mortalidade significativa das larvas em baixas concentragdes. Esse estudo ¢ de
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extrema importancia, pois apresenta efetividade pré-contaminagdao, uma abordagem a qual
busca interromper precocemente o ciclo de vida do mosquito, impedindo que as formas
imaturas alcancem a fase adulta e, consequentemente, reduzindo a populacdo vetorial

responsavel pela transmissdo de arboviroses.

2.3.1.6 Atividade Antimicrobiana

Pesquisas recentes tém explorado estratégias de nanoformulag¢do para potencializar a
atividade antimicrobiana do eugenol. Hassan et al. (2025) demonstraram que a preparacao de
nanoemulsdes por emulsificagdo espontanea resultou em maior estabilidade fisico-quimica e
incremento da atividade antimicrobiana frente a diferentes microrganismos com potencial de
patogenicidade. Os autores destacaram que a nanoemulsdo de eugenol apresentou melhor
dispersdao em meio aquoso e maior capacidade de interagdo com membranas celulares, o que
explica sua superioridade em relagdo ao composto livre. Esses resultados reforcam a
importancia de abordagens nanotecnoldgicas na valorizagdo de moléculas naturais, ampliando
suas aplicagdes farmacéuticas e alimentares.

De modo complementar, Prado et al. (2025) relataram que o fenilpropeno eugenol
promoveu elevada reducdo da sobrevivéncia de Salmonella enterica quando comparado a
outros compostos presentes em Oleos essenciais, evidenciando o potencial bioldgico de
estruturas contendo nucleos fendlicos e fenilpropanoides. Segundo os autores, a atividade
antimicrobiana do eugenol estd associada a interacdo dos grupos hidroxila com a membrana

celular microbiana, resultando em alteragdes de permeabilidade e consequente lise celular.

2.3.1.7 Atividade Anticancerigena

De forma global, o cancer ¢ reconhecido como a segunda principal causa de mortes no
mundo, caracterizando-se pela formagdo de células andmalas que se replicam de maneira
descontrolada e podem migrar para outros tecidos do corpo. Nesse contexto, o eugenol tem
despertado grande interesse cientifico por suas propriedades anticancerigenas, demonstrando
atividade frente a diversos tipos de cancer, como pulmao, pele, leucemia, mama, célon e figado.
Estudos recentes evidenciam que esse composto fenolico atua modulando multiplas vias de
sinalizagdo celular envolvidas na carcinogénese, como NF-kB, PI3K/Akt e MAPK, além de

induzir apoptose e inibir a proliferacao tumoral (WADOQOD et al., 2024) .
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Zari, Zari e Hakeem (2021) destacam ainda que o eugenol apresenta capacidade de
reduzir a angiogénese, limitar a invasdo e metastase de células malignas e aumentar a
sensibilidade tumoral a agentes quimioterdpicos. Essas evidéncias reforcam o potencial do
eugenol como candidato promissor para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

contra diferentes tipos de cancer.

2.4 Derivados Triazoélicos e suas atividades bioldgicas

Os triazdis sao heterociclos de cinco membros, constituidos por dois d&tomos de carbono
e trés de nitrogénio, com foérmula molecular C:HsNs. Podem ser encontrados nas formas
isoméricas 1,2,3-triazol e 1,2,4-triazol, também conhecidos como pirro-diazoéis. Fisicamente,
apresentam-se como cristais de coloragdo branca a amarelo-palida, de odor suave, soluveis em
agua e alcool, com pontos de fusdo em torno de 120 °C e 260 °C (MATIN et al., 2022).

Essa classe de compostos possui grande relevancia na quimica medicinal, em razdo de
suas multiplas aplicagdes bioldgicas ja descritas, incluindo atividades anticonvulsivante,
antimicrobiana, antiviral, antituberculosa, antidiabética, anti-inflamatéria, antiproliferativa,
antioxidante, antiurease, antimalarica, fotoprotetora e anticancerigena (KUMAR et al., 2021;
LIMA et al., 2019).

Além disso, diversos farmacos que possuem em sua estrutura o 1,2,3-triazol ja estdo
disponiveis no mercado, como TSAO (anti-HIV), Cefatrizina (antibiotico), CAl (anticancer) e
Tazobactam (antibacteriano), comprovando a relevancia clinica deste heterociclo. Essa
versatilidade refor¢a o papel dos triazdis como ferramentas estratégicas na derivatizagdo de
moléculas bioativas, permitindo ndo apenas a otimizagao da eficacia terapéutica, mas também
a melhoria de pardmetros farmacocinéticos e de seguranca. (CHEN et al., 2021). Essas

moléculas referentes a esses fArmacos ja comercializados estdo presentes na figura 9 abaixo.

Figura 9 — Medicamentos em uso clinico contendo o anel 1,2,3-triazol
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Fonte: Adaptado de Chen et al. (2021).
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Nesse contexto, Lima et al. (2019) sintetizaram vinte e sete derivados triazolicos da
benzofenona e avaliaram suas propriedades bioldgicas. O composto 4k destacou-se pela
atividade fotoprotetora, enquanto os derivados 5j e Sh demonstraram atividade antiviral contra
o virus Zika. Adicionalmente, os compostos 4b, 4d e Sh exibiram efeito citotdxico frente a
linhagens de cancer de mama humano. As moléculas dos derivados citados foram apresentadas

abaixo na figura 10.

Figura 10 — Derivados triazolicos da benzofenona: 4b, 4d, 4k, Sh e 5j
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Fonte: Adaptado de Lima et al. (2019)

Os derivados triazodlicos, especialmente aqueles do tipo 1,2,4-triazol, tém se mostrado
extremamente versateis na quimica medicinal. Diversas aplicacdes farmacologicas tém sido
relatadas, incluindo atividades antifingicas, antimicrobianas, anticancerigenas e citotoxicas.
Tais propriedades destacam o 1,2,4-triazol como uma molécula heterociclica promissora para
a sintese de novos compostos bioativos (KUMAR et al., 2026).

Estudos recentes demonstram que modifica¢des estruturais no ntcleo triazélico podem
gerar compostos com elevada seletividade e poténcia farmacoloégica. Por exemplo,
determinados derivados apresentaram forte inibicdo de mediadores inflamatorios, como Fator
de Necrose Tumoral (TNF), além de destacarem-se em ensaios de docking molecular com
elevada afinidade por alvos enzimaticos, como a COX-2 (HAMOUD et al., 2022; GLOMB et
al., 2024).

Outros compostos mostraram efeitos antivirais e antifingicos relevantes, estando

presentes inclusive em farmacos ja& consolidados na pratica clinica, como o Fluconazol,
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Ribavirina e Itraconazol, apresentados na figura 11. Essa diversidade de aplicagdes evidencia
que o nucleo triazélico ndo apenas confere estabilidade quimica as moléculas, mas também
amplia seu espectro terapéutico, tornando-se uma estratégia promissora para o desenvolvimento

de novos agentes contra doengas inflamatodrias, infecciosas e neoplasicas (AJMAL et al., 2024).

Figura 11 — Estruturas moleculares do Fluconazol, Ribavirina e Itraconazol
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Fonte: Adaptado de PubChem.

O estudo de Reis et al. (2025) descreveu a sintese e avaliagdo do derivado paulownina
triazol-cloroquinolina (composto 7), apresentado na figura 12, através da insercao do 1,2,3-
triazol e quinolina, reconhecidas por suas propriedades antivirais. O composto nao demonstrou
citotoxicidade em células Vero e exibiu atividade antiviral potente, com CEso de 9,05 uM e
indice de seletividade (IS) superior a 16,8, indicando uma ampla janela terapéutica frente ao
CHIKYV. Além disso, o derivado 7 foi 46 vezes mais ativo que a amantadina, utilizada como
controle positivo, € também mostrou atividade frente ao MAYV, embora menos expressiva
(ECso de 67,59 uM; IS > 2.3). Ensaios de inibi¢ao do efeito citopatico confirmaram a protegao
da monocamada celular, e andlises por RT-qPCR demonstraram redugdo significativa da
replicacdo viral. Esses achados reforcam o potencial do derivado 7 como candidato seletivo e

eficaz para o tratamento de infecgdes por CHIKV .
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Figura 12 — Derivado paulownina triazol-cloroquinolina
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Fonte: Adaptado de Reis et al. (2025)

Esses resultados reforgam que a introducdo do nucleo triazdlico pode conferir novas
propriedades terapéuticas, consolidando sua importancia como estratégia de derivatiza¢ao de
moléculas naturais, como o eugenol, e ampliando suas perspectivas de aplicagdo em

formulagdes farmacéuticas e cosméticas.

3. JUSTIFICATIVA

As substancias naturais representam uma fonte promissora, cujas propriedades
medicinais vém sendo investigadas em diferentes partes do mundo por grupos de pesquisa que
buscam identificar novos compostos ativos capazes de servir como farmacos ou como modelos
para o desenvolvimento de agentes antivirais.

O eugenol, principal constituinte do 6leo essencial de cravo-da-india, ¢ um composto
fenolico que ja demonstrou diversas atividades farmacoldgicas, incluindo, atividade antiviral
frente a diferentes virus, como HSV e os arbovirus CHIKV, ZIKV e MAYYV, além de servir
como nucleo quimico para a sintese de derivados com potencial ampliado. Estudos recentes
também evidenciam que a incorporagdo de fragmentos triazélicos em moléculas fendlicas pode
aumentar a seletividade e a poténcia farmacologica, resultando em compostos ativos contra os
arbovirus.

Nesse cendrio, a escolha dos arbovirus CHIKV, ZIKV, MAYV e OROV se justifica
pela relevancia epidemiologica dessas doencas no Brasil e pela auséncia de antivirais

especificos disponiveis para o tratamento. A investigacdo de derivados sintéticos do eugenol,



34

incluindo estruturas triazdlicas, representa uma estratégia inovadora para identificar moléculas
capazes de interferir em etapas criticas do ciclo viral, como adsor¢do, entrada e replicagao.
Considerando a escassez de estudos publicados sobre os efeitos antivirais de moléculas
naturais contra os virus ZIKV, CHIKV, MAYV e OROV, este trabalho propds a investigacao
de substancias bioativas capazes de atuar nessas infec¢des, contribuindo para o avango do
conhecimento cientifico na area. A identificacdo de moléculas promissoras poderia gerar
patentes e possibilitar o desenvolvimento de protdtipos ou medicamentos direcionados ao

tratamento dessas viroses.

4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:

Avaliar a citotoxicidade e a atividade antiviral in vifro de derivados sintéticos do

eugenol frente aos arbovirus CHIKV, ZIKV, MAYV e OROV.

4.2 Objetivos Especificos:
e Avaliar a citotoxicidade dos derivados sintéticos do eugenol em células Vero;
e Determinar a atividade antiviral frente aos virus CHIKV, ZIKV, MAYV e
OROV;
e Confirmar a atividade antiviral por ensaios de inibi¢do do efeito citopatico da
substancia ativa;

e Investigar a possivel acdo virucida direta da substidncia mais ativa.

5.MATERIAL E METODOS

5.1 Sintese dos Derivados do Eugenol

Foram empregadas substancias presentes na cole¢do de compostos naturais e sintéticos
do Laboratorio de Quimica Medicinal e Bioensaios do Programa de Po6s-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Escola de Farmacia — UFOP, cuja sintese foi realizada pelo grupo
de pesquisa parceiro coordenado pelo do Prof. Dr. Guilherme Rocha Pereira da Pontificia

Universidade Catolica de Minas Gerais (PUC-MG). As substancias foram selecionadas dentre
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os grupos de derivados do eugenol, totalizando 21 moléculas, assim como mostrado no quadro

1.

Quadro 1 — Estruturas moleculares das 21 substancias sintetizadas ¢ testadas.
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Quadro 1 — Estruturas moleculares das 21 substancias sintetizadas e testadas.
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Quadro 1 — Estruturas moleculares das 21 substancias sintetizadas e testadas.
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5.2 Ensaios Bioldgicos

Os experimentos bioldgicos foram conduzidos utilizando-se amostras virais especificas
e suas linhagens celulares correspondentes:

CHIKV - A amostra de CHIKV (cepa S27-African) utilizada neste estudo foi cedida
pelo Dr. Mauricio Nogueira da Faculdade de Medicina de Sao Jos¢ do Rio Preto - SP. Para
obteng¢ao do pool trabalho de CHIKYV, tal aliquota foi multiplicada em células Vero e titulada
para determinagdo da UFP/mL.

MAYYV - A aliquota foi multiplicada em célula Vero e titulada para determinagdo da
UFP/mL (titulo viral). A aliquota de MAYV (cepa Acre27) foi cedida pela Prof. Dr. Mauricio
Lacerda Nogueira, da Universidade Federal de Medicina de Sdo José do Rio Preto. A amostra
de MAY'V usada foi isolada de um humano no Estado do Acre (cepa Acre27).

ZIKV - A amostra de Zika virus utilizado para a propagacao in vitro deste virus foi
obtida de um paciente com quadro clinico sem complicacdes, residente no estado de
Pernambuco (PE-243/215). Esta amostra foi gentilmente cedida pela Prof. Dra. Erna Geessien
Kroon, da UFMG.

OROY - A amostra de OROV (cepa BeAn 19991) foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Eurico de Arruda Neto, do Instituto de Pesquisa em Virologia da Universidade Federal de Sao

Paulo.
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Células Vero: As células Vero foram utilizadas nos ensaios de citotoxicidade, na
producdo do CHIKV, MAYV e OROV, nas determinagdes dos titulos virais e para avaliagao
da atividade antiviral. Estas células sdo derivadas de rins de macaco verde (Cercopithecus
aeothiops), cultivadas em meio DMEM suplementado com 5% SFB contendo
penicilina/estreptomicina (100 Ul/ml) e anfotericina B (5 g/ml), em estufa com 5% de CO-, a
37°C.

Células C6/36: As células C6/36 foram utilizadas na producao do virus estoque de
ZIKV. Essas, sdo derivadas de larvas do mosquito Aedes albopictus, multiplicadas em meio
L15 suplementado com 5% SFB contendo penicilina/estreptomicina (100 U/mL) e anfotericina

(5 g/mL), em ambiente a 37°C, em estufa BOD (sem demanda de oxigénio).

5.3 Avaliacao da citotoxicidade ¢ da atividade antiviral

5.3.1 Ensaio de citotoxicidade através método colorimétrico do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-

2,5- difenil brometo de tetrazolina (MTT)

O reagente MTT ¢ composto por um nucleo de anel tetrazdlico quaternario carregado
positivamente, contendo quatro atomos de nitrogénio, circundado por trés anéis aromaticos,
incluindo dois grupos fenil e um anel tiazolil (GHASEMI et al., 2021). Esse ensaio consiste na
clivagem do MTT por meio de células viaveis da mitocondria, com o auxilio enzimatico da
succinato desidrogenase. O sal de tetrazdlio ¢ hidrossoluvel e possui coloracdo amarela, ja a
formazana, seu produto de degradacdo, ¢ um precipitado insoluvel em meio aquoso e possui
coloragdo azul-violeta (MOSMANN, 1983; TWENTYMAN e LUSCOMBE, 1987).

O presente trabalho buscou determinar a citotoxicidade das moléculas em diferentes
concentragdes, com a finalidade de estabelecer limites seguros de uso celular. Tal analise foi
indispensavel para assegurar que os experimentos antivirais fossem conduzidos em condigdes
adequadas, empregando concentragdes inferiores ao CCso, seguindo protocolo adaptado de
Brandao et al. (2010).

As células foram distribuidas em microplacas de microtitulacao de 96 pogos com fundo
chato contendo 2,0 x 10* células/cavidade. As culturas foram incubadas em atmosfera umida, a
5% de CO», a 37 °C. Foram preparadas dilui¢cdes das amostras testes em DMEM 1% SFB (Soro
Fetal Bovino), em concentracdes que variaram entre 200 e 1,5625 pg/mL. Apos 24 horas, a

monocamada celular na superficie dos pogos foi formada, o meio de cultura removido e 100uL
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das solucdes diluidas dos compostos e 100 uL. de meio de cultura DMEM 1% SFB foram
adicionados. Apo6s 48 horas do tratamento, 25 pL do MTT foi adicionado 120 minutos antes
das leituras (MOSMANN, 1983), apds esse periodo, houve a adi¢ao de 80 pL de DMSO para
solubilizacdao dos cristais de formazana, e entdo a leitura foi realizada a 490 nm em leitor de
microplacas, 72 horas ap6s a adi¢ao das substancias teste/extrato.

A toxicidade celular foi expressa pela concentracao citotdxica capaz de reduzir em 50%
a viabilidade das células (CCso). O calculo da porcentagem de citotoxicidade foi realizado pela
formula [(A-B)/A]x100, em que A corresponde a densidade Optica a 492 nm (DOa92) das

células ndo tratadas ¢ B a das células expostas as substancias.

5.3.2 Avaliagdo da atividade antiviral in vitro pela técnica colorimétrica do MTT frente aos

arbovirus: ZIKV, CHIKV, MAYV e OROV

5.3.2.1 Preparo das suspensoes estoques virais

Descrito por Reed e Muench et al. (1938) para o preparo dos estoques de virus, utilizou-
se células C6/36 ou Vero, cultivadas em garrafas de 150 cm? e infectadas com 0,01 UFP. Apés
a visualizacdo do efeito citopatico e/ou morte celular em 90 a 100% das células, foram
centrifugadas por 5 min, a 4°C. Foi aliquotado o sobrenadante, congelado a -70°C e, logo ap0s,

titulado.

5.3.2.2 Determinagao dos titulos infecciosos virais por TCIDso

O titulo viral corresponde ao numero de unidades infecciosas presentes por unidade de
volume, sendo cada unidade infecciosa definida como a menor quantidade de virus capaz de
infectar uma célula. A partir desse conceito, a dose infecciosa mediana em cultura de tecidos
(TCIDso) ¢ estabelecida como a diluigao viral necessaria para provocar infec¢do em 50% das
células de uma determinada cultura (LEI et al., 2020). Esse calculo permite estimar a quantidade
de unidades infecciosas presentes na suspensdo original de virus, a partir da observacao do
efeito citopatico (ECP) em metade das células expostas.

Para o ensaio, células Vero foram cultivadas em placas de microtitulagio de 96
cavidades (2,0 x 10* células/cavidade) com fundo chato até a formac¢ao da monocamada. Em
seguida, foram infectadas com suspensdes virais de ZIKV, CHIKV, MAYV e OROV. Fora m

preparadas dez diluicdes seriadas dos virus em meio DMEM suplementado com 1% de SFB.
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Apo0s o descarte do meio de cultura, adicionaram-se 100 puL de cada diluigdo em oito réplicas
por concentracao, seguidos de 100 pL de meio fresco. As placas foram incubadas em estufa de
CO2a 37 °C, e o desenvolvimento do ECP foi monitorado diariamente por cinco dias.

Esse procedimento ¢ fundamental para padronizar a carga viral utilizada nos ensaios
subsequentes, garantindo reprodutibilidade e permitindo comparar a eficacia das substancias

testadas em condi¢des equivalentes.

5.3.2.3 Avaliagdo da atividade antiviral pela técnica colorimétrica utilizando MTT

Utilizou-se para esses experimentos a técnica descrita por Branddo et al. (2010).
Solucdes de estoque das amostras foram preparadas, em DMSO, as quais foram avaliadas em
concentragdes nao citotoxicas.

As monocamadas celulares foram cultivadas em placas microtitulacdo de 96 cavidades
(2,0 x 10* células/cavidade) com fundo chato. Apds 24 horas de incubacdo em 5% de CO», a
37°C, o meio de cultura (DMEM 5% SFB) foi removido e 100 pL das diluigdes das amostras
foram adicionados em cada cavidade, juntamente com 100 pL da suspensdo viral. Depois, as
culturas foram incubadas em atmosfera umida contendo 5% de CO», a 37°C, por 72 horas.
Realizou-se os seguintes controles: de células tratadas e ndo infectadas (CT); de células ndo
tratadas e infectadas (CV) e de células ndo tratadas e ndo infectadas (CC). Ademais, apesar de
nao haver antivirais especificos para os arbovirus, os testes foram comparados com um controle
positivo para cada virus, a ribavirina para o ZIKV (KAMIYAMA et al., 2017) e MAYV
(FERREIRA et al., 2018), a amantadina para o CHIKV (DEY et al., 2019) e a cloroquina para
0 OROV (ACRANI et al., 2010), simultaneamente, em circunstancias idénticas como relatado
anteriormente (BETANCUR-GALVIS et al., 2002). A viabilidade celular foi avaliada pela
técnica colorimétrica do MTT (MOSMANN, 1983). O sobrenadante foi removido e, em
seguida, adicionou-se 25,0 pL de uma solu¢do de MTT (1,0 mg/ml em PBS), em cada cavidade.
Houve o incubamento das placas durante 120 minutos a 37 °C e, ap0s este tempo, para dissolver
os cristais de formazana, 80,0 uLL de DMSO foram inseridos em cada cavidade. As placas foram
homogeneizadas em agitador de placas durante 15 minutos, e a densidade oOptica foi
determinada em leitor de microplacas, a 492 nm (DO492) (REIS et al., 2020, REIS et al., 2022)

A eficécia antiviral foi expressa pela concentracdo efetiva capaz de proteger 50% das
células contra os danos induzidos pela infec¢dao viral (CEso). Esse parametro corresponde a

concentracdo necessaria para reduzir em 50% o efeito citopatico causado pelo virus. A
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porcentagem de protegdo celular foi calculada utilizando a seguinte equagao:

Protecio (%) = % x100

Nas andlises, as cavidades foram organizadas em trés grupos: células tratadas e
infectadas (A), células infectadas sem tratamento (B) e células ndo tratadas nem infectadas (C).

Esse método ¢ amplamente utilizado em estudos antivirais por sua confiabilidade e
simplicidade, permitindo avaliar simultaneamente a viabilidade celular e a eficacia das
substancias testadas. Além disso, o uso de controles positivos e negativos garante maior
robustez na interpretacao dos resultados, possibilitando comparar o desempenho das moléculas
investigadas com antivirais ja estabelecidos.

Para garantir a confiabilidade e a adequada interpretacdo dos resultados obtidos,
diferentes grupos-controle foram incluidos durante a realiza¢ao dos ensaios. O controle celular
foi constituido por monocamadas mantidas apenas em meio DMEM suplementado com 1% de
soro fetal bovino (SFB), sem exposicdo ao virus ou aos compostos avaliados, permitindo
estabelecer o padrao de viabilidade celular. Para a avaliacao da citotoxicidade das amostras, as
células foram incubadas com as mesmas concentragdoes dos compostos empregadas nos ensaios
antivirais, porém na auséncia da infec¢do viral, possibilitando verificar se eventuais alteragdes
observadas eram decorrentes da agdo citotoxica das substancias.

O controle viral consistiu em monocamadas infectadas com as suspensdes virais,
mantidas sem qualquer tratamento, sendo utilizado como referéncia para a observacao do efeito
citopatico induzido pelo virus. Adicionalmente, foi realizado um controle contendo apenas o
veiculo de solubilizagdo das amostras (DMSO), no qual células infectadas receberam
exclusivamente o solvente, permitindo confirmar que este ndo exercia influéncia sobre a
atividade antiviral observada.

Como controle positivo, empregaram-se farmacos com atividade antiviral previamente
descrita na literatura. A ribavirina foi utilizada como referéncia para os ensaios com ZIKV
(KAMIYAMA et al., 2017) e MAYV (FERREIRA et al., 2018), enquanto a amantadina foi
empregada nos experimentos com CHIKV (DEY et al., 2019) e a cloroquina para o OROV
(ACRANI et al., 2010). As solucdes dos controles positivos foram preparadas em DMSO e
posteriormente diluidas em meio DMEM contendo antibidticos e 1% de SFB, sendo utilizadas

como parametro de comparagdo para validar a atividade antiviral das substancias investigadas.
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5.3.2.4 Andlise estatistica

Foi utilizado o Teste t de Student, nas andlises de variancia para avaliar diferengas entre
as médias nos ensaios de citotoxicidade, antiviral e virucida em comparagdo com os controles.
Foram aceitos para todos os testes o nivel de significancia de 5%. Utilizou-se o pacote

estatistico do GraphPad Prism 5.04.

5.3.2.5 Determina¢do do indice de seletividade para os compostos avaliados ¢ a poténcia

relativa

O célculo do indice de seletividade (IS) € realizado através da razdo entre a concentracao
maxima da amostra que causa 50% de inibi¢ao do crescimento celular (CCso) e a concentracao
minima da amostra na qual 50% do virus ¢ inibido (CEso) (COS et al., 2006). Em termos ideais,
um farmaco deve apresentar uma concentracao toxica elevada, garantindo seguranga, a0 mesmo
tempo em que exibe uma concentracdo ativa reduzida, assegurando eficdcia mesmo em doses
minimas (INDRAYANTO et al., 2021).

Dessa forma, para o caso das substincias que apresentaram certa inibi¢do para pelo

menos uma das arboviroses utilizadas nesse estudo, o IS ¢ calculado, como descrito na equagao.

CCsg
CEsg

IS =

Ademais, foi realizado o calculo da poténcia relativa (PR), a qual compara o CEso do

padrao de referéncia e o CEso das substancias ativas (REIS et al., 2025)

CEsq (pradrio de referéncia)

PR =

CEsq (substancia ativa)

5.3.2.6 Critérios para avaliacdo da atividade citotdxica e antiviral

Na interpretag¢do dos ensaios antivirais in vitro contra os arbovirus, foram considerados
parametros de seletividade descritos na literatura. Em relagdo a citotoxicidade dessas
substancias, um dos parametros avaliados foi a observacdo microscopica das alteracdes

morfologicas celulares.

A agdo citotdoxica manifesta-se pela perda da organizagdo da monocamada celular,
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acompanhada pelo surgimento de células com formato arredondado e textura granulosa. Essas
alteracdes estruturais refletem modificagdes morfologicas tipicas desencadeadas quando os
cultivos celulares entram em contato com agentes externos. As modificacdes morfoldgicas
observadas foram comparadas com os grupos controle, permitindo avaliar o impacto dos
tratamentos. Esse procedimento possibilita determinar a concentragao responsavel por reduzir

a viabilidade de aproximadamente 50% das células (CCso) (FROHNER, 2003).

5.3.2.7 Ensaio antiviral por inibi¢do do efeito citopatico

Esse experimento foi realizado em placas para cultivo de células de 6 pogos (1,0 x 10°
células/poco) com fundo chato e utilizou-se como tratamento valores proximo da concentragao
efetiva a 50% do composto ativo E-11 e a infecgdo viral foi realizada com multiplicidade de
infeccdo (MOI) igual a 1,0. Como controles, foi ensaiada uma monocamada de células nao
infectadas e ndo tratadas (controle de células), ndo tratada e infectada (controle de virus) e uma
monocamada ndo infectada e tratada (controle de citotoxicidade do composto). As células
tratadas e infectadas foram fotografadas, utilizando o aplicativo ZEN 2.3 lite, com o auxilio do
microscopio invertido (Zeiss®), e as imagens foram capturadas 48h apos infecgao (REIS et al.,
2020, REIS et al., 2022). Além disso, o sobrenadante dos pogos de controle de virus e dos pogos
tratados e infectados foram coletados para posterior titulagdo por meio do ensaio de placas de
lise descrito por Dulbecco (1952). Esse ensaio teve como objetivo confirmar os resultados

observados nas substancias ativas do ensaio antiviral in vitro realizado.

5.3.2.8 Ensaio virucida

A atividade virucida baseia-se na capacidade da amostra testada de destruir ou inativar
diretamente a particula viral (SILVA et al., 2018). Esse experimento foi realizado, em duplicata,
em placas de 6 pocos (1,0 x 10° células/poco) com fundo chato, e a substancia ativa E-11 foi
utilizada no tratamento dos virus ZIKV, MAYV e CHIKV. Este pré tratamento foi realizado
em microtubos de 1,5mL e a substancia foi incubada com o virus (MOI = 10), bem como o
controle de virus (apenas suspensdo viral sem tratamento), que foram armazenados em estufa a
5% de CO», a 37°C, durante um periodo de 1 hora. Apds esse tempo, o sobrenadante das placas
de 06 pocos com monocamada celular Vero, que foram previamente preparadas, foi removido

e o virus tratado (virus + composto) e a suspensao viral (controle de virus) adicionados para ser
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realizada a adsor¢do viral nas células. As placas retornaram a estufa e durante um periodo de 1
hora, foi necessario homogeneizar em movimentos cruzados de 10 em 10 minutos. Subsequente
a esse periodo, o sobrenadante foi removido e o meio semissolido (meio DMEM-HG + 1,5%
CMC) ¢ adicionado. Apos 72 horas foi realizada a fixacdo da monocamada celular com formol
a 10% e, em seguida, a mesma foi corada com cristal violeta (solugdo de 1% de cristal violeta
em etanol a 20%). Foram contadas as unidades formadoras de placas (UFP) e o titulo viral

determinado por UFP/mL, conforme descrito por Dulbecco (1952).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1  Avaliagdo da citotoxicidade e da atividade antiviral in vitro

A determinagdo da citotoxicidade na linhagem celular Vero e as atividades anti-
arbovirus in vitro frente ao CHIKV, MAYV, ZIKV e OROV foi realizada pelo método

colorimétrico do MTT e estdo sumarizadas na tabela 1.
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Tabela 1 — Avaliagdo da citotoxicidade (CCsp) nas células Vero e determinacdo da atividade da antiviral (CEs) frente aos virus: ZIKV, CHIKV, MAYV

e OROV, em linhagem celular Vero, com respectivos desvios padroes (n=3) e indice de seletividade (IS), das substancias de sintese

R VERO CHIKY ¢ MAYYV ¢ OROV*
SUBSTANCIA ZIKV *® ISP IS IS IS
CCsopM CEsopM CEsopM CEsopM
CEsopM

E-2 >475.17 NA - NA - 449.04 £3.13 1.06 NA -

E-3 132.26 £5.26 NA - NA - NA - NA -

E-4 524.75 £ 4.80 NA - NA - NA - NA -

E-5 > 54723 NA - NA - NA - NA -

E-6 >399.45 NA - NA - NA - NA -

E-8 > 540.76 NA - NA - NA - NA -
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Tabela 1 — Avaliagdo da citotoxicidade (CCsp) nas células Vero e determinacdo da atividade da antiviral (CEs) frente aos virus: ZIKV, CHIKV, MAYV
e OROV, em linhagem celular Vero, com respectivos desvios padroes (n=3) e indice de seletividade (IS), das substancias de sintese

R VERO CHIKYV ¢ MAYYV ¢ OROV*
SUBSTANCIA ZIKV ? IS? IS
CCsopM CEsopM CEsopM CEsopM
CEsopM

E-9 >547.30 NA - NA - NA - NA -

E-11 > 565.94 38.23 £5.55 >14.80 88.46 + 4.24 > 6.40 75.86 £ 5.15 >7.46 68.34 = 4.47 >8.28

E-12 > 52437 NA - NA - NA - NA -

E-13 >554.92 NA - NA - NA - NA -

E-14 >486.10 NA - NA - NA - NA -

E-15 >486.10 NA - NA - NA - NA -

E-16 > 482.53 NA - NA - NA - NA -



Tabela 1 — Avaliagdo da citotoxicidade (CCsp) nas células Vero e determinacdo da atividade da antiviral (CEs) frente aos virus: ZIKV, CHIKV, MAYV
e OROV, em linhagem celular Vero, com respectivos desvios padroes (n=3) e indice de seletividade (IS), das substancias de sintese

R VERO CHIKYV ¢ MAYYV ¢ OROV*
SUBSTANCIA ZIKV ? IS? IS IS IS
CCsopM CEsopM CEsopM CEsopM
CEsopM
E-17 >482.53 NA - NA - NA - NA -
E-18 >399.23 NA - NA - NA - NA -
>374.77 NA - NA - NA - NA -
E-19
E-21 441.82 +3.81 148.36 +£5.03 2.98 NA - 171.19 £ 7.09 2.58 71.34 £ 4.75 6.19
E-23 >411.04 212.51+5.14 >1.93 NA - 129.23 £2.45 >3.18 NA -
E-24 >479.12 NA - NA - NA - NA -
E-26 319.10£3.71 NA - NA - NA - NA -
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Tabela 1 — Avaliagdo da citotoxicidade (CCsp) nas células Vero e determinacdo da atividade da antiviral (CEs) frente aos virus: ZIKV, CHIKV, MAYV
e OROV, em linhagem celular Vero, com respectivos desvios padroes (n=3) e indice de seletividade (IS), das substancias de sintese

A VERO CHIKY ¢ MAYV ¢ OROV*
SUBSTANCIA ZIKV * ISP IS IS IS
CCsopM CEsopM CEsopM CEsopM
CEsopM
E-27 >395.60 NA - NA - NA - NA -
Ribavirina 1516.75+1.20 433.24 £1.60 3.50 NT 431.24 £2.21 3.52 NT _
(Controle positivo)
Amantadina
561.26 £1.16 NT - 418.98 +£1.70 1.34 NT - NT _
(Controle positivo)
Cloroquina (Controle positivo) 131.12+1.29 NT NT NT 83.41+2.34 1.6

Nota: °ZIKV: Titulo viral 1x10? TCIDso/mL; *IS (indice de seletividade) = CCso (vero)/ECs0 (vero); ¢ CHIKV: Titulo viral 1x10* TCIDso/mL; ®MAYV: Titulo viral 1x10* TCIDs¢/mL;

¢OROV: Titulo viral 1x103 TCIDso/mL ; NA: Nio ativo; — Nao determinado; NT: N3o testado
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A citotoxicidade in vitro, medida pela concentracdo citotoxica a 50% (CCso), foi
analisada na linhagem celular Vero, 72 horas ap6s a exposi¢do aos derivados do eugenol. O
valor de CCso representa a concentragdo que causa 50% de morte celular NAUMENKO et al.,
2023). Além disso, essa avaliacdo da citotoxicidade ¢ essencial para garantir que, nos ensaios
antivirais in vitro subsequentes, sejam utilizadas concentragdes nao toxicas, ou seja,
concentragdes abaixo da CCso. Como observado na tabela 2, os derivados do eugenol
apresentaram CCso variando entre 565.94 uM e concentragdes de 132.26 + 5.26 uM, sendo as
substancias E-2, E-5,E-6, E-8, E-9, E-11, E-12, E-13, E-14, E-15 E-16, E-17, E-18, E-19, E-23,
E-24 e E-27 ndo téxicas na maior concentragao testada por cada uma delas e as as substancias
que o CCs foi inferior a concentracdo maxima testadas foram E-3 (132.26 + 5.26 uM), E-4
(524.75 £ 4.80 uM), E-21 (441.82 = 3.81 uM) e E-26 (319.10 £ 3.71 uM).

A andlise de citotoxicidade evidenciou que a maioria dos derivados de eugenol nao
comprometeu a viabilidade da linhagem celular Vero, mesmo na maior concentragdo testada.
Apenas alguns compostos apresentaram valores de CCso inferiores ao limite maximo avaliado,
situando-se entre 132.26 = 5.26 uM e 524,75 + 4,80 uM. Esses achados confirmam que os
derivados investigados possuem um perfil de seguranca favoravel, permitindo a conducao de
ensaios antivirais subsequentes em concentragcdes abaixo da CCso, sem risco de interferéncia
por efeitos toxicos.

Foi também determinada a concentracdo efetiva média (CEso), a qual indica a
concentragao capaz de inibir em 50% o efeito citopatico do virus (CUETO et al., 2011). Além
disso, foi calculado o indice de seletividade (IS), que ¢ determinado pela razdo entre a
concentragdo citotoxica média e a concentracdo efetiva média. Esse valor indica a janela
teraputica da substancia analisada (REIS et al., 2025). As substincias E-11 e E-21
demonstraram ser substancias ativas. A E-11 apresentou atividade frente aos quatro arbovirus
ZIKV, OROV, MAYYV e CHIKV. Em relacdo ao ZIKV, exibiu CEso de 38,23 = 5,55 uM e IS
maior que 14,80. Contra 0 OROV, apresentou CEso de 68,34 + 4,47 e IS maior que 8,28; frente
ao MAYYV, CCso de 75,86 = 5,15 uM e IS maior 7,46; e em relacdo ao CHIKV, CCso de 88,46
+ 4,24 uM e IS maior que 6,40, indicando seletividade antiviral significativa. Ja a substancia
21 apresentou atividade frente ao OROV, com CEso de 71,34 + 4,75 e IS de 6,19, frente ao
ZIKV, com CEso de 148,36 £ 5,03 e IS de 2,98 e frente ao MAYV, CEsode 171,19 +£ 7,09 e IS
de 2,58.

Em relagdo a poténcia relativa, a ribavirina, utilizada como controle positivo nos ensaios

com ZIKV e MAY'V, a substancia E-11 apresentou PR aproximadamente quatro vezes superior
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frente ao ZIKV e duas vezes maior contra 0 MAY'V, evidenciando maior efeito antiviral em
comparagdo as substancias de referéncia. Em compara¢do a amantadina, utilizada como
controle positivo para o CHIKV, a PR da substancia E-11 foi quase cinco vezes superior € em
comparagdo a cloroquina, controle positivo para o OROV, foi mais de cinco vezes maior.

Em relagao as caracteristicas estruturais das substancias ativas E-11 e E-21, observa-se
que ambas apresentam fatores que as diferenciam dos demais derivados avaliados. Do ponto de
vista estrutural, o radical presente no derivado E-11 consiste em um anel aromatico substituido
por flior, correspondente ao grupo 3-fluorofenil. O atomo de fluor apresenta propriedades
importantes para aplicagdes em quimica medicinal, como reduzido raio covalente (1,47 A),
elevada eletronegatividade (3,98 na escala de Pauling) e elevada energia de ligagdo C—F (=472
kJ/mol) (CHANDRA et al., 2023). Dessa forma, a presenca desse substituinte pode ter
contribuido para o perfil antiviral mais amplo observado para E-11.

Ja a substancia E-21, embora tenha apresentado menor poténcia quando comparada a
substancia E-11, também demonstrou atividade antiviral frente ao OROV, indicando um
diferencial estrutural em relacdo as demais moléculas da série. Esse derivado apresenta um
grupo metila em posi¢ao orto no anel aromatico. A lipofilicidade € um parametro relacionado
a absorcao, distribui¢do, biotransformagao e eliminagdo dos compostos. Além disso, a afinidade
da molécula por ambientes lipidicos pode impactar sua capacidade de atravessar membranas
biologicas, bem como sua interagdo com proteinas plasmaticas e macromoléculas-alvo, fatores
que podem influenciar diretamente sua atividade biologica e perfil toxicologico (MORAK-
MLODAWSKA et al., 2023).

A posicao orto desse substituinte também pode influenciar na orientagdo espacial do
anel aromadtico e a distribuicdo eletronica local da molécula, contribuindo para interacdes
especificas. Em contraste, os derivados inativos continham substituintes mais polares e/ou
volumosos, como nitro, ciano e metoxi, os quais podem alterar significativamente as
propriedades eletronicas e estéricas da molécula. Assim, a atividade observada para a substancia
21 sugere que a presenca de um substituinte hidrofobico pequeno em posi¢do orto pode
representar uma caracteristica estrutural favoravel para a atividade antiviral observada.

A comparagdo dos resultados obtidos nesse estudo com dados da literatura evidencia
que diferentes radicais podem influenciar significativamente o perfil antiviral. Nos ensaios
realizados por Péret (2025), os derivados mais ativos foram obtidos a partir do di-hidroeugenol,
sugerindo que o grupo propil pode conferir maior atividade antiviral em relagdao ao grupo alil

presente nos derivados do eugenol. O composto 16, por exemplo, apresentou atividade frente
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ao ZIKV, CHIKV e MAYV, embora nao tenha demonstrado efeito pré-infecgdo,
comportamento semelhante ao observado no presente estudo nos ensaios virucidas. De forma
analoga, o estudo de REIS (2025) com derivados triazolicos da paulownina mostrou que o
composto 7 foi ativo contra ZIKV, CHIKV e MAYV, mas inativo frente ao OROV, também
sem afetar diretamente o virus. Esses achados reforcam que diferentes substituintes, como o
grupo propil ou triazdlicos especificos, podem representar alternativas promissoras para
ampliar o espectro antiviral, corroborando a relevancia das caracteristicas estruturais

observadas para as substancias E-11 ¢ E-21.

6.2  Ensaio antiviral por inibi¢gdo do efeito citopatico

Para o ensaio antiviral por inibicdo do efeito citopatico, realizado com a finalidade de
confirmar a atividade antiviral observada pelo método colorimétrico do MTT, foi selecionado
o derivado do eugenol 11, ativo frente ao ZIKV, MAYV e CHIKV, em concentragdes proximas
da concentragdo efetiva média (ZIKV - 56,7uM; MAYYV - 85,0uM; CHIKV - 99,1uM), nas
figuras 13, 14 e 15 a seguir estdo dispostas as imagens fotograficas da monocamada celular
ensaiadas apds 48 horas de tratamento. Embora ainda ndo tenham sido conduzidos ensaios
frente ao OROV, estudos futuros estdo planejados para avaliar a atividade da substancia
também contra esse arbovirus.

O ensaio antiviral por inibicdo do efeito citopatico confirmou através de uma analise
qualitativa que as substincias promovem uma prote¢cdo da monocamada celular inibindo a
multiplicagdo do virus. O item A permitiu a visualizagdo do controle viral, que exibiu a
destruicao da camada de células (morte celular) e de alteragdes morfologicas no tecido, como
a presenga de grumos, refringéncia e arredondamento celular, principalmente ao comparar com
o controle celular, ou seja, células nao tratadas e ndo infectadas (item B) que apresentam uma
monocamada celular integra.

Nas cé€lulas apenas tratadas com a substincia E-11 (item D), sem serem infectadas,
utilizadas como controle de citotoxicidade, observa-se manuten¢do da viabilidade celular o que
significa que as concentragdes utilizadas ndo apresentam efeitos toxicos para a monocamada
celular, apresentando semelhanga as células nao tratadas e ndo infectadas (item B).

No poco de atividade antiviral, em que as células foram infectadas e tratadas com a CEso
de E-11 (item C), observa-se que o derivado E-11 protege as células da infec¢ao pelo virus,

uma vez que a monocamada celular permanece viavel (aderida) sem alteragdes morfologicas,
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indicando que as substancias sdo eficazes em inibir o ciclo de multiplicacao do ZIKV, MAYV
e CHIKYV, reafirmando a atividade anti-ZIKV, anti-MAYYV e anti-CHIKV do derivado do
eugenol.

Além da andlise qualitativa, foi realizada a coleta do sobrenadante do controle viral e do
tratado, pogo a qual recebeu o tratamento com o derivado E-11, para posterior quantificacao
pelo método de placas de lise, conforme apresentado na tabela 2 e grafico 1. Na Tabela 2, estao
apresentados os resultados da quantificagdo viral apds a avaliagao do efeito citopatico da E-11
frente aos virus ZIKV, CHIKV ¢ MAYYV. No ensaio de 48 horas com o ZIKV, observou-se
uma reducao de 4,38 unidades logaritimicas nas células tratadas em comparag¢do ao controle
viral, evidenciando uma diminuicdo significativa da replicacdo. Em relacdo ao CHIKYV, a
substancia promoveu uma diminui¢do de 4,17 unidades logaritimicas, enquanto no ensaio com
0 MAYYV verificou-se a maior redugdo entre os virus testados, correspondente a 5,16 unidades
logaritimicas. Esses resultados confirmam o potencial antiviral da E-11, destacando sua acao

mais expressiva contra o MAY'V.
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Figura 13 — Atividade antiviral por inibi¢do do efeito citopatico do ZIKV, em células Vero,

tratadas com a substancia E-11 (56,7uM), 48 horas ap6s infeccao.

A: controle de virus, B: controle de células, C: atividade antiviral do composto 11, D: controle de citotoxicidade

do composto 11.
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Figura 14 — Atividade antiviral por inibi¢do do efeito citopatico do MAY'V, em células Vero,

tratadas com a substancia E-11 (85,0uM).

A: controle de virus, B: controle de células, C: atividade antiviral do composto 11, D: controle de citotoxicidade

da substancia E-11.
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Figura 15 — Atividade antiviral por inibigdo do efeito citopatico do CHIKV, em células Vero,

tratadas com a substancia E-11 (99,11uM).

A: controle de virus, B: controle de células, C: atividade antiviral do composto 11, D: controle de citotoxicidade

da substancia E-11.

Tabela 2 — Quantifica¢do dos virus apds a avaliagdo do efeito citopatico da substancia E-11

contra ZIKV, CHIKV e MAYV.

Ensaio da avaliacao do efeito Meédia da titulacao Logio
citopatico (UFP/mL) UFP/mL

ZIKYV — controle de virus 3.495x 10° 5.54

11 + ZIKV 6.25 0.79

CHIKY - controle de virus 7.66 x 1013 13.88

11 + CHIKV 5.165 x 10° 9.715

MAYY - controle de virus 2.65x 10" 12.42

11 + MAYV 1.83 x 10’ 7.265




57

Grifico 1 — Quantificagdo dos virus (Log UFP/mL) ZIKV, CHIKV e MAY'V, 48 horas apos a

infec¢do, no ensaio de inibi¢ao do efeito citopatico da substancia E-11 (UFP/mL)
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CHIKV: controle de virus, 11+ CHIKV: células tratadas com a substancia 11 (99,11uM) e infectadas com CHIKYV,

dekk.

: p <0.0001; MAYV: controle de virus, 11 + MAYV: células tratadas com a substincia 11 (85,0uM) e
infectadas com MAYV, *** : p <0.0001; ZIKV: controle de virus, 11 + ZIKV: células tratadas com a substancia
11 (56,7uM) e infectadas com ZIKV, ***: p < 0.0004.

6.3  Ensaio Virucida

O ensaio virucida foi realizado para o composto frente aos virus ZIKV, MAYV e
CHIKV. Esse teste ¢ fundamental, pois avalia a capacidade da molécula em interagir
diretamente com particulas virais, promovendo sua desestabilizacdo fisica. De forma mais
ampla, também abrange a habilidade de se ligar as particulas virais e neutralizar sua
infectividade, mesmo sem alteragdes morfologicas aparentes (AOKI-UTSUBO et al., 2018).

A substancia E-11 derivada do eugenol (56,7uM) ativo frente ao ZIKV e, também, ativo
frente ao CHIKV em concentracao de 99,11uM e ao MAY'V na concentragdo de 85,0uM, foram
selecionados para serem ensaiados, juntamente com o controle de virus, simultaneamente. A
tabela 3 e figura 17 demonstram que a substancia E-11 ndo possui agdo virucida sobre o ZIKV,
CHIKV e MAYV, uma vez que ndo houve diferenca significativa em relagdo ao controle de
virus, apo6s titulagdo em células Vero por UFP/mL, ou seja, o derivado E-11 atua inibindo as
particulas virais ap6s infecgdo celular pelo virus, logo a atividade anti-ZIKV, anti-CHIKV e

anti-MAY'V observada esté relacionada com a inibi¢ao do ciclo multiplicativo do virus. Futuros
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ensaios podem ser realizados para elucidacao dos possiveis mecanismos de ag¢ao antiviral da

substancia E-11.

Tabela 3 — Quantificagdo dos virus apo6s a avaliacao do efeito virucida da substancia E-11

contra ZIKV, CHIKV e MAY'V.

Ensaio virucida

Média da titulaciao (UFP/mL) Logio UFP/mL
ZIKYV - controle de virus 1.20x 10° 5.075
11 + ZIKV 1.185x 10° 5.075
CHIKY - controle de virus 1.55x 10° 5.190
11 + CHIKV 1.135x 10° 5.055
MAYYV - controle de virus 2.165x 10° 5.335
11+ MAYV 1.50 x 10° 5.170

Grafico 2 — Quantificagdo dos virus (Log UFP/mL) ZIKV, CHIKV e MAY'V, apos a avaliagao

da atividade virucida da substancia E-11 (UFP/mL)
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ZIKV: controle de virus (MOI = 10); 11 + ZIKV: substancia 11 (56,7uM) incubada com o ZIKV (MOI = 10);
CHIIKV: controle de virus (MOI = 10); 11 + CHIKV: substancia 11 (99,11uM) incubada com CHIKV (MOI =
10); MAYV: controle de virus (MOI = 10); 11 + MAYV: substancia 11 (85,0uM) incubada com MAYV (MOI =

10)
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os derivados do eugenol avaliados ndo apresentaram citotoxicidade detectavel em
células Vero nas concentracdes testadas, demonstrando bom perfil de seguranca in vitro. Dentre
as substancias analisadas, a E-11 destacou-se por sua ampla atividade antiviral frente aos quatro
arbovirus investigados (ZIKV, MAYV, CHIKV e OROV), apresentando os maiores indices de
seletividade e poténcia relativa superior aos controles positivos. A substancia E-21 também
apresentou atividade promissora, com destaque para a agdo frente ao OROV.

A auséncia de efeito virucida direto da substancia E-11 sobre ZIKV, CHIKV e MAYV
indica que seu mecanismo de a¢ao ocorre em etapas posteriores a inativacao da particula viral,
possivelmente no ciclo de replicagao intracelular.Embora os resultados obtidos demonstrem
que a substancia E-11 representa um candidato promissor para o desenvolvimento de novos
agentes antivirais contra arbovirus, estudos adicionais sdo necessarios para aprofundar a
compreensdo de seu mecanismo de agdao. Nesse contexto, a realizagao dos ensaios de inibigao
do efeito citopatico e de atividade virucida frente ao OROV permitira complementar sua
caracterizagao biologica. Além disso, considerando a auséncia de atividade virucida frente ao
ZIKV, CHIKV e MAY'V, torna-se relevante investigar em qual etapa do ciclo replicativo viral
ocorre sua acdo. Para isso, poderdo ser realizados ensaios de adsorcao viral, penetracdo celular
e avaliacdo da atividade antiviral em etapas precoces e tardias do ciclo de multiplicagdo viral.
Esses experimentos permitirdo esclarecer se a substancia interfere na entrada do virus na célula
hospedeira, na replicagdo do genoma viral ou em eventos posteriores do ciclo infeccioso. A
elucidagao desse mecanismo, associada a estudos de otimizacao estrutural e futuras avaliacdes
in vivo, podera contribuir para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos destinados

ao tratamento das arboviroses.
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Abstract

Viral infections, including arbowvirusas such as chikungurya, zika, dengue, and mayaro fever, remain significant global health and economic chal-
lenges, fusled by the emergence and resurgence of mosguito-borme diseases. Natural products, especially plant-derved compounds, have baen
crucial in drug discovery and often serve as scaffolds for synthetic drug development. This study focused on modifying paulownin, an isolated
ligrar, through a Click reaction 1o incorporata 1,2, 3-triazole and quinalinic ring framewnorks. The resulting dervative 7 was avaluated for its in
witro antiviral activity against Alphavirus chikunguaya (CHIKV. The paulownin derivative 7 did not exhibit cytatoxicity in Vero cells and deman-
strated potent activity against CHIEY with median affective concentration value of 9.05 uM and a selectivity index exceading 16.8. Furthermors,
compound 7 autperformed positive controls, being over 46 times more active against CHIKV. Cytopathic effect assays confirmed this anti-CHIKY
activity. The wvirucidal assay indicated that the compound does ot exert a direct effect on CHIKV particles before call infection. RTqPCR studies
further demonstrated dervative 7 significantly reduces CHIKW replication. These findings highlight the paulownin dervative 7 as a promising and
selective candidate for CHIKY treatment.

Impact Statement

This study highlights the potantial of natural product derivatives in addressing global health challenges posed by arboviral infections such as chikun-
gurrya faver. We developed substance 7, a paulownin-based compound wath pramising antiviral properties by employing innevative malacular
mdification through Click chermistry, Compound 7 demonstrated sslactive and potent activity against CHIKY, cutparferming positive contrals
by significantly reducing viral replication threugh nucleic acid synthesis inhibition. These findings provide a strong foundation for further develop-
ment of tha paulownin denvative 7 as a targeted antiviral therapy, underscoring the impestanca of natural product-based seaffelds in discavering
and advancing novel therapautic agants.

Keywords: drug discovery; click chemistry, pharmacauticals, alphavirus; viral replication inhibitor

Introduction (Ly 2024), searching for new antiviral drugs urgent. Natural
products, particularly plant-derived compounds, have been a
crucial source for drug discovery due to their diverse chemical
structures and pharmacological potential (Zhang et al. 2020,
Thomas et al. 2021}

Paulownin, a furofuran lignan, has been 1solated from var-

Arboviruses, or arthropod-borne viruses, are a diverse group
of =500 pathogens, with ~134 known to cause human dis-
eases, significantly impacting global health {Gubler 2001). The
primary arboviruses affecting humans belong to the Togavirs-
dag and Flaviviridae families, including CHIKV, MAYV, ZIKV, S I .
and dengue (Weaver et al. 2018}, In recent decades, outbreaks 01 5PECies, including Tecoma stans var. stans {Reis et al.
of these mosquito-borne viruses have surged, with =3.1 mil- 2022). Akthough its antlvieal activity remaing unexploced,
lion cases reported in the Americas (PAHO 2022) related lignans and their derivatives have shown promuse
Viral diseases, mcluding those caused by arboviruses, con- aga;ns‘: viruses Z“'":h A th‘e Inham.:-.: Mmaac \“r‘us (Chi et
tnue to pose a significant public health challenge, despite :] ‘ua'ﬂ' Add].“z;a“}" T-thllm.‘uqul]]ml:;l:-.]T sed mmpgu"dg
considerable progress in the development of vaccines, phar- ave demonstrated potential i rrug evelopment, thoug
maceuticals, and therapeutics (Malik et al. 2024), Currendy, ch]urgqume. tested against CHIKV, was ineffective as a ther
there are no approved specific treatments for arboviruses like api‘,"m ageim. - antiviral candids b & i
chikungunya, zika, and mayaro fever, and no licensed pro- 0 explore new antiviral candidates, the study - fo-

phylactic vaccines, except for the recently authorized INCHIQ C'ij on umdifyi.ng palownin using Click “"“""ﬁ“.‘”"
vaceine for CHIKV by the US Food and Drug Admimistration specifically copper(T}-catalyzed azide-alkyne cycloaddition
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