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RESUMO

A disseminacao do coronavirus SARS-CoV-2 para todos os continentes resultou na pandemia
de COVID-19, responsavel por mais de 7,1 milhdes de mortes em todo o mundo. O
desenvolvimento de novos fAirmacos antivirais ¢ essencial para o controle de viroses atuais e
emergentes, € os produtos naturais representam uma estratégia promissora para esse proposito.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antiviral de extratos frente ao
betacoronavirus MHV-3 e realizar o estudo fitoquimico de um extrato ativo selecionado,
visando isolar os constituintes antivirais. Foram selecionados para triagem 14 extratos de
plantas pertencentes a cinco familias botanicas, priorizando espécies ricas em polifenois
complexos e/ou em flavonoides com padrao de oxigenagdo pouco usual e/ou com atividade
anti-inflamatdria e/ou antiviral descrita na literatura. Inicialmente foi avaliada in vitro a
citotoxicidade dos extratos e todos eles apresentaram viabilidade celular superior a 80% nas
concentragdes de 10 e 30 pg/mL, exceto o extrato de Baccharis maxima. A atividade antiviral
foi avaliada in vitro em células L929 infectadas com MHV-3, sendo os extratos administrados
antes e apos a infecgdo. O efeito antiviral foi determinado pelo ensaio de reducao da formagao
de placas de lise. Observou-se reducdo do titulo viral apds tratamento com os extratos de
Baccharis grandmucromata (0,12 e 0,27 log de reducao) e Terminalia phaeocarpa (0,93 e 2,64
log de redugdo). O extrato de 7. phaeocarpa foi submetido a fracionamento preliminar por
particdo entre solventes imisciveis e a atividade antiviral das fragdes resultantes (n-hexanica,
diclorometanica, em acetato de etila e hidrometandlica) foi ensaiada em concentragdes nao
citotoxicas em células L929 infectadas com MHV-3. Todas as fragdes reduziram o titulo viral
nas concentragdes avaliadas (0,59 a 2,8 log de inibi¢do), sendo a fracdo n-hexanica a mais ativa.
A composicao quimica do extrato ¢ das fragdes ativas foi avaliada por HPLC-PDA, indicando
a presenca de compostos fenolicos. A fragdo n-hexanica foi refracionada por cromatografia em
coluna aberta de silica gel flash. Dois grupos de fragdes reunidas, de menor polaridade,
possuindo aspectos graxosos (CFJ10 r CFJ12) e tiveram sua composi¢do quimica analisada por
GC-MS. As analises indicaram tratar-se de misturas, sendo identificados 7 hidrocarbonetos, um
triterpeno ¢ um fitoesterol. Dois so6lidos brancos (RFJ900 e RFJ1135) resultantes do
refracionamento foram analisados por RMN de 'H e de '’C, possibilitando identifica-los
inequivocamente como [-sitosterol e P-amirina. A atividade antiviral do extrato de T.
phaeocarpa e das fragdes obtidas, foi confirmada em células humanas Calu-3 infectadas com
SARS-CoV-2, com redugdes de 0,56-2,31 log do titulo viral, sendo as fracdes diclorometanica
e em acetato de etila as mais ativas. O perfil quimico registrado por HPLC-PDA indicou
predominancia de compostos fendlicos. O estudo fitoquimico da fragdo acetato de etila levou
ao isolamento de dois flavonoides monoglicosilados: quercitrina (quercetina-3-O-o-L-
ramnosideo) e afzelina (canferol-3-O-a-L-ramnosideo), identificadas por analises de UPLC-
PDA-ESI-MS/MS e RMN de 'H e de *C, com experimentos mono e bidimensionais. A
ocorréncia de quercitrina, afzelina, B-sitosterol e B-amirina em 7. phaeocarpa ¢ aqui descrita
pela primeira vez, bem dos hidrocarbonetos identificados. Estudos in silico anteriores indicam
que os compostos isolados e identificados sdo potenciais ligantes de proteinas-chave do SARS-
CoV-2, sugerindo sua participagdo na atividade antiviral observada. Em conclusdo, os
resultados obtidos demonstram o potencial de 7. phaeocarpa como fonte de constituintes com
acgao antiviral.

Palavras-chave: MHV-3; SARS-CoV-2; Terminalia phaeocarpa; flavonoides; triterpenos.



ABSTRACT

The spread of the SARS-CoV-2 coronavirus to all continents resulted in the COVID-19
pandemic, responsible for more than 7.1 million deaths worldwide. The development of new
antiviral drugs is essential for the control of current and emerging viral infections, and natural
products represent a promising strategy for this purpose. The present study aimed to evaluate
the antiviral activity of plant extracts against the betacoronavirus MHV-3 and to carry out the
phytochemical study of a selected active extract in order to isolate its antiviral constituents. A
total of 14 plant extracts from five botanical families were selected for screening, prioritizing
species rich in complex polyphenols and/or flavonoids with unusual oxygenation patterns
and/or reported anti-inflammatory and/or antiviral activities. Initially, the in vitro cytotoxicity
of the extracts was assessed, and all showed cell viability greater than 80% at concentrations of
10 and 30 pg/mL, except for the extract of Baccharis maxima. The antiviral activity was
evaluated in vitro using 1.929 cells infected with MHV-3, with the extracts administered both
before and after infection. The antiviral effect was determined by the plaque reduction assay.
A reduction in viral titer was observed after treatment with the extracts of Baccharis
grandmucromata (0.12 and 0.27 log reduction) and Terminalia phaeocarpa (0.93 and 2.64 log
reduction). The T. phaeocarpa extract was subjected to preliminary fractionation by solvent—
solvent partitioning, and the antiviral activity of the resulting fractions (n-hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, and hydromethanolic) was tested at non-cytotoxic
concentrations in L929 cells infected with MHV-3. All fractions reduced viral titers at the tested
concentrations (0.59 to 2.8 log inhibition), with the n-hexane fraction showing the highest
activity. The chemical composition of the extract and active fractions was analyzed by HPLC-
PDA, indicating the presence of phenolic compounds. The n-hexane fraction was further
subfractionated by open-column flash chromatography on silica gel. Some combined groups of
low-polarity fractions were obtained as solids and analyzed by GC-MS, revealing mixtures
containing seven hydrocarbons, one triterpene, and one phytosterol. Two white solid
compounds obtained from the subfractionation were analyzed by 'H and *C NMR, allowing
their unequivocal identification as B-sitosterol and B-amyrin. The antiviral activity of the extract
and its fractions was confirmed in human Calu-3 cells infected with SARS-CoV-2, showing
viral titer reductions of 0.56-2.31 log, with the dichloromethane and ethyl acetate fractions
being the most active. The chemical profile recorded by HPLC-PDA showed a predominance
of phenolic compounds. The phytochemical study of the ethyl acetate fraction led to the
1solation of two monoglycosylated flavonoids: quercitrin (quercetin-3-O-a-L-rhamnoside) and
afzelin (kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside), identified by UPLC-PDA-ESI-MS/MS and 'H and
13C NMR analyses, including 1D and 2D experiments. The occurrence of quercitrin, afzelin, 3-
sitosterol, and B-amyrin in 7. phaeocarpa is reported here for the first time, as well as the
identified hydrocarbons. Previous in silico studies indicate that the isolated and identified
compounds are potential ligands of key SARS-CoV-2 proteins, suggesting their contribution to
the observed antiviral activity. In conclusion, the results demonstrate the potential of 7.
phaeocarpa as a source of constituents with antiviral properties.

Keywords: MHV-3; SARS-CoV-2; Terminalia phaeocarpa; flavonoids, triterpenes.
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humano (Calu-3) infectadas com coronavirus humano SARS-CoV-2 frente ao
tratamento com extratos e fragoes

Figura 25: Curvas de concentracdo-resposta empregadas para o calculo da
concentracao citotoxica para 50% das células ndo infectadas (CCso) e da concentracao
efetiva para 50% das células infectadas com virus MHV-3 (CEs¢) na linhagem celular
L.929. A: extrato de T. phaeocarpa, B: fracdo n-hexanica, C: fragdo dicolorometanica,
D: fracdo em acetato de etila, E: fracdo hidrometandlica

Figura 26: Perfis quimicos do extrato de 7. phaeocarpa obtidas em CCD de silica
gel empregando diferentes condi¢des de eluicdo com n-hexano e EtOAc e reveladas
com anisaldeido sulfarico

Figura 27: Cromatograma obtido por HPLC-PDA para o extrato etandlico de folhas
de T. phaeocarpa adquirido nos comprimentos de onda de 210 nm. Os espectros no
UV registrados para os picos com tr = 9,74 min (a), 10,12 min (b) e 12,49 min (c)
apresentam maximos de absor¢ao compativeis com flavonoides, enquanto aqueles em
(d) 2,31 min, (e) 3,04 min, apresentam maximos a de absor¢do compativeis com
taninos

Figura 28: Cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para o extrato
etandlico de T. phaeocarpa adquiridos (a) no UV, (b) no modo de ionizagdo negativo
(ESI-) e (¢) no modo de ionizagao positivo (ESI+). Condi¢des cromatograficas: vide
item 4.22.3

Figura 29: Esquema de fracionamento do extrato etanolico de 7. phaeocarpa e
refracionamento da fragcdo n-hexanica, indicando as analisadas por GC-MS e RMN
Figura 30: Comparacao entre perfil cromatografico A= CFJ10, B= CFJ12, C=
padrao sintético série CoCao € D= espectro de massas para a substancia hentriacontano
com TR =40.105 e 40.110 min no cromatograma de ions totais (TIC)

Figura 31: Fragmentacdo para a substancia hentriacontano registrado para as
amostras CFJ10 e CFJ12 de Fr. Hex de T. phaeocarpa

Figura 32: Estruturas quimicas de constituintes identificados em fracdes derivadas
da frag¢do n-hexanica de 7. phaeocarpa por GC-MS

Figura 33: Expansdes do espectro de RMN de '*C obtido para RFJ900 (CDCls, 100
MHz)

Figura 34: Subespectro DEPT-135 obtido para RFJ900 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 35: Espectro de RMN de 'H obtido para RFJ900 e expansdes (CDCls, 400
MHz)

Figura 36: Espectro de massa obtido por GC-MS e proposta de fragmentagdo com os
fragmentos m/z 218 € m/z 203 da molécula B-amirina m/z 426 M" (RFJ900)

Figura 37: Espectro de RMN de '*C obtido para RFJ1135 e expansdes (CDCls, 100
MHz)

Figura 38: Subespectro DEPT-135 obtido para RFJ1135 e expansoes (CDCl3, 100
MHz)

Figura 39: Espectro de RMN de 1H obtido para RFJ1135 e expansdes (CDCl3, 400
MHz)

Figura 40: Espectro de massa obtido por GC-MS e proposta de fragmentagdo com os
fragmentos m/z 107; m/z 207; m/z 329 da molécula B-sitosterol m/z 414 M" (RFJ1135)
Figura 41: Cromatograma obtido por HPLC-PDA para a fracdo EtOAc de T.
phaeocarpa

Figura 42: Cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para Fr. EtOAc de
T. phaeocarpa adquiridos (a) no UV, (b) no modo de ioniza¢do negativo (ESI-) e (c)
no modo de ionizacao positivo (ESI+). Condi¢des cromatograficas: vide item 4.22.3.1
Figura 43: Fluxograma do fracionamento do extrato etanolico de Terminalia
phaeocarpa, refracionamento da fracdo EtOAc, e subfracdes obtidas para analises por
RMN

Figura 44: Cromatograma obtido por HPLC-PDA para a fragdo SFJ448 obtida do
refracionamento da fragdo de EtOAc de T. phaeocarpa. O espectro no UV foi obtido
online para o pico principal (tr = 16,62 min)

Figura 45: Cromatograma obtido por HPLC-UV em escala preparativa para a fragao
SFJ448 com deteccdo no UV em 350 nm com destaque para o pico 4 de interesse

Figura 46: Cromatogramas obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para a substancia
QCT48 obtida do refracionamento de EtOAc de 7. phaeocarpa adquiridos (a) no UV,
(b) no modo de ionizagado negativo (ESI-) e (¢) no modo de ionizagdo positivo (ESI+)
Figura 47: Espectros obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para a substancia QCT48
adquiridos no UV (vermelho), no modo de ionizagdo positivo (ESI+) (roxo) e no
modo de ionizagao negativo (ESI-) (verde)

Figura 48: Fragmentagdo do mono glicosideo em m/z 449 [M+ H]" para gerar a
aglicona em m/z 303 [M — 147 + H]"

Figura 49: Espectro de RMN de 'H obtido para a substancia QCT48 e expansdes
(CDs0D, 600 MHz)

Figura 50: Espectro de RMN de '3C obtido para a substancia QCT48 (CD;OD, 150
MHz)

Figura 51: Espectro de RMN de '°C (a) e subespectro DEPT-135 (b) obtidos para
substancia QCT48, com a atribui¢ao dos sinais de ressonancia do carbono carbonilico
e dos carbonos substituidos com hidroxilas fendlicas (150 MHz, CD30D)

Figura 52: Expansdes do subespectro DEPT-135 obtidos para a substancia QCT48
(150 MHz, CD3;0D)
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Figura 53: Expansdo do mapa de contornos COSY demonstrando as correlagdes
entre os sinais de ressonancia de 'H via *J obtido para a substancia QCT48 (CD3;OD;
600 MHZ)

Figura 54: Mapa de correlagdo mononuclear COSY obtido para a substancia QCT48
(CD30D; 600 MHz)

Figura 55: Mapa de contorno heteronuclear HMBC demonstrando as correlagdes
entre os sinais de ressonancia de 'H e '3C via J para a substancia QCT48 (CD;OD;
600 MHz para 'H e 150 MHz para '*C)

Figura 56: Mapa de contorno heteronuclear HMBC demonstrando as correlagdes
entre os sinais de ressonancia de 'H e '3C via J para os sinais da ramnose (CD30D;
600 MHz para 'H e 150 MHz para *C)

Figura 57: Cromatograma obtido por HPLC-PDA com detec¢do em maxplot para a
fracdo SFJ432 oriunda do refracionamento da fracdo de EtOAc de T. phaeocarpa
Figura 58: Cromatograma obtido por HPLC-PDA em escala preparativa para a fragdo
SFJ432 com detec¢ao em 350 nm

Figura 59: Cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para a substancia
AFZ32 com detecgdo no UV (roxo) e por MS nos modos de ionizagdo positivo (ESI+)
(vermelho) e negativo (ESI-) (verde)

Figura 60: Cromatogramas obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para a substancia
AFZ32 obtida do refracionamento de EtOAc de T. phaeocarpa adquiridos (a) no UV
e por MS nos modos de ionizagao (b) negativo (ESI-) e (c) positivo (ESI+)

Figura 61: Espectro de RMN de 'H obtido para a substancia AFZ32 e expansdes
(DMSO-ds, 600 MHz)

Figura 62: Espectro de RMN de "°C (a) e subespectro DEPT-135 (b) obtidos para a
substancia AFZ32, com indicagdo da atribui¢do do sinal de ressonancia do carbono
carbonilico e carbono com hidroxilas fendlicas (150 MHz, DMSO)

Figura 63: Espectro de RMN de 3C (a) e subespectro DEPT-135 (b) obtidos para a
substancia AFZ32, com indicacdo da atribui¢do do sinal de ressonancia do carbono
carbonilico e carbono com hidroxilas fendlicas (150 MHz, DMSO)

Figura 64: Expansdes do subespectro DEPT-135 obtidos para substancia AFZ32
(DMSO-ds; 150 MHz,)

Figura 65: Mapa de correlagdo mononuclear COSY obtido para a substancia AFZ32
(DMSO-ds; 600 MHz,)

Figura 66: Mapa de contorno heteronuclear HMBC demonstrando as correlacdes
entre 0s sinais de ressonancia de 'H e '*C via 3J para a substancia AFZ32

Figura 67: Mapa de contorno heteronuclear HMQC obtido para a substdncia AFZ32
Figura 68: Comparacdo estrutural entre a canferol, afzelina e a trifolina, diferengas
entre os acucares ligados (ramnose na afzelina e galactose na trifolina) e
estereoquimica das hidroxilas em C-3” ¢ C-4”

Figura 69: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS de GFJ10
Figura 70: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS de GFJ12

Figura 71: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS de GFJ12

Figura 72: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS de RFJ900
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Figura 73: Espectro de massas obtido por GC-MS de RFJ900

Figura 74: Espectro de massas obtido por GC-MS de RFJ1135

Figura 75: Cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para o extrato
etandlico de 7. phaeocarpa adquiridos no UV (roxo).

Figura 76: Cromatograma obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para a fragao n-
hexanica de T. phaeocarpa adquiridos no (a) UV e por MS nos modos de ionizacao
(b) negativo (ESI-) e (¢) positivo (ESI+)

Figura 77: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para a fragado DCM de
T. phaeocarpa adquiridos no (a) UV e por MS nos modos de ionizacao (b) negativo
(ESI-) e (c) positivo (ESI+)

Figura 78: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico A do extrato
etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com méximos de absor¢ao em 259
e 377 nm

Figura 79: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico B do extrato
etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com méaximos de absor¢ao em 258
e 377 nm

Figura 80: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico C do extrato
etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com méaximos de absor¢ao em 258
e 378 nm

Figura 81: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico D do extrato
etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com méximos de absor¢ao em 259
e 382 nm

Figura 82: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico E do extrato
etanolico de T. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com maximos de absor¢do em 259
e 382 nm

Figura 83: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico F do extrato
etanodlico de T. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com méximos de absor¢ao em 256
e 378 nm

Figura 84: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico G do extrato
etandlico de T. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com maximos de absor¢dao em 255
e 348 nm

Figura 85: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico H do extrato
etanolico de T. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com maximos de absor¢do em 223
e 277 nm

Figura 86: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico I do extrato
etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com méximos de absor¢ao em 224
nm
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

°C Graus Celstus.
ng Micrograma.
pL Microlitro.
uM Micromolar.
Protease semelhante a quimotripsina 3 (do inglés The 3-
3CLpro
chymotrypsin-like protease).
A Angstrom
Arg 188 Arginina (posicao 188).
Asn 142 Asparagina (posi¢ao 142).
AT2 Alveolares Tipo 2.
Calu-3 Células epiteliais pulmonares humanas.
CASP3 Caspase 3.
CASPS8 Caspase 8.
CCso Concentragao citotoxica 50%.
CCDh Cromatografia em camada delgada.
CCoV Coronavirus canino.
CDs;0OD Metanol deuterado.
CEso Concentragao efetiva.
Covid-19 Doenga respiratdria aguda por SARS-CoV-2.
CoVs Coronavirus.
Cys 145 Cisteina (posicao 145).
DCM Diclorometano.
ECA2 Enzima conversora de angiotensina 2.
EMA Agéncia Europeia de Medicamentos (do inglés European
Medicines Agency).
ESI “Electrospray lonization”.
EtOAc Acetato de etila.
FBS Soro Fetal Bovino.

FCoV Coronavirus felino.



FDA

GC-MS

Gln 377

Glu 166

Glul19, 228, 278
Gly 143

HIN1

HCoV

Hex

HPLC-PDA

IBV
ICEX
IFNY
IL1-p
IL-6

Ile 452
Kcal/mol
L929
Lys 449
MeOH
MERS-CoV
Mg
MHV-3
MOI
mRNA
MTT

NF-kB p65

Ns

Agéncia de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (do
inglés Food and Drug Administration).

Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas.
Glutamina (posi¢ao 377).

Acido glutamico (posi¢do 166).

Acido glutamico (posi¢des 119, 228, e 278).

Glicina (posicao 143).

Subtipo do virus Influenza A.

Coronavirus humano.

Hexano.

Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia acoplada a Detector
de Conjunto de Fotodiodos (do inglés High-performance liquid
chromatography).

Virus da Bronquite Infecciosa.

Instituto de Ciéncias Exatas.

Interferon gamma.

Interleucina 1 beta.

Interleucina-6.

Isoleucina (posicao 452).

Quilocalorias por mol.

Linhagem de Células de fibroblasto murino (ATCC — CCL1).
Lisina (posicao 449).

Metanol.

Coronavirus da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio.
Miligrama.

Virus de Hepatite Murina (do inglé€s Mouse hepatitis virus).
Multiplicidade de Infecgao (do inglés Multiplicity of Infection).
RNA mensageiro.

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio.
Fator de transcri¢dao central na regulacdo da resposta imune e
inflamatéria (do inglés Nuclear Factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells, subunidade p65).

Nanosegundos (do inglés Nanoseconds).



NTP
OMS

PB2

PBS

PEDV
PHEV
PRCV
RAW 264.7
RBD
RdRp

RMSD

RMSF

SARS-CoV-2
TCoV
TGEV

Thr 26

Thr 447
TLR
TMPRSS2
TNF

UPLC-PDA-ESI-MS

UV

Amax

Nucleosideo trifosfato ativo.

Organiza¢do Mundial da Saude.

Subunidade da RNA polimerase viral do Influenza A (do inglés
Polymerase Basic Protein 2).

Tampao Fosfato-Salino.

Virus da diarreia epidémica suina.

Virus da encefalomielite hemagglutinante porcina.
Coronavirus respiratorio suino.

Linha celular de macrofagos murinos.

Dominio de ligagdo receptora.

Polimerase RNA dependente de RNA.

Desvio Quadratico Médio da Raiz (do inglés Root Mean Square
Deviation).

Flutuagdo Quadratica Média da Raiz (do inglés Root Mean
Square Fluctuation).

Coronavirus da sindrome respiratdria aguda grave 2.

“Turkey” Coronavirus.

Virus gastroenterite transmissivel.

Treonina (posi¢ao 26).

Treonina (posicao 447).

Receptor do tipo Toll (do inglés Toll-Like Receptor).

Protease Transmembrana Serina 2.

Fatores de Necrose Tumoral.

Cromatografia a Liquido de Ultra Eficiéncia acoplada a
Detector de Conjunto de Fotodiodos e Espectrometro de Massas
com Fonte de lonizagado por Electrospray (do inglés Ultra-High
Performance Liquid Chromatography coupled to a Photodiode
Array Detector and a Mass Spectrometer with Electrospray
Ionization Source).

Ultravioleta-Visivel.

Deslocamento quimico.

Comprimento de onda maximo.
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1. INTRODUCAO

Os coronavirus, pertencentes a familia Coronaviridae, sao virus zoonoéticos, de RNA de
sentido positivo e fita simples, de aproximadamente 32 quilobases, capazes de causar doengas
respiratorias em animais ¢ humanos (YADAV et al.,, 2021). Dois coronavirus humanos
altamente patogénicos foram identificados nas ultimas décadas, o SARS-CoV, identificado em
2003, que infectou cerca de 8.422 pessoas em 32 paises, causando epidemia de novembro de
2002 a julho 2003, e o Coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV),
identificado em 2012, que infectou 2040 pessoas em 27 paises no Oriente Médio, causando

epidemia local (CHAFEKAR et al., 2018; CHINSEMBU, 2020).

Mais recentemente, o Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave tipo 2
(SARS-CoV-2), foi identificado como um novo coronavirus humano em dezembro de 2019, na
cidade de Wuhan, China, atingindo todos os continentes em poucos meses, sendo decretada a
pandemia pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em marco de 2020. A sindrome
respiratéria aguda grave causada pelo SARS-CoV-2, denominada de Covid-19, ¢ altamente
letal e o Brasil registra, at¢ 0 momento, mais 716.626 mil mortes pela doenca (Secretaria de

Vigilancia em Saude | MINISTERIO DA SAUDE, 2025).

Sua transmissdo ocorre por meio de goticulas das vias aérea respiratorias expelidas por
portadores assintomaticos, pré-sintomaticos e sintomaticos (WIERSINGA et al., 2020). O
surgimento dos sintomas apds contaminagdo ocorre no tempo médio de 5 dias, facilitando a
propagacdo do virus, tendo em vista que pessoas contaminadas transitem o virus antes do
surgimento dos primeiros sintomas (LIU et al., 2020). Os sintomas causados pela Covid-19
incluem, dor de cabeca, febre, tosse, falta de ar e fadiga. Estudos preliminares da OMS
associavam o agravamento da Covid-19 a pessoas com mais de 60 anos e a individuos com
comorbidades tais como hipertensdo, diabetes, doengas respiratorias e obesidade. No entanto,

observa-se que diferentes pacientes foram a dbito sem apresentar nenhum desses fatores.

O avango da doenga foi contido com a producdo de vacinas e alta cobertura vacinal;
contudo, o surgimento de novas variantes ameaca a efetividade e a durabilidade das vacinas
(EYRE et al., 2022). Neste contexto, faz-se necessario desenvolver novos agentes antivirais
efetivos contra o SARS-CoV-2 e outros coronavirus, € a avaliagdo de produtos naturais de

plantas apresenta-se como uma estratégia valida. Na China, a Comissdo Nacional de Satde
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autorizou o uso de fitoterapicos como terapia complementar para a COVID-19 em conjunto

com a medicina ocidental (ANG et al., 2020).

Substancias de origem natural, incluindo alcaloides, flavonoides, antraquinonas,
ligninas e taninos, a bem como compostos organossulfurados, limonoides, sulfetos, cumarinas,
terpendides, saponinas, clorofilinas, compostos furilicos, poliinas, tiofenos, proteinas,
peptideos e terpenos apresentaram atividade antiviral frente ao SARS-CoV-2 em ensaios in
vitro, in vivo ¢ in silico (PEREIRA et al., 2021; CHINSEMBU et al., 2020). Dessa forma,
substancias bioativas presentes em plantas representam uma estratégia promissora para o

desenvolvimento de farmacos antivirais.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo identificar produtos naturais
bioativos potencialmente uUteis como agentes anti-SARS-CoV-2, a partir da investigagdo

fitoquimica e de atividade bioldgica de espécie dos géneros Terminalia, Ouratea e Baccharis.
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2. OBJETIVO GERAL

Realizar a triagem antiviral de extratos vegetais frente ao betacoronavirus murino MHV-

3 e realizar estudo fitoquimico do extrato selecionado, visando identificar constituintes ativos

contra o SARS-CoV-2.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Selecionar extratos vegetais ricos em polifenois complexos e/ou em flavonoides com
padrdo de oxigenacdo pouco usual e/ou com atividade anti-inflamatodria e/ou antiviral
descrita na literatura disponiveis na extratoteca do laboratério de Fitoquimica para
triagem de atividade antiviral,

2. Awvaliar a atividade antiviral in vitro dos extratos em concentragdes nao citotoxicas em
cultura de fibroblastos 1.929 infectados com o coronavirus murino MHV-3;

3. Realizar o fracionamento do extrato mais ativo e avaliar a atividade antiviral in vitro
das fracdes obtidas em cultura de fibroblastos L.929 infectados com o coronavirus
murino MHV-3;

4. Avaliar a atividade antiviral in vitro dos extratos e fragdes mais ativos em cultura de
c€lulas epiteliais pulmonares humanas (Calu-3) infectadas com o coronavirus SARS-
CoV-2;

5. Realizar o isolamento e elucidacao estrutural das substancias constituintes das fracoes

ativas.
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3.REVISAO DE LITERATURA

3.1 Coronavirus (CoVs): historico, epidemiologia e taxonomia

Os coronavirus sdo patogenos zoondticos da ordem dos Nidovirus, pertencentes a
familia Coronaviridae e subfamilia Coronavirinae. Sao virus de RNA positivo, pleomorficos
ou esféricos, medindo de 80 a 220 nm de didmetro, envelopados, de fita simples com tamanho
de 25 a 31 Kb. Eles recebem o nome de coronavirus devido a aparéncia ultraestrutural em forma

de coroa, formado pelas proteinas spike na superficie do virus (HAAKE et al., 2020).

Coronavirus

{ ancestor
o /
“
C/ NaReE

C/ - ;krr C/ - ""j[ﬁ

Group 1a 1b 2a 2b 2c 2d da 3b 3c

Figura 1: Modelo proposto de evolugdo do coronavirus (WOO et al., 2009).

O primeiro coronavirus identificado foi o virus da bronquite infecciosa (IBV), isolado
de embrides de galinha em 1937. Na década de 1940 foi identificado o virus da hepatite de
camundongo (MHV) e outros coronavirus de mamiferos, enquanto na década de 1960 foram
identificados dois coronavirus humanos, 229E (HCoV-229E) e OC43 (HCoV-0OC43). Entre os
anos de 1960 e 2004 foram identificados sete novos coronavirus em mamiferos sendo eles
coronavirus bovino (BCoV), virus da encefalomielite hemaglutinante suina (PHEV), virus da
gastroenterite transmissivel (TGEV), virus da diarreia epidémica suina (PEDV), coronavirus
respiratorio suino (PRCV) e coronavirus felino (FCoV), além de coronavirus avidrio (IBV)
(WOO et al., 2009). Em 2002, foi identificado um novo coronavirus humano, o SARS-CoV,
transmitido através da manipulacdo de animais ou alimentos na provincia de Guangdong,
China. Durante o surto, com duragdo de 8 meses, foi confirmado a transmissao do virus para
8.000 pessoas e a taxa de mortalidade registrada foi de 10% (SAHIN, 2020). Em 2004, o
coronavirus NL63 foi identificado em um bebé na Holanda e, em 2005, o virus HKU1 foi

identificado em um idoso de Hong Kong (ABDUL-RASOOL, et al., 2010). Em 2012, um novo
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coronavirus foi identificado na Ardbia Saudita, causando a epidemia da Sindrome Respiratoria
do Oriente Médio, o MERS-CoV (YESUDHAS et al., 2020). Em dezembro de 2019, no
mercado atacadista na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China, foi identificado o SARS-

CoV-2, virus causador da pandemia de Covid-19 (YESUDHAS et al., 2020) (Figura 2).

2019
1940 2002 2005
MHV SARS-CoV HKU1 SARSz'COV'
[
1937 ggg 2004 2012
BV i
0C43 NL63 MERS-CoV

Figura 2: Identificagdo dos coronavirus ao longo dos anos.

Nos ultimos anos tém-se observado um aumento no numero de coronavirus
identificados e nos genomas sequenciados. Como resultado, identificou-se que alguns
coronavirus apresentam homologia mesmo quando isolados em animais filogeneticamente
distantes, como representado na Figura 1: coronavirus felino — FcoV junto ao CCoV
(coronavirus canino) presentes no grupo la; virus da hepatite murina — MHV proximo ao
coronavirus humano - HCoV-OC43, coronavirus bovino - BCoV homolo6go ao virus da
encefalomielite hemaglutinante suina - PHEV presentes no grupo 2a; coronavirus de morcego
SARS-CoV proximo SARS-CoV humano no grupo 2b; o virus da bronquite infecciosa — IBV
proximo ao TCoV no grupo 3a; e o coronavirus de gato leopardo asiatico proximo aos novos
coronavirus aviarios no grupo 3¢ (WOO et al., 2009). Essa homologia explicaria o salto entre

espécies, gerando surtos de doengas zoonoticas.

Os coronavirus sdo divididos segundo a reatividade antigénica em quatro grupos: alfa,
beta, gama e delta coronavirus. Causam doencas intestinais, sindromes respiratorias,
neurologicas ou sistémicas em diferentes animais, sejam eles domésticos ou selvagens, como
também em humanos. Oriundos de morcegos, os alfa e betacoronavirus infectam
predominantemente mamiferos, enquanto os gama e deltacoronavirus, provenientes de aves,

sdo capazes de infectar diferentes espécies de aves e mamiferos (HAAKE et al., 2020).

O género Betacoronavirus possui quatro subgéneros, sendo o subgénero Embecovirus
composto pelo Virus da Hepatite Murina (MHV) e o Sarbecovirus composto pelo SARS-CoV
e SARS-CoV-2 (KORNER et al., 2020).
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3.2 Virus MHV

O Virus da Hepatite Murina (MHV) é um Betacoronavirus, considerado um patégeno
natural de camundongos. Possui de 60 a 200 nm de didmetro, sendo também pleomorfico
(Figura 3). Foi descrito pela primeira vez em camundongos albinos suicos por Cheever e
colaboradores (1949) e isolado por Riet ¢ Kahn, em 1973. O MHV possui genoma de RNA
viral positivo de 30-32 Kb, que ¢ transcrito em um conjunto de sete mRNAs subgenomicos.
Esse genoma contém 11 fases de leitura abertas (open reading frames, ORFs), codificando duas
réplicas de poliproteinas, trés proteinas ndo estruturais de fun¢do desconhecida e seis proteinas
estruturais: glicoproteina spike (S), glicoproteina transmembrana (M), proteina envelope (E),
proteina hemaglutinina esterase (HE) e nucleocapsideo (N) (Figura 4 A) (PHILLIPS; WEISS,
2011).

Figura 3: Particulas virais do MHV observadas em microscopio eletronico (SARMA, 2010).

Entende-se que as proteinas estruturais codificadas pelo genoma do MHV sejam
responsaveis pela patogénese do virus. A proteina spike (S) ¢ altamente glicosilada e tém
projecado radial externa, formando uma coroa, originando o nome do virus de corona (coroa),
cuja funcdo ¢ ligar o virus a células hospedeiras. A glicoproteina transmembrana (M) e proteina
envelope (E) desempenham papel na montagem do virus, e a proteina I tem funcgdo

desconhecida (Figura 4B) (SARMA, 2010).
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Figura 4: A: Estrutura do coronavirus MHV com cinco proteinas estruturais: glicoproteina
spike (S), proteina envelope (E), glicoproteina transmembrana (M), proteina nucleocapsideo
(N) e hemaglutinina-esterase (HE) (PERLMAN; WHEELER, 2016). B: Representacdo

esquematica da organizagdao gendmica do virus da hepatite de camundongos (SARMA, 2010).

O processo de infe¢do do MHV em camundongos se inicia pela entrada na célula
hospedeira através da ligacdo da proteina S a receptores especificos localizados na superficie
dessas cé€lulas. O antigeno carcinoembrionico (CEA) ¢ o receptor das células hospedeiras que,
quando ligado a proteina S, desencadeia a fusdo das membranas virais e plasmaticas (SARMA,
2010). Na sequéncia, o ciclo replicativo do virus se da no citoplasma das células infectadas
usando a RNA polimerase dependente de RNA viral, levando a replicagdo do genoma viral

(ADAMI et al., 1995).
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O MHYV possui cepas com tropismos variados, com diferengas na viruléncia e patologia.
Em sua maioria, elas causam infec¢des nao aparentes em camundongos, cuja gravidade ¢
influenciada pela idade do animal, gendtipo e condi¢gdes imunologicas, causando de encefalite
leve ao desenvolvimento de desmielinizagao e encefalite letal (PERLMAN; WHEELER, 2016).
Apesar dos diferentes tropismos, todas as cepas do MHV utilizam o mesmo receptor celular
para entrada; dessa forma, acredita-se que o fator determinante para o tropismo de cepas do

MHYV ocorra apds a infecgao viral (WEISS; LEIBOWITZ, 2011).

As cepas podem ser divididas em dois biotipos: politropicos e enterotropicos
respiratorios baseados na classificagdo tecidual da infec¢do primaria. De interesse em nosso
trabalho, o grupo politropico ¢ empregado como modelo para doengcas em humanos, pois
fornecem modelo para doengas de diversos sistemas de 6rgaos (WEISS e LEIBOWITZ, 2011).
Dessa forma, as cepas neurotropicas de MHV (JHM, MHV-4) provocam encefalite aguda e
doengas desmielinizantes cronicas, as cepas unicamente hepatotropicas (MHV-2 e MHV-3)
oferecem modelos animais para hepatite viral, e a cepa exclusivamente pneumotrépica (MHV-
1) ocasiona pneumonite, enquanto MHV-A59 ¢ moderadamente hepatotropico e neurotrdpico,

causando hepatite viral e encefalite aguda (SARMA, 2010; WEISS; LEIBOWITZ, 2011).

A cepa MHV-3 usada para estudar a patogénese da hepatite induzida por MHV, foi
isolada do figado de camundongo em processo de desmame — VS, que desenvolveu hepatite
aguda apds infectado com soro de paciente com hepatite aguda. A cepa ¢ considerada mais
virulenta e ocasiona insuficiéncia hepatica fulminante em camundongos suscetiveis; por esse
motivo, ¢ normalmente utilizada para estudar a patogénese da hepatite induzida pelo MHV
(WEISS; LEIBOWITZ, 2011). A hepatite e a lesdo celular causada pela infeccao pelo MHV-3
ocorrem em decorréncia da ativagdo da cascata de coagulacao, desenvolvendo microtrombos
nos sinusoides hepaticos (WEISS; LEIBOWITZ, 2011). Os mondcitos e macrofagos
envolvidos em respostas inflamatorias causadas pela infec¢do pelo MHV-3 expressam pro-
coagulantes em sua superficie celular, fornecendo informacdes sobre o papel da atividade pro-
coagulante, codificada pelo gene fg/2 (POPE et al., 1995). Os sintomas clinicos causados em
camundongos pela infec¢ao pelo MHV-3 sdo andlogos aos sintomas clinicos da insuficiéncia
hepatica fulminante em humanos, bem como a resposta inflamatoria e disfungdo pulmonar

(KORNER et al., 2020; ANDRADE et al., 2021).

Camundongos infectados com o MHV-3 por inoculacdo intranasal apresentam

manifestagoes clinicas similares aquelas da Covid-19. O recrutamento de leucocitos para o
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tecido pulmonar no inicio da infec¢do pelo MHV-3 aumenta consideravelmente a porcentagem
de neutrdfilos, macroéfagos e monocitos, iniciando uma resposta inflamatoria robusta no local.
Essa resposta eleva a concentragao de mediadores inflamatorios, as quimiocinas CCL2, CCL3,
CCLA4 e CCLS5, e as citocinas TNF, IFNy, IL1-B e IL- 6. Quando a inflamag¢ao nao ¢ resolvida
o virus se espalha para outros 6rgaos, acontecendo a liberagdo desregulada de citocinas pro-
inflamatorias, levando a tempestade de citocinas, ocasionado danos graves aos tecidos e 6rgaos
hospedeiros, induzindo a morte de células inflamatoérias e, por conseguinte, causando doenga
sist€émica e levando a faléncia multipla dos 6rgaos, com manifestagdes similares as causadas

pelo SARS-CoV-2 (ANDRADE et al., 2021; ZENG et al., 2021).

Portanto, o MHV-3 representa um modelo adequado para o estudo de infecgdes pelo

SARS-CoV-2, com maior seguranga € menor custo nos experimentos.

3.3 Historico e epidemiologia do SARS-CoV-2

Em dezembro de 2019, um virus até entdo ndo identificado foi causador de surto da
sindrome respiratoria na cidade de Wuhan, China. Em 7 de janeiro de 2020, o Centro Chinés
de Controle e Preven¢ao de Doengas identificou-o como sendo o novo coronavirus 2019-nCoV.
Apds um meés do primeiro caso relatado, 34 provincias da China registraram casos confirmados
e o pico atingiu média diaria de mais de 3.000 casos (HU et al., 2020). Medidas restritivas e de
contenc¢do foram realizadas para barrar a transmissibilidade do virus, incluindo lockdown, com
o fechamento do comércio ndo essencial, aeroportos, rodovias e cidades. Ainda em janeiro de
2020, os Ministérios da Satde da Tailandia, Japao e Coreia relataram seus primeiros casos
confirmados, todos oriundos de Wuhan. Até o final de janeiro daquele ano, 10 paises,
distribuidos em todos os continentes confirmaram seus primeiros casos de transmissao local
(MURALIDAR et al., 2020). Entao, em 30 de janeiro de 2020 a OMS declarou emergéncia em
satde publica de interesse internacional (PHEIC). Em fevereiro de 2020, o Comité
Internacional de Taxonomia dos Virus - ICTV denominou o novo coronavirus de SARS-CoV-
2, e a OMS denominou a doenca causada pelo virus de Covid-19 (doenca causada por

coronavirus, ano 2019).
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Tendo em vista os niumeros elevados de casos na China e a confirmacao de mais de
118.000 casos em 114 paises com mais de 4.000 6bitos (Figura 5), em 11 de margo de 2020 a
OMS declarou a pandemia da Covid-19 (Figura 5) (OLIVEIRA, 2020).

No Brasil, o primeiro caso confirmado ocorreu em 26 de fevereiro de 2020.
Rapidamente o virus se disseminou por todo o pais saturando o sistema publico de satde e em
13 de margo o primeiro caso confirmado de transmissao local foi registrado, sendo o primeiro
obito por covid-19 registrado em 17 de margo (Secretaria de Vigilancia em Saude |
MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Um ano apds a confirmagio do primeiro caso, o Brasil ja
registrava 10.517.232 casos ¢ 254.221 6bitos por covid-19. Até 08 de setembro de 2025 o Brasil
registrou 39.318.227 casos confirmados de Covid-19 e mais de 716.626 dbitos, colocando-o
em segundo lugar no ranking mundial (Secretaria de Vigilancia em Satude | MINISTERIO DA
SAUDE, 2025).
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Figura 5: Distribui¢ao de casos confirmados em marco de 2020 (OMS, 2020).
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3.4 Genoma e ciclo de replica¢ao viral do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 ¢ um Betacoronavirus pertencente ao subgénero Sarbecovirus.
Analises filogenéticas demonstraram que o SARS-CoV-2 compartilha 79% de identidade do
seu genoma completo com o SARS-CoV, 87,6% do CoV de morcegos (ZC45 e ZXC21),
91,02% com o CoV de pangolins, o Pangolin-CoV, e 50% com o MERS-CoV, virus causador
dos surtos em 2002 na China e em 2012 no Oriente Médio (REN et al., 2020; HARRISON et
al., 2020; CHAN et al., 2020).

O SARS-CoV-2 possui um didmetro de 60 a 140 nm e spikes variando de 9 a 12 nm, se
assemelhando a uma coroa solar (Figura 6A) (WIERSINGA et al., 2020). Possui RNA de fita
simples, sentido positivo. Seu genoma possui 14 fases de leitura aberta (do inglés open reading
frame) (ORFs), os quais codificam 16 proteinas ndo estruturais, nove proteinas acessorias
(ORF) e quatro proteinas estruturais: Spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo
(N), sendo a glicoproteina Spike responsavel pela entrada do Sars-CoV-2 em células
hospedeiras, e as proteinas E e M responsaveis pela montagem do virus (Figura 6A)

(HARRISON et al., 2020).

A glicoproteina Spike (S) possui dominios N-terminal e C-terminal. Para iniciar o
processo de infec¢do, a entrada do virus nas células hospedeiras ¢ mediada por esta
glicoproteina, a qual compreende duas subunidades funcionais, S1 e S2 (Figura 6B) (MORSE
et al., 2020). A subunidade S1 tem como fungao se ligar a enzima conversora de angiotensina
2 (ECA2) da célula hospedeira, enquanto a subunidade S2 tem como fung¢ao fixar a proteina S
a membrana, bem como mediar a fusdo da membrana logo apds a infec¢do de uma nova célula,
por possuir um peptideo de fusdo (JACKSON et al., 2022). Além da ECA2, o processo de
entrada do virus na célula do hospedeiro envolve a interagdao com a Protease Transmembrana

Serina 2 (TMPRSS2) (AGONDI et al., 2020).
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Figura 6: (A) Proteinas estruturais do SARS-CoV-2: Spike (S), envelope (E), membrana (M)
proteinas nucleocasidas (N) (B) subunidades funcionais, S1 e S2. Adaptado de JACKSON et
al. (2022).

Ap6s a fusdo do envelope viral a membrana plasmatica da célula, o virus introduz seu
RNA dentro da célula hospedeira (Figura 7). Dessa forma, o RNA serd traduzido pelos
ribossomos celulares, dando origem a diversas proteinas virais, sendo a replicase viral a
primeira delas, replicando o material genético do virus. A replicagdo e transcri¢gdo do genoma
do coronavirus ocorre dentro do reticulo endoplasmatico; todavia, para que o virus seja
totalmente formado ¢ necessaria outra organela, o complexo de Golgi. Dentro do complexo de
Golgi, o virus ¢ entdo formado e ativado pela proteina furina e, em seguida, o virus € excretado

através de vesiculas (MOUSAVIZADEH e GHASEMI, 2021).
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Figura 7: Ciclo de multiplicagao viral do SARS-CoV-2. Adaptado de Harrison et al. (2020).
A similaridade da sequéncia da glicoproteina Spike do SARS-CoV e do SARS-CoV-2
¢ de 75 a 78% (YESUDHAS et al., 2021). Somente a glicoproteina Spike possui um dominio
de ligacdo receptora (RBD) com semelhanga de 73 a 76% entre eles, justificando a liga¢do de
ambos os virus com o mesmo receptor celular, a ECA2 da célula hospedeira (HARRISON, et
al., 2020; YESUDHAS et al., 2021). Quando uma das subunidades S1 ou S2 se ligam aos

receptores hospedeiros elas atuam como um dominio de ligacao receptora (RBD) (Figura 8).

S1|

i - 1 @88~

's2

s1/82 s2

Figura 8: Sequéncia da proteina Spike do SARS-CoV-2. Dominio de ativagdo de terminal
NTD, dominio de ligagdao do receptor RBD, subdominio SD (YESUDHAS et al., 2020).

Os receptores ECA2 estao presentes em células do rim, nos vasos sanguineos, coragao
e pulmao, em células alveolares do tipo 2 (AT2) e em células epiteliais do trato respiratorio

alveolar (YESUDHAS et a., 2020).
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O SARS-CoV-2 ¢ considerado menos agressivo do que o SARS-CoV, mas possui maior
transmissibilidade. O genoma viral do SARS-CoV-2 codifica a protease 3CLP™ importante na
producao de proteinas virais € no controle da atividade do complexo de réplicas; essa enzima ¢
fundamental para a replicacao e infeccdo do virus, tornando-se um alvo para a producao de

agentes antivirais (CHOJNACKA et al., 2020).

3.5 Transmissio e profilaxia

Acredita-se que o SARS-CoV-2 seja oriundo de mamiferos da ordem Chiroptera
(morcegos) e transmitido a hospedeiros amplificadores, como os animais silvestres. Com o
consumo dessas espécies, o virus foi transmitido a humanos (OLIVEIRA et al., 2020). A
transmissao entre humanos ocorre através da inalagdo de particulas virais contidas em goticulas
e aerossois expelidas por pessoas infectadas assintomaticas ou sintomaticas (SALZBERGER
et al., 2020). Goticulas sdo depositadas nas vias aéreas superiores, enquanto aerossois sao
capazes de penetrar nas vias aéreas inferiores e sedimentar-se em alvéolos (HARRISON et al.,
2020). Um individuo contaminado transmite o virus para outro ao estar em contato durante

pelo menos 15 minutos, em um espago de 1,80 metros (WIERSINGA et al., 2020).

A transmissao também ocorre pelo contato com superficies contaminadas pelo virus. A
carga viral permanece por maior tempo em superficies impermedveis, por até 3 a 4 dias apods
contaminac¢do, do que em superficies permeaveis. Todavia, a quantidade de virus detectada nas

superficies ¢ reduzida dentro de 48 a 72 horas (WIERSINGA et al., 2020).

No intuito de conter a transmissdo, foi recomendado pela OMS o uso de maéscaras
cobrindo boca e nariz, distanciamento fisico de 1,5 metros, higienizagdo das maos e areas
contaminadas com alcool a 70%, hipoclorito a 2% e/ou sabao. Para os profissionais da satde
que estavam na linha de frente, foi recomendado o uso de mascaras N95, face shield e aventais

descartaveis.

3.6 Patogénese e resposta imune

A patogénese do SARS-CoV-2 vai desde sintomas leves, semelhante a resfriados, até a
sindrome respiratoria aguda grave, que pode levar a dbito. Sintomas como febre, dor de

garganta, tosse seca, diarreia, perda de olfato e paladar, fadiga, dor de cabega e dispneia podem
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surgir no periodo de 3 a 7 dias ap0s infeccdo pelo virus (WOODBY et al., 2020; MAJUMDER;
MINKO, 2021). O periodo de incubagdo varia de 2-11 dias (HARRISON et al., 2020).

As células epiteliais nasais sao as primeiras a serem infectadas devido a maior expressao
da ECA2, enquanto a infeccdo do trato respiratorio inferior ¢ decorrente da replicagdo viral,
permitindo a infec¢do das células epiteliais alveolares dos pulmdes, causando pneumonia
(WOODBY et al., 2020; HU et al., 2020). A pneumonia causada pelos HCoVs decorre da
rapidez com que o virus ¢ replicado, levando a infiltragdo maci¢a de células inflamatorias e
producdo elevada de citocinas e quimiocinas, ocasionando lesdo pulmonar aguda e sindrome

respiratoria aguda grave (CHANNAPPANAVAR; PERLMAN, 2017).

A inflamagdo do parénquima pulmonar decorrente da infeccdo pelo SARS-CoV-2 ¢
coordenada temporalmente e espacialmente pela resposta imune, composta por células
mononucleares e poliformonucleares, através da liberacdo de citocinas no intuito do retorno da
homeostase (OLIVEIRA et al., 2021). Citocinas e quimocinas exercem um papel importante na
imunidade e imunopatologia durante infec¢des por virus. Uma resposta imune inata rapida e
bem coordenada ¢ a primeira linha de defesa contra infecgdes virais. Iniciada a resposta imune
inata, ocorre a ativacao de interferons do tipo I, induzindo a expressdo de diferentes genes que
sdo capazes de inibir diretamente a replicac@o viral até o recrutamento, ativando outras células

do sistema imune (OLIVEIRA et al., 2020).

Todavia, uma ineficacia de mecanismos do processo de resolucdo da inflamacao leva a
infiltracdo celular no tecido inflamado, pela producdo exacerbada de citocinas e quimiocinas
pro-inflamatorias, ocasionando o fendmeno conhecido de “tempestade de citocinas” (do inglés
cytokine storm). Assim, a liberagdo desregulada dos mediadores ¢ responsavel pela lesdao
tecidual e sistémica decorrente da inflamagdo pulmonar, ocasionando casos clinicos de sepse
viral, pneumonia viral letal e sindrome respiratdria aguda grave. Para além, colabora para
incidéncia de comprovaveis danos neurais, hepaticos e cardiovasculares e infecgdes secundarias

(CHANNAPPANAVAR e PERLMAN, 2017; PARASHER, 2020).

3.7 Abordagens terapéuticas antivirais disponiveis

Abordagens terapéuticas baseadas em antivirais eficazes contra SARS-CoV-2 sdo
primordiais para o tratamento de infegdes. Farmacos previamente existentes, ativos frente a

outros patogenos, foram avaliados para tratamento. Em 2020, o remdesivir, firmaco ativo
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contra o virus Ebola e infec¢des pelo virus Marburg foi utilizado em diferentes paises.
Inicialmente a Agéncia de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA) aprovou seu
uso emergencial, seguida pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)
(GAVRIATOPOULOU et al., 2020) (MAJUMDER; MINKO, 2021) No Brasil, uso do
remdesivir para tratamento da Covid-19 foi aprovado em marco de 2021 pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Além disso, um estudo randomizado, iniciado em setembro
de 2021 e conduzido por pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais, foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar, de forma quantitativa, os efeitos do remdesivir em
pacientes de baixo risco com altas cargas virais de SARS-CoV-2. Esse estudo, realizado no
ambito da plataforma PLATCOV (NCT05041907), indicou que o remdesivir promoveu uma
aceleragdo significativa da depuracdo viral em pacientes com infeccao aguda por SARS-CoV-

2, apresentando, além disso, perfil de seguranca favoravel (https://clinicaltrials.gov/ct2/home).

O remdesivir (1) é um pro-farmaco andlogo da adenosina que ¢ metabolizado
intracelularmente em um nucleosideo trifosfato ativo (NTP), o qual inibe o RdRp viral e dessa
forma interrompe o processo de replicacdo do genoma viral (SIMSEK-YAVUZ et al., 2021).
Possui atividade de amplo espectro contra varias familias de virus (GREIN et al., 2020). Foi
desenvolvido em 2017 para o tratamento de infecgdo pelos virus Ebola e Marburg pela Gilead
Sciences (GAVRIATOPOULOU et al., 2020). Em estudos iniciais, mostrou eficécia profilatica
e terapéutica em modelos nao clinicos de infec¢des causadas pelo MERS-CoV e SARS-CoV,
bem como em testes in vitro de atividade contra o SARS-CoV-2 (SIMSEK-YAVUZ et al.,
2021).

:

O favipiravir (2) ¢ um inibidor de polimerase de RNA usado como farmaco antiviral
contra diferentes tipos de infecgdes por virus RNA. Seu uso emergencial foi aprovado para
tratamento da Covid-19 pela agéncia reguladora na China. Além dos antivirais relatados

anteriormente, as agéncias reguladoras de saude aprovaram o uso do Paxlovid, que ¢ uma
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associacdo do nirmatrelvir (3), um inibidor de protease de segunda geragdo, e ritonavir, um
farmaco que retarda a metabolizagdo do nirmatrelvir, intensificando seu efeito farmacologico
(LAMB, 2022), e do molnupiravir (4) como agentes antivirais para Covid-19
(https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-first-oral-antiviral-treatment-co

vid-19-adults).
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3.8 Género Terminalia Linnaeus

Pertencente a familia Combretaceae, as espécies do género Terminalia sdo endémicas
em paises tropicais e subtropicais, predominantemente na Asia, Africa, Oceania ¢ América
(GOMES et al, 2020). Atualmente mais de 250 espécies foram identificadas em todo o mundo.
Suas arvores e arbustos sao de médio e grande porte, atingindo até 75 metros de altura (FAHMY

et al., 2015). Do latim terminius significa “folhas localizadas na ponta do ramo” (ZHANG et
al., 2019).


https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-first-oral-antiviral-treatment-co%20v
https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-first-oral-antiviral-treatment-co%20v

48

Até o momento, mais de 50 espécies do género foram estudadas; desse total, 39 ja foram
relatadas por possuirem diferentes propriedades terapéuticas e nutricionais (FAN et al., 2015;
ZHANG et al., 2019), bem como para fins medicinais, sendo empregadas na medicina

tradicional chinesa, medicina tibetana e na medicina ayurvédica indiana (ZHANG et al., 2019).

Na medicina ayurvédica, espécies de Terminalia sao empregadas para tratar doengas
periodontais, virais, gastrointestinais, tlceras cronicas, infec¢des fungicas da pele, leucorreia,
como estimulador de memoria e tonico cerebral (AFHARISHARI et al., 2016). Estudos
demonstram que Terminalia arjuna apresenta atividade antiviral, destacando-se sua acdo contra
o virus Herpes simplex tipo 2 (HSV-2), na qual extratos da espécie foram capazes de reduzir a
replicagdo viral (CHENG et al., 2002). Terminalia chebula possui propriedades antimicrobiana
e anticariogénica, atividade anti-inflamatdria, antidiabética, antioxidante e hepatoprotetora
(GUPTA et al., 2013), sendo indicada para tratar cancer, paralisia, hanseniase, tlceras, artrite,
epilepsia, tosse, febre, diarreia, gastroenterite, disturbios da pele, infec¢do do trato urinério e

infec¢oes por feridas (LEE et al., 2011; PINGALI et al., 2020).

Desde a década de 1930 o género Terminalia vem sendo estudado. Estudos quimicos do
género relatam a presenca de mais de 368 constituintes: 104 terpenos: isomentona, (-) pulegone,
a-terpineol, B-copaeno e B-cariofileno (5-9); 91 taninos: arjunina, punicalina, 4-0O-(2",4"-di-O-
galoil-a-L-ramnosil) acido elagico, 4-O-(4"-O-galoil-a-L-ramnosil) 4cido elagico e 4-O-
(3",4"-di-O-galoil-a-L-ramnosil) acido elagico (10-14); 44 flavonoides: 5,7,2'-tri-O-
metilflavanona-4'-O-a-L-ramnosil-(1—4)-B-D-glicosideo, arjunona e flavonona (15-17); 26
lignanas: 18. termilignana, anolignana B e terminalosideo M (18-20); 52 fendis e glicosideos:
acido brevifolincarboxilico, 4-O-B-D-(6"-O-galoil) glicosideo, 3-O-galoil-Dglicose e acido
vanilico (21-25), 6 esterois e glicosideos cardiacos: acido protocatecuico, B-sitosterol, P-
sitosterol-3-acetato, palmitato de P-sitosterila, estigmasterol 3-O-B-D-glicosideo, estigma-4-
eno-3-ona,16,17-diidroneridienona 3-O-B-D-glicosil-(1—6)-O-B-D-galactosideo, canogenol e
3-O-B-D-galactosil-(1—4)-O-0-L-ramnosideo  (26-33); 9 polidis: gluconolactona,
metoxicarboniloximetil metilcarbonato, acetato de citronelila e laxiflorina (34-37) (LIU et al.,
2009; SUBRAMANIAM et al., 2011; AFSHARI et al., 2016; ZHANG et al., 2019; PINGALI
et al., 2020; DAS et al., 2020).
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3.9 Espécies de Terminalia com atividade antiviral

O género Terminalia tem sido amplamente investigado quanto as suas atividades
biologicas, incluindo potenciais efeitos antivirais demonstrados em ensaios in vitro € in vivo

com extratos de diferentes espécies (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies de Terminalia com atividade antiviral.

Terminalia Extrato Parte da Virus Referéncias
spp planta
T. chebula Aquoso Fruto Hepatite B Kim et al., 2001.
T. arjuna Acetona/H,0 Casca HSV-2 Cheng et al., 2002
(4:1)
T. ivorensis Aquoso Folha Ecovirus ~ Ogbole et al., 2018.
T. chebula Metanolico Casca NDV Lee, 2011.
T. bellirica Etandlico Fruto DENV Panya et al., 2021.
T. chebula Etanolico Fruto HSV-2 Kesharwani et al.,
2017
T. chebula - - IAV Lietal., 2020
T. bellerica Etanolico Cascas do fruto HIV-1 Valsaraj et al.,
1997
T. sericea Cloroformio, Raizes HIV-1 Tshikalange et al.,
acetato de 2008

etila, dgua e

acetona a
70%
T. chebula Aquoso Sementes TBEV Solovarov et al.,
2019
T. chebula Aquoso Sementes H3N2 Oyuntsetseg et al.,
H3NS 2014

Legenda: HSV-2: Herpes Virus simples 2; NDV: Virus da Doenca de Newcastle; DENV:

Virus da Dengue; IAV: Virus da Influenza A; HIV-1: virus da imunodeficiéncia humana


https://pubs-acs-org.ez27.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Raghavan++Valsaraj
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adquirida; TBEV: Virus da encefalite transmitida por carrapatos; H3N2: Variante do Virus da

Influenza A; H3Ns: Variante do Virus da Influenza A.

A seguir sdao descritas substancias isoladas de diferentes espécies do género com

potencial atividade antiviral demonstradas em ensaios in vitro e in silico.

A casuarinina (38) ¢ um tanino hidrolisével isolado da casca de Terminalia arjuna Linn.
Em ensaio in vitro, mostrou potente atividade virucida inibindo a proliferacdo do Virus de
Herpes Simples tipo 2 (HSV-2) na concentracdo de 25 uM, como também atividade antiviral

apods 12 h de infeccdo viral (CHENG et al., 2002).

(38)

Dois outros taninos hidrolisaveis, acido chebulagico (39) e acido chebulinico (40)
isolados da T. chebula, apresentaram atividade antiviral frente ao HSV-2, atuando na interacao
com glicoproteinas da superficie viral, alterando sua func¢ao ou tornando as particulas do virus
inertes, impedindo a fixacdo e proliferagdo do virus nas células hospedeiras (KESHARWANI
etal., 2017).

Nos ensaios in silico dois taninos hidrolisaveis, o acido chebulédgico (39) e a 1,2,3.,4,6-
pentagaloilglicose (41), isolados de 7. chebula, apresentaram potencial inibitério frente ao virus
da hepatite C (HCV), atuando por interagdo com a protease viral NS3/4A, enzima essencial
para o processamento das poliproteinas e replicacdo do virus (PATIL et al., 2022). Ainda em
estudos in silico, ambos os compostos formaram interagdes estaveis com os residuos cataliticos
da triade ativa (His1057, Asp1081 e Ser1139), sugerindo um possivel mecanismo de inibigado

enzimatica (PATIL et al., 2022).
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Ainda em ensaio in silico, o acido tanico (42) isolado da 7. arjuna apresentou alta
afinidade com residuos hidrofébicos ARG 283, GLU 44, GLY 28 e VAL 46 da proteina
envelope do virus da Zika (PDB 5JHM). Esta ligacdo poderia suprimir o processo de
dimerizacdo e fusdo de membrana, inibindo a entrada do virus nas células hospedeiras e
impedindo a interacdo da célula hospedeira com a proteina envelope ZIKV (PRIYA et al.,

2018).
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3.10 Terminalia phaeocarpa Eichler

A espécie T. phaeocarpa ¢ endémica no Brasil e ocorre predominantemente nos biomas
da Mata Atlantica e Cerrado (Figura 9), sendo popularmente conhecida como capitdo-da-mata

(sibbr.gov.br/ficha/bin/view/especie/terminalia_phaeocarpa).

Figura 9: Registro de ocorréncia da 7. phaeocarpa no Brasil (SIBBR, 2023).
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E uma espécie arborea, com altura média de 8 a 10 metros, e tronco com didmetro de
94 a 97 centimetros (Figura 10A). Apresenta folhas alternadas simples (Figura 10B); as flores
expostas na extremidade dos ramos possuem coloracao amarela clara (Figura 10B), seus frutos

sao verdes, possuindo em média 8 centimetros de comprimento e endocarpo (Figura 10C).

Figura 10: Morfologia de 7. phaeocarpa. Arvore (A), folhas e flores (B) frutos e
endocarpo (C). Autoria prépria.

Trata-se de uma espécie pouco estudada at¢ o momento. Nao foram encontradas na
literatura descrigdes do uso tradicional da espécie. Analise da composi¢do quimica de folhas de
T. phaeocarpa por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometro de massas
possibilitou identificar putativamente 38 constituintes, incluindo 4cidos fendlicos: acido gélico,
acido 3,4,-diidroxifenilacético, acido 4-hidroxi-3-etoxifenilacético (43, 44, 45) elagitaninos:
punicalina e acido 4-O-3(3”, 4”-di-O-galoil-a-Lramnosill) elagico (46, 47) flavonoides:
mirecetina glicosideo e miricetina (48, 49) e um tanino: a-galoil-pinicalagina (50) GOMES et

al., 2021).
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3.11 Género Ouratea

A familia Ochnaceae possui 27 géneros e 600 espécies tropicais distribuidas em zonas
tropicais e subtropicais, ocorrendo predominantemente em paises da América do Sul e Africa
tropical, sendo o género Ouratea o maior da familia (FIDELIS et al., 2014). Quimicamente,
essa familia tem se destacado como uma fonte relevante de biflavonoides e outros compostos
fenolicos, os quais apresentam particular expressdo em QOuratea. No género Quratea, tais
metabolitos apresentam-se majoritariamente como dimeros de flavonas e chalconas, sendo as

biisoflavonas encontradas com menor frequéncia (FIDELIS et al., 2014). Esse padrao
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fitoquimico tem sido proposto como um importante marcador quimiotaxondémico para o género,

sustentando a relevancia dos biflavonoides na delimitagdo e compreensdo evolutiva do grupo.

No contexto especifico da quimica de Ouratea, estudos mostram que dois biflavonoides
foram isolados do extrato metandlico de folhas de O. hexasperma e O. semiserrata: 7"-O-metil-
agatisflavona (51) e amentoflavona (52) (GRYNBERG et al., 2002). J& do extrato etandlico da
semente dos frutos da O. fieldingiana foi isolado o canferol 3-O-rutinosideo (53)
(NASCIMENTO et al., 2018). A partir do extrato etandlico de folhas de O. semiserrata foram
isolados 6-O-(4-hidroxibenzoil)-B-D-glicopiranosideo de 4-hidroxifenila) (54, lanceolosideo
A), rutina (55), epicatequina (56), amentoflavona (52) e agatisflavona (57) (CAMPANA et al.,
2015). O estudo fitoquimico do extrato etanolico de cascas de O. spectabilis levou ao

isolamento das biflavanonas ourateinas A, B, C, D (58, 59, 60 e 61) (ROCHA et al., 2020).
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3.12 Espécies de Ouratea com atividade antiviral

A busca por novos agentes antivirais de origem natural tem direcionado a investigacao
cientifica para espécies do género Ouratea. Em estudo in vitro, a ourateina D (Our-D), uma
biflavanona isolada de O. spectabilis, demonstrou expressiva atividade anti-betacoronavirus,
reduzindo a replicacdo do MHV-3 em até 1,5 log a 10 pM e promovendo completa eliminagao
viral a 30 uM, além de exercer efeito citoprotetor nas células infectadas (MONTEIRO et al.,
2025). A analise concentracao—resposta indicou valores de Clso de 6,3 £ 1,3 uM e CCso de 16,01
+ 2,0 uM (IS = 2,5. Em modelos murinos de infeccao por betacoronavirus, o tratamento com
Our-D, por via oral ou intraperitoneal, reduziu significativamente a carga viral em pulmdes,
coracdo e baco, atenuou a infiltracdo leucocitéria e o dano pulmonar, diminuiu a expressao de
mediadores inflamatorios (como CCL2, IL-6 e CXCL1) e aumentou os niveis da citocina anti-
inflamatoéria IL-10. Além disso, a administragdo de Our-D resgatou 25% (via oral) e 50% (via
intraperitoneal) dos animais da letalidade induzida pelo MHV-3, indicando efeito antiviral
sistétmico aliado a ag¢des imunomoduladoras que, em conjunto, sustentam seu potencial

terapéutico contra betacoronavirus (MONTEIRO et al., 2025).
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Ainda em ensaios in vitro as ourateinas também demonstraram atuar diretamente sobre
alvos virais essenciais como a protease principal do SARS-CoV-2. A Our-C e Our-A exibiram
as maiores inibi¢des da atividade enzimatica apds pré-incubagdo com a Mpro recombinante,
alcancando 85% + 1% e 60% = 4% de inibicao, respectivamente. A determinacao posterior dos
valores de Clso reforgou o potencial inibitdrio das ourateinas, revelando maior poténcia para
Our-A (Clso =9 £ 2 uM) e efeito moderado para Our-C (Clso = 58 £ 4 uM). Esses resultados
mostram que biflavanonas do género Ouratea podem interferir diretamente no processamento
das proteinas virais, atuando sobre a Mpro, enzima imprescindivel para a replicagao do SARS-
CoV-2, de forma analoga ao observado para outros metabolitos fendlicos com atividade

antiviral ja descrita na literatura (MONTEIRO et al., 2025).

Nesse mesmo estudo, nos ensaios in silico, as Our-A e Our-C exibiram afinidade
relevante pela Mpro do SARS-CoV-2, apresentando os modos de ligacdo mais estaveis e
semelhantes ao da miricetina, posicionando seus anéis nos bolsos S1, S2 e S3 e estabelecendo
interagdes essenciais com Thr26, Tyr54 e, sobretudo, com Glul66. A metilagdo presente em
Our-B e Our-D reduziu a formagdo de ligacdes de hidrogénio, resultando em poses menos
estaveis e expulsdo parcial do sitio durante as simulagdes de dindmica molecular (MONTEIRO

et al., 2025).

3.13 Género Baccharis

A familia Asteraceae engloba 1.100 géneros e 25.000 espécies. Baccharis ¢ um género
pertencente a essa familia e apresenta cerca de 500 espécies que sdo encontradas nas Américas
do Norte ¢ Sul (ROMERO-BENAVIDES et al., 2018). No Brasil, 179 espécies foram
identificadas (SOUZA et al.,, 2021). Estima-se que 20% das espécies de Baccharis ja
identificadas sejam utilizadas para fins medicinais (ROMERO-BENAVIDES et al., 2018).

Estudos quimicos realizados em espécies do género identificaram a presenca de
diferentes substancias. Do extrato etanolico de folhas da B. obtusifolia foram isolados dois
flavonoides: sakuranetina  (5,4'-diidroxi-7-metoxiflavanona) (62) e 5-hidroxi-7,4'-
dimetoxiflavona (63) (ROMERO-BENAVIDES et al., 2018). A partir do extrato hexanico de
partes aéreas de B. retusa e B. lateralis foram isolados quatro diterpenos: acido ent-kaur-16-en-

19-6ico (64), 4cido 15B-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-6ico (acido grandiflorico) (65), acido 15p-
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senecioiloxi-ent-kaur-16-en-19-6ico (66), e acido 15B-tiglinoiloxi-ent-kaur-16-en-19-6ico (67)

(SILVA et al., 2022).

H,CO
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O flavonoide apigenina (68) foi isolado do extrato diclorometano/metanol (1:1) de
partes aéreas de B. gaudichaudiana, identificado como um potente inibidor da replicagdo viral

do poliovirus tipo 2 (PV-2) em células Vero (JAIME et al., 2013).
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3.14 Atividade antiviral do género Baccharis

A atividade antiviral de espécies do género Baccharis ¢ comumente relatada na
literatura. Ensaios in vitro realizados com extrato e fragdes da espécie B. anomala
demonstraram marcante efeito virucida quando incubados diretamente com as particulas virais
antes da adsor¢do, promovendo significativa perda de infectividade frente ao virus HSV-1

(VENTURI et al., 2017).

Em ensaios in vitro as espécies B. gaudichaudiana e B. spicata demonstraram atividade
antiviral relevante frente aos poliovirus tipo 2 (PV-2) e ao virus da estomatite vesicular (VSV)
nos ensaios de redugdo de efeito citopatico viral. Os 6leos essenciais de ambas apresentaram
atividade antiviral contra esses dois virus, enquanto o extrato aquoso de B. gaudichaudiana
também exibiu forte a¢do contra HSV-1 na concentragdo de 35 pg/mL, alcancando elevados
indices de seletividade (>117). Consequentemente, o flavonoide apigenina 5, 7-diidroxi-2-(4-
hidroxilfenil)-4H —chromen-4-ona (68) isolada da B. gaudichaudiana apresentou atividade
frente aos virus da hepatite C, HSV e virus da imunodeficiéncia humana, demostrando também

atividade frente a cepa do virus H5N1 da influenza aviaria (JAIME et al., 2013).

Ainda no estudo de Jaime et al. (2013) a espécie B. gaudichaudiana também foi
avaliada em ensaios in vitro frente aos virus HSV-1e PV-2 demonstrando atividade antiviral
relevante nos ensaios iniciais, com inibi¢do e boa seletividade dos extratos organicos e aquosos.
O extrato etanolico da B. gaudichaudiana apresentou atividade antiviral frente ao virus HSV-
1, com IS > 117, enquanto na triagem contra PV-2, o extrato etanolico apresentou IS = 10,9,
configurando-se como um dos mais seletivos para esse virus entre os extratos avaliados (JAIME
et al., 2013). Além disso, nesse estudo, foi isolada a apigenina, que exibiu IS = 18,9 contra PV-

2, reforcando o papel dos flavonoides como metabolitos antivirais chave em Baccharis.

Nesse contexto, o estudo de Lingua et al. (2024) o extrato em cloroférmio (CHCls) de
Baccharis crispa apresentou indice de seletividade (IS) = 2,3 frente ao CHIKYV, indicando
atividade antiviral moderada. Além disso, esse mesmo extrato também se destacou pela

atividade observada contra o HSV-1, com IS = 3,4.



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Solventes e reagentes

e Acetato de etila P.A., Dinamica;

e Azul de tripam, Dindmica;

e C(ristal violeta P.A, Dinamica;

e Dimetilsulfoxido P.A, Dindmica;

e FEtanol P.A, Lichrosolv;

e Formaldeido 40%, Carlo Erba;

e Meio de cultura D-MEM estéril, Cultilab;
e Metanol P.A, Neon;

e Brometo de metiltiazolildifenil-tetrazolio (MTT) — ThermoFisher;
e pn-Hexano P.A., Neon;

e Nitrogénio liquido (Nitro express);

e Soro fetal bovino estéril, Gibco;

e Tampao fosfato salino, Sigma Aldrich;

e Tripsina-EDTA estéril, Gibco.

4.2 Materiais diversos

e (Camara de Neubauer, Labor Optik;

e Garrafas pequenas (25 cm?, volume 30mL), médias (75 cm?, volume 200mL);
e Microplaca de 96 pogos para cultivo celular, Kasvi;
e Papel aluminio;

e Pipeta automatica 200 pL, Brand;

e Pipeta multicanal automatica 300 puL, Brand,

e Pipeta multicanal automéatica 100 pL, Brand;

e Pipeta manual 100 pL, Brand;

e Pipeta manual 1000 pL, Labmate;

e Ponteiras plasticas 100 e 200 puL, Corning;

e Ponteiras plasticas 1000 pL, Sarstedt;

e Placas de 24 pogos para cultivo celular, Kasvi;

e Racks;
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e Tubos de centrifugagdo de fundo conico 15 mL, Kasvi;

e Tubos de centrifugacdao 50 mL, Kasvi;

e Pipeta soroldgica descartaveis, estéreis, de 2, 5, 10 e 25 mL, Kasvi;
e Microtubos de centrifugagao 1,5 mL, Olen;

e Filtro de membrana 0,22 pm, estéril, Kasvi;

e Filtro de membrana 0,22 pm, estéril, Corning;

e Microtubos de centrifugacdo 2,0 mL, Kasvi;

e Placas de aluminio DC - Fertigfolien Alugram Xtra SIL G/UV 254.

4.3 Equipamentos

e Altoclave Vertical AV — Phoenix Luverco;

e Balanga analitica, Denver instrumet, modelo PI — 225;

e Balanga analitica — Metter Toledo;

e Balanga semi-analitica Nucleo, modelo PR 1000;

e Banho-maria, modelo ALB 250C — INBRAS;

e Coletor de fragao, FC 203B, Gilson;

e Estufa de cultura 502 — Orion;

e Estufa de CO, Thermo Scientific, series II Water Jacket;

e Evaporador rotatorio Buchi, modelo B-480.

¢ Fluxo laminar, modelo Bio Seg 12;

e Freezer -80 °C, Termo Scientific, series 88000;

e Lavadora ultra-sonica — Ultrasonic Cleaner, Uniquer;

e Leitor de microplacas Varioskan LUX — Thermoscientific;
e Liofilizador de bancada Liotop, modelo L101;

e  Microscopio Optico — Olympus CKX41;

e Purificador de dgua Milli-Q Plus — Direct-Q 3 Millipore;

e Phmetro 827 PH lab — metrohm pensalab;

e Refrigerador;

e Sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) Waters, modelo Acquity

M Class, equipado com injetor automatico, detector de arranjo de diodos (PAD) 2996,
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espectrometro de massas triplo quadrupolo Waters, modelo TQD, equipado com fonte
de ionizacao por electrospray (ESI) e software MassLynx para processamento de dados.

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) Waters® 2695, constituido
por injetor automatico, detector de arranjos de diodos PDA 2996, bomba quaternaria L
6200a com degaseificador de linhas, e sistema computadorizado operado pelo programa
Empower, Waters®;

e Sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) em escala preparativa
Waters, equipado com sistema de bomba binaria 1525, injetor automatico 2707, detector
no ultravioleta (UV) 2489, coletor automatico de fragdes WFC III e software Empower
para processamento dos dados;

e Vortex — Global Thade Tecnology.

4.4 Eluentes para CCD

Os eluentes foram preparados utilizando os solventes n-hexano P.A, e acetato de etila
P.A em propor¢des variadas (90:10 hexano/EtOAc, 70:30 hexano/EtOAc, 50:50
hexano/EtOAc, 10:90 hexano/EtOAc, 30:70 hexano/EtOAc). A solucdo foi homogeneizada e

transferida para uma cuba cromatografica de vidro para CCD.

4.5 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatoplacas foram preparadas sobre placa de vidro utilizando suspensao de silica
gel Merck G60 com indicador de fluorescéncia em agua [7 g para 15 mL (m/v)], camada de

0,25 mm de espessura. As placas de CCD foram ativadas a 100 °C por 2 h.

4.6 Revelador para CCD

Reagente anisaldeido - acido sulfurico (WAGNER & BLADT, 1996). Seguindo essa
sequéncia, foram misturados lentamente e empregando banho de gelo 0,5 mL de anisaldeido,

10,0 mL de acido acético glacial, 85,0 mL de metanol e 5,0 mL de acido sulftrico concentrado.
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4.7 Extratos para estudo

Extratos de espécies vegetais disponiveis na extratoteca do Laboratorio de Fitoquimica
foram selecionados para estudo apds extensa revisao da literatura, sendo priorizados aqueles
com atividade anti-inflamatdria e/ou antiviral ja relatada para a espécie ou para o género, bem
como pela presenca de polifendis complexos e/ou com padrao de oxigenacdo pouco usual. O
levantamento da composi¢do quimica das espécies foi realizado através da busca em bancos de
dados (Pubmed, Scopus, SciFinder, Web of Science e outros). Dessa forma, foram
identificadas candidatas para estudo com potencial antiviral e anti-inflamatorio, todos listados

na Tabela 2.

Com relagdo as espécies pertencentes as familias Celastraceae, e Alismataceae
apresentadas na Tabela 2, ¢ importante destacar que a sele¢do seguiu 0os mesmos critérios gerais
adotados para as demais plantas investigadas no presente estudo. Embora essas familias ndo
tenham sido detalhadas previamente na revisdo da literatura, sua inclusdo baseou-se na
combinagdo dos seguintes fatores: (1) disponibilidade dos extratos na extratoteca institucional;
(2) existéncia de relatos fitoquimicos demonstrando a presenga de compostos fenolicos,
flavonoides ou triterpenos com potencial farmacologico; e (3) dados preliminares da atividades
antiviral ( HUANG et al., 2021; NUNES et al., 2023;) anti-inflamatorias (ZHANG et al., 2017;
LIU et al., 2019) descritas na literatura para espécies dos géneros. Por outro lado, ndo foram
encontrados estudos especificos sobre atividade antiviral contra coronavirus, o que reforca a
pertinéncia da triagem inicial realizada neste trabalho. Dessa forma, a inclusdo dessas duas
familias representa uma estratégia exploratoria fundamentada na diversidade quimica
conhecida e na oportunidade de investigar grupos taxondmicos ainda pouco estudados quanto

ao potencial antiviral.



Tabela 2: Espécies vegetais selecionadas para estudo.
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Familia Espécie N° de Exsicata l.’z.lrte Solvente extrator
utilizada
Baccharis myriocephala DC. ECT6257 Folha Etanol
Baccharis oreophila Malme. ECT5919 Caule Etanol
Baccharis stylosa Gardner. ECT5950 Caule Etanol
Baccharis itatiaiae Wawa ECT931 Caule Etanol
Asteraceae Baccharis maxima Backer ECT5937 Caule Etanol
Baccharis montana DC. ECT5928 Caule Etanol
Baccharis grandmucromata Malag ECT5934 Caule Etanol
Baccharis regnellii Sch.Bip. ECT5944 Caule Etanol
Ochnaceae Ouratea semiserrata (Mart. & Nees) Engl. BHCB49269 Folha Etanol
Ouratea spectabilis Mart. ex BHCBA48940 Folha Etanol
Engl.
Ouratea casteneifolia BHCB50394 Folha Etanol
Combretaceae Terminalia phaeocarpa Eichler BHCB201083 Folha Etanol
Celastraceae Maytenus zlz;zfolza Mart. ex FUEL21881 Folha DCM
Reissek
Alismataceae Equinodorus grandiflorus BHCB107791 Folha Etanol

BHCB = Herbario da Universidade Federal de Minas Gerais; BHZB = Herbario da Fundac¢ao Zoo-Botanica de Belo Horizonte; ECT = Herbario
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Clima Temperado, Rio Grande do Sul; FUEL = Herbario da Universidade Federal de Londrina,

Brasil; DCM = diclorometano.
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4.8 Material Vegetal

As folhas de T. phaeocarpa utilizadas no estudo fitoquimico foram anteriormente
coletadas por Gomes et al. (2021), na estagao ecoldgica da UFMG (19° 52' 37.987" S; 763° 58'
22.668" O e 19° 52' 37.828" S 763° 58' 27.363" O). A espécie foi identificada pelo Prof. Dr.
Jodo Renato Stehmann, do Departamento de Botanica, Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFMG. O material vegetal coletado foi lavado e seco em estufa com circulacdo forcada de ar a

50 °C por 72 h e, entdo, pulverizado em moinho de facas.

Os caules de B. grandmucromata foram anteriormente coletados no Parque Nacional do
Itatiaia, no Estado do Rio de Janeiro, pelo professor Dr. Geraldo Wilson Fernandes, do
Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal
de Minas Gerais e identificado pelo pesquisador Dr. Gustavo Heiden da Embrapa Clima
Temperado (ECT), Pelotas. O material vegetal coletado foi lavado e seco em estufa com

circulagdo forgada de ar a 50 °C por 72 h e, entdo, pulverizado em moinho de facas.

4.9 Preparo dos extratos vegetais

O extrato etandlico de 7. phaeocarpa foi anteriormente preparado por Gomes et al.
(2021). Uma porg¢ao de 300 g do vegetal seco foi submetida a percolacdo exaustiva com etanol
96 °GL. O extrato etanolico obtido foi concentrado em rota evaporador a 55 °C e mantido em
dessecador sob pressdo reduzida para eliminacao de solvente residual, resultando em 92,53 g

do extrato seco (rendimento de 30,8%).

O material vegetal seco de espécie B. grandmucromata foi submetido a percolacdo
exaustiva com etanol 96 °GL. Foram utilizados 295 g do material vegetal para percolacdo. O
percolado foi concentrado em evaporador rotatorio sob pressao reduzida a temperatura média
de 50 °C. O extrato foi transferido para frasco previamente tarado e em seguida liofilizado por

48 h para eliminagdo do solvente residual, obtendo massa de 12,21 g com rendimento de 4,1%.
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4.10 Fracionamento preliminar do extrato de 7. phaeocarpa

O extrato etandlico de 7. phaeocarpa foi fracionado por particao liquido-liquido entre
solventes imisciveis. Para tanto, solubilizou-se uma por¢ao de 2,0 g do extrato etandlico em 50
mL de solugdo MeOH/H20O (3:7, v/v), com auxilio de banho de ultrassom por 10 min. Em
seguida, transferiu-se o extrato solubilizado para um funil de separag¢do (500 mL) e particionou-
se a solugdo hidrometanoélica sequencialmente com n-hexano (Hex), diclorometano (DCM) e
acetato de etila (EtOAc) (3 x 50 mL cada). O processo foi repetido 22 vezes, utilizando uma
massa total de 44 g do extrato etandlico, originando as fragdes Fr. Hex, Fr.DCM e Fr. EtOAc,
bem como a fragdo hidrometanoélica (Fr. MeOH:H>O) residual (Figura 11).

Extrato etandlico seco (44 g)

Fracio n-hexanica Fracao Fracao Acetato de Fracao
¢ao n-exan Diclorometano Etila Hidrometanélica
(Fr. Hex) (Fr. DCM) (Fr. EtOAc) H,0/MeOH
10,1 ¢ 33¢g 112 143 ¢

3 L))
Rendimento 22,9 % Rendimento 7,5 % Rendimento 25,5 % Rendimento 32,5 %

Figura 11: Fracionamento do extrato etanolico de 7. phaeocarpa por particdo entre solventes

imisciveis ¢ massas das fragdes obtidas.

4.11 Ensaios biolégicos in vitro

A atividade antiviral dos extratos foi inicialmente avaliada em concentragdes nao
citotoxicas frente ao coronavirus murino MHV-3, em culturas de células 1.929. Os ensaios
foram realizados conforme descrito por Caly e colaboradores (2020), com as modificacdes
necessarias. Os extratos ativos no coronavirus MHV-3 foram entdo avaliados em célula Calu-

3, infectadas com o virus SARS-CoV-2, em laboratorio de biosseguranca 3 (NB3).
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4.12 Linhagem de células e virus

Os ensaios biologicos in vitro foram realizadas no Laboratorio de Fitoquimica, com
nivel de biosseguranca 2 (NB-2), na Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Minas
Gerais. Foram utilizadas células 1.929 clone NCTC L929 de fibroblastos de camundongo
(Cercopthecus aeothiops da American Type Culture Colletion - ATCC (CCL-1) e células
epiteliais Calu-3, originéria de pulmao humano (ATCC, HTB-55).

Utilizou-se um isolado clinico de coronavirus MHV-3 nos ensaios (GenBank n°.
MW620427.1) gentilmente cedido por Clarice Weis Arns e Ricardo Durdes-Carvalho da
Universidade Estadual de Campinas -UNICAMP.

4.13 Cultivo celular

As células L929 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) com 7% de soro fetal bovino (FBS), mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5%
de COs. Os repiques foram realizados utilizando 5 mL de Tampado Fosfato Salino (PBS);
posteriormente, foi adicionado 2,5 mL de tripsina EDTA, e incubadas em estufa a 37°C e 5%

CO2 por 2 a 4 minutos para o desprendimento de células aderidas.

Para estoque da linhagem celular, as células L929 foram suspensas utilizando 2,5 mL
(1 x 10° células/mL) em meio de cultura DMEM contendo 25% (v/v) de FBS e 10% (v/v)
DMSO. A suspensao celular foi inicialmente congelada em freezer a -80 °C por 48 horas, e

posteriormente transferida para armazenamento em nitrogénio liquido a -196 °C.

Para realizacao dos ensaios de citotoxicidade, atividade antiviral e titulagdo viral, as
células L929 foram descongeladas e transferidas para garrafas estéreis (25 cm?) com meio de
cultura DMEM contendo 20% de FBS. Aguardou-se 24 horas para aderéncia das células e
substituiu-se o meio de cultura para retirada de DMSO, tripsina e células mortas presentes no
congelamento. O crescimento e adesdo das células foram observadas diariamente em
microscOpio Optico para obtencao de boa confluéncia (80%) e transferéncia da cultura para

garrafa com 4rea de 75 cm?.

De forma semelhante, as células Calu-3 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) com 10% de soro fetal bovino (FBS), mantidas em estufa a 37 °C e
atmosfera de 5% de COa».
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Para realiza¢do dos ensaios de citotoxicidade, atividade antiviral e titulagdo viral, as
células Calu-3 foram descongeladas e transferidas para garrafas estéreis (25 cm?) com meio de
cultura DMEM contendo 20% de FBS. Aguardou-se 24 horas para aderéncia das células e
substituiu-se o meio de cultura para retirada de DMSO, tripsina e células mortas presentes no
congelamento. O crescimento e adesdo das células foram observadas cotidianamente em
microscopio Optico para obtengdo de boa confluéncia (80%) e transferéncia da cultura para

garrafa com area de 75 cm?.

4.14 Preparo dos extratos para ensaio de citotoxicidade

Foram pesados, exatamente, 2 mg dos extratos das espécies selecionadas em frascos do
tipo safe lock com 2 mL de capacidade. A eles foram adicionados 100 L. de DMSO e 400 pL
de etanol, procedendo-se a completa solubilizagdo em banho de ultrassom por 10 min. A
solugdo dos extratos obtida na concentragdo de 4 mg/mL, constituiu a solugdo estoque, a qual
foi armazenada em freezer a -20 °C. Para a realizagao dos ensaios de citotoxicidade, a solugao
estoque foi descongelada no dia do experimento e diluida com meio de cultura DMEM. Para se
obter a concentragdo de 1 mg/mL foram adicionados 250 pL da solugdo estoque em 750 pL de
meio cultura DMEM a 2% de FBS. Para se obter as concentragdes de 10, 30 e 90 ng/mL foram
adicionados, respectivamente, 990, 970 ¢ 910 uL de DMEM a 2% de FBS a 10, 30 ¢ 90 uL do
extrato diluido (1 mg/mL). As solugdes obtidas foram homogeneizadas em vortex por

aproximadamente 1 minuto.

4.15 Avaliacgao da citotoxicidade dos extratos

A viabilidade das células L929 (Figura 12) foi avaliada frente a adi¢do dos extratos nas
concentragdes de 10, 30 e 90 pg/mL, pelo ensaio colorimétrico de brometo de 3-4,5-dimetil-
tiazol-2-1l-2,5-difeniltetrazolio - MTT, utilizando o DMSO como controle negativo conforme

descrito por Mosmann (1983).

Os ensaios foram realizados utilizando células L.929 oriundas de trés descongelamentos
diferentes (triplicatas bioldgicas), e executados em triplicata (triplicatas experimentais). As
células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, a uma densidade de 1 x 10* células/poco,
determinada pela equacdo (1) e incubadas em estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO- por

24 horas.
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N= x/4*104%10*2
Equacéo 1: Equacdo utilizada para plaqueamento: onde N ¢ o numero de células adicionado

ao poco e x o numero de células vidveis obtida na contagem na cadmara de Neubauer.

1 :' Plaqueamento cehlar

~

Adigao de MTT

v -
Célula 1.929 v =
10* Céhla/pogo {1 3rc _:__ h
= DMSO
L L4)
‘ fast 100L
k =

Tratamento nas
concentragdes 10 e 30
pg/mL
Figura 12: Etapas do ensaio de citotoxicidade das espécies selecionadas, segundo Mosmann

(1983).

Os ensaios foram realizados utilizando os seguintes pogos: células com meio de cultura
(B, branco), células com meio de cultura acrescido de 0,05% (10 pug/mL), 0,15% (30 pg/mL) e
0,45% (90 pg/mL) de DMSO e 0,2% (10 pg/mL), 0,6% (30 pg/mL) e 1,8% (90 pg/mL) de
etanol) (V, veiculo), e células com meio de cultura e extratos nas concentragdes de 10, 30 € 90

ug/mL, de acordo com o esquema de placa representado na Figura 13.

Ap0s 24 horas de incubacio, o meio foi removido e a placa foi lavada duas vezes com
100 uL de PBS. Posteriormente, foram adicionados 100 pL das solu¢des das amostras (10, 30
e 90 pg/mL) a cada pogo (Figura 13). Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C em
atmosfera de 5% de COz, por 24 horas. Findo este tempo, o sobrenadante foi removido e as
placas foram novamente lavadas com 100 uL de PBS. Na sequéncia, foram adicionados, a cada
poco, 100 uL de solu¢dao a 0,5 mg/mL de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazdlio) preparada em meio de cultura DMEM sem FBS. As placas foram revestidas

com papel aluminio, levadas para estufa e incubadas a 37 °C com 5% de COa, por 4 horas.

Ap0s este periodo, foi removido o sobrenadante e adicionados 100 pL. de DMSO para

solubilizacao dos cristais de formazan. Foi realizada leitura da absorbancia no comprimento de
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onda de 570 nm em leitor de microplacas. Os valores de absorbancia foram obtidos e a

viabilidade celular foi calculada utilizando a equacao:

%viabilidade celular = [(Ax100)/B]
Onde A é o valor de absorbancia das células tratadas e B a absorbancia das células nido

tratadas.
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Legenda: B: branco; V: veiculo; 10, 30 e 90 concentragdes dos extratos.
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[y

—
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Figura 13: Esquema de placa para ensaio de citotoxicidade.

Semelhantemente, os ensaios de citotoxicidade em células Calu-3 foram realizados
conforme apresentado para os ensaios de citotoxicidade nas células L.929. O ensaio foi realizado
utilizando apenas um descongelamento e executados em triplicata (triplicatas experimentais).
As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos, a uma densidade de 1 x 10° células/pogo,
determinada pela equacdo (1) e incubadas em estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, por

24 horas.
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4.16 Determinacio da Multiplicidade de Infec¢cio — MOI

Previamente aos ensaios de atividade antiviral realizou-se a padronizagdo da
multiplicidade de infeccao (MOI) do MHV-3. A padronizagao foi realizada utilizando as MOI
0,001; 0,01; 0,1 com os tempos de incubagdo de 4, 8, 16, 24 ¢ 48 h, com base em resultados
anteriores do nosso grupo de pesquisa. A padronizacdo da MOI do MHV-3 foi realizada em
células L929. O desenho experimental foi realizado com os seguintes pocos testes: pogos
contendo células somente com meio e pocos contendo células infectadas com MHV-3 em
diferentes MOIs. A viabilidade celular das células 1.929 infectadas pelo MHV-3 em diferentes
MOIs foi avaliada pelo método do MTT.

4.17 Avaliacio da atividade antiviral

Os ensaios para avaliacdo de atividade anti-MHV-3 em células L929 foram realizados
em triplicatas experimentais ¢ bioldgicas, empregando células e virus oriundos do mesmo
estoque, no entanto, obtidos de trés descongelamentos distintos. Os extratos foram avaliados
em concentragdes consideradas nao citotoxicas, isto €, que apresentaram viabilidade celular
superior a 80 %, determinada pelo ensaio do MTT (item 4.15). As solugdes estoques dos
extratos foram descongeladas e diluidas para concentragdes de 10 e 30 pg/mL com meio de
cultura DMEM a 2% de FBS no dia da realizacdo do ensaio. Como controle negativo foi

utilizado o0 0,225% DMSO ¢ 0,9% etanol.

Os ensaios para avaliagdo de atividade anti-SARS-CoV-2 em células Calu-3 foram
realizados pelo pesquisador Dr. Leonardo Camilo Oliveira em laboratorio de Nivel
Bioseguranca 3 — NB3 no Laboratério Nacional Agropecuaria, localizado em Pedro Leopoldo/
MG. Os ensaios foram realizados em duplicatas bioldgicas e triplicatas experimentais. Os
extratos foram avaliados em concentracdes ndo citotoxicas (item 4.15). As solucdes estoques
dos extratos foram descongeladas e diluidas para concentragdes de 10 e 30 pg/mL com meio
de cultura MEM a 2% de FBS no dia da realizagdao do ensaio. Como controle negativo foi

utilizado o EtOH e DMSO a 0,9 € 0,225 % v/v.
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4.18 Ensaio de atividade antiviral

4.18.1 MHV-3

A disposicao dos grupos na placa de 24 pocos foi realizada de acordo com o esquema
ilustrado na Figura 14. Foram utilizados pogos contendo somente células L929 com meio de
cultura DMEM a 2% de FBS (Branco); virus MHV-3 (MOI 0,01), 0,225% DMSO ¢ 0,9%
etanol (diluente dos extratos) (Veiculo); pocos contendo células, meio de cultura e o virus
MHV-3 (MOI 0,01 (Mock); e pocos contendo cé¢lulas tratadas com as solugdes dos extratos em
meio de cultura DMEM e infectados com o MHV-3 na MOI de 0,01.

@ @ @ @ Concentracdes dos extratos
Legenda:

B=Branco

M= Mock NN AN AN

OOOOCHS
OOOGOOO

Figura 14: Esquema de placa para ensaio de atividade antiviral.

O ensaio seguiu o esquema descrito na Figura 15: plaqueamento, pré-tratamento,
infeccdo, pos-tratamento e avaliacdo da viabilidade celular pelo método dos MTT. Assim, as
células 1929 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na densidade de 1 x 10° células/poco, e
incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO., por 24 horas. Na sequéncia, descartou-se o
meio e lavou-se a placa com 500 puL de PBS, descartando-o em seguida. Logo apds, as células
foram pré-tratadas, adicionou-se 300 pL de solugcdo do extrato em cada pogo, segundo o
esquema de placa representado na Figura 14. Em seguida, a placa foi incubada por 1 hora em
estufa a 37 °C com 5% de CO,. Na sequéncia, o sobrenadante foi descartado e a placa

novamente foi lavada com 500 pL de PBS, descartando-o em seguida.

Para a infecdo foram adicionados 120 pL da suspensdo do virus MHV-3 (MOI 0,01).

Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO: por 1 hora para a adsor¢ao
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viral, procedendo-se a agitagdo manual a cada 10 minutos. Apos, o sobrenadante contendo o
virus MHV-3 foi removido e a placa foi lavada com 500 pL de PBS, removendo-o em seguida.
Imediatamente, apds essa etapa de lavagem, foram adicionados em cada pogo 300 uL de
solugdo dos extratos e a placa foi incubada a 37 °C com 5 % de CO; por 16 horas caracterizando

assim, um pds-tratamento apo6s a infecgdo viral.

Findo este periodo, foram coletados 300 puL do sobrenadante, que foi imediatamente
armazenado em ultrafreezer -80 °C para posteriormente realizar o teste de reducao de placas de
lise viral. Na sequéncia, foram adicionados 300 uL de solu¢ao de MTT (0,5 mg/mL) a cada
pogo e a placa foi incubada a 37 °C com 5% de CO; por 4 horas. O sobrenadante foi descartado
e foram adicionados 300 uL. de DMSO para solubilizagdo dos cristais de formazan, procedendo-

se a leitura para avaliacdo da viabilidade celular, conforme descrito no item 4.15.

'1"\| Plaqueamento celular , o T e
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Pré-tratamento nas v Vv &)
concentragdes 10 e 30 pg/mL Phettatimentotas E T
coneentracdes 10 e 30 pg/mL
i -

Leitura de placa no
Varioskan hix

Caly et al., 2020

Figura 15: Esquema do ensaio de atividade antiviral frente ao MHV-3.

4.18.2 SARS-CoV-2

A disposi¢ao dos grupos na placa de 24 pogos foi realizada seguindo o mesmo esquema
ilustrado na Figura 14. Foram utilizados pogos contendo somente células Calu-3 com meio de
cultura MEM a 2% de FBS (Branco); virus SARS-CoV-2 (MOI 0,1), 0,225% DMSO e 0,9%

etanol (diluente dos extratos) (Veiculo); pocos contendo células, meio de cultura e o virus
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SARS-CoV-2 (MOI0,1; Mock); e pogos contendo células tratadas com as solu¢des dos extratos
em meio de cultura MEM e infectados com o0 SARS-CoV-2 na MOI de 0,1.

As células Calu-3 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na densidade de 1,5 x 10°
células/poco, e incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO., por 24 horas. Na sequéncia, as
células foram pré-tratadas adicionando 300 puL de solugdo do extrato em cada pogo, incubada
por 1 hora em estufa a 37°C com 5% de COx». Findo este tempo, as células foram infectadas
com 120 pL da suspensdo do virus SARS-CoV-2 (MOI 0,1), incubadas a 37 °C com 5% de
CO; por 1 hora para a adsorcao viral, procedendo-se a agitagdo manual a cada 10 minutos.
Ap0s, o sobrenadante contendo o virus SARS-CoV-2 foi removido e a placa foi lavada com
500 pL de PBS, removendo-o em seguida. Imediatamente, para o pos-tratamento, foram
adicionados em cada poco 300 pL de solugdo dos extratos e a placa foi incubada a 37 °C com

5 % de COz por 16 horas.

Findo este periodo, foram coletados 300 puL do sobrenadante, que foi imediatamente
armazenado em freezer -80 °C para posteriormente realizar o teste de reducao de placas de lise
viral. Na sequéncia, foram adicionados 300 pL de solugdo de MTT (0,5 mg/mL) a cada pogo e
a placa foi incubada a 37 °C com 5% de CO; por 4 horas. O sobrenadante foi descartado e
foram adicionados 300 pL. de DMSO para solubilizag¢do dos cristais de formazan, procedendo-

se a leitura para avaliacao da viabilidade celular, conforme descrito no item 4.15.

4.19 Titulacao viral

Para o ensaio de titulacdo viral, primeiramente as células L929 foram plaqueadas em
placas de 24 pogos na densidade de 1 x 10° células/poco, € incubadas 4 37 °C em atmosfera 5%
de COy, por 24 horas. Apos esse tempo, os sobrenadantes coletados no ensaio de atividade
antiviral com MHV-3 (item 4.17) foram diluidos em 107!, 102, 103, 10, 10 e 10® em frascos
do tipo safe lock, adicionando 50 pL do sobrenadante coletado em 450 puL. de meio de cultura
DMEM a 2% de FBS descrito no item 4.17. Logo ap6s, o meio foi removido, e a placa foi
lavada com 500 pL de PBS. Em seguida, foram adicionados 120 pL das dilui¢des 104, 107 e
10 a cada poco, de acordo com o esquema apresentado na Figura 16. Posteriormente, as placas
foram incubadas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO: por durante 1 hora e agitadas
manualmente a cada 10 minutos. Apo6s, foram adicionados a cada poco 500 uL de solucao de
carboximetilcelulose (CMC) a 2% (m/v) e novamente as placas foram incubadas a 37 °C em

atmosfera de 5% de CO., por 48 horas (Figura 17).
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Figura 16: Esquema de placa para ensaio de titulacdo viral. B=Branco, V= veiculo/controle,

M= Mock, e os indices numéricos correspondem as dilui¢des dos pogos (10#a 10 e 30*a 30°

% algarismo sobrescrito) referentes ao tratamento com o extrato em diferentes concentragdes (10

e 30 pg/mL).
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Figura 17: Esquema do ensaio de titulagao viral.
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Apo6s 48 horas, foram adicionados a cada pogo 1 mL de solugdo de formol tamponado

a 10% e pH 7,4 para fixacdo; aguardou-se 2 horas e descartou-se o formol. As placas foram

lavadas em agua corrente e em seguida foi adicionado 1 mL da solugdo de cristal violeta 1%

em cada poco. Aguardou-se 30 minutos, retirou-se a solugdo de cristal violeta e novamente as
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placas foram lavadas em dgua corrente. Apos a placa seca, foram contados os nimeros de placas

de lises de cada pogo e os valores foram plotados utilizando o software Prisma 8.

Para a titulagdo viral de SARS-CoV-2, as células Calu-3, foram plaqueadas em placas
de 24 pogos na densidade de 1,5 x 10° células/poco, e incubadas a 37°C em atmosfera 5% de
COz, por 24 horas. Apoés esse tempo, os sobrenadantes coletados no ensaio de atividade antiviral
(item 4.17) foram diluidos em 10!, 102, 1073, 10, 107 e 10 em frascos do tipo safe lock,
adicionando 50 pL do sobrenadante coletado em 450 pL de meio de cultura MEM a 2% de FBS
descrito no item 4.17. Em seguida, foram adicionados 120 pL das dilui¢des 104, 105 ¢ 10° a
cada pogo, de acordo com o esquema apresentado na Figura 16. Posteriormente, as placas
foram incubadas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO: por durante 1 hora e agitadas
manualmente a cada 10 minutos. Apds, foram adicionados a cada poco 500 pL de solucdo de
carboximetilcelulose (CMC) a 2% (m/v) e novamente as placas foram incubadas a 37 °C em

atmosfera de 5% de CO., por 48 horas.

Ap6s 48 horas, foram adicionados a cada pogo 1 mL de solugdo de formol tamponado
a 10% e pH 7,4; aguardou-se 2 horas e descartou-se o formol. As placas foram lavadas em agua
corrente e em seguida foram adicionados 1 mL da solugdo de cristal violeta 1% em cada poco.
Aguardou 30 minutos, retirou-se a solugdo de cristal violeta e novamente as placas foram
lavadas em agua corrente. Apds a placa seca, foram contados os numeros de placas de lises de

cada poco e os valores foram plotados utilizando o software Prisma 8.

4.20 Ensaio para determinacio da CCso, CEso e calculo do IS

As amostras com atividade antiviral frente ao MHV-3 foram ensaiadas para
determinagdo da concentragdo citotdxica para 50% das células (CCso) e da concentracgao efetiva

para promover reducao de 50% na replicacao viral (CEso).

Os experimentos foram realizados em duplicata bioldgica e triplicatas experimentais
utilizando células L929 infectadas ou nao com MHV-3. Para avaliacdo de citotoxicidade, as
células ndo infectadas foram tratadas com solugdes do extrato de 7. phaeocarpa ou das fragdes
n-hexanica, diclorometanica, acetato de etila e hidrometanolica nas concentragdes de 810, 270,
90, 30, 10, 3,33, 1,11 € 0,37 pug/mL. A viabilidade celular foi avaliada empregando o ensaio

colorimétrico do MTT conforme descrito anteriormente (item 4.15). Para determinagdo da
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CEso, empregou-se as células L929 infectadas com MHV-3 e ndo tratadas (controle de virus)
ou tratadas com as amostras nas concentragdes de 810, 270, 90, 30, 10, 1,11 e 0,37ug/mL. O

ensaio foi realizado conforme previamente descrito nos itens 4.18.1 e 4.19.

Os valores de CCso e CEso foram calculados por meio de curvas concentragdo-resposta
empregando analise de regressdo nao-linear, utilizando-se os valores de viabilidade celular ou
PFU/mL para cada concentragao. O indice de seletividade (IS) foi calculado como a razao entre

CCso e a CEso, empregando a equagao:

IS= CCSO/CESO
4.21 Analises estatisticas

A andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism 8.
(GraphPad Software, USA). Os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e de atividade
antiviral sdo apresentados como médias + desvio padrdo da média dos valores (%), comparados
com o grupo veiculo (MHV-3+ DMSO + EtOH) (*p <0,5, **p <0,01, ***p<0,0001 - ANOVA
com pos teste Dunnett). Para os resultados de titulagdo viral, os dados obtidos sdo expressos em
unidades formadoras de placas por mililitro (PFU/mL) e comparados com o grupo veiculo (*p

<0,05; **p < 0,01 e ****p <0,0001), empregando ANOVA com p6s teste de Tukey.

4.22 Estudo fitoquimico dos extratos selecionados

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de atividade antiviral frente ao MHV -
3, foram selecionados para estudo fitoquimico os extratos etandlico de 7. phaeocarpa e B.

grandmucromata, por apresentarem maior atividade inibitéria anti-MHV-3.

4.22.1 Analise dos extratos e fragdes obtidas por técnicas cromatograficas hifenadas

A caracterizagdo fitoquimica das espécies foi realizada por técnicas cromatograficas
hifenadas, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector de conjunto de
Fotodiodos (HPLC-PDA) e Cromatografia a Liquido de Ultra Eficiéncia acoplada a Detector
de Conjunto de Fotodiodos e Espectrometro de Massas com Fonte de lonizagdo Electrospray e

analisador tipo triplo quadrupolo (UPLC-PDA-ESI-MS/MS).
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4.22.2 Analises cromatograficas por HPLC-PDA

O perfil fitoquimico do extrato e das fracdes obtidos (item 4.22.1) foi avaliado a partir
dos cromatogramas obtidos por HPLC-PDA, utilizando elui¢ao em perfil exploratério. Assim
sendo, empregou-se um sistema de HPLC Waters 2695, com coluna LiChrospher 100 RP-18
(250 x 4 mm d.i., 5 um) e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (4 x 4 mm d.i., 5 um). A fase
moével compreendeu gradiente de eluicao de agua Milli-Q (A) e acetonitrila grau HPLC (B),
ambas acidificadas com 0,1% de 4cido formico, e a temperatura da coluna foi mantida em 40
°C (Tabela 3). O fluxo empregado foi de 1,0 mL/min, a detecgao foi realizada no comprimento
de onda de 210 a 500 nm, utilizando-se o software Empower 2 para o processamento dos
cromatogramas adquiridos. As amostras foram injetadas na concentracao de 5 mg/mL, obtidas
através da solubilizacdo de 5 mg em 1,0 mL de MeOH HPLC/H>O Milliq (1:1, v/v) grau HPLC,
realizada diretamente em tubos plasticos tipo safe-lock. A suspensdo foi mantida em banho de
ultrassom por 15 min, centrifugada a 8.400 x g e 10 pL dos sobrenadantes foram injetados,
automaticamente, no sistema de cromatografia descrito. Para equilibrio inicial da fase movel da

coluna foi utilizado 30 minutos de condicionamento e 5 minutos entre cada inje¢ao.

Tabela 3: Gradiente de elui¢do utilizado para obten¢do do perfil fitoquimico do extrato

etanolico de T. phaeocarpa.

Tempo (min) %A %B

0 95 5
65 5 95
70 5 95
75 95 5

*Solvente A: dgua acidificada com 0,1% de acido formico; Solvente B: acetonitrila grau
HPLC acidificada com 0,1% de acido férmico.

4.22.3 Analises cromatograficas por UPLC-PDA-ESI-MS/MS

Os perfis fitoquimicos do extrato de 7. phaeocarpa e das fragdes derivadas (Fr. Hex, Fr.
DCM, Fr. EtOAc e Fr. MeOH/H20) foram avaliados empregando o sistema de cromatografia
a liquido de ultra eficiéncia (UPLC-PDA-ESI-MS/MS) da Waters Acquity UPLC system
(Waters, USA), acoplado a detector de conjunto de fotodiodos (PDA: 190- 500 nm) em

interface com espectrometro de massas com analisador triplo quadrupolo (MS-TQD) (Waters
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Micromass). Para tanto, empregou-se uma coluna de fase reversa (Acquity UPLC BEH C18,
Waters; 50 x 2,1 mm d.i. 1,7 pum) em combina¢do com uma pré-coluna (Acquity UPLC BEH
C18 VanGuard pre-column, Waters; 2,1 x 5 mm d.i. 1,7 um), utilizando-se eluigdo em gradiente
de 4gua (A) e acetonitrila (B), ambos acidificados com 0,1 % (v/v) de acido férmico. Empregou-
se o gradiente de eluicdo descrito por Gomes e colaboradores (2021) (Tabela 4). Foram
injetadas solucdes das amostras na concentracao de 1 mg/mL, obtidas através da solubilizagio
de 1 mg em 1,0 mL de MeOH/H>O (1:1, v/v) grau HPLC, realizada diretamente em tubos
plasticos tipo safe-lock. A suspensdao foi mantida em banho de ultrassom por 15 min, e
centrifugada a 8.400 x g por 10 min, posteriormente, os sobrenadantes foram filtrados em
membrana de PVDF (0,22 um), transferidos para vials e injetados no sistema de cromatografia.
Um intervalo de 4 minutos foi adotado entre as andlises para garantir o equilibrio da coluna,
com um tempo total de 60 min por andlise. O fluxo utilizado foi de 0,3 mL/min, com volume

de injecdo de 5,0 uL, mantendo-se a temperatura da coluna em 40 °C.

Tabela 4: Gradiente de eluicdo estabelecido para obtencdo do perfil fitoquimico do extrato

etandlico de 7. phaeocarpa e das fracdes derivadas (Fr Hex, Fr DCM, Fr EtOAc e MeOH/H»0).

Tempo (min) %A* %B*

0 95 5
12:00 90 10
20:00 80 20
25:00 75 25
28:00 70 30
32:00 65 35
45:00 60 40
50:00 5 95
55:00 5 95
56:00 95 5
60:00 95 5

*Solvente A: 4dgua acidificada com 0,1% de acido férmico; *Solvente B: acetonitrila

grau HPLC acidificada com 0,1% de &cido férmico.

Para as analises foi utilizado um espectrometro de massas Xevo Triple Quadrupole MS
(Waters) com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI), monitorando os modos negativo e

positivo no modo Scan, operando em voltagem capilar de 4,50 kV; temperatura da fonte de
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120°C; temperatura de dessolvata¢ao 400 °C; fluxo do gas do cone 60 L/h e fluxo do gés de

dessolvatagao em 600 L/h (Quadro 1). O intervalo de massas avaliado foi de m/z 20 a 1974

Da.

Quadro 1: Condicdes espectroscopicas de detecgdo no modo ESI empregadas nas andlises.

Voltagens
Capilaridade 4.5 (kV)
Cone 20
Extrator 3.00
Rf leans 0.10
Temperaturas
Temperatura de dessolvatagao 400 °C
Temperatura da fonte (°C) 120 °C
Fluxo de gases
Gas de dessolvatacao 600 (L/h)
Cone (L/h) 60
Analisador
Resolucio de massas baixas 1 13.00
Resolucio de massas altas 1 14.77
Energia Ionica 0.20
Entrada 50.00
Saida 50.00
Energia de colisao 3.00
Resolucio de faixas baixas 2 10.39
Resolucio de faixas altas 2 15.00
Energia Ionica 2 0.90
Ganho 1.00
Espectroscopia na regiio do ultravioleta
Faixa de varredura (nm) 210-400nm
Condicoes de injecoes
Volume de injecoes 5.00 uLL

Fluxo

0,3 (mL/min)
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4.22.4 Refracionamento da Fr. Hex de 7. phaeocarpa

A fracdo n-hexanica de T. phaeocarpa, que apresentou maior atividade antiviral (item
5.3), foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel a fim de isolar os constituintes
bioativos. Utilizou-se coluna de vidro (119 cm de altura e 6 cm de diametro), a qual se adicionou
suspensao de 700 g de silica flash em n-hexano. Para o topo da coluna, primeiramente utilizando
um almofariz, foi solubilizado 10 g da fracdo n-hexanica em 30 mL de hexano; em seguida
foram adicionados, de forma gradativa, 10 g de silica flash para incorporar a fragdo n-hexanica.
Apos remogao do solvente, a fragao foi depositada no topo da coluna previamente empacotada
com silica gel flash. Procedeu-se a elui¢do em gradiente, iniciando com 100% de n-hexano e
elevando gradualmente a for¢a do eluente com propor¢des de acetato de etila, seguido de

metanol. Foram coletadas fracdes com volume de 5 mL (Tabela 5).

Tabela 5: Gradiente de elui¢do em coluna de silica gel empregada para o refracionamento da
Fr. Hex de T. phaeocarpa.

Eluente Propor¢ao (%) Volume (L) Fracgoes coletadas
Hex/EtOAc 98:2 1.4 1-160
Hex/EtOAc 96:4 1.4 161 — 321
Hex/EtOAc 94:6 1.4 322483
Hex/EtOAc 92:8 1,4 484 — 564
Hex/EtOAc 90:10 1,4 565 - 726
Hex/EtOAc 85:15 1,4 727 — 889
Hex/EtOAc 80:20 1,4 890 — 970
Hex/EtOAc 75:25 1.4 971 - 1132
Hex/EtOAc 70:30 1,4 1133 -1293
Hex/EtOAc 65:35 1,4 1294 — 1454
Hex/EtOAc 60:40 1,4 1455 - 1615
Hex/EtOAc 55:45 1,4 1616 - 1776
Hex/EtOAc 50:50 1,4 1777 - 1933
Hex/EtOAc 45:55 1,4 1934 - 2087
Hex/EtOAc 40:60 1,4 2088 - 2237
Hex/EtOAc 35:65 1,4 2238 - 2380

Hex/EtOAc 30:70 1,4 2381 -2516




Hex/EtOAc 25:75 1,4 2517 -2643
Hex/EtOAc 20:80 1,4 2644 — 2697
Hex/EtOAc 15:85 1,4 2698 — 2744
Hex/EtOAc 10:90 1,4 2745 -2793
Hex/EtOAc 5:95 0,7 2794 — 2832
EtOAc 100 0,7 2833 - 2789
EtOAc/MeOH 95:5 0,7 2834 - 2869
EtOAc/MeOH 90:10 0,7 2870 - 2909
EtOAc/MeOH 80:20 0,7 2910 - 2949
EtOAc/MeOH 70:30 0,7 2950 - 2989
EtOAc/MeOH 60:40 0,7 2990 - 3030
EtOAc/MeOH 50:50 0,7 3031 - 3071
EtOAc/MeOH 30:70 0,7 3.072-3.112
MeOH 100 0,7 3.113 - 3153
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As fragdes foram analisadas por CCD de silica gel e agrupadas de acordo com a

similaridade dos perfis, apos revelacdo com anisaldeido sulfurico (Tabela 6). Apds as reunides,

as fragdes mais promissoras foram analisada por técnicas cromatograficas, espectrométricas e

espectroscopicas. O rendimento das fragdes obtidas pela cromatografia liquida em coluna foi

de aproximadamente 75%.

Tabela 6: Agrupamento das fragdes resultantes do fracionamento do extrato etandlico de folhas

de T. phaeocarpa.

Fragoes Grupos Massa do Fracoes Grupos  Massa do
grupo (mg) grupo
(mg)
la$s GFJ5 7,1 986 a 1045 RFJ1045 19,0
6a9 GFJ9 15,4 1075 a 1105 RFJ1105 24,7
10 GFJ10 20,4 1120 a 1135 RFJ1135 56,1
11 GFJ11 28,7 1136 a 1139 RFJ1139 53,7
12 GFJ12 26,5 1140 a 1145 RFJ1145 32,1
13229 GFJ39 40,6 1150 a 1180 RFJ1180 487,0
30 GFJ30 0,9 1185a 1215 RFJ1215 363.9
31a55 GFJ55 14,5 1216 a 1219 RFJ1219 35,9
56 a 68 GFJ68 7,1 1220 a 1250 RFJ1250 137,3
70 al00 GFJ100 4,2 1255 a 1295 RFJ1295 77,1
100 a 140 GFJ140 24 1300 a 1310 RFJ1310 30,2
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141 a 149 GFJ149 1,3 1311 a 1314 RFJ1314 47,5
150 a 185 GFJ185 0,5 1315a 1320 RFJ1320 30,0
190 a 230 GFJ230 2,6 1325 RFJ1325 5,2
425 a 435 GFJ435 42,5 1330 a 1340 RFJ1340 30,3
440 a 450 GFJ450 217,7 1341 a 1344 RFJ1344 18,1
455 a 465 GFJ465 115 1345 a 1350 RFJ1350 12,6
470 a 480 GFJ480 6,4 1355 a 1375 RFJ1375 47,6
485 a 500 GFJ500 5,5 1380 a 1420 RFJ1420 68,7
525a575 GFJ575 21,5 1421 a 1424 RFJ1424 14,5
580 a 620 GFJ620 14,8 1425 a 1440 RFJ1440 28,5
625 GFJ625 0,2 1445 a 1485 RFJ1485 89,9
630 a 645 GFJ645 6,8 1490 a 1495 RFJ1495 11,5
693 a 722 GFJ722 26,1 1505 a 1515 RFJI515 24,1
725 a 765 GFJ765 17,9 1520 a 1550 RFJ1550 57,5
766 a 784 FRJ784 30,9 1555 a 1595 RFJ1595 48,9
785 a 810 FRJ810 2,1 1596 a 1620 RFJ1620 28,0
811 a 820 RFJ820 11,6 1625 a 1670 RFJ1670 60,7
825 a 835 RFJ835 7,3 1700 a 1715 RFJ1715 14,6
845 a 850 RFJ850 5,9 1720 a 1735 RFJ1735 40,4
851 a 854 RFJ854 9,9 1740 a 1770 RFEJ1770 25,2
855 a 870 RFJ&70 23,7 1775 a 1795 RFJ1795 33,0
870 a 900 RFJ900 32,8 1796 a 1810 RFJ1810 58,6
901 a 905 RFJ905 3.9 1811 a 1830 RFJ1830 92,8
910a915 RFJ915 6,1 1831 a 1850 RFJ1850 19,3
916 a 925 RFJ925 7,9 1851 a 1900 RFJ1900 44,68
930 a 950 RFJ950 10,6 1901 a 1970 RFJ1970 71,3
951 a 959 RFJ959 11,7 1971 a 2147 RFJ2147 63,4
960 a 970 RFJ970 5,2 2148 a 3140 RFJ 3140 5,6
971 a 985 RFJ985 8,8 3141 a 3153 RFJ3153 2393,9

4.22.5 Analises por Cromatografia em fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

(GC-MS)

Os grupos de fragdes reunidas resultantes do refracionamento da Fr. Hex de T.

phaeocarpa GFJ10 e GFJ12, foram selecionadas para analises por GC-MS. As analises foram

realizadas em sistema de cromatografia a gas GC-MS-QP2010 ULTRA (Shimadzu), contendo

a biblioteca de dados espectrais NIST108 do programa LabSolution/GC-MS Solution, versao

4.20. As andlises foram realizadas no Laboratério de Cromatografia do Departamento de

Quimica, UFMG, sob orienta¢do do Professor Dr. Diogo Vidal.
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Para as andlises, foi utilizado 1 mg de cada fragdo, solubilizada em 1 mL de hexano e
adicionadas a tubos de vidros (vials). As andlises foram realizadas em coluna capilar NST-05
com 0,25 mm de didmetro ¢ 30 m de comprimento, com fase estacionaria composta por um
filme de dimetilpolisiloxano (95%) e difenila (5%) com 0,25 um de espessura (Restek). A
temperatura do injetor empregada foi de 100 °C elevando-se a temperatura a cada 10 minutos
até atingir a temperatura maxima de 325 °C, o fluxo de gas hélio foi de 0,79 mL/min, e o volume
de injecao foi de 1,0 uL. A temperatura da interface e a fonte de ions do detector (impacto
eletronico a 70 elétron Volts) foram ajustadas para 250 °C. Para a identificacdo dos constituintes
foi realizada a comparagdo entre os indices de retengdo obtidos juntamente com a analise do
espectro de massas e dados disponiveis no banco de dados NIST108, levando em consideragao

o percentual de similaridade superior a 85%.

4.22.5.1 Determinacao dos indices de retencao

Uma solucdo estoque contendo os hidrocarbonetos lineares de Co a Cso foi preparada
com concentragdo proxima a 10 ppm. Aliquotas contendo 1 pL da soluc¢do de hidrocarbonetos
e 1 pL das amostras (1 mg/mL) foram analisadas por GC-MS. As injecdes foram realizadas
conforme o item 4.22.5. Os indices de retencao foram calculados com base no método proposto

por van den Dool & Kratz, pela seguinte equagao (2):

tR () = TR (n)
IRL =100n +100
RRu+1"R@

Equacio 2: Equagio utilizada para obtengdo do Indice de Retengdo: onde: n= numero
de carbono do pico menos retido, tre) € o tempo de reten¢do do analito, tr (+1) € trR (n) SA0 08
tempos de retencao dos hidrocarbonetos de referéncia (padrao Coa Cao) eluidos antes e depois

do analito.

4.22.6 Analises dos compostos isolados por Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

A identificacdo estrutural de dois solidos RFJ900 e RFJ1135, resultantes do
refracionamento da fracdo n-hexanica do extrato de 7. phaeocarpa foi realizada a partir da
andlise dos espectros de RMN de 'H (400 MHz) e de '*C (100 MHz) e subespectros DEPT-135
(100 MHz). Os espectros foram obtidos pelo Dr. Wellerson Oliveira e pela Dra. Rosangela
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Pereira no Departamento de Quimica, ICEX, UFMG, em espectrometro de RMN Bruker,
modelo Ascend™ 400 MHz, a 25°C, empregando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno.

Para solubilizacao das amostras utilizou-se cloroformio deuterado (CDCI3).

4.22.7 Refracionamento da Fr. EtOAc de T. phaeocarpa

O isolamento dos constituintes da fracdo EtOAc de T. phaeocarpa, que apresentou
maior atividade antiviral (item 4.18), foi realizado por cromatografia em coluna de Sephadex
LH20. Para tanto, utilizou-se coluna cromatografica de vidro (55 x4,6 cm d.i.) na qual se
adicionou 100 g de Sephadex LH20 na forma de suspensdo em etanol. Uma porcdo de 2 g da
fragdo EtOAc foi totalmente solubilizada em 5 mL de MeOH, e esta foi depositada no topo da
coluna com auxilio de uma pipeta graduada de 10 mL.

As fragdes foram coletadas com o auxilio de um coletor automatico de fragdes. Cada
tubo de ensaio recebeu aproximadamente 5 mL de eluato, correspondendo a cerca de 500 gotas.
A eluicdo iniciou-se com 100% de EtOH de grau analitico, seguido de misturas de solventes
em diferentes proporg¢des, incluindo EtOH/acetona, acetona/MeOH, MeOH 100% e misturas
de EtOH/H>0O, conforme método descrito anteriormente por Campana (2014). A série

eluotropica utilizada estd detalhada na Tabela 7.

Tabela 7: Gradiente de eluicdo em coluna de Sephadex LH20 empregada no refracionamento

da Fr. EtOAc de T. phaeocarpa.

Eluente Proporcao Volume (L)
EtOH 100% 1,5
EtOH/Acetona 90:10 1,0
EtOH/Acetona 70:30 1,2
EtOH/Acetona 1:1 1,0
EtOH/Acetona 20:80 1,0
Acetona/MeOH 1:1 1,0
MeOH 100% 0,5
EtOH/H>0O 1:1 0,5

EtOH 100% 0,5
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O fracionamento cromatografico foi realizado com trés porgdes de 2 g da fragdo EtOAc,
totalizando 6 g da fragdo. As fragdes obtidas foram agrupadas de acordo com seus perfis
cromatograficos. Esses perfis foram analisados inicialmente por CCD de silica gel em placas
de aluminio (DC - Fertigfolien Alugram Xtra SIL G/UV 254) e as fragdes foram agrupadas de
acordo com a semelhanga na composi¢ao, conforme discriminado na Tabela 8. Posteriormente,
as fracdes reunidas foram analisados por HPLC-PDA e UPLC-PDA-ESI-MS/MS (itens 4.22.2
e 4.22.3). Com base nos cromatogramas obtidos, algumas fragdes foram selecionadas para

purificagao por HPLC em escala preparativa.

Tabela 8: Agrupamento das fragdes resultantes do fracionamento da fracdo EtOAc de T.

phaeocarpa em coluna de Sephadex LH20.

Solvente Proporcao lessa (mg) Mfssa (mg) Missa (mg) Codigo
coluna 2% coluna 3” coluna
EtOH 100% 297,1 336,5 3443 SFJ390
EtOH 100% 30,1 58,7 44,8 SFJ400
EtOH 100% 31,0 34,5 51,3 SFJ432
EtOH 100% 64,0 35,2 98,1 SFJ448
EtOH 100% 30,2 98,1 110,3 SFJ450
EtOH/Acetona 90:10 2429 251,8 383,4 SFJ455
EtOH/Acetona 70:30 30,1 35,9 35,9 SFJ460
EtOH/Acetona 1:1 197,3 205,6 230,6 SFJ465
EtOH/Acetona 80:20 302,4 305 310,1 SFJ470
Acetona/MeOH 1:1 187,6 190,2 203,3 SFI475
MeOH 100% 27,3 43,7 56,7 SFJ477
H>.O/MeOH 1:1 59,8 47,8 44.8 SFJ480
Total - 1.473,8 1642,8 1903,6 -
Rendimento % - 73,7 82,1 95,2 -

4.22.8 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em escala preparativa

As fracdes SFJ448 e SFJ432, obtidas a partir do refracionamento da fragdo EtOAc de T.
phaeocarpa em coluna de Sephadex LH-20 (conforme descrito no item 4.22.7), foram

selecionadas para o isolamento dos constituintes por HPLC em escala preparativa. Para cada
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injecdo, utilizaram-se 30 mg da fragdo, sendo realizadas 4 repeti¢des para a fragdo SFJ432 e 8
repetigdes para a fragdo SFJ448. A selegdo dessas fragdes baseou-se em seus perfis
cromatograficos promissores em HPLC analitica, que indicaram a presenga de constituintes

majoritarios.

4.22.8.1 Preparo das amostras

Foram pesados 30 mg das fragcdes SFJ448 e SFJ432 em tubos plésticos tipo safe lock.
Para a solubilizagdo, foram adicionados 1,5 mL de MeOH grau HPLC. As fracdes foram
solubilizadas com auxilio do banho de ultrassom por 10 minutos. Em seguida, foram
centrifugadas a 10.000 rpm (6708 x g) por 10 minutos. Os sobrenadantes foram cuidadosamente
coletados com seringas descartdveis equipadas com agulhas, filtrados e transferidos para
frascos de vidro (vials) com tampa. Por fim, os volumes totais de cada vial foram injetados
automaticamente em sistema de HPLC em escala preparativa da marca Waters equipado com

detector UV-Vis Waters 2489.

4.22.8.2 Condi¢des cromatograficas

O processo de fracionamento foi realizado em uma coluna Agilent Zorbax Prep-C18 (10
um, 250 x 21,2 mm d.1.), operando com detec¢ao no UV nos comprimentos de onda de 210 nm
e 350 nm e fluxo de 15 mL/min. A separacdo foi feita por eluigdo em gradiente, usando agua
purificada de grau 1 (solvente A) e acetonitrila grau HPLC (solvente B) em 30 min, iniciando
a eluicdo com 80% de A e 20% de B, que foi gradualmente ajustada até atingir 95% de B,
seguido de 15 min de reequilibrio nas condigdes iniciais entre inje¢des subsequentes, conforme

especificado na Tabela 9.

Os constituintes das fracoes SFJ448 e SFJ432 foram coletados manualmente em tubos
Falcon de 50 mL devidamente identificados, mediante o acompanhamento de picos
cromatograficos majoritarios com tempos de retencdo de 16,62 min (SFJ448) e 12,59 min
(SFJ432), monitorados nos comprimentos de onda de 210 nm e 350 nm. Posteriormente, a
acetonitrila foi removida sob pressao reduzida em evaporador rotatorio, a temperatura maxima
de 40 °C, e as solugdes aquosas restantes foram congeladas a -20 °C. Por fim, estas foram
submetidas a liofilizagdo para remog¢ado da 4gua, resultando em 24 mg de SFJ448 e 7 mg de

SFJ432, que foram armazenados para caracterizagao posterior.
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Tabela 9: Gradiente de eluicdo empregado no fracionamento por HPLC em escala preparativa.

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%)
0 80 20
20 75 25
25 5 95
30 5 95
32 80 20
45 80 20

4.22.9 Analises cromatograficas por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para as subfracdes SFJ448
e SFJ432

Para as subfracdes SFJ448 e SFJ432, obtidas a partir do refracionamento do extrato
etandlico de 7. phaeocarpa, foram realizadas analises por UPLC-PDA-ESI-MS/MS, visando a
caracterizagdo de seus constituintes. O sistema de elui¢do consistiu em fase médvel A (agua
acidificada com 0,1% de acido férmico, v/v) e fase movel B (acetonitrila grau HPLC acidificada
com 0,1% de &cido formico, v/v) (Tabela 10). Empregou-se gradiente de elui¢do de 18 minutos,
adaptado a partir das condi¢des descritas por Gomes et al. (2021), com fluxo de 0,3 mL/min e

volume de injecao de 7,0 pL.

Tabela 10: Gradiente de eluicdo estabelecido para obtencdo do perfil fitoquimico das

subfracdes SFJ 448 e SFJ432.

Tempo (min) %A* %B*
0 95 5
13,00 5 95
15,00 5 95
16,00 95 5
18,00 95 5

*Solvente A: agua acidificada com 0,1% de 4cido formico; *Solvente B: acetonitrila grau

HPLC acidificada com 0,1% de acido féormico.
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4.22.10 Analises dos compostos isolados por Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) para

as substancias QCT48 e AFZ32

A identificagdo estrutural dos sélidos resultantes do refracionamento da fracao EtOAc
do extrato de T. phaeocarpa foi realizada a partir da analise dos espectros monodimensionais
de RMN de 'H (600 MHz) e de '*C (150 MHz) e subespectros DEPT-135 (100 MHz) e
bidimensionais (COSY, HMBC e HMQC). Os experimentos foram realizados pelo Prof. José
Dias de Souza Filho no Departamento de Quimica, ICEX, UFMG, em espectrometro de RMN
Bruker, modelo Ascend™ 600 MHz, a 25°C. Para solubilizagdo das amostras utilizou-se

metanol deuterado e DMSO deuterado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos submetidos a triagem de atividade antiviral foram obtidos na extratoteca do
Laboratorio de Fitoquimica. Estes extratos foram selecionados com base na composi¢ao
quimica das espécies descrita na literatura, ou na composicao quimica do género, priorizando-
se plantas ricas em compostos polifendlicos, com potencial atividade contra o SARS-CoV-2

(PRASAD et al., 2020; KANDEIL et al., 2021; ANAND et al., 2021).

5.1 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos vegetais

Inicialmente avaliou-se a viabilidade celular da linhagem de fibroblasto murino 1.929
frente a diferentes concentragdes dos extratos selecionados para estudo. Os ensaios foram
realizados pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazolio)
(ALLEY et al., 1998). Este ¢ um ensaio colorimétrico considerado simples e rapido, capaz de
gerar dados quantitativos (MORGAN, 1998). O fundamento bioquimico desse ensaio envolve a
enzima oxidorredutase celular dependente de NAD(P)H que converte o sal tetrazolico MTT, de coloracao
amarela, em cristais insoliveis de (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-1,3-difenilformazana, de coloragao
roxa (BAHUGUNA et al., 2017). Os cristais produzidos por meio da oxidorredugao do tretrazolico sdo
insoluveis em d4gua, todavia, sdo soliveis em DMSO. Assim, a relagdo linear entre as células
metabolicamente ativas e a cor produzida (roxo) permite uma quantificagdo precisa na taxa de morte e
proliferagao celular (LOOSDRECHT et al., 1994). Quando os valores de absorbancia na quantificagdo

sd0 baixos, 1sso indica auséncia de células viaveis.

Os extratos foram avaliados inicialmente nas concentracdes de 10, 30 e 90 pg/mL
(Figura 18 A e B). O extrato de Baccharis mdxima (Bma) apresentou viabilidade celular
inferior a 80% nas trés concentragdes avaliadas e por isso ele foi ensaiado nas concentracdes
de 0,001, 0,01 e 0,1 pg/mL (Figura 18 B). Adicionalmente, dos 15 extratos avaliados, somente
seis (6) apresentaram viabilidade celular superior a 80% na concentragdo de 90 pg/mL
(Baccharis grandmucromata, Baccharis regnellii, Xyris pterygoblephara, Baccharis
oreophila, Ouratea semiserrata € Baccharis myriocephala). Dessa forma, selecionou-se para
avalia¢do da atividade antiviral as concentra¢des de 10 e 30 pg/mL e, para as espécies Ouratea
casteneifolia, e Echinodorus grandiflorus, avaliadas posteriormente, o ensaio de citotoxicidade

foi realizado somente com as concentracdes de 10 e 30 pg/mL.
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Tendo em vista que os extratos das espécies B. grandmucromata, B. regnellii, B.
itatiaiae, B. maxima, B. montana, B. myriocephala, B. stylosa, B. oreophila, O. castaneifolia,
E. grandiflorus, O. spectabilis, O. semiserrata e T. phaeocarpa apresentaram viabilidade igual
ou superior a 80% para as células L929 nas concentragdes de 10 e 30 pg/mL, exceto para a B.
maxima (0,001, 0,01 e 0,1pg/mL) a atividade antiviral in vitro desses extratos foi avaliada em
células L929 infectadas com o coronavirus murino MHV-3, utilizando as concentrag¢des

supracitadas.
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Figura 18: Viabilidade celular dos extratos (10, 30 e 90 pg/mL) avaliada em células L.929.
Células 1929 (1 x 10* células/poco) cultivadas em DMEM suplementada com 7% FBS foram

Viabilidade Celular (%)
3
[

semeadas em placas de 96 pocos. Apds 24 h, a viabilidade celular foi medida pela
metabolizacdo do MTT determinada por espectrofotometria em 570 nm. Os resultados obtidos
sdo apresentados como médias + erro padrdo da média dos valores (%), comparados com o

grupo veiculo (L929 + EtOH + DMSO) (*p < 0,5, **p < 0,01, ***p< 0,0001 - ANOVA com
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po6s teste Dunnett). A: Bgr (Baccharis grandmucromata),; Bre (Baccharis regnellii); Xpt (Xyris
pterygoblephara), Bit (Baccharis itatiaiae); Bmo (Baccharis montana); B: May (Maytenus
ilicifolia); Tph (Terminalia phaeocarpa); Osp (Ouratea spectabilis); Bmy (Baccharis
myriocephala); Bor (Baccharis oreophila); Bst (Baccharis stylosa); Ose (Ouratea
semiserrata); Bma ((Baccharis mdxima); Oca (Ouratea Castaneifolia); Egr (Equinodorus

grandiflorus).

Os testes de citotoxicidade sdo determinantes para avaliar a toxicidade intrinseca e
extrinseca de constituintes de extratos vegetais (ANYWAR et al., 2018). Por esse motivo, ¢
fundamental realizar a avaliagdo da citotoxicidade dos extratos na linhagem celular utilizada
nos ensaios de atividade antiviral, a fim de assegurar que a inibicao do titulo viral observado se
deve efetivamente a reducao do titulo viral induzida por constituintes do extrato, € nao pela

morte celular resultante de citotoxicidade.

5.2 Determinacio da Multiplicidade de Infec¢do e avaliacio da atividade antiviral

Para realizar a avaliacdo da atividade antiviral dos extratos frente ao MHV-3 in vitro,
inicialmente determinou-se o titulo do estoque viral em 8,16 x 10° PFU/mL. A partir do titulo
viral da solucao estoque de MHV-3 avaliou-se diferentes valores de multiplicidade de infecgao
(MOI), utilizando os tempos de 4, 8, 16, 24, 48 horas, a fim de selecionar a MOI a ser empregada
nos ensaios. A MOI ¢ a razdo pela qual o virus ¢ adsorvido, anexado ou infectado em alvos
suscetiveis, variando em fun¢do do nlimero de agentes infectantes e com o tempo em que eles

permanecem em contato com o alvo suscetivel a infeccdo (ABEDON; BARTOM, 2013).

Para esses ensaios utilizou-se a linhagem de células de fibroblasto murino L929. A
escolha das células de fibroblasto murino como células hospedeiras para esses estudos foi
crucial, uma vez que essa linhagem celular demonstra uma alta susceptibilidade a infecgdo pelo
virus MHV-3. Isso torna essas células um modelo relevante e apropriado para investigacdes
relacionadas a replicagdo e inibi¢cdo do virus avaliado. A viabilidade das células L929 infectadas
com 0 MHV-3 com as MOlIs de 1,0; 0,1; 0,01 e 0,001, representada na Figura 18A, mostra
redugdo de células vidveis entre 8 e 24 h pds infecg¢do para todas as concentragdes de indculo.
A viabilidade celular das células L929 infectadas pelo MHV-3 em diferentes MOlIs foi avaliada
pelo método do MTT. Semelhantemente, o ensaio de Unidade Formadora de Placa — PFU, nos

mostra que, entre 8 e 16 h pos-infec¢do houve um aumento de particulas virais e pico de
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infeccao no tempo de 16 h para a MOI 1,0 (Figura 19A), enquanto para as MOIs 0,1, 0,01 e
0,001 o pico de particulas virais foi em 24 h (Figura 19B).
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Figura 19: Curva de multiplicacdo de MHV-3 em fibroblastos murinos L929. Células L929
(10° células/pogo) foram semeadas em placas de 24 pocos, sendo infectadas com diferentes
indices de multiplicagdo para MHV-3. Em tempos pré-determinados (4, 8, 24 ¢ 48 h apos a
infeccdo — h.p.i) foram determinadas A) viabilidade celular ¢ B) a produgdo viral foi avaliada
por ensaio de formacao de placas de lise em células 1.929, a partir da titulagao dos sobrenadantes
coletados. Os experimentos foram realizados com triplicatas bioldgicas, cada uma com trés

replicatas experimentais.

Com base nesses resultados, o intervalo de 16 horas e a MOI de 0,01 foram definidos
para a realiza¢do dos ensaios antivirais, no intuito de utilizar menor quantidade de virus com
tempo capaz de infectar uma determinada quantidade de células desejadas, com
aproximadamente 80% de viabilidade celular, tendo em vista que, apds 16 horas de infecao a
viabilidade celular se apresentou abaixo de 75% (Figura 19A). De acordo com Mistry e
colaboradores (2018), a quantidade de particulas virais deve ser distribuida de acordo com
quantidade de célula hospedeira depositada ao poco. Dependendo da cepa do virus e do
protocolo experimental utilizado, valores baixos de MOI tém alta probabilidade de infec¢ao

bem-sucedida (MISTRY et al., 2018).

Na sequéncia, avaliou-se a atividade antiviral dos extratos em concentragdes nao
citotoxicas previamente determinadas em células L.929 infectadas com o coronavirus murino
MHV-3. A viabilidade das células infectadas e tratadas com os extratos foi avaliada pelo ensaio

do MTT (Figura 20 A e B) e o titulo viral foi determinado pelo ensaio de formagdo de placas
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de lise (PFU —unidade formadoras de placas) (Figura 20 C e D). A triagem inicial foi realizada
em triplicata experimental para todos os extratos considerados ndo citotoxicos. Como
resultados desses ensaios, cujos dados estao dispostos na Figura 20 C e D, os extratos de B.
grandmucromata e T. phaeocarpa se mostraram promissores frente ao MHV-3, por
apresentarem significativas redugdes na formacdo de placas de lise quando comparadas ao
veiculo (MHV-3+EtOH+DMSO). Com intuito de obter reprodutibilidade da atividade antiviral

das espécies mencionadas anteriormente, foi realizado a duplicata biologica com triplicata

experimental.
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Figura 20: A e B) Viabilidade de células L929 infectadas com MHV-3 e tratadas com extratos.
Células 1929 (1 x 10° células/pogo) foram semeadas em placas de 24 pogos e infectadas com
MHV-3, procedendo-se ao tratamento com extratos das espécies Bgr: Baccharis
grandmucromata ; Bma: Baccharis maxima, Bmo: Baccharis montana ; Bor: Baccharis
oreophila ; Bit: Baccharis stylosa ; Egr: Echinodorus grandiflorus, Oca: O. casteneifolia ; Bit:
Baccharis itatiaiae ; Bmy: Baccharis myriocephala ; Bre: Baccharis regnellii; Ose: Ouratea
semiserrata; Osp: QOuratea spectabilis ; Tph: Terminalia phaeocarpa, por 16 h.p.i. A
viabilidade celular foi medida pela metabolizagdo do MTT em 570 nm. Os dados obtidos sao
expressos em percentagem (%), comparados com o controle veiculo ndo infectado (MHV-3 +

EtOH + DMSO) (*p < 0,5, **p < 0,01, ***p < 0,001 ¢ ****p < 0,0001). ANOVA com pés
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teste de Dunnet. C e D) Ensaio de formacao de placas em células de fibroblasto murino (L929)
infectadas com coronavirus murino MHV-3 frente ao tratamento com extratos brutos. Os
ensaios de placas foram realizados com sobrenadantes de células 1929 (1 x 10° células/poco)
infectadas com MHV-3 (MOI 0,01) e titulados na mesma linhagem celular. Os dados obtidos
sdo expressos em unidades formadoras de placas por mililitro (PFU/mL) e comparados com o

grupo veiculo (*p < 0,05; **p < 0,01 e ****p <0,0001). ANOVA com pos teste de Tukey.

Os resultados apresentados na Figura 20C e 20D possibilitaram identificar dois extratos
ativos: B. grandmucromata (reducao de 0,12 e 0,27 log do titulo viral, nas concentragdes de 10
e 30 ug/mL, respectivamente) e 7. phaeocarpa (redugao do titulo viral de 0,46 ¢ 0,51 log, nas
concentragdes de 10 e 30 pg/mL, respectivamente). Os extratos reduziram o titulo viral e ndo
reduziram a viabilidade celular das células infectadas e tratadas, quando comparado ao grupo
veiculo (MHV-3+ EtOH+DMSO). Como o extrato de 7. phaeocarpa apresentou maior reducao
de titulo viral nos ensaios iniciais, os experimentos foram repetidos com este extrato a fim de
confirmar os resultados obtidos, sendo realizados com triplicatas bioldgicas, cada uma delas

com trés repeticoes (Figura 21A).

Os ensaios realizados possibilitaram confirmar a atividade antiviral de 7. phaeocarpa
frente ao MHV-3 (Figura 21B). O extrato de 7. phaeocarpa reduziu o titulo viral de forma
dependente da concentra¢do, quando comparado ao veiculo (MHV-3 + EtOH+DMSO),
observou-se, também, que o extrato ndo recuperou a viabilidade das células infectadas pelo
virus; todavia, ndo houve citotoxicidade adicional nas células ensaiadas, indicando que o extrato
ndo agravou a citotoxicidade induzida pelo virus. A auséncia de recuperacdo da viabilidade
celular sugere que o extrato testado ndo foi capaz de neutralizar ou reverter os danos que o virus
causou as cé€lulas hospedeiras. Assim sendo, o extrato de 7. phaeocarpa apresentou, portanto,
efeito antiviral significativo, tendo em vista que, o titulo viral do MHV-3 recuperado foi

reduzido quando comparado ao grupo veiculo (MHV-3 + EtOH+ DMSO).
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Figura 21: A) Viabilidade de células 1929 infectadas com MHV-3 e tratadas com extrato de
T. phaeocarpa. Células 1929 (1 x 10° células/pogo) foram semeadas em placas de 24 pocos e
infectadas com MHV-3, procedendo-se ao tratamento com extrato de 7. phaeocarpa. B) Ensaio
de formacdao de placas de lise em células de fibroblasto murino (L929) infectadas com
coronavirus murino MHV-3 frente ao tratamento com extrato de 7. phaeocarpa. Os ensaios de
placas foram realizados com sobrenadantes de células L929 (1 x 10° células/pogo) infectadas
com MHV-3 (MOI0,01) e na sequéncia titulados na mesma linhagem celular. Os dados obtidos
sdo expressos em unidades formadoras de placas por mililitro (PFU/mL) e comparados com o
veiculo (MHV-3 + EtOH + DMSO) (**p < 0,01 e ***p <0,0001). ANOVA com p0s teste de
Tukey.

Extratos vegetais e seus constituintes isolados apresentam potencial para o
desenvolvimento de novos agentes farmacologicos, tendo em vista a diversidade quimica dos
metabolitos secundarios. Dessa forma, produtos naturais de plantas tém ganhado cada vez mais
destaque como fontes alternativas para a identificagdo de agentes antivirais. Neste contexto, a
triagem de plantas selecionadas com base em critério quimiossistematico vem sendo adotada
em diferentes estudos na busca por compostos com atividade antiviral. A sele¢do das espécies
avaliadas neste estudo foi guiada por uma abordagem quimiossistematica. Foram priorizadas
plantas para as quais haviam relatos prévios de atividade antiviral e/ou anti-inflamatoria, bem
como espécies reconhecidas pela presenca de polifendis complexos e/ou com padrio de
oxigena¢do pouco usual e/ou ricas em triterpenos, flavonoides e esteroides Esses critérios

orientaram a escolha dos extratos vegetais submetidos a triagem antiviral frente ao MHV-3.
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Do total de treze (13) extratos vegetais avaliados, dois (2) extratos foram ativos na
triagem realizada em células L929 frente ao virus MHV-3, promovendo reduc¢ao do titulo viral
de 0,93 a 2,64 log nas concentracdes de 10 e 30 pg/mL, respectivamente, para o extrato de 7.
phaeocarpa (Figura 21B). Ou seja, aproximadamente 15% dos extratos testados possuem
atividade antiviral frente ao virus MHV-3. Vale ressaltar que até o momento ndo existem
triagens de extratos vegetais frente a cepa MHV-3 relatadas na literatura; todavia, existem
relatos de espécies vegetais ativas frente a outras linhagens de MHV. A exemplo disso, no
estudo de Kim e colaboradores (2010) foi realizada triagem com dezenove (19) extratos
metanolicos frente aos virus MHV-A59 e MHV-JHM. Desse total, trés extratos foram ativos
frente a linhagem MHV-A59 e MHV-JHM, representando 16% de extratos ativos. Os valores
de CEs relatados variaram de 0,8 a 3,7 ug/mL e a CCso variando de 156,5 a 556,8 pg/mL (KIM
et al., 2010). Em outro estudo de Kim e colaboradores (2008), os autores realizaram a triagem
de 22 extratos vegetais frente ao virus MHV-AS59, sendo 5 deles ativos, correspondendo a 22%

do total.

Outros estudos também avaliaram o potencial de extratos vegetais em triagens
realizadas frente a diferentes virus que causam doengas respiratdrias. Uma triagem foi realizada
com 15 extratos vegetais frente ao virus da Influenza A, responsavel por provocar infecgdes no
trato respiratorio humano; desse total, dois extratos se apresentaram ativos, Pittosporum
viridiflorum e Rapanea melanophloeos, correspondendo a 15%, com redu¢do média do titulo
viral de 7,4 e 5 logs, respectivamente (MEHRBOD et al., 2018). Por sua vez, no estudo de Li
et al. (2005), realizou-se uma triagem com 200 extratos vegetais frente ao SARS-CoV. Deste
total, 4 extratos se apresentaram ativos, correspondendo a 2%, com valores de CEso variando
de 2,4 + 0,2 a 88,2 £ 7,7 ng/ml. Semelhantemente, foi realizado triagem com sete (7) extratos
vegetais frente ao virus da Sindrome Reprodutiva e Respiratoria Suina (PRRS), virus
responsavel por causar insuficiéncia reprodutiva e pneumonia; na avaliagdo, dois (2) extratos
se apresentaram ativos na concentragdo de 625 pg/ml, correspondendo a 28% do total avaliado
(ARJIN et al., 2020). Os estudos apresentados avaliaram a capacidade de diferentes extratos
vegetais em inibir a replicagdo de virus responsaveis por doencas respiratorias,

semelhantemente ao que ocorre com o virus MHV-3 em camundongos por infec¢do intranasal.

Os relatos supracitados reforcam que triagem de plantas em busca de possiveis fontes
de agentes antivirais tem conduzido a identificacdo de potentes inibidores da replicagdo viral in
vitro, 0 que, por sua vez, aumenta a probabilidade de encontrar novos compostos bioativos de

origem vegetal.
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5.3 Fracionamento do extrato de 7. phaeocarpa

A fim de identificar os constituintes antivirais de 7. phaeocarpa, presentes no extrato
etanolico da espécie, este foi submetido a fracionamento preliminar por parti¢ao entre solventes
imisciveis, originando as fra¢des n-hexanica, diclorometanica, acetato de etila e
hidrometanélica (item 4.10). Os rendimentos (% m/m) das fragdes obtidas nesse trabalho foram

distintos dos valores relatados anteriormente, conforme dados apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Fracionamento do extrato etandlico de 7. phaeocarpa por partigao entre solventes
imisciveis: rendimentos percentuais massa/massa (% m/m) obtidos e comparagdo com

rendimentos relatados anteriormente por Gomes (2021).

Rendimento Rendimento

Fracoes
(% m/m)? (%om/m)P

n-hexanica 22.9 17,5
Diclorometinica 7.5 2.3
Acetato de ctila 25,5 19,2
Hidrometanolica 32,6 47,0
Percentual 88,5 86,0
recuperado

“Rendimento percentual obtidos no presente trabalho, "Rendimento percentual obtido
por Gomes (2021).

5.3.1 Avaliacido da atividade antiviral das fracoes obtidas do extrato de 7. phaeocarpa

Os resultados apresentados sdo correspondentes a ensaios de duplicatas bioldgicas, com
triplicatas experimentais. A atividade antiviral das fragdes obtidas foi avaliada em células L929
infectadas com MHV-3. Para tanto, avaliou-se inicialmente a viabilidade celular na linhagem
de fibroblasto murino L929 frente as concentragdes 10 e 30 pg/mL das fragdes n-hexanica,
diclorometanica, acetato de etila e hidrometanolica obtidas (Figura 22A). Todas as fracdes
apresentaram viabilidade igual ou superior a 80% para as células L.929 nas concentragdes
ensaiadas. Posteriormente avaliou-se a viabilidade celular das células L.929 infectadas com
MHV-3 e tratadas com as fragdes, bem como o titulo viral recuperado do sobrenadante das

placas do experimento realizado (Figura 22B e 22C). Todas as fragdes apresentaram atividade
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antiviral dependente da concentracdo e ndo reduziram a viabilidade celular das células
infectadas e tratadas nas concentragdes testadas, quando comparado ao veiculo (MHV-
3+DMSO+Etanol). Além disso, os resultados obtidos sugerem que as fragdes ndo apenas
inibiram a replicagcdo do virus, como também reverteram a citotoxicidade induzida pela
infeccdo viral. Os resultados obtidos indicaram maior atividade antiviral para as fra¢des n-
hexanica e diclorometanica, que reduziram em grande extensdo a formag¢do de placas de lise
nas concentragdes ensaiadas (3,1 e 2,8 log de inibigao viral na concentragao de 10 pg/mL e 3,3
log de inibi¢ao na concentragdo de 30 pg/mL, respetivamente) e ndo apresentaram toxicidade

para as células 1.929 (Figura 22 B e C).

As fragdes hexanicas concentram compostos de baixa polaridade, como hidrocarbonetos
e terpenos, entre outros (SILVA et al., 2010). No presente trabalho, tanto a fracdo n-hexanica
quanto a fra¢ao diclorometanica apresentaram redugao significativa dos titulos virais de MHV-
3 em relagdo ao controle infectado. E provavel que a atividade esteja relacionada com a
presenca de terpenos e esteroides, conforme serd discutido no item 5.8. Compostos pertencentes
a essas classes, tais como glutinol, a-amirina, B-amirina e -sitosterol, identificados em fragdes
lipofilicas de espécie de Terminalia, apresentaram atividade antiviral contra o Zika virus

(PEREIRA 2021).
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Figura 22: Atividade antiviral das fracdes resultantes do fracionamento do extrato de T.
phaeocarpa por particao entre solventes imisciveis. A) Viabilidade celular das fragdes (10 e 30
pg/mL) avaliada em células L929. B) Viabilidade de células 1929 infectadas com MHV-3 e
tratadas com fragdes de 7. phaeocarpa. Células 1L929 (1 x 10° células/pogo) foram semeadas
em placas de 24 pogos e infectadas com MHV-3, procedendo-se ao tratamento com as fragoes.
A viabilidade celular foi medida pela metabolizagdo do MTT em 570 nm. Os dados obtidos sao
expressos em percentagem (%), comparados com o veiculo ndo infectado (*p <0,5, **p <0,01,
*E%p < 0,001 e ****p <0,0001). ANOVA com p6s teste de Dunnet. C) Ensaio de formagao de
placas em células de fibroblasto murino (L929) infectadas com coronavirus murino MHV-3
frente ao tratamento com fracdes de 7. phaeocarpa. Os ensaios de placas foram realizados com
sobrenadantes de células L.929 (1 x 10° células/pogo) infectadas com MHV-3 (MOI 0,01) e

titulados em células 1.929. Os dados obtidos sdo expressos em unidades formadoras de placas
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por mililitro (PFU/mL) e comparados com o grupo veiculo (MHV-3+EtOH+DMSO) (*p <
0,05; **p < 0,01 e ****p < 0,0001). ANOVA com po6s teste de Tukey. Fr. EtOAc: fragdo
Acetato de Etila; Fr. MeOH/H-O: fracdo Hidrometanoélica; Fr. DCM: fragao Diclorometamica;

Fr. Hex: fragdo n-hexanica.

E relevante ressaltar que a composi¢do quimica de 7. phaeocarpa foi investigada em
somente um estudo anterior (Gomes et al., 2021). Segundo os autores, a composi¢ao quimica
do extrato etanolico de 7. phaeocarpa compreende diversos polifendis, incluindo acidos
fenolicos como o 4cido brevifolincarboxilico (69), elagitaninos como a punicalina (70) e
flavonoides como a rutina (71) (Gomes et al., 2021). Conforme descrito nos itens 5.7 ¢ 5.8, a
investigacdo da composi¢do quimica da fracdo n-hexanica de 7. phaeocarpa resultou na

identificacao de hidrocarbonetos, triterpeno e esterdide.
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Na revisdo da literatura realizada ndo foram encontrados relatos da atividade antiviral
de T. phaeocarpa frente a betacoronavirus. At¢ o momento, a atividade antiviral de T.
phaeocarpa foi relatada frente ao Zika virus em células Vero CCL-81 e SH-SYS5Y (PEREIRA
et al., 2022). Neste estudo, o extrato etanolico de folhas de 7. phaeocarpa reduziu
significativamente a formacao de placas de lise de Zika virus, com valores de CCso de 22,0 +
6,8 ng/mL em células Vero CCL-81 e 104,8 + 28,9 pg/mL em células SH-SY5Y. Todavia,
conforme descrito na revisdo da literatura (item 3.10), diversas espécies de Terminalia vém
sendo estudadas frente a diferentes virus (PANYA et al., 2021; OGBOLE et al., 2018;
VALSARAIJ et al., 1997; OYUNTSESEG et al., 2014).

A exemplo disso, a espécie 7. chebula é reconhecida por sua atividade antiviral de amplo
espectro, uma vez que demonstrou eficacia contra diversos tipos de virus. De acordo com Li et
al. (2020), extratos de frutos verdes e maduros da espécie foram avaliados em células MDCK
infectadas com o virus da Influenza A, com valores de CEso de 5,8 + 1,4 ug/mL para os extratos
de frutos verdes e 7,0 £+ 1,0 pg/mL para os extratos de frutos maduros. A atividade de 7. chebula
foi avaliada frente ao virus da doenga de Newcastle - hemaglutinina neuramidase (NDV-HN)
em células de rim de hamster (BHK), nas concentragoes de 6,3, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL
(LEE, 2011). O extrato inibiu a adsor¢ao celular da glicoproteina NDV-HN na concentragdo de
50 pg/mL (LEE, 2011).

Adicionalmente, em um ensaio in silico realizado com 22 constituintes de 7. chebula,
foi observado que cinco triterpenos, a saber, arjunetina (72), arjunglicosideo I (73),
chebulosideo I (74), belericosideo (75) e 4cido maslinico (76), juntamente com os esterois -
sitosterol (77) e daucosterol (78) apresentaram valores mais elevados de energia de interacao
nos célculos de acoplamento molecular com a protease principal (Mpro) do SARS-CoV-2.
Esses resultados sugerem que essas substancias tém potencial acdo inibitoria da replicacdo viral

(GHOSH et al., 2022).
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Reforgando a atividade antiviral associada ao género Terminalia, Arumugam e
colaboradores (2020) conduziram uma investigacdo fitoquimica das cascas e folhas de T.
arjuna. A arjunetina (72) foi isolada do extrato etandlico das cascas e ensaios in silico sugerem
que ela se ligue a protease do SARS-CoV-2 (3CL, PL e RdRP) com valores de energia de

ligagdo significativamente elevados, indicando potencial atividade antiviral.

Estes relatos destacam a importancia de explorar a atividade antiviral de extratos e
constituintes menos polares de espécies de Terminalia. Isso se torna evidente quando
consideramos que, no presente estudo, foi identificada que as fracdes n-hexanica e

diclorometanica de 7. phaeocarpa induziram maior reducao do titulo viral do virus MHV-3.
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5.4 Avaliacao da atividade anti-SARS-CoV-2 in vitro de extratos e fracoes selecionadas

Na sequéncia do trabalho, os extratos e fragdes identificados como ativos frente ao virus
MHYV-3, foram avaliados frente ao SARS-CoV-2. Conforme mencionado anteriormente, esta
abordagem visou utilizar o MHV-3 como um modelo para a triagem de extratos com potencial
atividade contra o SARS-CoV-2, realizando-se o ensaio com o betacoronavirus humano
somente dos extratos e ativos. Adicionalmente, esta abordagem possibilita identificar
compostos ou extratos que tenham amplo espectro de atividade antiviral, atingindo diferentes

tipos de coronavirus (HELENO et al., 2023).

A triagem de atividade antiviral dos 13 extratos frente ao coronavirus murino MHV-3
revelou dois extratos ativos: B. grandmucromata e T. phaeocarpa. O Gltimo apresentou maior
atividade e foi fracionado por parti¢do entre solvente imisciveis, observando-se atividade
antiviral para todas as fragdes obtidas (n-hexanica, diclorometanica, acetato de etila e
hidrometanolica). Tendo em vista que 0o MHV-3 foi utilizado como modelo para o SARS-CoV-
2, na sequéncia do trabalho, os extratos e fracdes supracitados tiveram sua atividade antiviral
avaliada frente ao coronavirus humano em laboratorio com nivel de biossegurangca NB-3.

Inicialmente avaliou-se a viabilidade das células Calu-3 — células epiteliais do trato
respiratorio humano empregadas no ensaio — ap0ds o tratamento com os extratos e as fragdes.
Os resultados apresentados na Figura 23 indicam que os extratos e fragdes ndo foram

citotoxicos, obtendo-se viabilidade celular superior a 80% nas concentracdes avaliadas.
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Figura 23: Viabilidade celular dos extratos etandlicos de B. grandmucromata e T. phaeocarpa
e fragdes (10 e 30 ng/mL) avaliada em células Calu-3. Células Calu-3 (1 x 10* células/poco)
cultivadas em DMEM suplementada com 10% FBS foram semeadas em placas de 96 pocos.
Apos 24 h, a viabilidade celular foi medida pela metabolizagdo do MTT determinada por
espectrofotometria em 570 nm. Os resultados obtidos s3o apresentados como médias + erro
padrdo da média dos valores (%), comparados com o grupo veiculo (EtOH + DMSO) (*p <0,5,
*E%p< 0,0001, ****p < 0,0001 - ANOVA com pos teste Dunnett). Fr. EtOAc: fragdo acetato
de etila; Fr. MeOH/H;O: fracdo hidrometanolica; Fr. DCM: fracao diclorometanica; Fr. Hex:

fracdo n-hexanica.

Os ensaios de atividade antiviral foram realizados em duplicata bioldgica, cada uma
delas com triplicatas experimentais, em células Calu-3 infectadas com SARS-CoV-2. As
células Calu-3 sdo conhecidas por expressar a enzima conversora de angiotensina Il (ECA2),
que ¢ um receptor especifico utilizado pelo virus SARS-CoV-2 para a ligacdo e fusdo com a
célula hospedeira. A presenca do receptor para ECA2 nas células Calu-3 torna essas células
valiosas em estudos de infec¢do viral e pesquisa sobre o processo de entrada do virus em células

hospedeiras.

Como resultado, observou-se que os extratos de B. grandmucromata (0,54 ¢ 0,84 log de
inibi¢do do titulo viral) e 7. phaeocarpa (1,01 e 1,52 log de inibi¢ao do titulo viral), bem como
todas as fracoes obtidas do extrato de 7. phaeocarpa (Fr. Hex 1,19 e 1,26 log; Fr. DCM 1,54 ¢
1,97 log; Fr. EtOAc 1,49 e 1,98 log; Fr. MeOH/H>O 1,11 e 0,88 log) apresentaram atividade
antiviral dependente da concentra¢do e ndo reduziram a viabilidade celular das células

infectadas e tratadas, quando comparados ao veiculo (SARS-CoV-2+EtOH+DMSO).
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Acredita-se que as células infectadas por virus citopaticos enfrentem uma morte celular
iminente logo apos a infecg¢do. Essa eliminacdo celular pode ser desencadeada tanto como
consequéncia da replicagdo viral quanto como uma resposta do sistema imunolédgico a infecgao.
No entanto, ¢ importante notar que, em alguns casos, a infeccdo viral pode adotar uma
abordagem ndo litica, onde a célula hospedeira ndo ¢ imediatamente destruida (HEATON,
2017). Isso ocorre para preservar a fungdo de 6rgdos ou tecidos nos quais a regeneracao ¢ lenta
ou limitada, garantindo assim que as fungdes vitais sejam mantidas (HEATON, 2017). Tendo
em vista que ndo se observou reducao da viabilidade das células Calu-3 infectadas pelo SARS-
CoV-2 e tratadas com o extrato ¢ as fragdes de 7. phaeocarpa, pode-se inferir que o tratamento
bloqueou ou reduziu os mecanismos de morte celular, ou que esta redugdo foi decorrente da

reducdo da carga viral.

Os resultados obtidos indicam maior atividade antiviral para as fragdes DCM e EtOAc
(1,54 e 1,49 log de inibi¢do viral na concentracdo 10 pg/mL, 1,97 ¢ 1,98 log inibi¢do na
concentracdo de 30 pg/mL, respetivamente), que aboliram a formacdo de placas de lise nas
concentracdes e dilui¢des ensaiadas (10 e 30 pg/mL e nas diluicdes de 10, 107 e 10°) e
auséncia de toxicidade para as células Calu-3, diferentemente do observado nos ensaios frente
ao MHV-3, nos quais as fragdes mais ativas foram a n-hexanica (3,1 log de inibi¢do na
concentracdo de 10 pg/mL e 3,3 log de redugdo na concentragdes de 30 pg/mL testadas) e a
diclorometanica (2,8 log na concentragdo de 10 ng/mL e 3,3 log de redugdo na concentragdes

de 30 ug/mL) (Figura 24).

Esses resultados indicam que os receptores especificos presentes em cada tipo celular
devem influenciar o mecanismo pelo qual as substancias bioativas podem inibir a entrada e a
replicacdo viral na célula hospedeira. No entanto, as diferencas observadas entre as atividades
antivirais frente ao MHV-3 e ao SARS-CoV-2 ndo podem ser atribuidas apenas as variagdes
nos receptores das células hospedeiras (antigeno carcinoembrionario em células L929 e enzima
conversora de angiotensina 2 — ECA2 — em células Calu-3). Deve-se considerar também que os
dois virus pertencem a diferentes espécies de betacoronavirus e apresentam estruturas virais €
proteinas de superficie distintas, especialmente nas proteinas de ligacdo ao receptor e nas
proteinas acessorias envolvidas na fusdo e replicag¢do viral (RAHIMIAN et al, 2023; GARCIA
etal., 2021). O MHV-3 utiliza principalmente a proteina spike (S) para interagir com o antigeno
carcinoembrionario murino (MCEACAMI1a), enquanto o SARS-CoV-2 reconhece a ECA2
humana através de um dominio de ligacdo (RBD) estruturalmente diferente (GRUPTA et al,

2024; GARCIA et al., 2021). Assim, as diferencas conformacionais e quimicas entre essas
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proteinas virais podem alterar significativamente o modo de interacdo das substancias ativas,
influenciando tanto a afinidade de ligagdo quanto o local de acdo dos compostos presentes nas

fracoes.

Além disso, os mecanismos de replicacdo e as proteinas nao estruturais envolvidas na
sintese do RNA viral também variam entre os dois virus, o que pode contribuir para diferentes
alvos moleculares e, consequentemente, distintos perfis de sensibilidade aos compostos
testados. Dessa forma, a maior atividade antiviral observada nas fragdes de menor polaridade
contra 0 MHV-3 e nas fracdes de média a alta polaridade contra 0 SARS-CoV-2 reflete nao
apenas diferencas nas células hospedeiras, mas também a diversidade estrutural e funcional

entre os virus, que influencia diretamente a interagao virus—composto.
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Figura 24: Ensaio de formacao de placas em células epiteliais do trato respiratério humano
(Calu-3) infectadas com coronavirus humano SARS-CoV-2 frente ao tratamento com extratos
e fracdes. Os ensaios de placas foram realizados com sobrenadantes de células Calu-3 (1,5 x
10° células/pogo) infectadas com SARS-CoV-2 (MOI 0,1) e titulados em células Vero E6. Os
dados obtidos sdo expressos em unidades formadoras de placas por mililitro (PFU/mL) e
comparados com ao veiculo (SARS-CoV-2+EtOH+DMSO) (****p < 0,0001). ANOVA com
pos teste de Tukey. Fr. EtOAc: fragdo acetato de etila; Fr. MeOH/H»O: fragdo hidrometandlica;

Fr. DCM: fragdo diclorometamica; Fr. Hex: fragcdo n-hexanica.

E importante destacar que, até 0 momento, niio se tem conhecimento sobre relatos da
atividade antiviral de B. grandmucromata e T. phaeocarpa frente aos coronavirus MHV-3 e

SARS-CoV-2. Dessa forma, ¢ possivel inferir que a atividade antiviral observada nas fragdes
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de média e alta polaridade frente ao SARS-CoV-2 seja decorrente da presenga de compostos
fendlicos, amplamente relatados na literatura como inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA). Essa hip6tese ¢ sustentada pela similaridade estrutural entre a ECA ¢ a
ECA2, que compartilham aproximadamente 40% de identidade e 60% de similaridade (LUBBE
et al., 2020; SCIALO et al., 2020). Considerando que a ECA2 atua como receptor celular para
0 SARS-CoV-2, ¢ factivel supor que compostos inibidores da ECA podem também inibir a
ECAZ2, reduzindo a ligacgdo viral e a subsequente infec¢ao celular.

Como mencionado anteriormente, Gomes e colaboradores (2021) identificaram no
extrato de 7. phaeocarpa um total de 38 metabolitos secundarios, incluindo polifenois
complexos, elagitaninos e flavonoides, compostos de média a alta polaridade. Dentre eles,
destacam-se os 4cidos tanico, protocatecuico (79), galico e elagico (80), que demonstraram em
ensaio in silico a capacidade de inibir a ECA em uma faixa de concentragdes entre 2,1 ¢ 9,3
mM. Além disso, o flavonoide quercetina apresentou atividade inibitoria sobre a ECA, com
valores de CEso variando entre 0,415 ¢ 1,381 mM (SHUKOR et al., 2013). Considerando que a
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) atua como receptor celular para o SARS-CoV-2,
mediando a ligagdo da proteina viral Spike a célula hospedeira, ¢ plausivel supor que compostos
capazes de inibir a ECA também apresentem afinidade pela ECA2, interferindo no processo de
entrada viral. Dessa forma, os dados obtidos sugerrem que as substancias ja identificadas em 7.
phaeocarpa representam potenciais candidatas para o desenvolvimento de terapias antivirais
direcionadas a inibi¢ao da interagdo entre a ECA2 ¢ o SARS-CoV-2 (MUCHTARIDI et al.,
2020).

Diversos estudos avaliaram o potencial de compostos polifenolicos e outros compostos
em ensaios in silico direcionados a esse alvo especifico. Essa abordagem visa identicar
compostos que possam atuar como inibidores da ECA2. Assim, a miricetina (81) e a quercetina,
também identificadas em 7. phaeocarpa (GOMES et al., 2021), apresentaram energias de
ligacdo de -7,59 e -7,58 kcal/mol com a ECA2, respectivamente, sugerindo forte afinidade com
a enzima (GULER et al., 2021). Resultados semelhantes foram observados para o acido gélico
e a quercetina, revelando uma afinidade de ligagdo com a ECA2 (GASPAROTTO JUNIOR et
al.,, 2021). De forma semelhante, a corilagina também identificadas em 7. phaeocarpa,
apresentou um valor de dissociagao de equilibrio (KD) de 1,39 uM na interagdo com a ECA2,
demonstrando possuir a capacidade de estabeleber interagdes significativas com proteina viral

Spike-RBD e o receptor celular ECA2 (YANG et al., 2021).
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Outros compostos fenolicos, como a 1,2,3,4,6-pentagaloil glicose, também
demonstraram interacdo direta com a ECA2. No estudo de Chen et al. (2021), a KD para a
interacao entre a ECA2 e a 1,2,3,4,6-pentagaloil glicose foi determinada em 22,2 uM, indicando
que essa molécula possui a capacidade de se ligar de forma especifica ao receptor.
Adicionalmente, as interagdes moleculares previamente mencionadas, mostraram que a
quercetina e a curcumina exibem elevada afinidade de ligagdo a ECA2, com energias de -115,16
e -141,36 kcal/mol, respectivamente, refor¢ando de maneira substancial a potencial atividade
antiviral desses dois compostos como inibidores da entrada viral (MAURYA et al., 2020).

A quercetina e o acido elagico também apresentaram energias de ligagdo de -7,4 ¢ -7,5
kcal/mol, respectivamente com a Mpro do SARS-CoV-2. Os autores concluiram que os
compostos sao potenciais inibidores da protease principal do virus, limitando assim a maturagao
viral (SHALDAM et al., 2021). Semelhantemente, o 4cido eldgico também apresentou energia
de ligagdo a 3CLpro do SARS-CoV-2 de —8,0 kcal/mol, indicando que o acido elagico tem uma
forte capacidade de se unir a proteina viral em um local crucial para a atividade do virus (UMAR

et al., 2022).

Nao s6 os constituintes identificados em 7. phaeocarpa, mas outros compostos isolados
de espécies vegetais divresas tiveram sua atividade inibitdria relatada frente a ECA ou ECA-2:
isosakuranetin-5-O-rutinosideo neoeriocitrina e um glicosideo da luteolina (GUTIERREZ-
ROMAN et al., 2020), coretincone e taxifolina (WANG et al., 2014), epigalocatequina galato,
1sobavachalcona e 4cido salvianolico A (ZHANG et al., 2021), brasilina (82), curcumina (83)
e theaflavina-3,3'-digalato (84), (GOC et al., 2021).

HO HO OH

OH OH
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Estudos in vitro também demonstraram o potencial anti-SARS-CoV-2 de compostos
polifendlicos e de outros compostos bioativos de plantas (ABUBAKAR et al., 2021;
GASPAROTTO JUNIOR et al., 2021; GOC et al., 2021). Entre os constituintes de 7.
phaeocarpa, o acido tanico mostrou potencial atividade antiviral de forma concentragdo-
dependente no intervalo de 1 a 10 uM ao inibir a infecgdo pelo SARS-CoV-2 em células
embriondrias de rim humano 293T e Vero E6 (WANG et al., 2020). Ja a punicalagina, em
ensaios com linhagem de células Vero E6 infectadas com o SARS-CoV-2, apresentou CEso de

7,20 = 1,08 uM na inibigdo da formagdo de placas virais (DU et al., 2021). Outros polifendis
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amplamente relatados, como o acido eldgico, a curcumina e a quercetina, inibiram a protease
principal (3CLpro) do SARS-CoV-2 com valores de CEso de 11,8, 11,9 e 23,4 uM,
respectivamente (BAHUN et al., 2021).

Além da inibigao direta da entrada ou replicagao viral, diversos compostos polifendlicos
previamente identificados em 7. phaeocarpa apresentam atividade antiviral frente a outros
virus (COELHO-DOS-REIS, et al., 2011; CARVALHO et al., 2013). O acido cafeico (85) ¢ a
punicalagina demonstraram atividade frente ao virus da Influenza A (UTSUNOMIYA et al.,
2018; LI et al., 2020), enquanto a catequina (86) ¢ o acido galico atuaram na inibicao da
neuraminidase e da replicagdo do RNAm viral (LI et al., 2020). J4 os acidos quinico, cafeico e
protocatecuico mostraram-se ativos contra o virus da hepatite B (WANG et al., 2009; ZHOU
et al., 2007). Outro polifenol de destaque identificado como constituinte da 7. phaeocarpa € a
quercetina, cuja atividade antiviral foi confirmada em estudo clinico frente ao SARS-CoV-2. O
uso de 1000 mg (dose diaria) reduziu significativamente os niveis séricos de fosfatase alcalina,
proteina C reativa e lactato desidrogenase. (SHOHAN et al., 2022). Esses resultados sugerem
que a quercetina possui um potencial beneficio no tratamento ou na redu¢do da gravidade da
infeccdo por SARS-CoV-2, com base na diminui¢do desses marcadores séricos associados a
inflamacao e a lesdo celular.

Assim, com base nas evidéncias quimicas e farmacoldgicas disponiveis, ¢ possivel
afirmar que 7. phaeocarpa representa uma fonte promissora de metabolitos secundarios
bioativos, especialmente compostos polifendlicos, com potencial de atuacdo sobre multiplos
alvos virais, incluindo a ECA2 e a protease principal do SARS-CoV-2. Essa multiplicidade de
mecanismos sugere que as fracdes de maior polaridade possam conter substancias relevantes

para o desenvolvimento de novos agentes antivirais naturais.
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5.5 Determinac¢io de CCso, CEso e IS para o extrato de 7. phaeocarpa e suas fracoes

A identificacdo de atividade antiviral do extrato de 7. phaeocarpa e suas fragdes contra
os virus MHV-3 e o SARS-CoV-2 ¢ um dado relevante, tendo em vista, que esses compostos
tém o potencial de inibir a replicacao viral de dois diferentes betacoronavirus. Na sequéncia do
trabalho, estas amostras foram selecionadas para determinagao da Concentragdo Citotoxica para
50% das células (CCso) utilizando a linhagem de célula L929, com objetivo de estimar a
margem de seguranga entre a concentracao citotoxica para as células e a concentragao que inibe
50% do virus (CEso). O extrato e fracdes foram avaliados em oito concentracdes dentro da faixa
inibitdria das amostras (810, 270, 90, 10, 3,33, 1,11 ¢ 0,37 pg/mL). Os resultados obtidos nesse
ensaio desempenham um papel fundamental na identificacdo de potenciais efeitos toxicos do
extrato sobre as células, que podem ser erroneamente interpretados como atividade antiviral

(BARROS et al., 2012).

Os valores de CCso, CEso e IS obtidos para o extrato bruto de 7. phaeocarpa e para as
respectivas fracdes (Hex, DCM, EtOAc e MeOH) estdo organizados na Tabela 12. Nela,
observa-se que o extrato apresentou IS = 3,15, enquanto as fragdes demonstraram maior
seletividade com IS = 6,40 para Hex, IS = 6,33 para DCM, IS = 6,14 para EtOAc ¢ IS = 4,74
para HoO/MeOH (Figura 25).

Tabela 12: Valores de CCso, CEso € IS do extrato etandlico de 7. phaeocarpa e de suas fragdes

frente ao MHV-3

Amostra CCso (ng/mL) CEso (ng/mL) IS
Extrato Etanolico T. phaeocarpa 85,31 27,11 3,15
Frag¢ao Hex 60,80 9,56 6,40
Fracao DCM 96,60 15,25 6,33
Fracao EtOAc 163,00 26,52 6,14
Fracao (H2O/MeOH) 105,40 22,22 4,74

E imprescindivel que compostos que apresentem atividade antiviral in vifro nao

induzam efeitos citotoxicos. O extrato e fragcdes ensaiados apresentaram citotoxicidade baixa,
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mostrando que ndo afetam o crescimento das células. Os valores de CEso obtidos indicam que
os extratos apresentam significativa atividade antiviral, posto que valores de CEsg inferiores a
100 pg/mL para extratos e inferiores a 25 uM para substancias sao considerados promissores
(COS et al., 2006). E também importante lembrar que quanto maior for o valor do IS mais
segura serd a substancia ou extrato (COS et al., 2006; TOLARDO, 2019). A literatura preconiza
valores de IS superiores a 3 para considerar promissor produtos naturais com atividade antiviral

(MEHRBOD et al., 2018).

Portanto, o extrato e as fragdes de 7. phaeocarpa apresentam potencial antiviral
significativo, tendo em vista que apresentaram valores de CEso entre 4,72 ¢ 6,35 pg/mL, com
IS superiores a 3. Cabe destacar que ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a
avaliacdo da atividade antiviral de extrato de 7. phaeocarpa e suas respectivas fracdes frente

ao MHV-3.
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Figura 25: Curvas de concentragdo-resposta empregadas para o calculo da concentragao
citotoxica para 50% das células ndo infectadas (CCso) e da concentracgao efetiva para 50% das
células infectadas com virus MHV-3 (CEso) na linhagem celular 1L.929. A: extrato de T.
phaeocarpa, B: fragdo n-hexanica, C: fragdo dicolorometanica, D: fragdo em acetato de etila,

E: fragdao hidrometandlica.
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5.6 Estudo fitoquimico de 7. phaeocarpa

Na triagem realizada (item 4.7), o extrato a etandlico de folhas de 7. phaeocarpa
apresentou maior atividade biologica frente ao virus MHV-3 em células 1929, sendo
selecionado para estudo fitoquimico. Primeiramente, o perfil quimico do extrato foi analisado
por CCD de silica gel (Figura 26). As analises por CCD de silica gel tem como objetivo a
caracterizagdo preliminar dos extratos pela determinacdo do perfil cromatografico qualitativo,
observando-se a cor e o fator de reten¢do (Rf) das manchas na placa apos o uso de solugdes
reveladores, possibilitando sugerir as classes de compostos presentes nos extratos analisados
(RODRIGUES et al., 2009). Nas analises realizadas, foram empregados como eluentes misturas
de n-hexano e acetato de etila, empregando-se anisaldeido sulfirico como revelador. Nessas
condi¢cdes, observou-se a presenca de manchas amarelas, azuis, lilds e rosa, sugerindo a

presenga de compostos fendlicos e terpendides, entre outros (Figura 26).

Hex/EtOAc Hex/EtOAc Hex/EtOAc Hex/EtOAc Hex/EtOAc EtOAc
90:10 70:30 50:50 30:70 10:90 100%

I r

Figura 26: Perfis quimicos do extrato de 7. phaeocarpa obtidas em CCD de silica gel

empregando diferentes condi¢cdes de eluicdo com n-hexano e EtOAc e reveladas com

anisaldeido sulfurico.
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5.6.1 Caracterizacdo cromatografica do extrato de 7. phaeocarpa por HPLC-PDA e
UPLC-PDA-ESI-MS/MS

A andlise da composi¢do quimica do extrato etandlico de folhas de 7. phaeocarpa foi
inicialmente realizada por HPLC-PDA, empregando-se coluna de fase reversa (C18) e eluigao
com gradiente exploratorio de ACN grau HPLC e dgua grau 1. O cromatograma registrado em

210 nm esta representado na Figura 27.

O cromatograma disposto na Figura 27 indica que a maioria dos compostos eluiu com
tempo de retencdo (TR) inferior a 25 min, sugerindo o predominio de compostos polares no
extrato. Além disso, os espectros no UV confirmam a presenga de compostos fendlicos,
sugerido anteriormente na analise por CCD, como flavonoides e taninos. Flavonoides absorvem
no UV no intervalo entre 240-450 nm, com dois maximos caracteristicos, correspondentes as
bandas I e II. A substancia eluida no pico A com TR 9,74 min apresenta maximo de absor¢ao
em 258,2 nm correspondente a banda II, relativa do cromoéforo benzoila, e em 377,8 nm,
correspondente a banda I, relativa ao cromoforo cinamoila. De maneira semelhante, os
constituintes correspondentes aos picos B ¢ C com TR em 10,12 min ¢ TR 12,49 min,
respectivamente, com maximos de absor¢ao de 258,2 ¢ 378,5 nm como também, 259,4 ¢ 382,1
nm, apresentam maximos de absor¢ao compativeis com flavonois (NASEEM, et al., 2010). Ja
os taninos apresentam maximos de absor¢do no UV entre 270-290 nm. As substancias eluidas
nos picos D e E com TR 4,47 min e 5,52 min, respectivamente, apresentam maximo de absor¢ao
caracteristicos de taninos hidrolisaveis (respectivamente em 216,8 € 277,2 nm, e em 215,7 e

270 nm (GRASELet al., 2016; COMANDINI et al., 2014).
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Figura 27: Cromatograma obtido por HPLC-PDA para o extrato etandlico de folhas de T.

phaeocarpa adquirido nos comprimentos de onda de 210 nm. Os espectros no UV registrados

para os picos com tr = 9,74 min (a), 10,12 min (b) e 12,49 min (c) apresentam maximos de

absor¢do compativeis com flavonoides, enquanto aqueles em (d) 2,31 min, (e) 3,04 min,

apresentam maximos a de absor¢do compativeis com taninos. Condi¢des cromatograficas: vide

item 4.22.2.

Posteriormente, o extrato de 7. phaeocarpa foi submetido a anélise por UPLC-PDA-

ESI-MS/MS (Figura 28). Andlise do extrato realizada em 60 minutos, revelando um perfil

cromatografico complexo, caracterizado por compostos de diferentes polaridades. No modo
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ESI*, os principais picos foram observados em 0,54—7,23 min e na regido final entre 50,17—
56,10 min, sugerindo a presenca de metabdlitos apolares, como triterpenos e esterois, que
tendem a eluir tardiamente (MORENO-GONZALEZ et al., 2020). O modo ESI" exibiu picos
iniciais com tempos de retengdo em 0,51-7,30 min, compativeis com compostos fenolicos e
taninos hidrolisaveis, além de sinais expressivos entre 50—56 min, indicando a presenga de
substancias menos polares de maior massa molecular (NACZK; SHAHIDI, 2004). O detector
de arranjo de diodos (DAD) mostrou bandas de absor¢ao intensas nos primeiros minutos (0,54—
7,23 min) e em 55,79 min (dados no apéndice B e C), refor¢ando a coexisténcia de flavonoides
glicosilados e triterpenos (MATEOS et al., 2018; AKHTAR et al., 2025). Os sinais observados
sugerem a presenga de compostos fendlicos, como flavonoides e taninos hidrolisaveis Tabela

13, em consonancia com os resultados obtidos por CCD e HPLC-PDA.
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Figura 28:

Cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para o extrato etanolico de

T. phaeocarpa adquiridos (a) no UV, (b) no modo de ionizacao negativo (ESI-) e (c) no modo

de ionizagao positivo (ESI+). Condigdes cromatograficas: vide item 4.22.3
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Tabela 13: Identificacio de classes de produtos naturais com base nos Amax observados

Codigo  Tempo de Maximos de Identificaciao
retencao absorc¢ao (nm)
(min)
A 0,48 259 ¢ 377 Flavonoide (provavel flavonol)
B 1,07 258 € 377 Flavonoide (flavonol/flavona)
C 2,70 258 ¢ 378 Flavonoide (flavonol)
D 6,95 259 ¢ 382 Flavonol (alta conjugacgdo)
E 7,22 259 ¢ 382 Flavonol (isomero provavel do Rt 6,95)
F 15,92 256 ¢ 378 Flavonol/possivel biflavonoide
G 16,42 255 ¢ 348 Flavona ou flavonoide pouco conjugado
H 48,01 223 e 227 Composto pouco conjugado (fenolicos simples)
I 55,79 224 Terpenos/diterpenos/triterpenos

5.6.2. Refracionamento da fracio hexanica de 7. phaeocarpa

As fragdes oriundas do extrato de 7. phaeocarpa, obtidas por particdo entre solventes
imisciveis (item 4.10), foram analisadas por HPLC-PDA. Tendo em vista a concentragdo da
atividade biologica nas fragdes apolares, essas foram priorizadas nos estudos de desreplicagdao
apresentados na sequéncia. Os cromatogramas registrados por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para
as fragdes n-hexanica (A) e diclorometanica (B), ndo apresentaram picos, devido a baixa
ionizagdo dos constituintes nas condi¢des de andlise (dados ndo apresentados).

Procedeu-se com o refracionamento da fragdo n-hexanica em coluna de silica gel flash
(item 4.22.4), devido sua significativa atividade antiviral in vitro frente ao MHV-3, conforme
apresentado no fluxograma na Figura 29. O refracionamento da fra¢do n-hexanica de T.
phaeocarpa resultou em 3153 fragdes com rendimento total de 75%. Desse total, duas amostras
eluidas com Hex/EtOAc (98:2) foram analisadas por GC-MS, tendo em vista seu aspecto graxo,

e dois solidos eluidos com Hex/EtOAc (85:15 e 70:30) foram analisadas por RMN (Figura 29).
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Figura 29: Fluxograma de fracionamento do extrato etanolico de 7. phaeocarpa e

refracionamento da fragao n-hexanica, indicando as subfra¢des analisadas por GC-MS ¢ RMN.

5.7 Identificacio estrutural de constituintes de 7. phaeocarpa por GC-MS

Por apresentarem aspecto graxo as fracdes GFJ10 e GFJ12, ortundas do refracionamento
da Fr. Hex de T. phaeocarpa (Tabela 14), foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometro de massas (GC-MS). As fracdes GFJ10 e GFJ12 apresentaram mais de uma
substancia em sua composi¢ao, indicando tratar-se de misturas. Ja as fracdes RFJ900 e RFJ1135
apresentaram um unico pico quando analisadas por GC-MS, sendo, portanto, substincias
1soladas. A identifica¢do dos constituintes nessas fragdes baseou-se na comparagao dos tempos
de retencdo, indices de retencdo e nos espectros de massas obtidos e comparagdo com dados
disponiveis na biblioteca NIST08. Considerou-se um minimo de 85% de similaridade para as

identificacdes realizadas.

A andlise da composi¢ao quimica das fragdes possibilitou identificar 7 compostos,
sendo todos hidrocarbonetos, um triterpeno e um fitoesterol (Tabela 14). As estruturas
quimicas das substancias identificadas estdo dispostas na Figura 31. Os procedimentos
realizados para identificacdo dos constituintes serdo descritos utilizando como exemplo uma

das substancias identificadas.



128

5.7.1 Hentriacontano

Os cromatogramas de ions totais obtidos por GC-MS para as amostras GFJ10 (A) e
CFJ12 (B) apresentaram picos com tempos de retencao em 40,105 e 40,110 minutos,
respectivamente (Figura 30), correspondente ao hentriacontano. O espectro de massas
registrado para este constituinte (D) apresentou os ions fragmentos em m/z 99 [M-C2sHao]"
(40%); m/z 71 [M-Ca6Hs2]" (90%); m/z 57 [C4Hao]" (100%), que séo fragmentagdes comumente
identificadas em hidrocarbonetos lineares (Figura 31). Para identificacdo dos compostos
presentes nas amostras, o espectro de massas obtido foi comparado com espectros de massas
de compostos conhecidos fornecidos pela biblioteca NIST0S. Em seguida, foram calculados os
indices de retengdo das amostras, com a finalidade de auxiliar na confirmacao da identidade do
composto detectado. Esses valores foram comparados com os indices de retengao de compostos
de referéncia disponiveis na literatura e na biblioteca NISTO0S. O indice de retencdo obtido
experimentalmente para a amostra foi de 3098, valor bastante proximo ao registrado na
biblioteca (3100), o que refor¢a a correspondéncia entre o composto analisado e o
hentriacontano. Adicionalmente, a comparagdo entre os cromatogramas das amostras € o
cromatograma do padrdo sintético da série de hidrocarbonetos lineares Co—Cso (Figura 30C)
mostrou que os picos apresentam tempos de retencao semelhantes (Figuras 30A, B e C),
corroborando a identifica¢dao proposta.

Além da comparac¢do do tempo de retengdo e do indice de retengdo, para a identificacao
dos constituintes levou-se em consideragdo uma similaridade acima de 85% entre o espectro de
massas do composto desconhecido e o espectro de massas de compostos de referéncia. No caso
das amostras GFJ10 e GFJ12 obteve-se uma similaridade de 87% para o hentriacontano,
sugerindo tratar-se do hidrocarboneto linear de formula molecular C31Hgs4 € massa molar 436,8
g/mol. Até o momento, ndo ha registro da ocorréncia de hentriacontano em 7. phaeocarpa; no

entanto, sua ocorréncia foi relatada em Terminalia arjuna (HAQUE ET AL., 1970).
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Figura 30: Perfis cromatograficos obtidos por GC-MS para as amostras GFJ10 (A) e GFJ12

(B) e para mistura de padrdes de hidrocarbonetos lineares da série CoCao (C); espectro de massas

(D) registrado para o hentriacontano, substancia com TR =40,105 e 40,110 nos cromatogramas

emA,BeC.
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Figura 31: Fragmentagdo para a substancia hentriacontano registrado para as amostras GFJ10
e GFJ12 de Fr. Hex de T. phaeocarpa.
Na tabela 14 estdo descritos os constituintes identificados nas amostras analisadas. A

ocorréncia dos demais constituintes identificados, a saber, heptacosano, nonacosano, tricosano,

tetracosano, pentacosano ¢ hexacosano, ¢ inédita na espécie e no género Terminalia (Figura

32).
CH3(CH2)21CH3 CH3(CH2)22CH3
Tricosano Tetracosano
CH;3(CH,)»;CH; CH;3(CH;),4CH;
Pentacosano Hexacosano
CH;(CH,),sCH; CH3(CH,),7,CH3
Heptacosano Nonacosano

Figura 32: Estruturas quimicas de constituintes identificados em fra¢des derivadas da fragao

n-hexanica de T. phaeocarpa por GC-MS.
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Tabela 14: Composi¢do quimica dos grupos de fracdes reunidas GFJ10, GFJ12, RFJ811 e RFJ1134 de T. phaeocarpa, identificada por GC-MS.

TR IR MM Fragmento m/z atribuicao
Amostra Pico Substancia FM Area (%) IR calc. 1
(min) Nist (gmol™) (intesindade)
113[M- Ci9H39]" (20%);

99 [M- C20Ha1]" (30%);

1 34,550 Heptacosano Co7Hze 7,23 2705 2698 380
85[M- C21Ha3]" (55%);
57 [M- C23Ha7]" (100%).
127 [M- C20Ha1]" (20%);
GFJ10 113 [M- C21Ha3]" (30%);
2 37,425 Nonacosano C20Hso 34,70 2904 2898 408

99 [M- C22Has]" (40%);
57 [M- CasHsi]" (100%).
99 [M- C24Hio]" (40%);
3 40,105 Hentriacontano C31Hes 29,05 3100 3098 436,8 71 [M- C26Hs3]" (90%);
57 [M- C27Hss]" (100%).
71 [M- CisH37]" (10%);
1 28,180 Tricosano Ca3Hag 3,10 2300 2303 324,6 57 [M- Ci9H30]" (90%);
44 [M- C20H41]" (100%)).
85 [M- Ci1sH37]" (55%);
2 29,865 Tetracosano C24Hs0 3,91 2407 2402 338 71 [M- Ci9H30]" (82%);
57 [M- C20Ha1]" (100%).
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85 [M- Ci9H39]" (55%);
71 [M- C20Ha1]" (82%);
57 [M- CaiHaa]* (100%).
99 [M- C19H390]" (30%);
85 [M- C20Ha1]" (55%);
57 [M- C22Has]" (100%).
113[M- Ci9H39]" (20%);
99 [M- C20Ha1]" (30%);
85[M- C21Ha3] * (55%);
57 [M- C23Ha7] * (100%).
127 [M- C20Ha1] © (20%);
113 [M- C21H43] * (30%);
99 [M- C22Has] * (40%);
57 [M- C2sHs1] * (100%).
99 [M- C24Ha9]" (40%);
71 [M- Ca6Hs2]" (90%);
57 [M- C27Hss]" (100%).
426 [M]'* (tragos);
218 [CisH=O]" (40%);
203 [C1sH150]* (60%);
189 [Ci3H1-O]" (30%);

132
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43 [CsHA]* (100%).
414 [M]*e (tracos);
329 [M - CeHi3]* (20%);
207 [CisHz7]" (40%);
RFJ . 145 [CuiHis]* (60%);
135 1 43,515 3-sitosterol C29H500 100 3220 3373 414 107 [CoHLT* (80%);
81 [CsHo]" (70%);
43 [CsH7]* (100%).

Legenda: TR = Tempo de retencdo; FM = Formula molecular; IR Nist= Indice de retencéo biblioteca Nist; IR cal= Indice de retencéo calculado;

MM = Massa molecular.
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5.8 Identificacdo estrutural dos solidos isolados de 7. phaeocarpa

5.8.1 Isolamento e elucidacio estrutural de RFJ900

Para a identificagdo dos compostos isolados a partir do refracionamento da fracdo n-
hexanica de 7. phaeocarpa em coluna cromatografica de silica gel flash, foram obtidos
espectros de RMN de 'H e de '3C, procedendo-se a comparagio com os dados descritos na

literatura.

A amostra RFJ900 foi obtida como um so6lido branco, eluida com Hex/EtOAc (85:15).
Andlise da amostra por CCD de silica gel e revelacdo com anisaldeido sulfurico apresentou

mancha unica de coloragdo rosa, sugerindo tratar-se de um terpeno.

O espectro de RMN de 3C obtido para RFI900 (Figuras 33) apresentou 30 sinais de
ressondncia, sugerindo tratar-se de um triterpeno. A distingdo entre os diferentes tipos de
carbonos foi realizada pelo experimento DEPT-135 (Figura 34), que indicou a presenca de 8
carbonos metilicos, 10 carbonos metilénicos, 5 carbonos metinicos, € 7 carbonos nio
hidrogenados sugerindo um esqueleto pentaciclico (DIAS, et al., 2011). A anélise do espectro
de RMN de *C possibilitou, ainda, identificar sinais de carbonos olefinicos em § 121,70 ppm
e 145,20 ppm, atribuido a carbono quartenario, bem como sinal em 79,04 ppm caracteristico de
carbono carbinolico (Figura 33). A comparacao dos dados de ressonancia de RFJ900 com
dados relatados na literatura para triterpenos (VIET et al., 2021) indicou tratar-se da B-amirina.
Os demais sinais foram atribuidos por comparagdo com dados relatados na literatura e estdo
dispostos na Tabela 15.

Por sua vez, no espectro de RMN de 'H (Figura 35) observou-se um tripleto centrado
em 0 5,18 ppm (J = 3,6 MHz) caracteristico de hidrogénio olefinico. Também observou-se um
dupleto duplo em 3,23 ppm (dd, J = 11,3 e 4,4 MHz), atribuido ao hidrogénio metinico H-3.
Identificaram-se, também, sete simpletos em 0,79, 0,83, 0,87, 0,94, 0,97,1,00 e 1,13 ppm
correspondentes a oito grupos metila, sendo que a integral do sinal em ¢ 0,87 indicou tratar-se
de seis hidrogénios (Tabela 16). Os dados espectrais obtidos e a comparagdo com dados
relatados na literatura possibilitaram confirmar a identidade de RFJ900 como sendo o triterpeno
-amirina.

Os isomeros a e B-amirina podem ser identificados pela posi¢do dos sinais no espectro

de RMN de !*C. Assim, a o-amirina apresenta sinais em 139,60 ppm e 124,40 ppm para os
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carbonos olefinicos, enquanto a B-amirina apresenta sinal em 145,20 ppm caracteristico de
carbono sp? ndo hidrogenado (C-13), e 121,70 ppm, caracteristico de carbono sp? hidrogenado
(C-12). (VIET, et al., 2021). Pelo exposto, os dados espectrais obtidos para RFJ900, descritos
anteriormente, indicam tratar-se da B-amirina (87). Adicionalmente, os valores da constante de
acoplamento escalar (J/=11,38 e 4,48 Hz) de H-3 indicam que a hidroxila ocupa a posi¢ao beta
em C-3 (Tabela 15). O valor de J de 11,38 Hz ¢ resultante de um acoplamento trans-diaxial de
H-3 com H-2.x, enquanto a constante de acoplamento de 4,48 Hz ¢ originaria do acoplamento

axial-equatorial de H-3 com H-2¢4. Estes dados confirmam que RFJ900 ¢ o isdbmero - amirina.
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Figura 33: Expansdes do espectro de RMN de '*C obtido para RFJ900 (CDCls, 100 MHz).
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Tabela 15: Dados de RMN de 'H obtidos para RFJ900 (CDCls, 400 MHz) e dados da literatura relatados para f-amirina (CDCls, 500 e *600

MHz).

H

12
15
16
19
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Legenda: multipleto (m); ndo identificado (nd).

RFJ900
J (ppm) J (Hz)
3,23 (dd, J 11,3 e 4,4Hz)
0,73 (d, J 11,28 Hz)
5,18 (t,J 3,6 Hz)
1,89 (m)
1,73 (m)
1,99 (dd, J 13,5 ¢ 4,4 Hz)
1,86 (m)
0,83 (s)
0,96 (s)
0,79 (s)
0,93 (s)
1,13 (s)
0,99 (s)
0,87 (s)
0,87 (s)

2 Florentino Neto (2018)
J (ppm) J (Hz)
3,22 (dd,J 11,1 e 4,4 Hz)
0,73 (d,J 12,0 Hz)
5,12 (t,J 3,6 Hz)
1,99 (m)

1,99 (m)

1,91 (dt,J 7,2 ¢ 3,0 Hz)
0,99 (s)

0,80 (s)

0,79 (s)

0,95 (s)

1,07 (s)

0,99 (s)

0,91 (d, J 5,7 Hz)
0,79 (m)

bPereira (2022)
o (ppm) J (Hz)

3,18 (dd, J 11,64 ¢ 4,8 Hz)

0,75 (m)

5,18 (t, J 3,4 Hz)

1,89 (m)
1,74 (m)

1,98 (dd, J 13,2 e 4,5 Hz)

1,85 (m)
0,80 (s)
1,00 (s)
0,95 (s)
0,99 (s)
1,13 (s)
1,00 (s)
0,87 (nd)
0,80 (nd)

‘Okoye et al., (2014)
d (ppm) J (Hz)

3,20 (dd, J 11,5 e 4,4 Hz)

0,71
5,16 (t,J 3,5 Hz)

1,59

0,77 (s)
0,98 (s)
0,92 (s)
0,94 (s)
1,11 (s)
0,81 (s)
0,85 (s)
0,85 (s)
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Tabela 16: Atribuico dos sinais de RMN de '*C de RFJ900 (CDCls, 100 MHz) e comparagio
com dados da literatura para B-amirina (CDCls, 125 e ®150 MHz).

Carbon ?FJ900 V;;:);’tl)al bPereira (2022) Tipo de
(ppm) 5 (ppm) o (ppm) carbono

1 38,5 38,6 39,0 CH:
2 26,1 27,2 27,5 CH:
3 79,0 79,2 79,3 CH
4 39,7 39,8 37,1 C

5 55,1 55,2 55,4 CH
6 18,3 18,4 18,6 CH:
7 32,6 32,5 32,9 CH:
8 41,7 41,7 40,2 C

9 47,6 47,6 47,8 CH
10 37,0 37,0 37,1 C

11 23,4 23,7 23,6 CH:
12 121,7 121,7 121,9 CH
13 145,2 145,2 145,4 C

14 41,7 42,8 423 C

15 27,2 26,9 27,5 CH:
16 26,7 26,9 27,1 CH:
17 32,6 32,7 32,7 C

18 47,2 47,2 47,4 CH:
19 46,8 46,8 47,0 CH:
20 31,0 31,1 33,5 C

21 34,7 34,7 34,9 CH:
22 371 37,1 37,3 CH:
23 28,1 28,1 28,3 CH;
24 15,5 15,6 15,8 CH;3;
25 15,5 15,5 15,9 CH;
26 16,8 16,8 17,1 CHs
27 26,0 26,0 26,2 CH;
28 28,4 28,4 28,6 CHj3;
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29 33,3 33,0 33,5 CH;
30 23,7 23,5 23,9 CH;

Confirmagao adicional da identificagdo de RFJ900 como sendo B-amirina foi fornecida
pela anélise do espectro obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas
com ionizagdo por impacto eletronico. A analise do espectro permitiu a proposta de

fragmentacao da B-amirina, representada na Figura 36, adaptada de Silva (2014).

A B-amirina ¢ um triterpeno de ampla distribui¢do, comumente encontrado em
diferentes plantas. Recentemente, foi isolada de folhas de 7. glabrensces (PEREIRA, 2022).
Até o momento nao se tem conhecimento da ocorréncia de f-amirina em 7. phaeocarpa, sendo

aqui relatada pela primeira vez.
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Figura 36. Espectro de massa obtido por GC-MS e proposta de fragmentacao da f-amirina com

a formacao dos fragmentos em m/z 218 e m/z 203 m/z (RFJ900), adaptada de Silva (2014).
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5.8.2 Isolamento e elucidagio estrutural de RFJ1135

RFJ1135 foi obtido como um solido branco resultante do agrupamento das fragdes
eluidas com Hex/EtOAc (70:30), a partir do refracionamento da fracdo n-hexanica de T.
phaeocarpa em coluna de silica gel flash. A analise das amostras por CCD de silica gel e
revelagdo com anisaldeido sulftrico apresentou mancha tinica de coloragdo rosa, sugerindo um

terpeno ou esterodide.

O espectro de RMN '3C (Figura 37) obtido para RFJ1135, apresentou 29 sinais de
ressonancia, compativel com uma substancia da classe dos fitoesterdis. No subespectro DEPT-
135 (Figura 38) observou-se 6 sinais correspondentes a carbonos metilicos (CH3), 12 carbonos
metilénicos (CH2) e oito sinais de carbonos metinicos (CH). Comparando-se os sinais
observados no espectro de RMN de '*C de RFJ1135 e o subespectro DEPT-135, conclui-se que
a substancia possui 3 carbonos niio hidrogenados. Ainda no espectro de RMN de *C, observou-
se sinal com deslocamento quimico de 71,8 ppm, atribuido a carbono carbindlico, e sinais em
140,8 ppm e 121,7 ppm, atribuidos aos carbonos olefinicos (CHAVES et al., 2010). A
comparagdo dos sinais de ressonancia de RFJ1135 com dados da literatura (LUHATA, 2015)
indicou tratar-se do B-sitosterol. Os demais sinais foram atribuidos por compara¢do com a

literatura e estdo dispostos na Tabela 17.

Por sua vez, na andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 39) observou-se um
multipleto em 3,52 ppm (m) atribuido ao hidrogénio metinico H-3, bem como sinal de
hidrogénio olefinico em 5,35 ppm (d, J= 5,2 Hz) atribuido a H-5. Observaram-se ainda, seis

simpletos em 0,68; 0,82; 0,84; 0,87; 0,92 ¢ 1,00 ppm correspondentes a seis grupos metila.

A comparagdo dos dados espectrais obtidos com dados da literatura possibilitou
identificar RFJ1135 como sendo B-sitosterol (88). As atribui¢des dos sinais de ressonancia estao
dispostas nas Tabelas 17 e 18.

O B-sitosterol € um fitoesterol de ampla ocorréncia na membrana plasmatica das plantas,

correspondendo a 65% da sua composicao (SHARMA et al., 2021).
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Tabela 17: Atribuicdes dos sinais de RMN de '*C de RFJ1135 (CDCl;, 100 MHz) e
comparagio com dados da literatura para o B-sitosterol (CDCls, 2150 e °50,3 MHz).

RFJ1135 “Perreira (2022) PGoulart et al. (1993)

Carbono 5 (ppm) 5 (ppm) 5 (ppm) Tipo de carbono
1 37,2 37,2 37,2 CH:
2 31,6 31,6 31,6 CHz
3 71,8 71,8 71,8 CH
4 42,2 423 42,2 CH:
5 140,7 140,7 140,7 C
6 121,7 121,7 121,7 CH
7 31,9 31,9 31,8 CH:
8 31,9 31,9 31,8 CH:
9 50,1 50,1 50,1 CH
10 36,5 36,5 36,4 C
11 21,0 21,1 21,0 CH:
12 39,7 39,8 39,7 CH:
13 42,2 423 - C
14 56,7 56,7 56,7 CH
15 243 243 243 CH:
16 28,2 28,2 28,2 CH:
17 56,0 56,0 56,0 CH
18 11,9 11,9 11,8 CH;
19 19,4 19,4 19,3 CH;
20 36,1 36,1 36,1 CH
21 18,7 18,7 19,0 CH;
22 33,9 33,9 33,9 CHz
23 26,0 26,1 - CH:
24 45,8 45,8 45,8 CH
25 29,6 23,0 26,0 CHz
26 19,0 19,0 18,7 CH;
27 19,8 19,1 19,8 CH
28 23,0 23,0 23,0 CH:
29 11,8 11,8 11,9 CH;
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Tabela 18: Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) de RFJ1135 e dados da
literatura relatados para o B-sitosterol (CDCls, %600 e >°400 MHz).

Hidrogénio

11
12
14
15
16
17
18
19
20

21

22

23

24
25

26

PLuhata
RFJ1135 4Pereira (2022) 2015)
o (ppm) o (ppm)
o (ppm)
1,86 1,85 -
1,82 1,83 -
3,52 (m) 3,52 (m) -
2,28 2,28 -
5,35(d, J 5,
M) 5,35 5,31 (t, 1H)
1,99 1,98 -
1,45 1,46 -
0,94 0,94 -
1,47 1,47 -
2,05 2,00 -
0,98 0,98 -
1,59 1,58 -
- 1,84 -
1,11 1,10 -
1,00 1,01 1,03 (S, 3H)
0,68 (s) 0,68 0,71 (S, 3H)
1,36 1,36 -
0,91 (d,J 6,48 0,92 (d, J 6,48
H) Hy) 0,91 (d, 3H)
1,30 1,32 -
1,16 1,16 -
0,93 0,93 -
1,21 1,23 -
0,89 (d, J 6,68
0,86 (m) 0,80 (d, 3H)

Hz)

‘Okoro et al.,
(2018)

o (ppm)

3,54 (tdd, 1H)

5,36 (m, 1H)

1,27 (d, 3H)
0,71 (d, 3H)

1,17 (d, 3H)

0,86 (d, 3H)
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27 1,64 (m) 1,66 0,82 (d, 3H) 0,94 (d, 3H)
28 0,82 (d,J=1,48 0,81 (d, J=6,84 _

Hz) Hz)
29 0,84 (s) 0.54 (Ijz‘)] 720 0,83 (t, 3H) 1,04 (t, 3H)

O B-sistosterol ¢ um esteroide de ampla distribui¢do e sua ocorréncia foi descrita em
folhas de Terminalia glabrecens, com atividade antiviral relatada frente ao Zika virus

(PEREIRA, 2022). Sua ocorréncia em 7. phaeocarpa ¢ aqui relatada pela primeira vez.

cCpel3
W

Figura 39: Espectro de RMN de 'H obtido para RFJ1135 e expansdes (CDCls, 400 MHz).

Adicionalmente, a identificagdo da amostra RFJ1135 como B-sitosterol foi corroborada
pelos dados do espectro de massas ilustrados na Figura 40. A partir da anélise do espectro
obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) com impacto
eletronico, foi elaborada uma proposta de fragmentacdo para o B-sitosterol adaptada de Silva

(2014), conforme demonstrado na Figura 40.
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Figura 40. Espectro de massa obtido por GC-MS para a amostra RFJ1135 (B-sitosterol) e
proposta de fragmentacdo para a formagdo dos fragmentos em m/z 107; m/z 207; m/z 329,

adaptada de Silva (2014).

Os compostos B-amirina e B-sitosterol, identificados neste trabalho, foram isolados da

fracao n-hexanica de T. phaeocarpa, que foi ativa frente ao MHV-3 (item 5) e a0 SARS-CoV-
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2 (item 5.2). No levantamento bibliografico realizado ndo se identificou relatos sobre a
avaliagdo da B-amirina e do B-sitosterol frente aos virus supracitados em ensaios in vitro.
Todavia, o potencial antiviral dessas substancias foi investigado em ensaios de ancoragem

molecular in silico frente a proteinas do SARS-CoV-2.

Nos ensaios por docking realizados por Kumar et al. (2021), a -amirina apresentou boa
capacidade de ligacdo a Mpro, principal protease do SARS-CoV-2, enquanto o [B-sitosterol
apresentou moderada capacidade de energia de ligagdo (—48,36 e —40,53 kcal/mol,
respectivamente) sugerindo potencial atividade antiviral (KUMAR et al., 2021). Em outro
trabalho, a B-amirina, apresentou energia de interacdo com a Mpro de —44,209 kcal/mol,
enquanto o B-sitosterol mostrou energia de ligacdo de -43.371 kcal/mol com diversos residuos
da proteina spike do SARS-CoV-2 (GIOFRE, et al., 2021). Adicionalmente, a B-amirina e o B-
sitosterol apresentaram energia de ligagdo com a proteina M de -9,4 ¢ —9,5 kcal/mol,
respectivamente, formando interagcdes hidrofobicas com os dominios transmembrana e C-
terminal do SARS-CoV-2 (BORKOTOKY et al., (2020). O B-sitosterol apresentou ligacdo com
forte estabilidade (— 8,66 kcal/mol) com a glicoproteina spike e RBD-ECA2, sendo considerado
pelos autores um alvo terapéutico para o desenvolvimento de farmaco antiviral (SIDDIQUI et
al., 2022). Além das interagdes com a proteina M e C-terminal, o B-sitosteol também apresentou
afinidade de ligacdo significativa a glicoproteina spike do SARS-CoV-2. O docking molecular
apresentou um escore de —119,68 kcal/mol formando ligacdo de hidrogénio com as estruturas

cristalinas de Asn501 (MAURYA et al., 2020).

No estudo de Sarkar e colaboradores et al. (2022), o B-sitosterol também apresentou
interagdes moleculares relevantes com diferentes proteinas do SARS-CoV-2, evidenciando seu
potencial como agente antiviral multitarget. O composto apresentou forte afinidade pela regido
N-terminal da proteina nucleocapsidica, com energia de interacdo de —326,98 kcal/mol,
estabelecendo contatos hidrofobicos com os residuos Leul68, Leul62 e Vall59. Essas
interagdes sugerem que o f-sitosterol pode atuar estabilizando regides estruturais criticas
envolvidas na ligacao da nucleoproteina ao RNA viral, o que pode interferir no empacotamento
e replicagcdo do genoma viral. Além disso, o B-sitosterol exibiu a maior propriedade inibitoria
entre 15 ligantes avaliados frente a enzima NSP15, com energia de ligagdo de —343,98 kcal/mol,
o que indica alta afinidade pelo sitio catalitico e possivel bloqueio da atividade
endoribonucleasica responsavel pela evasao do sistema imune hospedeiro. O composto também
apresentou efeito inibitdrio promissor sobre a helicase NSP13, enzima essencial nos processos

de desenvolvimento do RNA durante a replicacdo viral. (SARKAR et al., 2022). A atividade



149

da B-amirina também foi relatada frente a proteina TMPRSS2 do SARS-CoV-2, com energia
de ligacao de —10,8 £ 0,03 kcal/mol (KAR et al., 2022).

Os resultados das interagdes moleculares da B-amirina e do B-sitosterol com proteinas-
chave do SARS-CoV-2 sao altamente significativos no contexto da pesquisa de terapias
antivirais. Eles sugerem que esses compostos t€ém a capacidade de se ligar fortemente a
proteinas especificas do virus, como a protease Mpro e a proteina spike do SARS-CoV-2. Essas
interacdes moleculares podem interferir nos processos de replicagcdo e entrada do virus nas
células hospedeiras, tendo em vista, que a capacidade de interagir com essas proteinas-chave
do virus ¢ crucial porque muitos tratamentos antivirais visam bloquear ou interferir nas fungdes
dessas proteinas para inibir a replicacao viral e a entrada do virus nas células. Assim sendo,
quando compostos como a -amirina e o B-sitosterol demonstram uma forte afinidade por essas
proteinas, eles t€m o potencial de interromper esses processos virais essenciais. Isso faz com
que a B-amirina e o B-sitosterol sejam considerados candidatos promissores no desenvolvimento
de terapias antivirais contra o SARS-CoV-2. No entanto, ¢ importante ressaltar que esses
resultados sao baseados em ensaios in silico, sendo, portanto, necessario a realizagao de estudos
adicionais para confirmar e validar a eficacia desses compostos como agentes antivirais efetivos

no tratamento da COVID-19.

Alguns estudos investigaram o potencial da B-amirina e do B-sitosterol contra diferentes
virus em ensaios in vitro. O B-sitosterol mostrou atividade antiviral contra o Zika virus em
células SH-SYSY, com valores de CCsop = >300 uM, CEso = 71,3 £ 7,1 uM e IS = 4,2
(PEREIRA, 2022). Este esteroide também reduziu o titulo viral do HSV-2 em linhagem de
células Vero, com valores de CCso =212,8 ng/mL, CEso =2,7 pg/mL e IS= 78,8 (TOUJANI et
al., 2018). Ja a B-amirina, teve sua atividade antiviral relatada contra o virus Influenza A e o

herpes virus (RAO et al., 1974).

Cabe ressaltar que até o momento ndo ha relatos sobre a atividade antiviral da B-amirina
e do B-sitosterol contra o0 SARS-CoV-2 em ensaios in vitro; todavia, ha evidéncias da atividade
anti-SARS-CoV-2 de diversos triterpenos e esterdis (NAVID et al., 2014). O acido ursolico
(89), um triterpeno isolado de folhas da Agrimonia pilosa, apresentou atividade antiviral em
células Vero nas concentragdes de 1, 5 e 25 pg/mL, promovendo reducdo da formacgao de placa
de lise em 78,35% na maior concentracdo. Portanto, o 4cido ursolico inibe tanto a replicagao
do SARS-CoV-2 interferindo na absorcao viral, bem como nos estagios de pos-absorcdo (LEE

et al., 2021). Em células Vero E6, a glicirrizina (90), um triterpeno pentaciclico isolado de
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Glycyrrhiza glabra, inibiu a replicagdo do SARS-CoV-2 nas concentracdes de 1 ¢ 4 mM
(GOWDA et al., 2021). Este composto foi avaliado por Sand et al. (2021) em células Vero
infectadas com SARS-CoV-2, sendo observada inibi¢do do titulo viral com CEsode 0,44 mg/mL
(SAND et al., 2022). O celastrol (91), um triterpeno pentaciclico isolado de Tripterygium
wilfordii, foi avaliado em células Vero CCL-81 e Calu-3 infectadas com SARS-CoV-2. O
celastrol reduziu significativamente o titulo viral com de CEso de 1000 nM frente ao SARS-

CoV-2 (FUZO et al., 2022).

Além de serem promissores compostos antivirais, a B-amirina e o B-sitosterol também
apresentam ampla atividade anti-inflamatéria, o que poderia contribuir para a atividade anti-
SARS-CoV-2 (ZHOU et al., 2020; KRISHNAN et al., 2014; ARAGAO et al., 2008; LOIZOU
et al., 2009; AKIHISA et al., 2010; LIAO et al., 2018). Diversas outras atividades bioldgicas
foram relatadas para esses compostos, incluindo antidiabética (BABU et al., 2020), antifungica
(JOHANN et al., 2007), analgésica (ARAGAO et al, 2008), anti-hiperglicémica e
hipolipidémica (SANTOS et al., 2012).
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Ressalta-se que os ensaios experimentais envolvendo a -amirina e B-sitosterol frente

ao SARS-CoV-2 ainda estdo em desenvolvimento, sendo esses resultados necessarios para

validar e aprofundar os efeitos antivirais previamente observados nos estudos in silico relatados
na literatura.

5.8.3 Refracionamento da fracio EtOAc de 7. phaeocarpa

A fracdo EtOAc, obtida por particdo do extrato de 7. phaeocarpa entre solventes
imisciveis (item 4.10), promoveu significativa inibi¢do da replicagdo do virus SARS-CoV-2

(item 5.4). Seu perfil cromatografico obtido por HPLC-PDA (Figura 41) indicou o predominio

de constituintes de alta polaridade, com tempo de retengdo entre 5 e 25 minutos.
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Figura 41: Cromatograma obtido por HPLC-PDA para a fracdo EtOAc de T. phaeocarpa.

Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.23.2.

A fracdo EtOAc de T. phaeocarpa apresentou um perfil cromatografico de elevada
complexidade, bastante semelhante ao observado para o extrato etandlico bruto (item 5.6). Essa
semelhanca sugere que grande parte dos constituintes do extrato apresenta polaridade

intermediaria, sendo, portanto, extraida de forma eficiente pelo solvente de parti¢do utilizado.

Nos cromatogramas obtidos (deteccao por PDA e ESI-MS, nos modos positivo e
negativo), observa-se a presenga de diversos picos co TR entre 6 e 20 minutos, regido tipica de
eluicdo de compostos polifenolicos e flavonoides glicosilados (Figura 42). Esses metabolitos
sdao frequentemente relatados para espécies do género Terminalia e estdo associados a uma
ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo propriedades antioxidantes e antivirais
(DWEVEDI et al., 2016). Além disso, a regido compreendida entre 50 e 56 minutos mostra um
conjunto de picos mais tardios, que podem estar relacionados a taninos eldgicos de maior massa
molecular ou ainda a triterpenos e derivados menos polares, que tendem a eluir nessa faixa de

tempo de retengao.

A manutencao desse perfil apds o processo de parti¢ao ¢ um dado relevante, pois sugere
que os compostos responsdveis pela atividade biologica observada nos ensaios antivirais
permanecem concentrados na fracdo EtOAc. Dessa forma, essa fracdo se mostra
particularmente promissora para estudos posteriores voltados ao isolamento de compostos

bioativos.
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Figura 42: Cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para Fr. EtOAc de T. phaeocarpa adquiridos (a) no UV, (b) no modo de ionizacao

negativo (ESI-) e (¢) no modo de ionizagao positivo (ESI+). Condi¢des cromatograficas: vide item 4.22.3.1
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Posteriormente, visando isolar os constituintes bioativos da fracdo EtOAc, foi realizado
seu refracionamento em coluna de Sephadex LH20 (item 4.22.7), conforme fluxograma
disposto na Figura 43. O refracionamento de EtOAc de T. phaeocarpa resultou em 487 fracdes
com rendimento total de 95,2%. Deste total, duas fracoes eluidas com EtOH 100%, as fracdes
SFJ448 e SFJ432 foram selecionadas para isolamento por HPLC preparativo devido seu perfil
cromatografico simplificado, conforme demonstrado nos cromatogramas das Figuras 44 ¢ 57,
respectivamente para as fragdes SFJ448 e SFJ432. Estas fragcdes apresentam baixa
complexidade e as massas obtidas mostraram ser vidvel sua posterior purificagdo em sistema
de HPLC em escala preparativa. Nenhum outro grupo de fragdes apresentou simultaneamente
perfil cromatografico pouco complexo e massa suficiente para justificar a purificagdo em HPLC

preparativo.

Extrato

Parti¢ao entre solventes imisciveis

Hex DCM EtOAc H,0/MeOH

Sephadex LH-20

487
Subfracoes
Analise CCD
Agrupamento Agrupamento
75-85 105-110
Purificagdo em HPLC
preparativa
SFJ448 SFJ432
24 mg 7 mg
Andlise por UHPLC-DAD-ESI-MS/MS
Pico 4 Pico 2
Analise RMN
QCT48 AFZ32
Quercitrina Afzelina

Figura 43: Fluxograma do fracionamento do extrato etandlico de 7. phaeocarpa,

refracionamento da fragdo EtOAc, e fracdes obtidas para analises por RMN.
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5.8.4 Isolamento e elucidacio estrutural de QCT48

A fragdo SFJ448, obtida a partir do refracionamento da fragdo EtOAc de 7. phaeocarpa
em coluna de Sephadex LH20 (Figura 44), foi obtida como um sélido amarelo, com massa
total de 190 mg. A analise por CCD de silica gel (sem revelagdo) exibiu manchas amarelas,
sugerindo a presenca de flavonoides. A anélise de SFJ448 por HPLC-PDA (Figura 44) revelou
um pico majoritario com tempo de retencdo de 16,62 minutos, cujo espectro de absor¢do no
UV exibiu maximos de 255,8 nm e 348,7 nm. Esses maximos de absor¢do no UV sugerem que

0 pico majoritario da fragcdo seja um flavonol substituido na posicao C-3 (C-OR).
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Figura 44: Cromatograma obtido por HPLC-PDA para a fragdo SFJ448 obtida do
refracionamento da fracdo de EtOAc de T. phaeocarpa. O espectro no UV foi obtido online
para o pico principal (tr = 16,62 min). Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental,

item 4.23.2.

O cromatograma obtido para SFJ448 indicou que a amostra ainda ndo apresentava a
pureza necessaria para a obtenc¢do dos espectros de RMN, visando sua elucidagdo estrutural.
Assim, utilizou-se HPLC em escala preparativa para sua purificagdo. O perfil cromatografico
obtido no HPLC em escala preparativa da fracdo SFJ448 estd reproduzido na Figura 45,
destacando o pico majoritario de interesse (pico 4), com tempo de retengdo de 15,67 min. Foram
realizadas 8 inje¢des de SFJ448 (massa total de 190 mg) e apos a reunido dos eluatos do pico
de interesse, obteve-se uma massa total de 24 mg do sélido correspondente ao pico 4. E
importante destacar que as 8 injecdes realizadas foram reprodutiveis, apresentando perfis

cromatograficos similares.
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Figura 45: Cromatograma obtido por HPLC-UV em escala preparativa para a fracdo SFJ448

?25.312

com deteccdo no UV em 350 nm com destaque para o pico 4 de interesse. Condic¢des

cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.23.2.

O solido obtido, eluido como pico 4 no cromatograma da Figura 46, foi denominado
de substancia QCT48 e analisado por UPLC-PDA-ESI-MS/MS. A analise dos cromatogramas

indicou que a substancia QCT48 possui tempo de retencao de 3,31 min (Figura 46).
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Figura 46: Cromatogramas obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para a substancia QCT48
obtida do refracionamento de EtOAc de T. phaeocarpa adquiridos (a) no UV, (b) no modo de
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ionizacdo negativo (ESI-) e (¢) no modo de ionizagdo positivo (ESI+). Condigdes
cromatograficas e espectrométricas: vide Parte Experimental, item 4.22.3.

Nos espectros de massa obtidos (Figura 47), foram detectados ions com m/z de 447 Da
no modo negativo de ionizacao e de 449 Da no modo positivo de ionizagdao, que gerou um
fragmento em m/z 303 Da. Além disso, foram detectados sinais de dimeros em m/z 895 [2M—
H] e m/z 897 [2M+H]*, confirmando a massa molecular de aproximadamente 448 Da para
QCT48. Esses dados, juntamente com os maximos de absor¢dao no UV, sdo compativeis com
um mono heterosideo da quercetina (Figura 48). O fragmento em m/z 303 geralmente esta

associado a aglicona quercetina (SANTANA, 2018).
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Figura 47: Espectros obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para a substincia QCT48
adquiridos no UV (vermelho), no modo de ionizacao positivo (ESI+) (roxo) e no modo de
1onizacao negativo (ESI-) (verde). Condicdes cromatograficas e espectrométricas: vide Parte

Experimental, item 4.22.3.
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Figura 48: Fragmentacdo do mono glicosideo em m/z 449 [M+ H]" para gerar a aglicona em

m/z 303 [M — 147 + H]". Adaptado de Bastos et al. (2016).

Para confirmar a natureza quimica da substancia QCT48, foram obtidos espectros de
RMN mono e bidimensionais. No espectro de 'H (Figura 49), observou-se onze sinais de
ressonancia. Os dupletos centrados em 6,18 ppm (d; J 1,92 Hz) e em 6,35 ppm (d; J 1,92 Hz)
apresentam valores de constante de acoplamento escalar caracteristicos de hidrogénios meta
posicionados, sendo atribuidos a H-6 e H-8 do anel A. A caracterizagdo do anel B como 1,3,4-
trissubstituido foi definida a partir da observagao dos dupletos centrados em 7,31 ppm (d; J
1,92 Hz) e 6,89 ppm (d; J 8,29 Hz), caracteristicos dos hidrogénios H-2’ ¢ H-5’, assim como
de um dupleto duplo em 7,28 ppm (dd; J 8,29 e 1,92 Hz), atribuido a H-6’, com acoplamentos
em orto (J 8,29 Hz) com o hidrogénio H-5" e em meta (J 1,92 Hz) com o hidrogénio H-2’ (EFDI
etal., 2022; OLIVEIRA et al., 2019) (Tabela 19). A analise do espectro de RMN de 'H também
revelou um simpleto largo em 5,32 ppm (s), atribuido ao hidrogénio anomérico do agtcar,
sugerindo a estereoquimica o para a ligagdo glicosidica. Ja o dupleto centrado em 0,91 ppm (d;
J 6,1 Hz) com integral de trés hidrogénios, ¢ caracteristico de hidrogénios metilicos, sugerindo

a presenc¢a de uma unidade ramnosidica (Tabela 19) (CARDOSO et al., 2013).
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Tabela 19: Dados de RMN de 'H obtidos para a substancia QCT48 (CDs;OD, 600 MHz) ¢

dados da literatura relatados para a quercetina-3-O-a-L-ramnosideo (quercitrina) (DMSO-d6,

25400 MHz, °CDsO0D 500 MHz).

'H QCT48 AVECHIA et al. POLIVEIRA et al. ‘Souza et al.
J (ppm) J (Hz) (2016) (2019) (2006)
J (ppm) J (Hz) J (ppm) J (Hz) o (ppm) J (Hz)
1 R R R
2 R R R
3 - - -
4 - _ -
5 - - -
6 6,18 (d; J 1,92) 6,20 (d; J 2) 6,14 (d; J 2,0) 6,19 (d; J 2,0)
7 - - -
8 6,35 (d; J 1,92) 6,37 (d; J 2,1) 6,30 (d; J 2,0) 6,36 (d; J2,0)
9 R R R R
10 - - - -
1° R R R
2’ | 7,31 (d; J1,92 Hz) - 7,29 (d, J 2,0 Hz) 7,33 (J 2,0 Hz)
3 R R R
4 - - -
5’ 6,89 (d; 8,29 Hz) - 6,86 (d, 8,3 Hz) 6,91 (J 8,0 Hz)
6’ | 7,28 (dd;J8,29¢ - 7,25 (dd, 8,3 ¢ 2,0 7,30 (J8,0e2,0
1,92 Hz) Hz) Hz)
1 5,32 (s) 5,35(d; J 1,5 Hz) 5,30 (d, J 1,4 Hz) 5,34 (J 1,5 Hz)
2 4,19 (m) 4,23 (dd; J34¢ - 4,21(dd; J 3,0 e
1,5 Hz) 1,5 Hz)
37| 3,72(dd; J 9,42 ¢ 3,76 (dd; /9,4 ¢ 3,71 (dd,J9,3 e 3,75(dd; J 9,5 ¢
3,18 Hz) 3,4 Hz) 3,4 Hz) 3,5 Hz)
4> 3,32(dd; J9,42 ¢ 3,35(dd; /9,4 ¢ 3,27 (m) 3,32 (m)
3,18 Hz) 3,4 Hz)
5” 3,41 (m) 3,43 (dd; /9,4 ¢ 3,38 (m) 3,42 (m)
6,1 Hz)
6 1091(d;J6,12Hz) | 094 (d; J6,1 Hz) | 0,90 (d); J 6,1 HZ) | 0,94 (d; J 6,0 HZ)

Ja no espectro de RMN de *C de CQT48 (Figura 50) foram detectados 21 sinais de

ressonancia, confirmando tratar-se de um monoglicosideo de flavonoide. Destaca-se um sinal

com deslocamento quimico em 179,6 ppm, caracteristico de carbonila, referente ao carbono C-

4 do anel C. Além disso, foram observados dois sinais em 94,7 ¢ 99,8 ppm, caracteristicos dos

carbonos C-6 e C-8 do anel A, semelhante ao que foi anteriormente descrito por Fajriah et al.

(2018).
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Prosseguiu-se com a andlise do subespectro DEPT-135, que ¢ uma ferramenta essencial
para distinguir carbonos metinicos, metilénicos e metilicos. A andlise permitiu identificar esses
tipos de carbono e, como esperado, a auséncia do carbono carbonilico neste subespectro
(Figura 51 e 52), uma vez que se trata de carbono nao hidrogenado. De forma semelhante, cabe
destacar a auséncia de 4 sinais entre 146,4 ¢ 165,9 ppm correspondentes aos carbonos nao
hidrogenados ligados as hidroxilas fenolicas. Portanto, a presenca de 10 sinais de carbonos nao
hidrogenados ¢ compativel com um esqueleto do tipo Cs-C3-Cs, caracteristico de flavonoides,
composto por dois anéis benzénicos (A e B) interligados por um anel heterociclico de seis
membros (anel C), do tipo pirano, formado por trés carbonos € um dtomo de oxigénio (DIAS

etal., 2021).

A andlise do subespectro DEPT-135 (Figura 50) na regido de 17 a 125 ppm permitiu
observar a ocorréncia de dez sinais de ressonancia. Os sinais em 71,9 a 73,2 ppm e 103,5 ppm
foram atribuidos aos carbonos oximetinicos do aglcar, enquanto o sinal em 617,6 ppm ¢
caracteristico do carbono metilico C6”, apresentando valores de deslocamento quimico

préximos aos descritos por Cardoso et al. (2013) para a unidade de ramnose.
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do carbono carbonilico e dos carbonos substituidos com hidroxilas fenolicas (150 MHz, CD;OD).
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Figura 52: Expansdes do subespectro DEPT-135 obtidos para a substancia QCT48 (150 MHz, CD3;0OD).
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A analise do espectro de RMN de '*C revelou, também, dois sinais com deslocamento
quimico em 136,48 e 158,72 ppm, atribuidos aos carbonos olefinicos C-3 e C-2,
respectivamente (MEHRBOD et al., 2018). Além disso, identificou-se o sinal em 103,5 ppm,
caracteristico do carbono anomérico C-1"’, confirmando a presen¢a de uma unidade de L-
ramnose (OLIVEIRA et al., 2019). Os valores de deslocamentos quimicos apresentados na
Tabela 20 mostram uma correspondéncia entre os 21 sinais identificados no presente estudo e

aqueles previamente descritos na literatura para a quercitrina.

Tabela 20: Atribui¢io dos sinais de RMN de '*C da substancia QCT48 (CDsOD, 150 MHz) e
comparacio com dados da literatura para a quercitrina (CD;0D, 125 MHz e ®100 MHz).

BC Atribuicdes QCT48 “EFDI et al. | "OLIVEIRA et
J (ppm) (2022) al. (2019)
J (ppm) J (ppm)

1 - - -

2 C 158,5 158,7 158.,4
3 C 136,2 136,4 136,2
4 C=0 179,6 179,8 179,6
5 C-OH 163,2 163,4 163,1
6 C-H 99,8 100,3 99,8

7 C-OH 165,9 166,8 165,8
8 CH 94,7 95,1 94,7

9 C 159,3 159,3 159,2
10 C 105,8 105,9 105,8
R C 122,9 123,1 122,9
2’ CH 116,9 117,2 116,9
3 C-OH 146,4 146,6 146,3
4 C-OH 149,8 149,9 149,7
5 CH 116,3 116,6 116,3
6’ CH 122,8 122,9 122,8
1” CH 103,5 103,8 103,5
2” CH 71,9 72,2 71,8
3 CH 72,1 72,7 72,1
4 CH 73,2 73,5 73,2
5 CH 72,0 74,8 72,0
6 CH; 17,6 17,9 17,6

As atribuicdes dos sinais de ressonancia de hidrogénio da unidade de agucar foram
confirmadas pelas correlagdes observadas no mapa de contornos homonuclear COSY (Figuras
53 e 54). A andlise dos espectros indica que a atribuicdo dos sinais de prétons estd de acordo
com os deslocamentos quimicos previamente descritos por Oliveira et al. (2019). Dessa forma,

foi possivel observar o acoplamento (*J..) entre H-37/H-4". Além disso, o hidrogénio H-6", por
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ser o Unico com integral correspondente a trés &tomos de hidrogénio, possibilitou a atribui¢ao

do sinal referente ao hidrogénio H-5", por ser o tnico que acopla com o H-6” (3J).
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Figura 53: Expansio do mapa de contornos COSY demonstrando as correlagdes entre os sinais de ressonancia de 'H via *J obtido para a substancia

QCT48 (CD;0D; 600 MHZ).
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Para confirmar a atribuicao dos sinais de RMN da substancia QCT48, foi obtido o mapa
de contornos HMBC, que identifica acoplamentos escalares heteronucleares entre 'H e 1*C, ou
seja, ligacdo quimicas distantes, especificamente de 2/ a %J (Figura 55) (Pavia et al., 2010). A
expansao da regido empregada para a atribuicao dos sinais esta representada na Figura 56. Nela
foi possivel observar mancha de correlagdo entre os sinais de ressonancia do hidrogénio
anomérico H-1” em 5,23 ppm e o carbono C-3 em 136,6 ppm (°J), o que confirma que a unidade
da ramnose esté ligada ao carbono C-3, conforme relatado anteriormente por Efdi et al. (2022)

e demonstrado na Figura 56.

Adicionalmente, foram identificadas manchas de correlagdo entre os sinais referentes
aos hidrogénios metilicos H-6” em 0,91 ppm e os sinais atribuidos ao carbono C-5” em 72,0
ppm e ao carbono C-4” em 73,2 ppm. Observou-se, ainda, os acoplamentos em 2J,
respectivamente de H-2” com C-3”, de H-3” com C-2”, de H-4” com C-5" ¢ de H-5” com C-
4” (Figura 56).

A andlise dos dados espectrais obtidos para substancia QCT48 e comparagdo com dados
relatados na literatura permitiu identifica-la inequivocamente como sendo a quercetina-3-0-a-
L-ramnosideo (quercitrina) (92). A quercitrina ¢ um flavonoide amplamente distribuido, com
ocorréncia relatada em diferentes espécies vegetais. Na espécie . phaeocarpa, entretanto, sua
identificacdo foi registrada apenas no estudo de Gomes et al. (2021). Os autores relataram a
identificacdo putativa do composto por meio de analises de LC-MS/MS. Portanto, este € o

primeiro relato de isolamento e caracterizacao inequivoca de quercitrina em 7. phaeocarpa.
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Figura 56: Mapa de contorno heteronuclear HMBC demonstrando as correlagdes entre os sinais de ressonancia de 'H e '*C via >J para os sinais

da ramnose (CDs;OD; 600 MHz para 'H e 150 MHz para *C).
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A quercitrina tem sido amplamente reconhecida como um flavonoide de interesse
farmacoldgico devido ao seu potencial antioxidante (TANG et al., 2019), anti-inflamatorio
(KAGAMBEGA et al., 2020; LEE et al., 2023) e antimicrobiano (MACDONALD et al., 1983;
LIU et al., 2015).

Sua potencial atividade antiviral foi relatada em ensaio de docking molecular com
proteinas essenciais do SARS-CoV-2. A quercitrina demonstrou forte afinidade pelo sitio
catalitico da protease principal (3CLpro), com um escore de ligacdo de -9,043 kcal/mol,
sugerindo um potencial efeito inibitério sobre a replicagdo viral (CHIKHALE et al., 2021). A
interagdo foi mediada por multiplas ligacdes de hidrogénio: o grupo hidroxila do anel de
cromenona (anel C) interagiu com o residuo de Arg 188, enquanto os grupos hidroxila da por¢ao
glicosidica formaram ligagdes de H bifurcadas com Thr 26, Gly 143 e Asn 142. Por sua vez, o
anel fenila estabeleceu ligagdo de H com Glu 166, enquanto a carbonila do anel de cromenona
apresentou interagdo adicional com Cys145. Essas multiplas interagdes destacam a capacidade
da quercitrina de ocupar de forma estavel o sitio ativo da protease, bloqueando potencialmente
a clivagem de polipeptideos virais necessaria para a producdo de proteinas funcionais

(CHIKHALE et al., 2021).

Por sua vez, Chikhale et al. (2020) demonstraram que a quercitrina ¢ um inibidor
potencial do TMPRSS2, enzima crucial para a entrada do SARS-CoV-2 nas células. Nos
experimentos de docking molecular, a quercitrina interagiu com residuos-chave do sitio ativo,
incluindo GIn377, Thr447, Lys449 e Ile452, formando multiplas ligagdes de hidrogénio e
interagdes hidrofobicas. Durante a simulagdo de dindmica molecular de 100 ns, o complexo
TMPRSS2-quercitrina apresentou RMSD (Desvio Médio Quadrético) médio de 3,337 A, valor
que reflete a variacdo estrutural média do complexo ao longo do tempo e indica que este
permaneceu relativamente estavel sem grandes alteragdes conformacionais. J& a analise de
RMSF (Flutuagdo Média Quadratica) revelou valor médio de 1,414 A, refletindo baixas
flutuacdes nos residuos do sitio ativo, o que sugere sua rigidez estrutural durante a interagdo
com a quercitrina. O calculo da energia livre de ligagao via MM-GBSA (Mecanica Molecular
— Area de Superficie de Born Generalizada), revelou energia de -50,570 kcal/mol, superior ao
camostat (-25,00 kcal/mol) e préoxima ao ambroxol (-44,48 kcal/mol), ambos utilizados como
controles positivos por serem previamente relatados como inibidores de TMPRSS2. Esses
dados sugerem que a quercitrina possa efetivamente inibir o TMPRSS2, reforcando seu

potencial como produto natural promissor para desenvolvimento antiviral.
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Outras evidéncias da potencial atividade da quercitrina frente ao SARS-CoV-2 foram
obtidas no estudo de Zhang et al. (2022). Os autores empregaram uma analise integrada de
triagem, modelagem molecular e simulacao dindmica no estudo de Saussurea involucrata,
resultando na identificagao da quercitrina como um dos cinco constituintes ativos da espécie,
juntamente com o [-sitosterol, também isolado no presente neste estudo. A quercitrina
apresentou elevada afinidade por mediadores inflamatérios desencadeados pela infeccdo do
SARS-CoV-2, destacando-se IL-1P e IL6, relacionados a tempestade de citocinas, além da
proteina AKR1BI, validada como alvo promissor pelo bom desempenho em simulacdes
dinamicas. Ja o PB-sitosterol mostrou interacdo relevante com CASP8 e CASP3, proteinas
envolvidas na apoptose e resposta celular. De forma geral, os dois compostos demonstraram
atuar de forma multitarget, ou seja, ndo se restringem a um Unico alvo molecular, mas interagem
com diversas proteinas simultaneamente. Essa caracteristica permite modular, de maneira
integrada, multiplas vias bioldgicas associadas a infec¢do causada pelo virus SARS-CoV-2,
incluindo processos de inflamagao, apoptose e estresse oxidativo, o que reforca seu potencial

como candidatos naturais no contexto da COVID-19 (ZHANG et al., 2022).

Além do potencial efeito sobre 0 SARS-CoV-2, a atividade antiviral da quercitrina ja
foi relatada frente a outros virus. Assim, Ling et al. (2020) demonstraram que a quercitrina
isolada da Houttuynia cordata ¢ ativa frente o virus Influenza HIN1. Em experimentos in vivo,
o tratamento com quercitrina (50, 100 e 200 mg/kg) aumentou a sobrevivéncia e o tempo de
vida dos camundongos infectados. Adicionalmente, o tratamento reduziu a perda de peso € a
lesdo pulmonar aguda induzida pelo HIN1, além de preservar a microarquitetura pulmonar e
promover menor infiltragcdo inflamatoria. Em ensaios in vitro, a quercitrina inibiu a replicag@o
viral e a sinalizagdo de TLR nas células. Assim, o tratamento de células RAW 264.7, com o
extrato da Houttuynia cordata (50, 100 e 200 pg/mL) infectadas com HIN1 reduziu de forma
concentracdo-dependente a atividade da neuraminidase (NA) e a proliferacdo viral.
Adicionalmente, a quercitrina foi capaz de restringir a fosforilagdo de NF-kB p65, a
translocagdo nuclear e a secre¢do de citocinas estimuladas por agonistas de TLR. Estes
resultados demostram que a quercitrina interfere tanto na replicacdo viral quanto na ativacdo da

resposta inflamatoria.

De forma geral, os resultados relatados na literatura a partir de estudos in silico
corroboram o papel da quercitrina como molécula bioativa com potencial acdo antiviral. As
evidéncias obtidas por modelagem molecular, docking e simulacdes de dinamica molecular

indicam que a quercitrina apresenta elevada afinidade e estabilidade de interagao com diferentes
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alvos do SARS-CoV-2, destacando-se as proteinas 3CLpro e TMPRSS2, essenciais,
respectivamente, para a replicacdo viral e para a entrada do virus na célula hospedeira. Além
disso, a quercitrina demonstrou capacidade de modular vias inflamatorias e oxidativas
associadas a infeccao viral, como as mediadas por IL-1B, IL-6 e NF-xB, sugerindo um
mecanismo de agdo multifatorial. Diante desse conjunto de evidéncias, € plausivel inferir que a
presenca da quercitrina na fracdo EtOAc contribua de forma efetiva para o efeito antiviral
observado nos ensaios bioldgicos em células calu-3 (item 5.4), atuando de maneira integrada
sobre multiplos alvos moleculares e processos bioldgicos relacionados a infecgdo pelo SARS-
CoV-2. Ressalta-se que os ensaios experimentais envolvendo a quercitrina frente ao SARS-
CoV-2 ainda estdo em desenvolvimento, sendo esses resultados necessarios para validar e
aprofundar os efeitos antivirais previamente observados nos estudos in silico relatados na

literatura.

5.8.5 Isolamento e elucidacio estrutural de AFZ32

A fragdo SFJ432 foi obtida a partir do refracionamento da fracdo EtOAc de T.
phaeocarpa em coluna de Sephadex LH20. A analise por CCD de silica gel desta fragdo exibiu
uma mancha majoritaria amarela, sugerindo a presenga de flavonoide. Apds revelagdo com

anisaldeido sulftrico, essa mancha manteve a coloracao, refor¢ando tratar-se de flavonoide.

A fracdo SFJ432 foi analisada por HPLC-PDA, conforme descrito no item 4.23.2. O
cromatograma resultante (Figura 57) revelou um pico majoritario com tempo de retencao de
18,62 minutos (pico 2), cujo espectro de absor¢dao no UV exibiu Amax em 264,1 e 342,8 nm,

sugerindo tratar-se de glicosideo de flavonol, conforme relatado por Islas-Gardufio et al. (2023).



175

Match Plot
1,20 Peak #2

0.50

AU
v

0.80

0,004 —

0,60+

0,40+

1 e '\l

] | ___I_,.—-—'/.
0,20 ‘ /JL e
— \
o S

L B e e e B S A S S B S S S S S S S e S S S S m S B S S S S e e e B e e
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00

Mnutes

Figura 57: Cromatograma obtido por HPLC-PDA com detec¢do em maxplot para a fragdo
SFJ432 oriunda do refracionamento da fragdo de EtOAc de 7. phaeocarpa. O espectro no UV

¢ referente ao pico 2 com tr = 18,62 min.

A purificacdo do pico 2 identificado na fracao SFJ432 foi realizada por HPLC em escala
preparativa, utilizando eluicdo em gradiente em corrida de 45 minutos. O perfil cromatografico
obtido por HPLC em escala preparativa para a fragdo SFJ432 est4 ilustrado na Figura 58. Apds
a coleta e combinagdo dos eluatos correspondentes ao pico 2 com tempo de retengao tr = 12,56
minutos, provenientes das 4 injegdes, foi obtida uma massa total de 7 mg (item 4.23.). Vale
ressaltar que todas as 4 injecOes apresentaram alta reprodutibilidade, com perfis

cromatograficos semelhantes.

Apo6s aremocao do eluato correspondente ao pico 2, foi obtido como um sélido amarelo,
o qual foi denominado de substancia AFZ32. O espectro de absor¢ao no UV (Figura 59),
registrado online para AFZ32 pelo detector de arranjo de fotodiodos (PDA) acoplado ao sistema
UPLC-PDA-ESI-MS/MS, apresentou Amax em 263 e 345 nm. Essas bandas sdo caracteristicas
de flavonoides do tipo flavonol, em que a absor¢ao em torno de 260-270 nm (banda II) esta
associada as transicdes eletronicas do anel benzénico A, enquanto a absor¢ao mais intensa na
regido de 340-370 nm (banda I) ¢ atribuida as transi¢des do sistema conjugado do anel B. O

perfil observado, portanto, evidencia a presenca de um sistema aromatico conjugado



176

3004 I
J q
1(1
R u
] J',
2507 -7 2
cn/
] N
1 —
2007 -
- ]
< 1.504
1.004
4 ©
0507 @
4 <
a A\
0007 o
; ————————————————————————————
0.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 4000 4500

Minutes

Figura 58: Cromatograma obtido por HPLC-UV em escala preparativa para a fracdo SFJ432

com detec¢dao em 350 nm. Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental, item 4.23.2.
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Figura 59: Cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para a substancia AFZ32
com deteccdo no UV (roxo) e por MS nos modos de ionizagdo positivo (ESI+) (vermelho) e
negativo (ESI-) (verde). Condi¢des cromatograficas e espectroscopicas: vide Parte

Experimental, item 4.23.2.

O cromatograma obtido no UPLC-PDA-ESI-MS/MS (Figura 60) indicou que a
substancia AFZ32 possui tempo de retengdo de 3,69 minutos. Nos espectros de massa, foram

observados ions com m/z 431 Da no modo negativo de ionizagdo e 433 Da no modo positivo
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de ionizagdo, indicando que a massa molar da substancia ¢ de 432 Da (Figura 60). Além disso,
foram detectados sinais de dimeros em m/z 863 [2M—H] e m/z 865 [2M+H]*, confirmando a
massa molecular de aproximadamente 432 Da. Também se observou um fragmento em m/z 287

no modo de ionizagdo positivo, correspondente a aglicona do flavonoide, apds a perda do

;
monossacarideo.
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Figura 60: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para a substancia AFZ32 obtida
do refracionamento de EtOAc de T. phaeocarpa adquiridos no (a) UV e por MS nos modos de
1onizacao (b) negativo (ESI-) e (c) positivo (ESI+).

Para a elucidagdo estrutural da substancia AFZ32, foram obtidos espectros de RMN
mono e bidimensionais. No espectro de RMN de 'H (Figura 61), identificaram-se doze sinais
de ressonancia. Os dupletos centrados em 6,19 ppm (d, /=1,92 Hz) e em 6,39 ppm (d, J = 1,92
Hz) foram atribuidos aos prétons H-6 e H-8 do anel A. Adicionalmente, observaram-se dois
dupletos centrados em 7,73 ppm (d, J = 8,7 Hz) e 6,89 ppm (d, J = 8,7 Hz), correspondentes
aos hidrogénios H-2’/H-6’ e H-3’/H-5’, respectivamente (SUEDEE et al., 2013). A analise do
espectro de RMN de 'H (Figura 61) revelou a presenga de um dupleto centrado em 5,27 ppm
(/= 1,2 Hz), atribuido ao hidrogénio anomérico (H-1") da unidade de acticar. O baixo valor da
constante de acoplamento escalar ¢ compativel com a estereoquimica a da ligagdo glicosidica,
embora nao permita, isoladamente, definir a identidade do actcar. No espectro de "C,
observou-se o sinal do carbono anomérico (C-1") em 103,5 ppm, estd dentro da faixa esperada
para carbonos anoméricos glicosilados. Além disso, foi identificado um dupleto centrado em

0,78 ppm (d, J = 6,0 Hz) com integral correspondente a trés hidrogénios, caracteristico de um



178

grupo metila. Esse padrdo, associado aos deslocamentos quimicos observados, que estdo em
concordancia com dados descritos por Lee et al. (2014), sustenta a atribuicdo da unidade

monossacaridica como sendo a-L-ramnopiranosideo (Tabela 21).

Figura 61: Espectro de RMN de 'H obtido para a substancia AFZ32 e expansdes (DMSO-ds,
600 MHz).
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Tabela 21: Dados de RMN de 'H obtidos para a substancia AFZ32 (DMSO-ds, 600 MHz) e

dados da literatura relatados para o canferol-3-O-a-L-ramnosideo (afzelina) (*DMSO-ds;

bacetona ds).

'H | AFZ326 (ppm) 2Afzelina bAfzelina
J (Hz) (Lee et al., 2014) (Romero-Benavides et al., 2023)
(400 MHz) (500 MHz)c

1 - - -

2 - - -

3 - - -

4 - - -

5 - - -

6 6,19 (d,J 1,9 6,19 (d, J 2,4 Hz) 6,26 (d, J 2,0 Hz)
Hz)

7 -

8 6,39 (d,J 1,9 6,36 (d, J2,2 Hz) 6,47 (d, J 2,0 Hz)
Hz)

9 - - -

10 - - -

B

2 7,73 (d, J 8,8 7,76 (d, J 8,6 Hz) 7,86 (d, 8,5 Hz)
Hz)

3 6,89 (d, J 8,8 6,93 (d, J 8,8 Hz) 7,01 (d, 9,0 Hz)
Hz)

4 - - -

5 6,89 (d, J 8,8 6,93 (d, J 8,8 Hz) 7,02 (d, J 9,0 Hz)
Hz)

6’ 7,73 (d, J 8,8 7,76 (d, J 8,6 Hz) 7,84 (d, J 8,5 Hz)
Hz)

1” 527(d,J1,2 5,36 (1H, d,J 2,2 Hz 5,54 (d,J 1,5 Hz)
Hz)

2” 3,91 (m) 4,21 (dd,J1,7e3,42 4,21 (m)

Hz)
3” 3,45 (dd, J 3,24 3,71 (m) 3,67 (m)
¢ 9,06 Hz)
4> 3,03 3,60 (m) 3,3 (m)
(sobreposto)

5” 3,08 (m) 3,47 (m) 3,32 (m)

6” 0,78 (d, J 6,06 0,91 (d, J 5,6 Hz) 0,89 (d, J 6,0 Hz)
Hz)
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Jano espectro de RMN de *C (Figura 62) foram identificados 19 sinais de ressonancia,
nimero compativel com um flavonoide monoglicosilado. Essa proposta ¢ sustentada pela
presenca de um sinal em 101,76 ppm, tipico de carbono anomérico (C-1""), bem como pelo
sinal em 17,4 ppm, atribuido ao carbono C-6’" de um grupo metila, caracteristico da ramnose.
Esses sinais indicam a existéncia de uma unidade de acucar ligada ao nucleo flavonoidico
conforme dados relatados por After et al. (2022). A analise do subespectro DEPT-135 auxiliou
na identificacdo dos carbonos metinicos e do carbono metilico presentes na estrutura da
substancia. Identificou-se, também, o sinal do carbono carbonilico em 177,6 ppm, evidenciado
por sua auséncia no DEPT-135, caracteristica esperada para carbonos nao hidrogenados
(Figura 63). Além disso, foram detectados trés sinais entre 159,9 e 164,4 ppm, correspondentes
a carbonos ndo hidrogenados ligados a hidroxilas fendlicas, que também ndo aparecem no
DEPT-135. No total, a auséncia de nove sinais de carbonos ndo hidrogenados reforca a
caracteristica estrutural de um esqueleto flavonoidico tipico, composto pelas unidades Ce-Cs-

Cs (KUMAR; PANDEY, 2013; CARDOSO et al., 2013).

Adicionalmente, no espectro de RMN de *C (Figura 62) foram detectados dois sinais
em 98,7 ppm e 93,7 ppm, que foram atribuidos aos carbonos C-6 e C-8 do anel A,
respectivamente (CARDOSO et al., 2013). Esses valores de deslocamentos quimicos indicam
que os carbonos estdo ligados a 4&tomos ou grupos que reduzem a densidade eletronica, como
atomos de oxigénio, indicando a substituigdo com grupos hidroxila. Além disso, foram
observados os sinais em 136,48 ppm e 158,72 ppm, atribuidos aos carbonos olefinicos C-3 e C-

2, respectivamente.
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Figura 62: Espectro de RMN de '3C obtido para a substancia AFZ32 (DMSO-ds, 150 MHz).
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Por sua vez, a andlise do subespectro DEPT-135 (Figura 64) na regido entre 17,4 ¢
130,5 ppm revelou a presenga de dez sinais de ressonancia. Os sinais entre 70,0 ¢ 71,8 ppm € o
sinal em 101,7 ppm foram atribuidos a carbonos oximetinicos, tipicos da estrutura de agucares.
Adicionalmente, foi identificado um sinal em 17,4 ppm, associado ao carbono metilico C-6” da

unidade ramnosidica, conforme dados relatados na literatura por Suedee et al. (2013).

Essa interpretacdo espectral encontra suporte adicional ao se comparar os valores de
deslocamento quimico obtidos (Tabela 22), que apresentam forte concordancia com aqueles
descritos anteriormente para o canferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo (afzelina) (93) (ISLAS-

GARDUNO et al., 2023).
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Tabela 22: Atribuico dos sinais de RMN de *C da sustancia AFZ32 (DMSO-de, 150 MHz) e
comparagio com dados da literatura para a afzelina (DMSO-de, 75 MHz e 100 MHz).

o e~ Afzelina Afzelina

13C Azirr‘ll;‘i‘s‘f;’:f;é"s ﬁ(Fanz) (*Cardoso et al., 2013) | (*Lee et al., 2014)
PP 3 (ppm) 3 (ppm)

1 - - -
2 C 157.1 157.8 158.62
3 C 134.1 134.0 136,15
4 C=0 177.6 177.6 179.35
5 COH 1612 1619 1632
6 CH 98.7 98.5 100,06
7 COH 164.4 164.1 166.6
8 CH 93.7 93.5 94,92
9 C 156.5 156.8 15924
10 C 104.0 103.9 105,73
E C 1204 121.8 122,62
2 CH 1305 130.3 131.9
3 CH 1153 1153 116,54
4 COH 159.9 1613 161,63
5 CH 115.3 1153 116,54
6 CH 1305 130.3 131.9
1 CH 101.7 101.9 1035
2 CH 70.2 70.4 72,09
3” CH 70.6 70.6 72.04
4 CH 71.0 70.8 73,17
57 CH 70.0 69.8 71,92
6 CH, 17.4 16.6 17.66

As atribuigdes dos sinais de ressonancia dos hidrogénios da unidade de agucar foram

realizadas por meio de correlagdes homonucleares observadas no espectro COSY (Figura 65).

Os deslocamentos quimicos dos protons analisados apresentaram correspondéncia com os

valores descritos por Lee et al. (2014). O acoplamento vicinal (3Jaa) entre H-3” ¢ H-4” foi

claramente identificado, enquanto o hidrogénio H-6" destacou-se como o Unico com integral

correspondente a trés hidrogénios, confirmando seu acoplamento com H-5" (3J), permitindo a

atribui¢ao dos sinais.
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Figura 65: Mapa de correlagdo mononuclear COSY obtido para a substancia AFZ32 (DMSO-ds; 600 MHz,).
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Os experimentos de HMBC foram fundamentais para confirmar a atribuicao de alguns
sinais de ressonancia de AFZ32 e confirmar sua identificagdo como sendo a afzelina. Assim, o
mapa de correlagdbes HMBC (Figura 66) indicou mancha de correlacdo entre o hidrogénio
anomérico H-1" em 5,23 ppm e o carbono C-3 em 6 134,1 ppm indicando a ligagao da unidade

ramnosidica no carbono C-3 da aglicona, conforme descrito por Lee et al. (2014).

Adicionalmente, observa-se mancha de correlagao entre o sinal de H-6" (0,78 ppm) € os
carbonos C-5" (70,05 ppm) e C-4" (71,8 ppm), possibilitando atribuir inequivocamente o
carbono metilico (CHs) da ramnose. Os demais hidrogénios da unidade de agucar também
foram inequivocamente atribuidos através de um conjunto de correlacdes observadas nos
experimentos de HMBC e COSY. As seguintes correlagdes (2/ a e %J) foram identificadas no
mapa de contornos HMBC: H-1" com C-3 e C-2"; H-2" com C-1" e C-3"; H-3" com C-2" ¢ C-
4"; H-4" com C-3" ¢ C-5"; e H-5" com C-4" ¢ C-6". Adicionalmente, as correlagdes vicinais no
experimento COSY (*H-'H) confirmaram a conectividade sequencial entre os hidrogénios H-
1"/H-2"/H-3"/H-4"/H-5". Este conjunto completo de dados define a sequéncia spin-spin de O-
C1"-C2"-C3"-C4"-C5"-C6" confirmando as atribui¢des estruturais do monossacarideo, que esta
em concordancia com os valores de deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento

escalar descritos para a unidade de a-L-ramnose na afzelina (LEE et al., 2014).
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Figura 66: Mapa de contorno heteronuclear HMBC demonstrando as correlagdes entre os sinais de ressonancia de 'H e '*C via 3J para a substancia

AFZ32 (600 MHz para 'H e 150 MHz para '3C; DMSO).
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Para concluir a identificagdo estrutural de AFZ32, foram realizados experimentos de
HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence). Esse método de espectroscopia de
RMN ¢ amplamente utilizado para identificar correlagdes entre dtomos de hidrogénio e os
carbonos diretamente ligados, por meio de acoplamentos escalares de uma tnica ligagdo 'J
(IGGO et al., 2008). O mapa de contorno gerado por HMQC (Figura 67) permitiu correlacionar
diretamente os sinais de hidrogénio aos respectivos carbonos a que estdo ligados, contribuindo
significativamente para a determinagdo precisa da estrutura quimica de AFZ32 como sendo a

afzelina.

A andlise do espectro de HMQC foi fundamental para a atribui¢do inequivoca dos sinais
de hidrogénio e carbono da molécula. No anel A, as correlagdes diretas entre H-6 e C-6 (6,18 ¢
98,7 ppm) e entre H-8 ¢ C-8 (6,35 ¢ 93,9 ppm) foram claramente observadas. No anel B, os
sinais dos pares de hidrogénios magneticamente equivalentes foram confirmados pelas
correlacdes entre H-2°/H-6" e C-2°/C-6’ (6,89 € 115,3 ppm) e entre H-3’/H-5" ¢ C-3°/C-5" (7,73
e 130,5 ppm). Para a unidade de a-L-ramnose, todas as correlacdes foram identificadas,
incluindo H-1"/C-1" (5,27 e 101,7 ppm), H-2"/C-2” (3,45 ¢ 70,6 ppm), H-3"/C-3" (3,45 ¢ 70,6
ppm), H-47/C-4” (3,08 e 71,0 ppm), H-5/C-5" (3,12 e 70,5 ppm) e H-6"/C-6" (0,78 e 17,45
ppm). Todos os deslocamentos quimicos observados demonstram concordancia com os dados
previamente relatados por Akter et al. (2022), comprovando a identificagdo da substancia como

afzelina.

Sendo assim, este trabalho representa o primeiro relato de isolamento e caracterizagao
do glicosideo de flavonol afzelina (canferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo) em 7. phaeocarpa.
Estudos fitoquimicos anteriores com a espécie 7. phaeocarpa relataram a ocorréncia de outros
glicosideos de flavonoides (GOMES et al., 2021), mas a afzelina nao havia sido previamente
identificada como um constituinte quimico da espécie. Todavia, a ocorréncia da afzelina ja foi

relatada em diferentes espécies e gé€neros (YANG et al., 2025; MERINGOLO et al., 2022).
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Sua potencial atividade biologica foi relatada frente ao SARS-CoV-2 em ensaios in
silico. Raj et al. (2022) realizaram estudos de docking molecular e de dindmica molecular da
afzelina com a proteina Mpro do SARS-CoV-2. No estudo de docking a afzelina apresentou
afinidades de —9,02 kcal/mol (VINA) e —11,36 kcal/mol (AutoDock), interagindo com His41,
Metl165, Glul66, Asp187 e GIn189 via dez ligagdes n- € uma ligacdo de hidrogénio, indicando
potencial de ligacdo ao sitio ativo. J& os estudos de dindmica molecular de 100 nanosegundos
mostraram variacao de energias de —100 a 300 kcal/mol, sugerindo menor estabilidade do
complexo do sitio ativo, como também, flutuagdes maiores da espinha dorsal, ou seja,
movimentos mais amplos da cadeia principal da Mpro, refletindo maior flexibilidade ¢ menor
estabilidade do complexo em comparacao a isoginkgetina (94), biflavonoide utilizado também

avaliado no estudo de docking (RAJ et al., 2022).

%4)

Estudos de docking molecular realizados por Makati et al. (2022) demonstraram que a
afzelina apresenta forte afinidade de interagdo com multiplos alvos proteicos do SARS-CoV-2,
especialmente com a proteina Mpro, para a qual apresentou energias de interacdo mais
negativas entre os trés compostos testados (afzelina, trifolina e canferol): (Figura 68) —346,70
kcal/mol (cadeias polipeptidicas da proteina alvo AC), —347,65 kcal/mol (cadeia BD) e —42,77
kcal/mol (cadeias polipeptidicas da proteina alvo ABCD). A andlise detalhada das interagdes
revelou que a afzelina forma uma rede complexa de ligagdes, incluindo ligacdes de hidrogénio
com Lys5 e Trp207, ligagdes de van der Waals em Phe3, Arg4, Argl31, Gly138, Leu282,
Gly283, Ser284, Leu286, Glu288, Asp289 e Phe291, além de ligagdes Pi-Sigma e hidrogénio-

carbono. Embora algumas interacdes desfavoraveis tenham sido observadas (como Pi-Alquil
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em Leu283 e Lys5), a predominancia de interagdes estaveis sugere que a afzelina se liga de
forma eficiente ao sitio ativo da 3CLpro. Em outros alvos proteicos, a energia de interagdo mais
negativa variou conforme o composto: para RdRp Nsp7 Nsp8, a trifolina apresentou maior
afinidade (=310,87 kcal/mol), enquanto para PLpro e Nspl, a afzelina novamente mostrou
interagdes mais favoraveis (—190,23 e —286,89 kcal/mol, respectivamente). A proteina Nsp3 e
o receptor ECA2 apresentaram maior afinidade pela trifolina (—334,97 ¢ —307,96 kcal/mol),
evidenciando que diferentes flavonoides podem apresentar seletividade distinta conforme a
proteina alvo (MAKATI et al., 2022). Vale destacar que a trifolina e a afzelina sdo O-
glicosideos do canferol em C3, sendo a por¢cdo monossacaridica da primeira a galctose e da
segunda a ramnose. A variacdo na natureza do agucar pode alterar a polaridade, a flexibilidade
e a capacidade de formar ligagdes de hidrogénio do composto, influenciando sua afinidade e

seletividade pelos diferentes alvos proteicos.

(0]

Afzelina

Trifolina ",

Figura 68: Comparacao estrutural entre a canferol, afzelina e a trifolina, diferengas entre os
acucares ligados (ramnose na afzelina e galactose na trifolina) e estereoquimica das hidroxilas

em C-3" e C-4”.

Além da potencial atividade antiviral observada frente ao SARS-CoV-2, um estudo
recente de Nopkuesuk et al. (2025) demonstrou que a afzelina também apresenta efeito contra
o virus da influenza A. Os resultados de docking molecular indicaram que a afzelina interage

de maneira robusta com residuos criticos do sitio ativo da neuraminidase (NA), formando nove



193

ligacdes de hidrogénio com Glul19, Ile149, Argl52, Glu228, Arg225, Glu278 e Arg293, além
de multiplas interagdes hidrofobicas, incluindo m-cation, w-alquil e alquil-alquil, com Lys150,
Argl52, Arg293 e Arg368. Essas interagdes sugerem um mecanismo de inibicdo capaz de
bloquear a atividade catalitica da neuraminidase, essencial para a liberagdo viral e propagacao
para células adjacentes. Além disso, a afzelina mostrou forte afinidade pelo dominio de ligagao
cap-2 da RNA polimerase viral (PB2), formando cinco ligacdes rigidas de hidrogénio e diversas

interacdes 1 e hidrofébicas com residuos altamente conservados, incluindo Lys339, Arg366,

His357, Phe323, Phe363 e Phe404 (NOPKUESUK et al., 2025).

Considerando os dados disponiveis na literatura, obtidos a partir de estudos in silico,
infere-se que a afzelina apresenta propriedades estruturais e eletronicas que favorecem sua
interagdo com proteinas virais envolvidas em etapas criticas do ciclo replicativo do SARS-CoV-
2. Nesse contexto, a contribuicdo da afzelina para a atividade antiviral observada na fra¢ao
EtOAc de T. phaeocarpa pode estar associada a sua capacidade de interagir de com proteinas
virais envolvidas na replicagdo e maturacdo do SARS-CoV-2, sustentando a hipdtese de que
este flavonol glicosilado atue como um dos constituintes bioativos responsaveis pelo efeito
antiviral da fracdo EtOAc, ensaiadas em células calu-3 frente ao SARS-CoV-2 e os ensaios in

silicos relatados na literatura.

Ressalta-se que os ensaios experimentais envolvendo a afzelina frente ao SARS-CoV-2
ainda estdo em desenvolvimento, sendo esses resultados necessarios para validar e aprofundar

os efeitos antivirais previamente observados nos estudos in silico relatados na literatura.
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6. CONCLUSAO

A abordagem quimiossistematica adotada mostrou-se eficaz para a identificagdao de
extratos vegetais com potencial antiviral frente ao betacoronavirus MHV-3, um modelo
bioldgico relevante para a avaliacdo de potenciais agentes anti-SARS-CoV-2. A triagem
resultou na identificagdo dos extratos de Baccharis grandmucromata € Terminalia phaeocarpa
com atividade antiviral. O fracionamento biomonitorado do extrato etandlico de 7. phaeocarpa
indicou que os constituintes antivirais estdo distribuidos em todas as fragdes obtidas (n-
hexanica, diclorometanica, acetato de ctila e hidrometanolica). No entanto, observou-se maior
inibi¢do da replicacdo viral nas fracOes n-hexadnica e diclorometanica, sugerindo que
metabolitos de menor polaridade desempenham papel particularmente relevante na atividade

observada.

A caracterizagdo quimica da fracdo n-hexanica por GC-MS permitiu a identificagdo de
hidrocarbonetos, um triterpeno e um fitoesterol. Adicionalmente, analises por RMN de dois
solidos obtidos a partir do refracionamento dessa fracdo possibilitaram a identificacdo de B-

sitosterol e B-amirina, ambos descritos pela primeira vez em 7. phaeocarpa.

Os extratos de B. grandmucromata e T. phaeocarpa, bem como as fragdes derivadas
deste ultimo, foram avaliados em células humanas Calu-3 infectadas com SARS-CoV-2 e
promoveram reducdo do titulo viral, corroborando o efeito anti-betacoronavirus observado
frente ao MHV-3. A fragdo em acetato de etila foi a mais ativa contra o SARS-CoV-2, e seu
estudo fitoquimico resultou no isolamento e identificacio de dois flavonoides
monoglicosilados, quercitrina (quercetina-3-0-o-L-ramnosideo) e afzelina (canferol-3-O-a-L-

ramnosideo), cuja ocorréncia na espécie ¢ inédita.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS DE iONS TOTAIS
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Figura 69: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS de GFJ10. Condicdes de
analises: vide Parte Experimental, item 4.21.5. Compostos: 1= heptacosano; 2 = nonacosano;
3= hentriacontano.
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Figura 70: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS de GFJ12. Condicdes de
analises: vide Parte Experimental, item 4.21.5. Compostos: 1= tricosano; 2 = tretacosano;
3=pentacosano; 4= hexacosano; 5=heptacosano; 6= nonacosano; 7= hentriaconato.
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Figura 71: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS de RFJ900. Condig¢des de
analises: vide Parte Experimental, item 4.21.5. Composto: B-amirina.
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Figura 72: Espectro de massas obtido por GC-MS de RFJ900. Condi¢des de analises: vide
Parte Experimental, item 4.21.5. Composto: B-amirina.
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Figura 73: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS de RFJ1135. Condigdes de
analises: vide Parte Experimental, item 4.21.5. Composto: 3-sitosterol.
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Figura 74: Espectro de massas obtido por GC-MS de RFJ1135. Condigdes de analises: vide
Parte Experimental, item 4.21.5. Composto: B-sitosterol.
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APENDICE B - Cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS
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Figura 75: Cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS para o extrato etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no UV (roxo). No

cromatograma foram registrados picos com tr = 0,48 (a), tr = 1,07 (b), tr = 2,70 (¢), tr = 6,95 (d), tr = 7,22 (e), tr = 15,92 (), tr = 16,42 (g), tr =
48,01 (h), tr = 55,79 (i).
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27_10_222_TP_Hex

27_10_222 TP_Hex 3: Diode Array

. 0.48 Range: 3.73e+1
2.0e+1]
2
1.Oe+’|*E 48.02 55.79
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00 T L I L L I I T T T T T T T T T T TrrT T T R B L N T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
27_10_222_TP_Hex 2: Scan ES-
100~ 52.60. 53.67_54.49 TIC
] 47.75 50.56. 563 1.58e9
1 0.56 47.90 :
] 195621202191 2964 2707 3064 3284 3564 871 4004 4269 4627
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o< ]
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Figura 76: Cromatograma obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para a fracdo n-hexanica de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV e por MS nos
modos de ionizagdo (b) negativo (ESI-) e (c) positivo (ESI+).
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27_10_222_TP_DCM

27_10_222_TP_DCM 3: Diode Array

0.48 Range: 3.841e+1
2.0e+1-
n2 7
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E 20.19
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Figura 77: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para a fragdo DCM de T. phaeocarpa adquiridos no (a) UV e por MS nos modos de
ionizacao (b) negativo (ESI-) e (c) positivo (ESI+).



228

APENDICE C - Espectros obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS/MS

coluna codigo C10_condicao tese JH

01_02_2023_amostra_ExtPhal_Jane_60min 653 (0.543) 3: Diode Array
259 5.799e-2

A

5.56-2-

5.0e-2-

4502

4.0e-2

3.56-2-

3.0e-2-

2502

AU

2.0e-24

15627

] 377
1.0e-2

5.0e-3-

0" e T A e e e e e e e ey T
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Figura 78: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico A do extrato etandlico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com

maximos de absor¢ao em 259 e 377 nm.
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coluna codigo C10_condicao tese JH
01_02_2023_amostra_ExtPhal_Jane_60min 1365 (1.137) 3: Diode Array
11 1.43e-1
1.4e-1 B

258
1.3e-1
1.2e-1
1.1e-1
1.0e-1
9.0e-2

8.0e-2

AU

7.0e-2
6.0e-2
5.0e-2
4.0e-2
3.0e-2 377

2.0e-2

1.0e-2
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210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Figura 79: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico B do extrato etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com

maximos de absor¢ao em 258 e 377 nm.
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coluna codigo C10_condicao tese JH
01_02_2023_amostra_ExtPhal_Jane_60min 3204 (2.669) 3: Diode Array
216 1.596e-1

258 C
1.5e-1

1.4e-1
1.3e-1
1.2e-1
1.1e-1
1.0e-1
9.0e-2

8.0e-2

AU

7.0e-2
6.0e-2
5.0e-2
4.0e-2
3.0e-2 378
2.0e-2

1.0e-2
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210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Figura 80: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico C do extrato etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com

maximos de absor¢do em 258 e 378 nm.
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coluna codigo C10_condicao tese JH
01_02_2023_amostra_ExtPhal_Jane_60min 8304 (6.920) 3: Diode Array
216 2.803e-1
2.8e-1
D
2.6e-1

2.4e-1
259
2.2e-1
2.0e-1
1.8e-1
1.6e-1

1.4e-1

AU

1.26-1
1.0e-1
8.0e-2
6.0e-2
4.0e-2 382

2.0e-2
485
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210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Figura 81: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico D do extrato etandlico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com

maximos de absor¢ao em 259 e 382 nm.
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coluna codigo C10_condicao tese JH

01_02_2023_amostra_ExtPhal_Jane_60min 8686 (7.238) 3: Diode Array
215 4.093e-1

h E

3.59-1% 259

3.0e-1]

2561

AU

2.0e-1]

1.56-1]

1.0e-11

1 382
5.0e-21

.01 e e e e A 7 TR e e e e e e e e ety A
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Figura 82: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico E do extrato etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com

maximos de absor¢ao em 259 ¢ 382 nm.
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coluna codigo C10_condicao tese JH
01_02_2023 amostra_ExtPhal_Jane_60min 19102 (15.920) 3: Diode Array
217 1.613e-1
1.6e-1 E

1.5e-1
1.4e-1
1.3e-1
1.2e-1
1.1e-1
1.0e-1 256
9.0e-2

8.0e-2

AU

7.0e-2
6.0e-2
5.0e-2
4.0e-2
3.0e-2
2.0e-2

1.0e-2
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Figura 83: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico F do extrato etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com

maximos de absor¢do em 256 e 378 nm.
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coluna codigo C10_condicao tese JH

01_02_2023_amostra_ExtPhal_Jane_60min 19505 (16.256) 3: Diode Array
210 1.278e-1

3 G

1.2e-17

1.1e-14

1.0e-14

9.0e-27

8.0e-21

7.0e-2]
E 255

6.0e-2

AU

5.0e-2-

4.0e-2] 348

3.0e-27

2.0e-2§ 485

1.0e-24
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Figura 84: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico G do extrato etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com
maximos de absor¢do em 255 e 348 nm.
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coluna codigo C10_condicao tese JH
01_02_2023_amostra_ExtPhal_Jane_60min 57641 (48.006) 3: Diode Array
223 3.075e-1
3.0e-1 H
2.8e-1
2.6e-1
2.4e-1
2.2e-1
2.0e-1
1.8e-1

1.6e-1

AU

1.4e-1

1.2e-1
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8.0e-2

6.0e-2

4.0e-2 485
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Figura 85: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico H do extrato etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com

maximos de absor¢ao em 223 ¢ 277 nm.
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coluna codigo C10_condicao tese JH
01_02_2023_amostra_ExtPhal_Jane_60min 67005 (55.793) 3: Diode Array
224 3.76e-1
I

3.5e-1
3.25e-1
3.0e-1
2.75e-1
2.5e-1
2.25e-1

2.0e-1

AU

1.75e-1
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1.25e-1
1.0e-1
7.5e-2
5.0e-2 485

2.5e-2
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Figura 86: Espectros obtidos por UHPLC-PDA-ESI-MS/MS para o pico I do extrato etanolico de 7. phaeocarpa adquiridos no (a) UV, com

maximos de absor¢ao em 224 nm.
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