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RESUMO

MARTINS, T.S. PROSPECC;AO QUiMICA E AVALIAQAO DA ATIVIDADE
ANTIVIRAL DE Byrsonima aerugo SAGOT. CONTRA ARBOVIRUS
EMERGENTES. 2025. 40 f. Dissertacéo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacao em
Ciéncias Farmacéuticas, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Para,
Belém, 2025.

As arboviroses representam um desafio significativo para a saude publica,
demandando a busca por novas alternativas terapéuticas. Neste estudo, investigou-
se o perfil fitoquimico e a atividade antiviral dos extratos de Byrsonima aerugo, com
foco nos virus Mayaro (MAYV), Oropouche (ORQV), Zika (ZIKV) e Chikungunya
(CHIKV). A andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS) revelou a presenca predominante de flavonoides e acidos fendlicos,
compostos reconhecidos por seu potencial bioativo. Os ensaios antivirais
demonstraram que o0s extratos aquosos, em especial o Extrato Aquoso da
Entrecasca (EAE), apresentaram os melhores indices de seletividade (IS), com
destaque para o CHIKV (IS = 18,78) e 0 OROV (IS = 10,95). Além disso, 0 extrato
etandlico do caule (EECaule) exibiu atividade relevante contra o CHIKV (IS = 12,5).
Esses achados indicam que 0os compostos presentes nos extratos podem atuar
inibindo mecanismos- chave da multiplicacao viral, tornando-se
candidatos promissores para o desenvolvimento de novos farmacos
antivirais. Estudos futuros incluirdo ensaios in vivo e investigacfes detalhadas dos

mecanismos de acdo dos compostos bioativos identificados.

Palavras-chave: Byrsonima aerugo; flavonoides; arboviroses; atividade antiviral;

fitoquimicos.



ABSTRACT

Arboviruses represent a significant challenge for public health, requiring the search
for new therapeutic alternatives. This study investigated the phytochemical profile
and antiviral activity of Byrsonima aerugo extracts, focusing on the Mayaro (MAYV),
Oropouche (OROV), Zika (ZIKV) and Chikungunya (CHIKV) viruses. Analysis by
liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS) revealed the
predominant presence of flavonoids and phenolic acids, compounds recognized for
their bioactive potential. The antiviral tests showed that the aqueous extracts,
especially the Aqueous Extract of the Entrecasca (EAE), had the best selectivity
indices (IS), especially for CHIKV (IS = 18.78) and OROQOV (IS = 10.95). In addition,
the ethanolic extract of the stem (EECaule) showed significant activity against
CHIKV (SI = 12.5). These findings indicate that the compounds present in the
extracts may act by inhibiting key mechanisms of viral replication, making them
promising candidates for the development of new antiviral drugs. Future studies will
include in vivo assays and detailed investigations into the mechanisms of action of

the bioactive compounds identified.

Keywords: Byrsonima aerugo; flavonoids; arboviruses; antiviral activity;

phytochemicals.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses, doencgas virais transmitidas por vetores, constituem um desafio
global a saude publica, pois manifestam-se como um fenbmeno recorrente em
diferentes partes do globo principalmente em paises tropicais, como o Brasil
(FRITZELL et al., 2018; DONATELI; CAMPOS, 2023). Dentre as arboviroses de
maior relevancia, pode-se destacar a febre Chikungunya, a Zika, a Mayaro e a
Oropouche, as quais apresentam sintomas que variam de leves a graves, podendo
evoluir para complicacdes que levam ao 6bito, em conformidade com Pereira et al.
(2021). Embora representem uma ameaca a populacéo, as estratégias de controle e
prevencdo das arboviroses ainda sdo ineficazes no Brasil, o que demanda a
implementacéo de estratégias de controle vetorial, de investimento em pesquisas e
de adocéo de politicas publicas eficazes para a mitigagao dessas doencas (GIRARD
et al., 2020; SILVA et al., 2021).

De acordo com os dados mais recentes do Ministério da Saude (2024), a
Chikungunya apresentou, no primeiro semestre de 2024, 233.225 casos notificados,
revelando uma taxa de incidéncia de 114,9 casos por 100 mil habitantes, e 134 6bitos
confirmados (BRASIL, 2024). Em relacdo ao Zika, no mesmo periodo de 2024, foram
notificados 8.519 casos provaveis, sendo que a Regido Nordeste apresentou uma taxa
de incidéncia de 2,1 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2024). Ademais, foram
registrados 6.976 casos de febre do Oropouche, sobretudo na regidao amazoénica,
considerada endémica para a doenca, partindo de amostras analisadas a partir da
técnica RT-PCR (BRASIL, 2024). O arbovirus Mayaro esta sendo investigado devido
a sua expansao crescente. Por isso, na comunidade cientifica, observa-se um
crescente interesse pelo estudo de propriedades antivirais em compostos naturais,
com enfoque em plantas, a fim de identificar compostos com potencial farmacolégico
para o tratamento dessas doencas.

Segundo Costa (2019), a Amazodnia, por ser o maior bioma brasileiro, deve ser
um foco prioritario para a investigagdo de novos compostos antivirais, visto que abriga
uma rica biodiversidade compostas por milhares de metabdlitos presentes na flora
local. Nesse contexto, a prospecc¢do de compostos bioativos em plantas, como as do
género Byrsonima, amplamente utilizado na medicina tradicional, € fundamental para

o0 desenvolvimento de novos medicamentos, podendo oferecer alternativas
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terapéuticas eficazes e seguras para o tratamento de doencgas infecciosas, como as
causadas porbarbovirus, além de integrar o conhecimento tradicional a validacao
cientifica, expandindo as possibilidades de aplicacfes fitoterapicas.

Sua utilizacao tradicional abrange varias partes da planta, incluindo raiz, caule,
folhas e frutos, para fins medicinais, alimentares e comerciais. De acordo com estudos
etnobotanicos, o género Byrsonima €& amplamente reconhecido pelo seu uso
tradicional terapéutico, que inclui atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antioxidante e cicatrizante, por exemplo, a espécie B. crassifolia (L.) HBK, além
dessas atividades, apresenta também a acao analgésica, conforme Oliveira et al.
(2017). Além disso, observa-se que a presenca de metabolitos secundarios, incluindo
flavonoides, como catequina, epicatequina e rutina, aléem de glicosideos, taninos e
triterpenos, esta associada as atividades terapéuticas (HERRERA-RUIZ et al., 2011,
RAMOS et al., 2020; SILVA et al., 2022; DE LA CABEZA-FERNANDEZ et al., 2023).

Portanto, ao considerar os compostos fitoquimicos bioativos encontrados
emdiversas espécies de Byrsonima, infere-se que essas plantas apresentam
potencial antiviral, destacando-se a espécie Byrsonima aerugo, que € pouco
explorada em termos de propriedades medicinais e fitoquimicas. Diante disso, 0
presente estudo buscou explorar os potenciais farmacoldgicos, terapéuticos e
biologicos da espécie a fim de caracterizar a sua composic¢ao fitoquimica, bem
como investigar seu potencial antiviral. Consequentemente, este estudo visa
contribuir de maneira significativa para a exploracao de alternativas terapéuticas no
combate as arboviroses, ampliando as perspectivas de tratamento por meio de

compostos bioativos naturais em contextos clinicos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Byrsonima

O género Byrsonima (Malpighiaceae), é nativo da América Tropical e
Subtropical, no Brasil, especialmente na floresta amazbnica, regides Sudeste,
Centro-oeste e Nordeste geralmente em terrenos secos e elevados, de solos
arenosos e pobres, seu periodo de colheita pode ocorrer de novembro a marco
(CAMACAM; DE OMENA MESSIAS, 2022). Atualmente, existem 163 espécies



catalogadas para o género (ROYAL BOTANIC GARDENS, 2023).
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Sua

representacao se da por plantas dicotiledéneas, de caracteristica arbustiva, flores

de coloragdo amarela, branca ou rosada, geralmente possuem tronco tortuoso

com casca espessa, folhas simples direcionadas as extremidades dos ramos. Os

frutos sdo arredondados, carnosos e pequenos, a polpa fina e verde, torna-se

amarela, laranja, vermelha, roxa, azul ou preta-azulada na maturidade, s&o

comestiveis e bastante apreciados pela populacdo, além de terem alto teor

nutricional, na Figura 1 pode-se observar as distingdes entre diferentes espécies do

género (FRANCENER, 2020).

Figura 1 - Apresentacao de caracteristicas morfoldgicas de cinco espécies do gé

ot
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Fonte: FRANCENER et al., 2016.

nero Byrsonima spp.

Quanto aos principais compostos encontrados no género Byrsonima spp., ha

uma maior prevaléncia de flavonoides, destacando-se, flavanois e seus
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heterosideos, flavanonas, biflavonoides, catequinas e epicatequinas,
proantocianidinas, compostos triterpénicos, além de &cido galico e derivados,
derivados do &cido quinico, aminoacidos entre outras substancias menos usuais
foram isolados de diferentes espécies do género Byrsonima (GUILHON-SIMPLICIO
e PEREIRA, 2011). A andlise fitoquimica da casca de Byrsonima crassifolia, por
exemplo, indicou a presenca de diversos metabdlitos secundarios da planta sendo
eles: flavonoides, taninos, saponinas, antraquinonas e alcaloides, quanto aos
compostos isolados, foram identificados &acido galico, acido protocatecuico, (+)
catequina, procianidina B2 e (-) epicatequina (DE LA CABEZA FERNANDEZ et al.,
2023).

O extrato metanolico das folhas de B. fagifolia, apresentou potencial de
inibic&o significativa emrelagéo alesdes gastricas induzidas por etanol. Esse extrato
acelerou a cicatrizacdo da mucosa ulcerada gastrica, estimulando fatores
proliferativos e aumentando a producao de muco gastrico sem acgao téxica. A acao
se deu pelo bloqueio do processo de desenvolvimento da inflamacgéao, também
apresentou atividades antidiarreicas (LIMA et al., 2008).

Em testes realizados com os extratos hidroalcoolico e em diclorometano feito
a partir das cascas da B. crassifolia, testados em ratos, demonstraram que o extrato
hidroalcoolico apresentou efeitos neurofarmacoldgicos significativos (DE LA
CABEZA FERNANDEZ et al., 2023). O estudo de Andrade el al., (2018) observou
qgque as folhas apresentaram potente atividade antioxidante, justificada pela
presenca de compostos fendlicos e flavonoides conhecidos por sua capacidade de
capturar radicais livres e inibir possiveis danos oxidantes, além de apresentar
atividade antifungica contra Fusarium solani e Sclerotinia sclerotiorum em
diferentes niveis de inibicdo do crescimento do fungo micelial, atribui-se o potencial
antifangico da espécie aos compostos fendlicos e derivados de triterpenos.

O estudo realizado com o extrato etandlico das folhas de Byrsonima
gardneriana evidenciou atividade predominantemente fungistatica contra Candida
spp., bem como, apresentou baixa atividade hemolitica em todos os tipos
sanguineos testados, entretanto ndo pode prevenir estresse osmotico nos
eritrocitos humanos (SOUZA-MELO et al., 2021). O estudo realizado por Cecilio et
al. (2012) testou diversas plantas, dentre essas, a espécie B. verbascifolia foi uma

das espécies que apresentou potencial mais promissor a atividade in vitro contra o
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rotavirus. O seu extrato preveniu aformacao de efeito citopético e a analise reacéo
de transcriptase reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) n&o

detectou nenhuma ampliagdo de material genético por parte do virus.

2.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe distinta de compostos secundarios
polifendlicos que podem ser alternativas terapéuticas viaveis por sua vasta atividade
biolégica, seu potencial abrange o espectro antifingico, antiviral, antibacteriano e
antiparasitario. Além disso, sua capacidade imunomoduladora e anti-inflamatéria na
modulacdo das respostas imunes e na atenuacdo de processos inflamatérios
(MORAES et al., 2022).

Esses compostos polifendlicos sédo biossintetizados a partir do acido
cindmico, um intermediario essencial na via de biossintese de substancias
aromaticas em plantas. Essa via origina o acido cinamico e seus derivados, como
os acidos cafeico, ferulico e sinapico, todos contendo nove atomos de carbono.
Paralelamente, a via do acetato leva a formacéo de um triacetato com seis atomos
de carbono. A condensacéao de dois derivados do acido cinamico com um tricetideo
resulta em um composto de 15 atomos de carbono, constituindo o precursor
fundamental de todas as classes de flavonoides (SILVA et al., 2016).

Assim, a estrutura quimica fundamental dos flavonoides, conhecidos como
flavilio, é formada por 15 atomos de carbono distribuidos em dois anéis aromaticos
(A e B), ambos benzeno, conectados a um anel heterociclico central do tipo pirano
(anel C). Nessa configuracéo, o primeiro anel benzénico encontra-se condensado
com o sexto carbono do anel pirano, enquanto a posicdo 2 deste ultimo carrega um
grupo fenil (DORNAS et al., 2010), conforme ilustrado na Figura 2.

Uma das atribuicbes mais relevantes dos flavonoides é atividade
antioxidante, que esta intrinsecamente relacionada a sua estrutura quimica, sendo
especialmente influenciada pela presenca de grupos hidroxila, os quais
desempenham um papel fundamental na sua eficiéncia.Quanto maior o namero
desses grupos hidroxila, mais formidavel se torna a sua capacidade de neutralizar
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, protegendo as células contra o estresse

oxidativo e contribuindo para a manutencdo da homeostase celular (FLAMBO,
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2013).

Figura 2 - Representacéo esquematica da estrutura base de um flavonoide.

Fonte: De Aradujo, 2016.

Os flavonoides sé@o capazes de regular os sistemas enzimaticos celulares,
atuando como inibidores seletivos de uma gama de enzimas cruciais para a
homeostase fisiologica. Eles intervém habilmente na funcdo das xantinaoxidases
(X0O), um mediador de inflamacdo e estresse oxidativo. Simultaneamente, esses
compostos fendlicos exercem controle sobre as ciclo-oxigenases (COX), enzimas-
chave na modulacdo de processos inflamatérios e a dor. Adicionalmente, as
lipoxigenases (LOX), também séo alvos desses agentes bioativos, que, ao inibir tais
enzimas, contribuem para a regulacdo da resposta imune e a manutencao da
integridade celular (AGUIAR et al., 2007; MOREIRA LOPES e SOUSA, 2022).

Dessa forma, a capacidade dos flavonoides em modular enzimaticamente
mecanismos fisiopatoldgicos relacionados a resposta bioquimica e celular permite
gue esses compostos possam ser utilizados como candidatos promissores no
desenvolvimento de terapias inovadoras para uma infinidade de condicdes
patolégicas, desde distarbios metabolicos até doencas inflamatérias cronicas,
oferecendo um espectro terapéutico vasto e ainda a ser plenamente explorado
(MERCES e SANTOS, 2022).

2.3 Arboviroses

Arboviroses correspondem a enfermidades virais ocasionadas por arbovirus
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(virus transmitido por artropode), abrangendo o virus da dengue, o virus Zika, o
virus Chikungunya, Oropouche e Mayaro, entre outros. Essas infec¢des possuem
relevancia global, com a dengue destacando-se como a mais prevalente, sobretudo
no continente americano. A expansao dos mosquitos vetores em areas urbanas
constitui um desafio continuo para a saude publica no Brasil (MELO et al., 2024)
Os principais vetores responsaveis pela propagacdo das arboviroses sao os
mosquitos, em especial os géneros Aedes, Culex e Anopheles. Esses insetos
atuam como portadores do virus, adquirindo-0os ao picar uma pessoa ja infectada

e, posteriormente, transmitindo-os a outras pessoas (BRASIL, s.d).

2.3.1 FEBRE ZIKA

A infeccao pelo virus Zika (ZIKV), pertencente ao género Flavivirus, membro
da familia Flaviviridae pode se manifestar de forma assintomatica ou sintomatica,
com um quadro clinico que exibe uma ampla variabilidade. As manifestacdes podem
variar desde formas leves e autolimitadas até complicacdes neuroldgicas graves e
malformacdes congénitas. O virus apresenta um periodo de incubacédo que varia
entre 2 a 7 dias. As manifestacdes mais frequentemente observadas incluem: febre
baixa (38,5 °C) ou ausente; exantema de inicio precoce; conjuntivite nao
purulenta; cefaleia, artralgia, astenia e mialgia; edema periarticular e
linfonodomegalia (OPAS, s.d).

Além das manifestacfes clinicas comuns, o prurido emerge como um
sintoma relevante durante o periodo agudo da doenca, podendo impactar
significativamente as atividades cotidianas e o sono. Duas complicacdes
neuroldgicas graves associadas ao ZIKV foram identificadas: Sindrome de Guillan-
Barré (SGB), uma condicdo rara em que o sistema imunolégico de uma pessoa
ataca os nervos periféricos e; Microcefalia, a manifestacdo mais grave de um
espectro de defeitos congénitos. Essas complicacfes ressaltam a importancia da
vigilancia clinica e do manejo adequado dos pacientes infectados pelo virus Zika,
especialmente em gestantes, visando a prevencdo e ao controle dessas
manifestacbes adversas (RODRIGUES, 2019).

Em 2024, foram notificados 8.519 casos provaveis de Zika no Pais (taxa de

incidéncia de 4,2 casos/100 mil habitantes), o que representa um aumento de 9%
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no ndamero de casos provaveis quando comparado com o mesmo periodo do ano
anterior (7.840 casos provaveis e 3,9 casos/100 mil habitantes), ndo foram
confirmados 6bitos por Zika no Brasil em 2024 (BRASIL, 2024)

2.3.2 FEBRE CHYKUNGUNIA

O virus Chikungunya (CHIKV) pertence ao género Alphavirus, da familia
Togaviridae. Este virus possui um genoma de RNA de fita simples, de sentido
positivo, com um tamanho aproximado de 11,8 kb. O CHIKV é um virus envelopado
e é transmitido aos seres humanos principalmente pelos mosquitos Aedes aegypti
e Aedes albopictus (LANI et al., 2016; BADSHAH et al., 2021). Apés a picada do
mosquito vetor, CHIKV penetra na epiderme e cai na circulagdo sanguinea. Apos a
replicacdo inicial nos fibroblastos dérmicos, o CHIKV dissemina-se pela corrente
sanguinea, podendo infectar diversos orgéos e tecidos, incluindo figado, musculos,
articulacdes, baco, linfonodos e sistema nervoso central (WHO, 2020).

A chikungunya € caracterizada por manifestacbes agudas e cronicas,
geralmente incluindo febre e poliartralgia, que geralmente sdo altamente
debilitantes. Atualmente, a doenca representa um grande problema de saude
publica nas Américas, causando impactos econdémicos diretos e indiretos (DE
SOUZA et al., 2024).

Segundo o Boletim epidemioldgico n°11 (2024), em 2024, foram notificados
233.225 casos provaveis de chikungunya no Brasil, correspondendo a uma taxa de
incidéncia de 114,9 casos por 100 mil habitantes. Esse valor representa um
incremento de 78,8% em comparacdo ao mesmo periodo de 2023, quando foram
notificados 130.458 casos provaveis (59,3 casos por 100 mil habitantes). Foram
confirmados 134 6bitos por chikungunya no Brasil (taxa de letalidade de 0,06%), o
gue representa um aumento de 42,5% em relacdo ao mesmo periodo do ano
anterior, quando foram confirmados 94 6bitos (taxa de letalidade de 0,07%) (Brasil,
2024). Em novembro de 2023, a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos aprovou a primeira vacina contra a chikungunya. No entanto, a
implementacdo de amplos programas de imunizacdo ainda se faz necessaria, e
farmacos antivirais especificos para a profilaxia e o tratamento da doenca seguem
indisponiveis (MULLARD, 2024; DE SOUZA et al., 2024).
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2.3.3 FEBRE MAYARO

A Febre de Mayaro é uma enfermidade infecciosa aguda, caracterizada por
febre e sintomatologia predominantemente benigna, apresentando similaridades
clinicas com a infeccdo pelo virus Chikungunya. Seu agente etiolégico, o virus
Mayaro (MAYV), pertence a familia Togaviridae e ao género Alphavirus, 0 mesmo
do CHIKV, com o qual compartilha proximidade genética. As manifestacées clinicas
associadas ao MAYV sdo analogas as provocadas pelo CHIKV e por outros
arbovirus, englobando sintomas como febre, artralgia e exantema. A transmissao
ocorre, principalmente, por meio da picada de mosquitos vetores infectados, sendo
a doenca endémica em regides tropicais da América do Sul e Central (Domingos,
2024).

A apresentagdo clinica da Febre de Mayaro inicia-se de forma abrupta,
manifestando-se por febre alta, tipicamente entre 39 e 40°C, acompanhada de
cefaleia intensa, artralgia, mialgia, edema articular e calafrios. Sintomas adicionais
incluem dor retro-orbital, sensacdo de mal-estar generalizado e exantema cutaneo.
Manifestacbes gastrointestinais como vomitos e diarreia também podem ocorrer
(Santos et al., 2020). A patogénese do MAYYV é caracterizada por um quadro clinico
distinto, no qual o paciente manifesta sintomas exantema maculopapular e,
principalmente, artralgias intensas e prolongadas, que podem persistir por meses
ou até anos. O periodo de incubacdo varia de 7 a 12 dias, e 0s sintomas
geralmente persistem entre 2 e 5 dias. A evolucdo do quadro clinico tende a
recuperacdo completa, sem deixar sequelas (Torres et al., 2004; Azevedo et al.,
2009; Domingos, 2024).

2.3.4 FEBRE OROPOUCHE

O virus Oropouche (OROV), pertencente ao género Orthobunyavirus, familia
Peribunyaviridae. E transmitido pelo mosquito Culicoides paraensis e esta associado
a quadros de febre aguda. Sua distribuicio é ampla em regides tropicais,
particularmente na América Central e do Sul. Desde sua identificagdo inicial, um

elevado numero de casos associados ao OROQV é reportado anualmente. Entre 2023
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e 2024, o Brasil enfrentou uma epidemia significativa do virus Oropouche, com mais
de 8.200 casos registrados até outubro de 2024. Inicialmente restrito a regiao
Amazobnica, o virus expandiu-se para outras areas, incluindo casos em estados como
Pernambuco, Acre e Ceara (FIOCRUZ, 2024). o virus pode desencadear infec¢des
sistémicas, afetando os sistemas nervoso e hematoldgico, o que pode resultar em
complicagbes graves. Schwartz, Dashraath e Baud (2024) identificaram casos
conclusivos relacionados a transmissao vertical e casos de microcefalia. Os sintomas
sdo semelhantes aos observados na infec¢éo pelo virus Chikungunya, incluindo
cefaleia, mialgia, artralgia, nausea e diarreia. (Romero-Alvarez e Escobar, 2018). O
espectro sintomatico pode abranger manifestacdes como dor retrobulbar, hipoxemia,
mialgia e dermatoses. Adicionalmente, um contingente significativo de infeccbes
pode progredir para quadros neurologicos graves, tais como meningite ou encefalite.
Manifestacbes hemorragicas espontaneas, embora infrequentes, podem incluir
petéquias, epistaxe e hemorragia periodontal, em alguns casos até meningite
asseptica (Silva-Caso et al., 2019).

A partir de 2023, a deteccao de casos de febre do Oropouche (FO) aumentou
significativamente, 831 amostras tiveram diagnéstico laboratorial de biologia
molecular (RT-PCR) detectavel para o OROV. Em 2024, 6.976 -amostras tiveram
resultado detectavel para o virus, maior parte dos casos teve como local provavel de
infeccdo (LPI) municipios dos estados da Regido Norte. Em 2024, a regido
amazonica, considerada endémica, concentrou 78,4% dos casos registrados no
Pais. Transmissao autéctone em estados extra-amazoénicos foi registrada na Bahia,
no Espirito Santo, em Santa Catarina, em Minas Gerais, no Rio de Janeiro, no Piaui,
em Mato Grosso, em Pernambuco e no Maranh&o. O LPI dos casos detectados no

Ceard, no Parana e em Mato Grosso do Sul esta em investigacao (Brasil, 2024).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o perfil quimico e a atividade antiviral dos extratos de Byrsonima

aerugo, com foco na identificagdo de compostos bioativos e na avaliagdo de seu
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potencial terapéutico contra arbovirus de relevancia epidemiologica, como
Chikungunya (CHIKV), Oropouche (ORQV), Mayaro (MAYV) e Zika (ZIKV).

3.2 Objetivos especificos

o Caracterizar o perfil quimico dos extratos de Byrsonima aerugo por
meio de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS),
identificando os principais metabdlitos secundarios presentes.

o Avaliar a atividade antiviral dos extratos de Byrsonima aerugo contra
os arbovirus Chikungunya (CHIKV), Oropouche (OROV), Mayaro (MAYV) e Zika
(ZIKV) utilizando ensaios in vitro, como a determinacgéo da citotoxicidade e a analise

da protecéao celular frente aos virus.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta, identificacao e registro

O espécime foi coletado no municipio de Ananindeua/PA, na Reserva do
Utinga, em solo argiloso, no dia 23 de fevereiro de 2014. Foram coletadas amostras
das folhas, caule, casca, alburno e raizes. A identificacao e coleta foi realizada pelo
sr. Manoel Cordeiro, da Instituicio Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA - Amazobnia Oriental), e as exsicatas foram depositadas no herbario,
com as seguintes informacdes: herbario IAN - namero de registro: 192689. O
acesso ao patrimoénio genético foi legalizado na plataforma SISGEN, com namero
de registro: A678D8C.

4.2 Secagem, processamento e extracdo de material botanico

A obtencéo dos extratos foi desenvolvida nas seguintes etapas: Etapa 1 - As

folhas, caule, alburno, raizes e cascas da espécie foram secas em estufa
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microprocessada com circulacdo e renovacdo de ar a 40 °C até peso constante;
Etapa 2 - O material seco foi triturado em moinhos de bolas até obtencdo de
granulometria de p6é semifino (cujas particulas passam em sua totalidade pelo tamis
com abertura nominal de malha de 180 um); Etapa 3 - O extrato etandlico foi
preparado na razdo 1:10 de g material vegetal/mL de etanol 96% durante 48 horas,
sendo trocado o solvente em intervalos de 24 horas a fim de exaurir a extracao;
Etapa 4 - O extrato aquoso foi preparado na proporcao de 1/10, utilizando-se o
método de infusdo para as folhas e decocc¢édo para o caule, alburno, raiz e cascas;
Etapa 5 - os respectivos volumes foram reunidos e concentrados em evaporador
rotativo, e o volume reduzido foi concentrado e seco em estufa (45 °C) até peso

constante.

4.3 Analise por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria

de Massas (LC-MS)

As analises de cromatografia liquida/espectrometria de massas (LC-MS/MS)
foram realizadas com um espectrometro de massas de alta resolucdo Xevo G2-S
QTof (Waters Corp., Milford, MA, EUA) equipado com uma fonte Lockspray. A
leucina- encefalina foi utilizada como referéncia para medi¢des de massa exatas. O
software MassLynx 4.1 foi utilizado para o controle do sistema e a aquisi¢cdo de
dados. Uma aliquota de 2 pL de cada extrato a 2000 ppm foi injetada e separada
numa coluna BEH C18 (Waters Corp; 50 mm; 2,1 mm; tamanho de particula 1,7
Mm) a 40 °C. A agua ultrapura (A) e o acetonitrila (B) foram utilizados como fase
movel. A injecéo foi realizada a 300 uL/min, e o tempo total de execucéo foi de 24
minutos com o seguinte gradiente: 0-18 minutos (gradiente linear de 10% a 100%
B), 18-20 minutos (limpeza da coluna), 20-21 minutos (reducao linear de 100% a
10% B) e 24 minutos (mantido a 10% B durante 2 minutos para equilibrar a coluna).
A ionizacao negativa (IN) foi utilizada para a aquisicdo de dados na gama de
massas de m/z 100 a 1200. Foi aplicada a Aquisicdo Dependente de Dados (DDA)
com uma forma de centroide e a selecdo de cinco ions (Experiéncia Top 5). A
energia de colisdo foi definida de 15 a 65 eV. O tempo de varrimento foi de 0,1 s e
os estados de carga foram +2, com uma janela de tolerancia de + 0,2 Da e uma

tolerancia de extracdo de pico de 2 Da. A tolerancia de isotopos foi de £ 3 Dae a
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tolerancia de extracdo de isétopos foi de 6 Da. As temperaturas da fonte e da
dessolvatacao foram fixadas em 150 °C e 300 °C, respectivamente. Os caudais de
gas de cone e de dessolvatacdo foram de 50 L/h e 800 L/h, respectivamente. A

tensao capilar foi de 3,0 kV e a tensao do cone foi de 40 V.

4.3.1 PROCESSAMENTO DE DADOS ESPECTROMETRICOS

Os ficheiros obtidos a partir do espetrometro de massa Xevo G2-S QTof para
todos os extratos foram convertidos para o formato mzML utilizando o software
MSConvert (ProteoWizard, Palo Alto, CA, EUA) (Chambers et al., 2012). Os dados
foram processados com o software MZmine, versao 4.0 (Schmid et al., 2023). Os
limites para precursores e fragmentos foram 1,0 x 103 (MS1) e 8,0 x 10t (MS2) 1. O
algoritmo ADAP foi utilizado para construir os cromatogramas de ions totais (TIC). O
tempo de retencéo foi definido de 0,02 a 10,00 minutos, o tamanho minimo do grupo
foi definido para pelo menos 3, o limite de intensidade do grupo foi definido para 1,0
x 103, a intensidade maxima e minima foi definida para 3,0 x 10* e a precisédo dos
scanners foi definida para 0,002 m/z ou 10 ppm. O algoritmo Local Minimum Resolver
foi utilizado para deconvoluir o cromatograma com o limiar cromatografico fixado em
80%, o intervalo minimo de pesquisa entre tempo de retencdo/mobilidade fixado em
0,050, a tolerancia do precursor fixada em 0,002 m/z ou 10 ppm, o limiar de ruido
fixado em 15, a altura minima absoluta fixada em 1,0 x 10* e o racio pico a pico foi
de 1,7, a gama de duracao do pico foi de 0,10 a 1,00 e a gama de comprimento de
onda (RT) foi de 0,05 a 0,15. Os is6topos foram detectados utilizando uma janela de
picos com uma tolerancia de 0,002 m/z ou 10 ppm, uma tolerancia de tempo de
retencdo de 0,2 minutos e uma carga maxima de 2. O alinhamento dos picos foi
efetuado utilizando uma tolerancia m/z de 3:1 por tempo de retencdo e um tempo de
retencdo de 0,2 minutos. A lista resultante foi filtrada para remover duplicados e linhas
sem um espetro MS2 associado. Os ficheiros mgf e CSV foram exportados para
pesquisa em bibliotecas e andlise de redes moleculares na plataforma GNPS (Wang
et al., 2016).

4.3.2 ANALISE DA REDE MOLECULAR
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A andlise da rede molecular foi efetuada em modo de ionizagcdo negativa com
as seguintes definicdes. Para o agrupamento espectral, a tolerancia m/z foi fixada
em 0,02 Da para o ion precursor e 0,02 Da para o ion fragmento. A pontuacdo
minima de cosseno é superior a 0,7 e 0 numero minimo de ions de fragmento &
definido como 4. Para pesquisar 0S espectros experimentais nas bibliotecas
espectrais GNPS MS/MS, foram aplicadas pontuacbes minimas de cosseno
superiores a 0,7 e um minimo de 4 combinac¢des de ions de fragmento. Também
foram utilizados metadados para descrever a informacao relativa a quantidade de
ions nos extratos de B.aerugo (trabalho de ionizacdo negativa
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=b1d9e21d146b44b89267dd3d7
2b 7f9cf). Os resultados foram visualizados e avaliados utilizando o Cytoscape
versao 3.10.2 (Shannon et al., 2003).

4.4 Atividade antiviral

4.4.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Antes da realizacdo dos testes antivirais, 0os extratos foram submetidos ao
ensaio de citotoxicidade, o qual determina a concentracdo de trabalho, citotoxica para
50% das células (CC50). Células Vero foram distribuidas em microplacas de 96 pocos
(5x10% células/pocgo) e incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, foram adicionados
100 uL/pogo de meio Eagle modificado por Dulbec (DMEM) completo com 1% de Soro
Fetal Bovino (SFB) e 100 uL/poco de diferentes concentragdes dos extratos, em
triplicata. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas e, apds a remoc¢ao do meio
de cultura, foram adicionados 25 yL da solucdo de brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) (1 mg/mL em PBS 1x), incubando-as a 37°C por 90 minutos.
Para que os cristais de formazan formados pela metabolizacdo do MTT fossem
dissolvidos, foram adicionados 100 uL/pogo do solvente dimetilsulféxido (DMSO),
mantendo as culturas sob agitacdo a 150 rpm por 15 minutos.

A técnica colorimétrica com MTT foi adotada para avaliagdo quantitativa
desse ensaio, assim como o de atividade antiviral, por ser um método muito

utilizado, sensivel, reprodutivel, de baixo custo e facil realizacdo. O composto MTT



26

€ um sal tetrazolio amarelo que apresenta coloragdo purpura apenas quando €
metabolizado, ou seja, somente ocorre alteracdo de cor se houver células viaveis
para realizar a reducdo do sal. O sistema enzimatico succinato-tetrazol redutase,
pertencente a cadeia respiratéria mitocondrial, é o responsavel por reduzir o MTT
a um cristal de formazan (Mosmman, 1983). Sendo assim, a viabilidade celular é
mensurada devido a sua correlacdo direta com a quantidade de formazan gerado,
medido por espectrofotometria a A = 490 nm.

A toxicidade celular foi expressa em termos da CCso, onde a conversdo da
absorbancia em porcentagem de células viaveis foi calculada como descrito na
Equacéo (1) e, a partir dos valores obtidos, realizou-se analise de regressao usando

o software Excel para determinacdo da CCso.

, . B x100
%células viaveis= (B x100)

(1)

4.4.2 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIVIRAL

As maiores concentracdes nao citotdxicas para 50% das células (CC50) dos
diferentes extratos foram testadas quanto a atividade antiviral frente aos virus
Mayaro (MAYV), Oropouche (OROV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV). Para isso,
células Vero distribuidas em microplacas de 96 pocos (5x10* células/poco) foram
incubadas por 24 horas. O meio foi removido e 100 pL das diluicbes dos extratos
candidatos foram adicionados, em triplicatas, juntamente com 100 pL de suspenséao
viral (moi 1). ApGs 48 horas da infeccao (hpi), o experimento foi revelado, utilizando a
mesma técnica do MTT. A concentracdo eficaz com 50% de efeito antiviral, ou seja,
concentracao efetiva/protetiva para 50% das células infectadas (CE50Q) foi expressa
como a concentracdo que promoveu a protecdo de 50% das células infectadas,
também calculada por meio de andlise de regressao pelo software Excel, no qual a
porcentagem de células viaveis foi determinada como descrito na Equacéo (2).

% células viaveis= (5=)x100 )
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Onde A, B e C representam as absorbancias a 490 nm dos po¢os nos quais
estavam presentes células tratadas e infectadas (A), ndo tratadas e infectadas (B)
e nao tratadas e néo infectadas (C), respectivamente. Os compostos candidatos
foram testados em uma faixa de concentragéo de 250 — 7,8 pg/mL.

4.4.3 INDICE DE SELETIVIDADE DOS COMPOSTOS COMAGAO ANTIVIRAL

O indice de seletividade (IS) é um parametro importante na avaliacdo da
atividade antiviral de uma substancia ou extrato, pois fornece a relacdo entre os
efeitos farmacoldgicos e toxicos, é também considerado a janela entre a dose efetiva
e a dose citotoxica do composto em estudo. O indice de seletividade expressa a
razao entre a concentracdo da amostra toxica para 50% das células (CCso) € a
concentracgao eficaz que inibe 50% da infec¢ao viral (CEso). Portanto, para os casos
em que os compostos candidatos apresentaram atividade inibitéria frente ao MAYV,

CHIKV, ZIKV e OROV o IS foi calculado como descrito na Equacéo (3).

IS = £50 (3)

5 RESULTADOS

5.1 Perfil quimico por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de

Massas (LC-MS)

5.1.1 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS

A andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas no
modo negativo [M-H] possibilitou a anotagcdo de 25 compostos quimicos. A
identificacdo desses compostos foi realizada por meio de uma abordagem
integrada, que combinou dados experimentais de alta precisdo com os fragmentos

identificados através de analises realizadas utilizando a plataforma GNPS, o que
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resultou na anotacdo de 13 flavonoides, sendo sete glicosilados, uma flavona, um
flavonol e quatro de subclasse néo identificada. Além disso, foram anotados seis
acidos fendlicos, dois glicosideos, uma amida fendlica, uma cumarina, uma lignana
e uma piperazina. Todos os compostos foram meticulosamente avaliados para
assegurar a obtencdo de gréficos de espelho aceitdveis entre 0s espectros
experimentais e os de referéncia. A atribuicdo do metabdlito fundamentou-se
na pontuacdo de cosseno entre os espectros MS/MS experimentais e os de
referéncia recuperados das bibliotecas GNPS.

Os resultados obtidos até o momento fornecem base significativa para a
compreensao da composicdo quimica da espécie estudada. A Tabela 1 mostra os
compostos anotados com o0s respectivos valores experimentais de razéo
massa/carga (m/z) comparados com os valores tedricos calculados a partir das
formulas moleculares. O erro experimental manteve-se abaixo de 5 ppm para todos

0s compostos, indicando uma elevada preciséo na identificacéo.



Tabela 1 - Anotacdes no modo negativo (M-H)  de compostos quimicos de Byrsonima aerugo.

29

TR

Formula

(m/z)

(m/z)

Erro

Fragmentacéo

Pico (min) molecular Obszrvad Teérica (ppm) MS/MS Composto Referéncia Id Classe Extrato
. - CCMSLIB0000  Acido fendlico EEF, EECaule,
1 042 C7H605  169.0139 169.0140 0.5 169, 125 Acido gélico 5749209 EECasca
Acido 2-hidroxi- 3,4- CCMSLIB0000  Acido fendlico EECaule, EEE,
2 051 C9H105  197.0451 197.0460 4.5 166,138, 123 dimetoxibenzdico 4693649 EECasca
3 0,56 C33H40020 755.2033 755.2040 0.9 755, 300 Isomero de Mangaslin CCMSLIBO000 — Flavonoide EEF
4706300 glicosilado
4 099 Cl6H1808 337.0921 337.0930 2.6 173,163, 119 Acido 4-p- CCMSLIBO0OL . EEF, EAF,EECaule,
cumaroilquinico 2420192 Acido fendlico
Acido ciclohexanocarb
oxilico,1,3,4-tri- hidroxi- & e -
5 1,01 CI6H1808 337.0923 337.0930 2 191,163,119  5-[[3-(4- hidroxifenil)-1- CCQ";%%%OOO Acido fendlico EEF
0X0-2- propenil]oxi]-
,(1r,3r,4s,5r)-
247,219,191, Acido CCMSLIBO001  Acido fendlico
6 1,02 C13H808 291.0137 291.0150 4.4 173,145 brevifolincarboxilico 2335585 EEF, EAF, EECasca
191, 173, 163, Acido 3-p- CCMSLIB0O001 »
7 1,34 C16H1808 337.0925 337.0930 1.4 119 CanTEreTaie @ 2428458 Acido fendlico EAF
C12H220 377, 341, 215, CCMSLIB0001 Glicosideo
8 1,39 11 377.0847 377.0860 3.4 179 Sucrose 2867704 EEF
Amida fendlica
C18H19NO 190, 178, 148, . . CCMSLIB0001
9 1,73 4 312.1234 312.1240 1.9 135 feruloiltramina 2401151 EER
C18H260 401, 269, 161, benzil-beta- CCMSLIB0001 Glicosideo
10 1,81 10 447.1509 447.1510 0.2 113, 101 orimeverosideo 2429491 EECaule
177, 133, 121, . CCMSLIB0000 Cumarina
11 1,86 C9H604  177.0183 177.0190 3.9 Toe Dafnetina — o EEF, EER
C45H380 865, 739, 713, Trimero de procianidina CCMSLIB0001 Flavonoide EACaule,
12 2,14 18 865.1952 865.1990 4.3 605, 287 4 207 9550 EACasca
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A . CCMSLIB0O001 Flavonoide
13 2,28 C33H40020 755.2025 755.2040 1.9 300, 271,255 Is6bmero de Mangaslin 2411855 s EEF, EECasca
Flavonoide EEF, EAF,
300, 271, 255, N . CCMSLIB0O000 glicosilado EECaule, EACaule,
14 2,3 C33H40020 755.2021 755.2040 2.5 243 Isdbmero de Mangaslin 4706300 EEE. EAE,
EECasca, EACasca
CCMSLIB0001 Flavonoide
15 2,63 C28H24016 615.0992 615.0990 0.3 301,178, 151 2’-O-galoilhiperina 2327320 glicosilado EACaule
CCMSLIB0O001 Flavonoide
16 2,85 C21H20012 463.0872 463.0877 1.0 463, 301 Isoquercitrina 2079506 glicosilado EAE
17 2,96 C20H2206 357.1329 357.1340 3.0 151,136 121 Pinoresinol CC;"L‘SZ;'%OFM Lghelrs EACaule
. Flavonoide EEF, EAF, EECaule,
18 3,26 C20H18011 433.0769 433.0771 25 433300271, Quercetina-3-D- o o009  dlicosilado  EACaule, EECasca,
255 xilosideo
4706644 EACasca
19 3,69 C20H18010 417.0821 417.0830 2.1 417, 284 Juglalina CCMSLIBO000  Flavonoide EAF
4718521 glicosilado
C17H17N 282, 162, . CCMSLIB0O001 Piperazina
20 3,89 03 2821131 282.1140 3.1 132,119,117 Paprazina 2291403 EER, EAR
C30H260 285, 284, 255, o CCMSLIB0001 Flavonoide
21 4,01 13 593.1290 593.1300 1.6 227, 145 Tilirosideo 240 3989 EAF
301, 178, 151, . CCMSLIB0O000 Flavonoide
22 5,01 C15H1007 301.0349 301.0350 0.3 121,107 Quercetina 5747791 EAF, EAR
. . CCMSLIB0001 Flavonoide EAF, EEF, EECaule,
23 5,55 C15H1205 271.0605 271.0610 1.8 119, 107 Naringenina 2079524 EER, EACasca
Flavona EEF, EAF, EER,
24 480 CI5H1006 285.0398 285.0410 4.2 282175 151, Luteolina CCMSLIE0001 EAR, EEE,
133, 132 0012027
EECasca
5,7-Di-hidroxi-2-(4-
hidroxifenil)-3-[3,4,5-tri-
25 348 C21H20011 447.0919 447.0030 2.4 222 21273 21 hidroxi-6- ccg/|7i|;|4|36%000 Flavonol EEE

(hidroximetil)oxan-2-
illoxicromeno-4-ona /

Legenda: TR: Tempo de Retencdo, ppm: partes por milh&o, ID: Identidade. EEF: extrato etandlico das folhas; EAF: extrato aquoso das folhas; EECaule:
extrato etandlico do caule; EACaule: extrato aquoso do caule; EER: extrato etandlico da raiz; EEE: extrato etandlico da entrecasca; EAE: extrato aquoso da
entrecasca; EECasca: extrato etandlico da casca; e EACasca: extrato aquoso da casca.
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A Figura 1 mostra uma analise comparativa dos perfis moleculares de
diferentes extratos e partes de Byrsonima aerugo, destacando as suas
composic¢des quimicas distintas e a presenca de potenciais compostos bioativos.
A Andlise de Componentes Principais (PCA) mostra um agrupamento bem
definido entre EER e EAR, além de revelar a similaridade entre EEE e EAE. Os
demais extratos mostraram a presenca de compostos comuns, como pode ser
visto no agrupamento formado no canto inferior esquerdo da figura, semdiferencas
estatisticamente significativas. Além disso, a nitida separacdo entre os extratos
etanolico e aquoso evidencia a significativa influéncia da escolha do solvente na
composicdo dos metabdlitos extraidos, enfatizando a relevancia dos métodos de

extracao nas investigacoes fitoquimicas.

Figura 3 - Analise da similaridade quimica entre as partes da planta.
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Legenda: Distribuicdo espacial entre os extratos de B. Aerugo (p < 0,001), analisados na Plataforma
Digital MetaboAnalyst, demonstra significancia estatistica dos padrées de grupo é avaliada usando
PERMANOVA. EEF: extrato etandlico das folhas; EAF: extrato aquoso das folhas; EECaule: extrato
etandlico do caule; EACaule: extrato aquoso do caule; EER: extrato etandlico da raiz; EEE:



extratoetandlico da entrecasca; EAE: extrato aquoso da entrecasca; EECasca: extrato etandlico da
casca; e EACasca: extrato aquoso da casca.
Fonte: MetaboAnalyst, 2025.

5.2 Antiviral

A atividade antiviral foi realizada por meio da avaliacdo da Concentracao
Efetiva dos extratos da planta em 50% das células (CE50), que avaliou o grau de
protecdo dos extratos frente aos virus, a partir das maiores concentracdes nao
citotoxicas para 50% das células (CC50), dos diferentes extratos que foram
testados frente aos virus Oropouche (OROV), Mayaro (MAYV), Chikungunya
(CHIKV) e Zika (ZIKV) conforme demonstrado na Tabela 2. Foram selecionados 9
de 10 extratos, visto que nos testes qualitativos, o Extrato Aquoso das Raizes
(EAR) nao apresentou atividade frente aos arbovirus analisados.

O teste de citotoxicidade permitiu a avaliacdo da concentracao citotoxica
(CC5h0), a qual é responsavel pela determinacdo da quantidade necessaria de
uma substancia para reduzir em 50% a viabilidade celular. O parametro analisado
serve como base para o entendimento do potencial toxico dos extratos
investigados, sendo que a CC50 é inversamente proporcional a toxicidade, nos
guais os valores elevados dessa concentracdo indicam menor toxicidade,
enquanto valores baixos dessa indicam maior toxicidade do extrato.

a analise dos extratos da Bysornima aerugo, observou-se que o EEF
apresentou uma CC50 >250 pg/mL, o que sugere uma citotoxicidade moderada
em relacdo aos outros extratos. Por outro lado, os extratos EEE e EER
apresentaram os menores valores para CC50, com valores de 150,77 ug/mL e
163,73 pg/mL, respectivamente, indicando uma maior citotoxicidade em
comparacao aos outros extratos analisados. Ademais, os extratos EECaule,
EECasca e EACasca obtiveram valores de concentracdo >250 ug/mL, o
gue indica uma toxicidade moderada, enquanto os extratos EAF, EACaule e
EAE mostraram valores de concentracdo >500 ug/mL, o que caracteriza uma
baixa toxicidade. Conforme a Tabela 2, que detalha as concentragcfes citotoxicas
dos extratos utilizados no estudo, destacando o0s extratos com maior e menor

toxicidade, o que implica na analise dos dados a partir de uma visado antiviral.
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Portanto, a analise dos dados demonstra que a toxicidade dos extratos
pode ser determinada a partir da avaliagdo do CC50, evidenciando que 0s extratos
EEE e
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EER apresentam os maiores indices de citotoxicidade. Em contrapartida, 0s
extratos EAF, EACaule e EAE apresentaram baixa toxicidade, o que pode ser

relevante para a aplicacdo na atividade antiviral.

Tabela 2 - Valores das concentracdes citotoxicas (CC50) apresentadas pelos extratos.
Citotoxicidade

Extrato CCso (ug/mL)
EEF 259,81
EAF >500

EECaule >250
EACaule >500
EER 163,73
EEE 150,77
EAR -
EAE >500
EECasca >250
EACasca >250

Legenda: EEF: extrato etandlico das folhas; EAF: extrato aquoso das folhas; EECaule: extrato
etandlico do caule; EACaule: extrato aquoso do caule; EER: extrato etandlico da raiz; EEE: extrato
etandlico da entrecasca; EAE: extrato aquoso da entrecasca; EECasca: extrato etanélico da casca;
e EACasca: extrato aquoso da casca.

Fonte: dados da pesquisa, 2024.

A CE50 indica a concentracdo de um determinado composto com
capacidade de realizar 50% do efeito maximo desejado em um sistema biologico
Por meio dos valores de CC50 e CE50 dos compostos foi possivel calcular o valor
do indice de seletividade (IS). Seu calculo é feito a partir da razédo entre CC50 e
CES5O0 respectivamente, conforme Tabela 3. Para avaliar a atividade de viabilidade
celular frente aos virus, foram utilizados trés parametros: a concentracéao citotdéxica
para 50% das células (CC50), a concentracdo efetiva para 50% das células
(CE50) e o indice de Seletividade (IS). Com base nesses valores, pode-se

calcular o indice de seletividade,
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representado pela razdo entre a CC50 e a CE50, que é fundamental para
determinar a eficacia dos extratos analisados, frente a viabilidade celular
observada, o IS avalia exclusivamente a relagdo entre a dose toxica que afeta
50% das células e a dose capaz de proteger 50% das células da infecc¢éo viral, ou
seja, boa eficacia e baixa toxicidade (FERRAZ et al., 2019).

Tabela 3 - Concentracdes efetivas dos extratos para 50% de células infectadas e indice de
seletividade dos extratos para os arbovirus descritos neste estudo (OROV, MAYV, CHIKV e ZIKV).

Anti-OROV Anti-MAYV Anti-CHIKV Anti-ZIKV

Extract | CEso(ug/mL) IS | CEso(mg/mL) = IS | CEso(ug/mL) IS  CEso(pg/mL)

EEF 90,18+0,74 2,88 | 53,87+17,73 4,82 72,12+21,47 3,60 & 66,09+3,74
EAF 155,94+8,97 @ 3,21 | 54,53+1,53 | 9,17 | 60,40+0,26 8,28 | 103,90+5,22
EECaule | 64,72+9,16 3,86 = 75,01+0,93 | 3,33 20,00+3,92 12,50 79,57+13,34
EACaule | 184,33+15,40 @ 2,71  65,29+7,12 7,66 | 126,05+28,05 3,97 72,65+10,85
EER 126,30+1,83 @ 1,30 SA -- 80,71+1,40 2,03 | 51,77£13,96
EAR SA -- SA -- SA -- SA

EEE 29,09+4,40 518 | 45,30+9,34 3,33 | 47,74%x19,09 | 3,16 | 45,25+3,75

EAE 45,66+8,58 | 10,95 | 54,31+9,33 | 9,21  26,63+17,32 | 18,78  66,19+9,58

EECasca @ 105,30+4,76 = 2,37 | 74,00+6,02 | 3,38 | 96,09+13,23 @ 2,60 64,28+10,15

EACasca @ 144,94+7,73 1,72 | 48,77+26,04 5,13  149,63+38,93 | 1,67 @ 75,34+4,63

Legenda: SA: Sem atividade.
Fonte: dados da pesquisa, 2024.

A analise dos resultados indicou que nove dos dez extratos estudados
apresentaram atividade antiviral contra ao menos um dos quatro arbovirus
analisados. Contudo, o Extrato Etandlico da Raiz (EER) foi o Unico entre todos que
nao apresentou atividade frente ao MAYV, apresentando IS e CE50 nulos. De forma
geral, os extratos aquosos demonstraram ser mais efetivos na atividade antiviral
guando relacionados aos extratos etandlicos.

O extrato EAF revelou atividade antiviral significativa contra MAYV, com
CES0 de 54,53 pg/mL, e contra CHIKV, com CE50 de 60,40 ug/mL, o que resultou

3,93

4,81

3,14

6,88

3,16

3,33

7,55

3,89

3,32



em IS de 9,17 e 8,28, respectivamente. Em relagdo aos demais arbovirus, esse
extrato apresentou baixa eficacia, indicando que, para alcancar uma atividade
antiviral consideravelmente boa, seria necesséria a utilizacdo de concentracbes
mais elevadas. Partindo para o extrato EACaule, pode-se observar que a atividade
antiviral contra MAYV apresentou uma CES50 de 65,29 pyg/mL, e contra o ZIKV CE50
de 72,65 pug/mL, o que resultou emum IS de 7,66 e 6,88, respectivamente. Contudo,
mesmo que tenha apresentado atividade contra virus, a eficacia desse extrato, ao
compara- la aos demais que obtiveram dados relevantes, menos significativa. Por
fim, o extrato EACasca revelou resultados abaixo dos esperados, ja que para atingir
uma boa atividade antiviral deveria utilizar altas concentrac¢des, o que pode levar a
riscos de toxicidade.

Além disso, ao analisar os extratos etandlicos, foi possivel observar que
entre eles, somente o EECaule obteve resultados relevantes na atividade antiviral
por apresentar uma CE50 de 20 pg/mL, um IS de 12,50 contra o CHIKV, o segundo
maior indice observado entre todos os extratos analisados, no entanto, para 0s
outros arbovirus testados. Os demais extratos etandlicos (EEF, EEA, EECasca e
EER) demonstraram IS abaixo de 10, dados com relevancia abaixo do considerado
no estudo, conforme os dados de Indrayanto, Putra, e Suhud (2020).

Por fim, o extrato EAE destacou-se como 0 mais promissor entre todos os
extratos avaliados, pois demonstrou atividade de protecao celular frente a todos os
arbovirus testados e apresentou valores relevantes de IS. Contra o OROV, o extrato
apresentou CE50 média de 45,66 ug/mL, com IS de 10,95; contra MAYV, a CE50
54,31 ug/mL, IS de 9,21; contra o CHIKV, a concentracdo média foi de 26,63 pug/mL,
IS de 18,79; e contra o ZIKV, obteve-se uma CE50 de 66,19 ug/mL, IS de 7,55.
Valores significativamente altos quando ha a comparacdo com os demais extratos,

0 que demonstra uma atividade de protecdo celular frente aos virus testados.

6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que o0s extratos de
Byrsonima aerugo possuem um perfil fitoquimico rico em flavonoides e outros

compostos bioativos, corroborando estudos anteriores sobre o género Byrsonima.
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A presenca predominante desses metabdlitos secundarios sugere um grande
potencial farmacolégico, especialmente no contexto da terapia antiviral. Trabalhos
prévios indicam que flavonoides, como a naringenina, presente nos EEF, EAF,
EECaule, EER e EACasca, podem interferir diretamente nos mecanismos de
infeccdo viral, inibindo etapas essenciais do ciclo de multiplicacdodos arbovirus
(Pohjala et al., 2011).

7

Ja a isoquercitrina, presente no EAE, é relatada na literatura com uma
atividade notavel na inibicdo da replicacdo do virus Zika, conforme demonstrado
em estudos in vitro. Esses resultados sugerem que a isoquercitrina possui um
potencial promissor como agente antiviral contra o virus Zika, devido a sua eficacia
na reducao da carga viral em células infectadas. (AGRAWAL, BLUNDEN e JACOB,
2023). A identificagdo desse e de outros compostos flavonoides nos extratos
reforga a relevancia dos achados.

Ao analisar os resultados da atividade antiviral, observou-se que os extratos
aquosos, em particular o extrato aquoso da entrecasca (EAE), demonstraram 0s
melhores desempenhos, apresentando altos indices de seletividade (1S),
especialmente contra o CHIKV (IS = 18,78) e o OROV (IS = 10,95). Esses valores
séo significativamente superiores aos observados para outros extratos e indicam
uma relacéo favoravel entre a efetividade antiviral e a baixa toxicidade celular. O
extrato etandlico do caule (EECaule) também se destacou, particularmente contra
CHIKV (IS= 12,5), sugerindo um forte potencial terapéutico. Comparando-se com
estudos anteriores, esses valores de IS sdo superiores aos de outros compostos
naturais investigados para a atividade antiviral, destacando a relevancia
farmacoldgica da espécie estudada (Ferraz et al., 2019).

Os mecanismos de acdo dos compostos presentes nos extratos podem
incluir a inibicdo da entrada viral nas células hospedeiras, o bloqueio da replicacéo
do RNA viral e a interferéncia na sintese de proteinas virais. Flavonoides como a
naringenina e a quercetina foram previamente descritos como agentes antivirais
promissores devido a sua capacidade de modular proteinas virais essenciais, como
as proteases e polimerases, além de fortalecerem respostas imunes celulares
(Ahmad et al., 2015; Badshah et al., 2021). A presenca desses compostos nos
extratos reforca a hipétese de que a atividade antiviral observada pode estar

associada a esses mecanismos de acgao.
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Outro ponto relevante € a comparacdo entre os solventes de extracdo
utilizados. Os extratos aguosos mostraram maior efetividade antiviral do que os
extratos etandlicos, o que pode estar relacionado a solubilidade e biodisponibilidade
diferencial dos compostos bioativos. Esse achado é consistente com outros estudos
que indicam que determinados flavonoides e compostos fendlicos sdo melhor
extraidos em solventes polares, resultando em um perfil fitoquimico mais favoravel
para interacdes biolégicas (Pena-Moran et al., 2016).

A anotacéo do glicosideo benzil beta-primeverosideo no extrato etandlico do
caule de B. aerugo € de grande relevancia, visto que, até o0 momento, 0 composto
é relatado principalmente nas folhas de Camellia sinensis, onde atua como
precursor de compostos aromaticos, como o0 benzaldeido, que contribuem
para o aroma caracteristico do cha (Zhang et al., 2025). Alem disso, é valido
ressaltar que, em uma pesquisa mais aprofundada, ambas pertencem a familias
gue nédo estdo proximas filogeneticamente (Byng et al.,, 2016), o que levanta

guestdes importantes sobre a diversidade quimica de B. aerugo.

E notavel a presenca de compostos especificos nos extratos das raizes,
como € o caso da dafnetina (EER e EAR), um composto conhecido como
antitumoral (JIMENEZ-OROZCO et al., 2021) e a paprazina, um composto comum
as piperaceas (género Piper spp.), compostos conhecidos por sua atividade anti-
helmintica (SILVA, 2009), sendo esses, relatados pela primeira vez no género
Byrsonima spp. Evidenciando diversidade quimica da espécie

Apesar dos resultados promissores, algumas limitacbes devem ser
consideradas. Primeiramente, os ensaios foram realizados apenas in vitro, e
estudos complementares in vivo sdo necessarios para validar a seguranca e
eficacia dos extratos em modelos animais. Ademais, a identificacdo estrutural
detalhada dos flavonoides e outros compostos bioativos deve ser aprofundada por
meio de técnicas como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), a fim de
compreender melhor sua interacdo com alvos virais especificos.

Em termos de aplicacGes farmacéuticas, os extratos com alto indice de
seletividade podem ser explorados no desenvolvimento de formulacdes antivirais,
como fitoterapicos ou novos principios ativos para medicamentos sintéticos.
Ensaios futuros podem incluir avaliacdo da biodisponibilidade dos compostos,

possiveis interagdes farmacocinéticas e testes clinicos preliminares.
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Em sintese, os achados deste estudo reforcam o potencial da Byrsonima
aerugo como uma fonte promissora de compostos antivirais naturais, oferecendo
novas perspectivas para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras
contra arbovirus. O aprofundamento nas pesquisas, incluindo testes in vivo e
investigacfes estruturais dos compostos bioativos, é essencial para a validagcédo

definitiva do seu uso terapéutico.

7 CONCLUSAO

Diante do exposto, constata-se que a espécie estudada apresenta um
potencial antiviral consideravel, o que pode posiciona-la como uma alternativa
promissora aos tratamentos atualmente disponiveis. Os resultados obtidos, de
relevancia significativa, evidenciam ndo apenas uma baixa citotoxicidade, mas
também uma ampla janela terapéutica, aspectos que sdo cruciais para 0
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Esse perfil favoravel sugere que o
extrato da espécie em questao possui uma margem de seguranca confiavel, o que
torna sua utilizacdo potencialmente viavel, tanto para o tratamento de infeccdes
virais quanto para a minimizacdo de efeitos adversos indesejaveis. Tais
caracteristicas tornam a espécie um candidato promissor para investigacoes mais
aprofundadas e para futuras aplicagcdes farmacoldgicas, representando uma

contribuicao relevante para a area de virologia e farmacoterapia.
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