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RESUMO

Introducdo: O virus do zika (ZIKV) é um arbovirus emergente, que se espalhou rapidamente
nos Ultimos anos e causou grandes surtos. E originario da Africa e se espalhou para a Asia,
Oceania e Américas, tendo como principal transmissor o mosquito do género Aedes. Em 2015,
diante de um surto no Brasil, chamou a atencdo das autoridades de saude, onde se comecou a
fazer a associacdo da infeccdo do virus com complicacGes neuroldgicas fetais, sendo apoiado
por estudos realizados durante os surtos de ZIKV no Brasil e na Polinésia Francesa. Apesar da
atividade do ZIKV ter diminuido significativamente nos ultimos anos, o potencial para a
introducdo do ZIKV e a transmissdo em novas areas e alta e imprevisivel. Assim, o
desenvolvimento de vacinas e medicamentos contra o ZIKV continua sendo uma prioridade de
pesquisa, sendo 0s produtos naturais importantes fontes na descoberta de compostos com
atividade antiviral. Objetivo: Caracterizar o efeito antiviral dos extratos etanolicos obtidos das
espécies Passiflora edulis, Schinus terebinthifolius Raddi, Moringa oleifera e Cocos lucifera,
sobre a resposta de células da placenta exposta ao ZIKV. Métodos: Células HTR-8/SVneo
derivadas do primeiro trimestre de gestacdo e explantes placentarios a termo foram expostas
aos extratos e avaliado a viabilidade celular. Os extratos que se mostraram viaveis foram
expostos a infeccdo pelas cepas do ZIKV nas células trofoblasticas e analisado o potencial
antiviral por qRT-PCR e citometria de fluxo. Diante da infeccdo e os tratamentos dos extratos
foram analisados o ciclo celular e producdo de vérias citocinas. Resultados: Nenhum dos
extratos testados diminuiu a viabilidade dos explantes placentarios, em contrapartida apenas 0s
extratos da semente da Passiflora edulis, fruta da Schinus terebinthifolius Raddi e casca da
Schinus terebinthifolius Raddi ndo diminuiram a viabilidade das células HTR-8SV/neo, por
isso sendo os unicos utilizados nas etapas subsequentes. Na analise de atividade antiviral, todos
0s extratos testados foram efetivos para reducdo da carga viral tanto nas células HTR-8SV/neo
como nos explantes placentarios, com resultados mais promissores com o extrato da semente
Passiflora edulis. Na producéo de citocinas, nenhum dos extratos interferiu na modulagdo dos
interferons. J& a IL-8 foi reduzida pelo extrato da casca da Schinus terebinthifolius Raddi,
enquanto a IL-10 foi aumentada diante do extrato da fruta da Schinus terebinthifolius Raddi. O
TNF-a foi reduzido na presenga dos tratamentos com Schinus terebinthifolius Raddi e
Passiflora edulis. Conclusdo: Os extratos testados sdo fontes promissoras de compostos com
acdo antiviral contra o0 ZIKV, em especial o extrato etandlico da semente da Passiflora edulis.

Palavras-chave: Produtos naturais, ZIKV, Passiflora edulis, Schinus terebinthifolius Radd



ABSTRACT

Introduction: The Zika virus (ZIKV) is an emerging arbovirus, which has spread rapidly in
recent years and has caused large outbreaks. It originates in Africa and has spread to Asia,
Oceania and the Americas, having as its main transmitter the mosquito of the genus Aedes. In
2015, faced with an outbreak in Brazil, it drew the attention of health authorities, where the
association of the virus infection with fetal neurological complications began, being supported
by studies carried out during the ZIKV outbreaks in Brazil and French Polynesia. . Although
ZIKV activity has declined significantly in recent years, the potential for ZIKV introduction
and transmission in new areas is high and unpredictable. Thus, the development of vaccines
and drugs against ZIKV remains a research priority, with natural products being important
sources in the discovery of compounds with antiviral activity. Objective: To characterize the
antiviral effect of ethanol extracts obtained from the species Passiflora edulis, Schinus
terebinthifolius Raddi, Moringa oleifera and Cocos lucifera, on the response of placental cells
exposed to ZIKV. Methods: HTR-8/SVneo cells derived from the first trimester of pregnancy
and term placental explants were exposed to the extracts and cell viability was evaluated. The
extracts that proved to be viable were exposed to infection by the ZIKV strains in the
trophoblast cells and the antiviral potential was analyzed by qRT-PCR and flow cytometry.
Faced with the infection and the treatments of the extracts, the cell cycle and production of
various cytokines were analyzed. Results: None of the extracts tested decreased the viability
of placental explants, on the other hand, only extracts from the seed of Passiflora edulis, fruit
of Schinus terebinthifolius Raddi and bark of Schinus terebinthifolius Raddi did not decrease
the viability of HTR-8SV/neo cells, therefore being the only ones used in subsequent steps. In
the analysis of antiviral activity, all extracts tested were effective in reducing viral load both in
HTR-8SV/neo cells and in placental explants, with more promising results with the extract of
Passiflora edulis seed. In the production of cytokines, none of the extracts interfered in the
modulation of interferons. IL-8 was reduced by the Schinus terebinthifolius Raddi bark extract,
while IL-10 was increased by the Schinus terebinthifolius Raddi fruit extract. TNF-o was
reduced in the presence of treatments with Schinus terebinthifolius Raddi and Passiflora edulis.
Conclusion: The tested extracts are promising sources of compounds with antiviral action
against ZIKV, especially the ethanolic extract of Passiflora edulis seed.

Keywords: Natural products, ZIKV, Passiflora edulis, Schinus terebinthifolius Raddi.
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1 INTRODUCAO

O ZIKV é um arbovirus emergente, pertencente ao género Flavivirus, da familia
Falviviridae, que se espalhou rapidamente nos Ultimos anos e causou grandes surtos que, pela
primeira vez, revelou uma ligagéo etioldgica com graves complicacdes neuroldgicas, incluindo
a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) e a Sindrome Congénita do Zika Virus (SCZ) (PIELNA
et al., 2020). O primeiro relato de infecgéo por ZIKV em humanos foi em 1962 na Uganda, e 0
virus desde entdo se expandiu lentamente pela Africa, Asia, Oceania e Américas. Até 2007
menos de 20 casos em humanos foram relatados, e todos tiveram manifestacdes clinicas leves
e autolimitadas (MUSSO; GUBLER, 2016; HEANG et al., 2012).

Recentemente, 0 ZIKV chamou a atencéo das autoridades de satde, quando se comegou
a associar a infeccdo com complicacdes neuroldgicas fetais (OEHLER et al., 2014; SCHULER-
FACCINI et al., 2016; ARAUJO et al., 2016), e o Brasil foi o pais que registrou
substancialmente o crescimento de casos de méas formacdes fetais, tendo seu apice em 2016
(BRASIL, 2017). Depois de vérios estudos publicados associando a infecgdo viral com os
problemas neuroldgicos fetais, surgiu o termo de Sindrome Congénita do ZIKV, um conjunto
de anomalias congénitas que podem incluir alteragfes visuais, auditivas e neuropsicomotoras
que ocorre apos a exposicao ao ZIKV da mulher gestante (MOORE et al., 2017).

Os principais responsaveis pela disseminacdo do ZIKV sdo 0s mosquitos do género
Aedes spp, mas também pode ocorrer por transfusdo de hemoderivados infectados, transmissao
sexual e transmissdao materno-fetal (PETERSEN et al., 2016). Dentre as pessoas que entram em
contato com o ZIKV, cerca de 80%, sdo assintomaticos ou apresentam doenca clinica leve
(HAYES, 2009; DUFFY et al., 2009). As principais alteraces que preocupam as autoridades
de saude sdo as que afetam os recém-nascidos, onde s6 no Brasil, entre os anos de 2015 até
2018, ocorreram 16.900 casos suspeitos de mudangas no crescimento e no desenvolvimento de
recém-nascidos, possivelmente relacionados a infec¢do pelo ZIKV, tendo 22.168 casos
confirmados de gestantes infectadas (BRASIL, 2018a; BRASIL, 2018b). No entanto, é
importante levar em consideracdo as dificuldades de diagnéstico da doenca, pois facilmente se
confunde com outras arboviroses em relacdo aos seus aspectos clinicos e as dificuldades de
acesso da populacdo a exames laboratoriais especificos no tempo correto, 0 que podem ter
contribuido para uma grande subnotificacdo dos casos (MOCHIDA, 2020; GALANG et al.,
2020).

Apesar da atividade do ZIKV ter diminuido significativamente nos ultimos anos, o
potencial para introducdo do ZIKV e a transmissdo em novas areas € alta e imprevisivel

(POLAND et al., 2018). Assim, o desenvolvimento de vacinas e medicamentos contra 0 ZIKV
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continua sendo uma prioridade de pesquisa, principalmente apds a declara¢do da Organizagédo
Mundial da Saude (OMS) sobre 0 ZIKV ainda ser uma emergéncia de satde publica de interesse
internacional com a necessidade de intensas pesquisas para o desenvolvimento de vacinas e
medicamentos (BERNATCHEZ et al.,, 2019; MOTTIN; BORBA; BRAGA, 2018). Vale
ressaltar que ndo existe medicagdo antiviral aprovada para o ZIKV, principalmente com
aplicabilidade em gestantes.

O desenvolvimento de medicamentos para gestantes € um processo delicado, geralmente
0s estudos randomizados de uma nova medicacdo excluem as gestantes ou as deixam para
segundo plano por requerer mais recursos financeiros e pela dificuldade de quantitativo de
participantes (SCHAEFER, 2011). E quando se trata de uma doenga em que o principal prejuizo
é causado principalmente durante a gestacao, ai 0 quadro se complica, como € no caso do ZIKV
que enfrenta dificuldades na busca por novos compostos, um deles é a dificuldade no avanco
da fase clinica por estarmos em um momento de baixo ndmeros de casos (MASMEJAN et al.,
2018; SOUZA et al., 2020).

Nesse contexto de busca de novos compostos com atividade antiviral, os produtos
naturais sempre tiveram um papel crucial, com um grande nimero de compostos fitoterapicos
e seus derivados demostrando atividade contra diversos virus (LIN; HSU; LIN, 2014). Como
exemplo, cita-se, o cravo-da-india (Syzygium aromaticum) que demostrou atividade contra o
virus do herpes, o adenovirus e o poliovirus (PARHAM et al., 2020; AKTHAR; DEGAGA,;
AZAM, e 2014). Outro exemplo, é a portulaca (Portulaca oleracea) uma erva tradicional da
Asia e ja demostrou uma potente atividade antibacteriana, antiviral e antifungica (AKTHAR;
DEGAGA; AZAM e 2014).

Assim, para esse trabalho, foram selecionadas algumas espécies que sdo encontradas
facilmente na regido do Nordeste e sdo ricas em flavonoides, uma classe que ja possui atividades
antivirais descritas de amplo espectro (KUMAR, PANDEY, 2013; OLIVEIRA et al., 2017;),
para serem avaliadas diante da infec¢do do ZIKV e com um possivel uso durante a gestagéo, as
espécies foram: Passiflora edulis, Schinus terebinthifolia Raddi, Moringa oleifera, e Cocos
nucifera.

A espécie Passiflora edulis, também € conhecida como maracuja amarelo, pertence a
familia Passifloraceae que é uma planta bem explorada quando se trata da casca, polpa, flores
e folhas (CAUZ-SANTOS et al. 2017). J& a semente é menos explorada, boa parte da sua
composicgdo é descartada, e essa fracdo jogada fora pela industria é possivel fazer a retirada de
um extrato etandlico (HE et al., 2020; XAVIER ET al., 2020). Esse extrato etandlico utilizado

nesse trabalho, contém varias substancias com atividades bioldgicas interessantes, destacamos
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0 piacetanol, por ser um composto majoritario das sementes e por ja ter demostrado um papel
importante diante de doencas metabdlicas (LAVU et. al., 2008; KITADA et al., 2017), e a
Naringenina-7-O-glicosideo, por ja ter demonstrado atividade contra flavivirus (FRABASILE
etal., 2017).

A Schinus terebinthifolius Raddi, pertencente a familia Anacardiaceae, popularmente
conhecida como aroeira, pimenta-rosa, pimenta brasileira. A sua casca, fruta e folhas ja
possuem um destaque na medicina popular e na industria (PAGANI et al., 2014 BRANDAO et
al., 2006). Dessa espécie foi extraido: o extrato etanélico da fruta e o extrato etanolico da casca
da fruta, e pela técnica de HPLC (Cromatografia Liquida de Alto Desempenho), foram
encontrados alguns compostos fenolicos que na literatura ja& demostraram algum tipo de
atividade antiviral, sdo eles: o acido galico e acido p-cumarico, catequina, epicatequina e
resveratrol (ROCHA et al., 2019; LIMA et al., 2017).

A arvore Moringa oleifera pertence a familia Moringaceae, 0 uso das suas sementes,
folhas, cascas, flores e raizes se expandiu para 0 mundo na década de 90, e hoje s&o amplamente
explorados (MUTHEESWARAN et al., 2011; MAHMOOD; MUGAL; HAQ, 2010). A anélise
quantitativa realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) do extrato da folha
da Moringa oleifera, mostra como principais componentes ativos o acido clorogénico e a
isoquercetina (VONGSAK et al., 2013). E essa fragdo j& demostrou atividade antiviral contra o
virus da hepatite B (BAGHERI et al., 2020).

Outra espécie utilizada foi Cocos nucifera, ¢ uma arvore com finalidades bem variadas,
tendo todas as partes do fruto aproveitadas pela industria (LIMA et al., 2015; ROSA et al.,
2001). Utilizamos o extrato etandlico da fibra da casca do Cocos nucifera, que na literatura ja
foi descrito por apresentar atividade contra infec¢des fungicas dérmicas (KHALID et al., 2016)
e atividade inibitdria contra virus herpes simples tipo 1 (HSV-1-ACVr) (ESQUENAZI et al.,
2002).

Assim, 0 objetivo do trabalho foi testar as espécies descritas acima diante da infecgao
viral pelo ZIKV, usando células de placenta visando uma possivel aplicacdo futura para

gestantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Placenta

E um 6rgdo altamente especializado no corpo humano que desempenha um papel
essencial no desenvolvimento e manutencdo da gravidez, ele é temporério, tem formato
discoide e é hemocorial (pelo qual o sangue materno entra em contato direto com células
tofoblasticas) (GUDE et al., 2004; BENIRSCHKE, BURTON, BAERGEN, 2012).
Macroscopicamente possui a superficie fetal, voltada para a cavidade amniotica o que da um
aspecto brilhante e onde fica a insercdo do corddo umbilical, e a superficie matena, que possui
um aspecto opaco e é subdivida em lébulos placentarios (BENIRSCHKE, BURTON,
BAERGEN, 2012).

Dentre as inimeras func¢des desempenhadas por esse 6rgao pode-se destacar o transporte
de nutrientes e gases respiratérios (WOODING; BURTON, 2016; BURTON; FOWDEN,;
THORNBURG, 2016). Também é importante a secrecdo de hormonios, pois uma grande
variedade de horménios é secretada pela placenta, com grandes impactos na salde materna,
variando desde a supressao dos ciclos reprodutivos a mobilizacdo de recursos nutricionais
(BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016). A placenta também cria uma barreira seletiva
que procura proteger o feto de toxinas, patdgenos, e outras substancias prejudiciais, e assim,
proporcionar o ambiente mais adequado para seu desenvolvimento (JAVAM et al., 2014;
BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016).

2.1.1 Desenvolvimento da placenta

A placenta comeca a se formar logo apds a implantacdo embrionaria, a partir da
diferenciacdo de células trofoblasticas para o citotrofoblasto, este por sua vez, sofrerd o
processo de sincicializacdo (diante da sua alta taxa de proliferacdo, suas membranas se fundem
e formam uma massa multinucleada), formando o sinciciotrofoblasto (FISHER, 2015). Nas
primeiras semanas de gestacédo, o sinciciotrofoblasto possui o0 protagonismo de invadir uma
parte do endométrio materno, a décidua basal, e invade glandulas maternas e 0s vasos venosos
para suprimento dos elementos essenciais para o desenvolvimento do concepto (HUPPERTZ,
2019).

Outro processo importante na formacdo da placenta é a formagdo das vilosidades
coridnicas, estruturas fundamentais para a sua funcionalidade. De inicio elas sdo chamadas de
vilosidades coribnicas primarias, que sdo compostas externamente por uma camada de

sinciciotrofoblasto e logo abaixo uma camada citotrofoblasto, as vilosidades coribnicas se
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projetam no chamado espago interviloso, e esse espaco fica repleto de sangue materno derivado
de vénulas e veias uterinas (HUSTIN, SCHAAPS, 1987). Com a gastrulacdo embrionéria, 0
mesoderma se expande para estruturas extra-embrionarias, como as vilosidades coridnicas que,
devido & presenca de tecido mesenquimal, passam a ser denominadas vilosidades coridnicas
secundéarias (BENIRSCHKE; BURTON; BAERGEN, 2012). Logo em seguida, 0S Vvasos
sanguineos embrionarios sdo formados por vasculogénese e expandem por angiogénese para
todas as estruturas mesenquimais, inclusive as vilosidades coridnicas, agora denominadas de
terciarias, composta por uma camada externa de sinciciotrofoblasto, adjacente tem uma camada
de citotrofoblasto e preenchida por tecido mesenquimal e vasos sanguineos fetais. Assim ao
final do primeiro trimestre de gestagdo as vilosidades coribnicas terciarias ja estdo formadas
(WANG e ZHAO, 2010).

Com a maturacdo da placenta o sinciciotrofoblasto perde sua atividade invasiva,
enquanto o citotrofoblasto que esta presente nas vilosidades coridnicas continua proliferando e
extravasando os limites das vilosidades, formando colunas de células citotrofoblasticas, e
quando se desprendem da vilosidade coridnica se diferenciam nas células do citotrofoblasto
extraviloso (CTEV) (KNOFLER e POLLHEIMER, 2010) (Fig.1). Essas células sé&o
responsaveis por invadir mais profundamente a decidua basal até o primeiro tergco do miométrio,
além de invadir também remodelam as artérias espiralas uterinas, facilitando o fluxo de sangue

arterial para os espacos intervilosos (FISHER, 2015).
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Figura 1: Anatomia da placenta humana
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No estroma das vilosidades tercidrias sdo encontrados ainda fibroblastos, células de
Hofbauer (macréfagos embrionarios-fetais) e os capilares fetais, e essa composi¢do das
vilosidades coridnicas terciarias permanecem na maior parte do primeiro trimestre e segundo
trimestre de gestacdo. Assim durante esse periodo a barreira hematoplacentaria € feita pelo
sinciciotrofoblasto, citotrofoblasto viloso, ldmina basal e célula endotelial dos capilares fetais
(Fig.2) (WANG e ZHAO, 2010).

No terceiro trimestre, com 0 amadurecimento da placenta e a ndo necessidade de invasdo
placentéaria, as células CTEV comecam a reduzir seu numero, da mesma forma que as células
do citotrofoblasto, assim as paredes dos capilares fetais se fusionam com o sinciciotrofoblasto,
formando a membrana vasculosincicial e dessa forma, a barreira hematoplacentéria fica
reduzida apenas a essa membrana ou ao sinciciotrofoblasto livre (Fig.2) (COYNE e LAZEAR,
2016). Ou seja, a barreira hematoplacentaria muda conforme o periodo gestacional devido a
essas diferencas nos estagios da placenta, os mecanismos de transmissao vertical dos patégenos
devem ser diferentes de acordo com a idade gestacional (COYNE e LAZEAR, 2016).
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Figura 2: Diferencas histologicas entre vilosidades coridnicas de diferentes estagios
da gestacao.
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2.1.2 Células que compde a placenta

As células trofoblasticas séo os principais componentes da placenta, elas desempenham
a maior parte das funcOes placentarias e existe uma variedade de subtipos de trofoblasto entre
eles o citotrofoblasto viloso (CTV), o sinciciotrofoblasto (SCT), o sinciciotrofoblasto
extraviloso e o citotrofoblasto extraviloso (CTEV) (PIINENBORG et al., 1980; TURCO;
MOFFETT, 2019).

O SCT compde a vilosidade coridnica externamente, e estd em contato direto com o
sangue materno do espaco interviloso, € o principal local de trocas materno-fetal (Fig. 3)
(ROBINSON et al., 2009). Essas celulas ttm uma grande importancia enddcrina na produgéo
de hormdnios na circulagdo materna afim de criar as condi¢es fisiologicas e metabdlicas para
a gestacdo (MOFFETT; LOKE, 2006). Além disso, o0 SCT também funciona como um papel
importante na barreira placentéria, seja pela barreira fisica ou com producdo e expressdo de
proteinas para ativacdo do sistema imunoldgico local (ROOPENIAN; AKILESH, 2007).

Ja o sinciciotrofoblasto extraviloso, sdo “restos” de sinciciotrofoblastos, localizados
principalmente na regido intervilosa. No inicio da gestacdo as partes ndo vilosas da placenta

(corion, placa coridnica primaria) sdo compostas principalmente pelo sinciciotrofoblasto e sua
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quantidade diminui com a maturagéo da placenta. S&o placas sinciciais que cobrem pequenos
espacos da placa coridnica, placa basal, e as vezes das colunas de ancoragem (BENIRSCHKE,
BURTON, BAERGEN, 2012).

O CTV fica logo abaixo do SCT na vilosidade coridnica (Fig 3), sdo células altamente
proliferativas (SIMPSON; MAYHEW,; BARNES, 1992), e no inicio da gestacao elas formam
uma camada de células continua e a medida que a placenta vai amadurecendo essa capacidade
proliferativa vai diminuindo e o seu quantitativo reduz em torno de 75% nas vilosidades
corionicas do final da gestacdo (PIINENBORG et al., 1980).

Todos os CTV fora da vilosidade coridnica recebe o nome de CTEV, que podem ter um
fendtipo proliferativo ou intersticial (Fig.3) (POLLHEIMER et al., 2018). Células com perfil
proliferativo formam as colunas de ancoragem das vilosidades coriénicas, que se ancoram na
decidua basal, dando aderéncia da placenta ao tecido materno (BENIRSCHKE; BURTON,;
BAERGEN, 2016). As que apresentam um perfil intersticial se desprendem das colunas de
ancoragem e migram pelo estroma da decidua basal, com funcGes de remodelacGes das artérias
espiraladas e invasdo do tecido materno até o terco médio do miométrio (LOREGGER,;
POLLHEIMER; KNOFLER, 2003).

Além das células trofoblasticas, a placenta contéem uma gama de células presentes no
centro do estroma das vilosidades, incluindo as que formam os vasos sanguineos fetais, células
mesenquimais e os macréfagos de origem fetal ou células de Hofbauer (BOYD; HAMILTON,
1970; JONES et al., 2008). E na decidua basal encontramos as células deciduais, células natural
killer uterinas, macrofagos, células dendriticas, aléem de diferentes populagfes linfocitarias e
componentes do sistema vascular arterial e venoso, que sdo de origem materna.
(BENIRSCHKE; BURTON; BAERGEN, 2016; POLLHEIMER et al., 2018).
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Figura 3: Células que compde a placenta
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2.2 0 ZIKV
2.2.1 Epidemiologia do ZIKV

O ZIKV é um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus. O
genoma do virus é composto de &cido ribonucleico (RNA) de fita simples e a analise
filogenética mostra que existem duas cepas: a asiatica e a africana (PLOURDE; BLOCH, 2016),
sendo que a linhagem africana pode ser dividida ainda em linhagens do Leste e do Oeste da
Africa (LANCIOTTI et al., 2007).

Em 1947, durante estudos epidemioldgicos sobre febre amarela na floresta de Zika, em
Uganda, pesquisadores isolaram pela primeira vez o ZIKV do sangue de macacos Rhesus
(DICK, COZINHA, HADDOW, 1952). E o primeiro isolamento de ZIKV em seres humanos
foi confirmado em 1962, em Uganda (WIKAN; SMITH, 2016). J& no ano de 1969, o ZIKV foi
identificado, pela primeira vez, fora do continente africano, na Malasia, sendo transmitido pelo
mosquito Aedes Aegypti (MARCHETTE; GARCIA; RUDNICK, 1969).

Por muitos anos o ZIKV permaneceu relativamente desconhecido, causando infecgoes
esporéadicas na Africa e na Asia, até o primeiro surto epidémico nas Ilhas Yap, pertencentes aos

Estados Federados da Micronésia, em 2007. Inicialmente, esse surto foi atribuido ao virus da
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dengue (DENV), mas posteriormente por meio de analises de biologia molecular confirmaram
o surto de ZIKV, onde cerca de 70% da populacéo foi afetada (CAO-LORMEAU et al., 2014).
Entre 2013 e 2014 novos surtos ocorreram na Polinésia Francesa, na Ilha de Pascoa, nas Ilhas
de Cook e em Nova Caledonia (KINDHAUSER et al., 2016).

A disseminacdo pelas Américas ocorreu em 2015, causando epidemias nas Ameéricas
Central e do Sul, nas ilhas do Caribe e na regido Sul dos Estados Unidos da América
(HENNESSEY;; FISCHER; STAPLES, 2016). Embora pela analise filogenética acredita-se que
a introducgéo do ZIKV no continente Americano tenha ocorrido em 2013 (FARIA et al., 2016).
Segundo a OMS, existem evidéncias da transmisséo do ZIKV em 72 paises (OMS, 2015).

No Brasil, a transmissdo autdcne, ou seja, ocorrida dentro do territorio nacional, foi
confirmada em 2015 na regido nordeste do pais e se disseminou para outros estados em
sequéncia (FERRARIS; YSSEL; MISSE, 2019). Naquele ano foram confirmados trés 6bitos
relacionados a infeccdo por ZIKV. No entanto, o aumento exponencial do nimero de casos
ocorreu em 2016, quando as notificagdes chegaram a 215.097 casos provaveis de febre por
ZIKV, com incidéncia de 104,4/100 mil habitantes, resultando em oito dbitos. Os registros
mostraram ainda 13.973 notificagbes de provaveis casos em gestantes, sendo 5.925
confirmados pelo critério clinico-epidemioldgico ou laboratorial. J& em 2017, ocorreu uma
reducdo drastica do nimero de casos para 17.105 casos provaveis de febre pelo ZIKV, desses
8.626 (50.4%) foram confirmados, com incidéncia de 8,3/100 mil habitantes. Em relagdo ao
numero de casos e gestantes, foram registrados 2.198 casos provaveis, sendo 933 confirmados
por critérios clinico-epidemiolégico ou laboratorial (BRASIL, 2017).

Um sintoma nunca antes relatado em outras arboviroses, apareceu ainda em 2015,
quando o nascimento de criangas com microcefalia motivou uma missdo de vigilancia em salde
federal a Recife, acompanhada pela Organizacdo Pan-Americana de Satde (OPAS) (BRASIL,
2017). Com o sistema de vigilancia epidemioldgica sensibilizado, foi observado que o registro
de criangas com microcefalia era superior ao habitual em diversas cidades do Nordeste,
ocorrendo a associacdo com o surto de ZIKV, o qual foi recebido com ceticismo pelas
autoridades em saude na ocasido (BRASIL, 2017). No entanto a hipotese foi confirmada em
2016, com a publicacdo em periddico relatando a presenca de ZIKV no liquido amniotico de
pacientes gravidas em gestacOes que apresentam alteracdes nos desenvolvimentos fetais
identificados pelos exames de ultrassonografias (MELO et al., 2016).  Vérias outras
publicacbes foram realizadas subsequencialmente, confirmando a associacdo de alteragdes

fetais com a infeccdo por ZIKV na gestacdo e uma possivel transmissdo vertical (MLAKAR et
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al., 2016). Inclusive, foi relatado, em nova avaliacdo do surto de ZIKV na Polinésia Francesa
gue houve registros de transmissdo vertical do ZIKV em 2014 (BESNARD et al., 2014).

2.2.2 Formas de Transmissao do ZIKV

A principal fonte de transmissdo do ZIKV ¢é vetorial, ou seja, realizada através da picada
do mosquito do Género Aedes (Ae.), que popula amplamente as regides tropicais e subtropicais
(PLOURDE; BLOCH, 2016). Dentre eles estdo, o Ae. africanus, o Ae. apicoargenteus, o Ae.
vitattus, o Ae. furcifer, o Ae. luteocephalus, o Ae. hensilli e 0 Ae. aegypti. A espécie Ae. hensilii
foi a principal transmissora na llha de Yap durante a epidemia de 2007 (DIALLO et al., 2014).
Ja nas Américas, o principal vetor foi, e continua sendo, o Ae. aegypti (GRARD et al., 2014;
LEDDERMANN et al, 2014; MARCONDES; XIMENES, 2015). Adicionalmente ja foram
descritas outras formas de transmissdo do ZIKV, como pela via sexual, visto que o ZIKV foi
encontrado no sémen de pacientes com infeccao por ZIKV, sugerindo a replicacdo do virus no
trato genital e evidenciando a possibilidade de transmisséo por essa via (PETERSEN et al.
2016). Foi descrito que o ZIKV foi localizado nos testiculos, servindo como reservatério para
novos ciclos de infeccdo (GORNET; BRACERO; SEGARS, 2016; MUSSO et al., 2015). Outra
possivel via de transmisséo € pela transfusdo sanguinea, visto que o ZIKV foi detectado pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-gPCR), em amostras
de doadores assintomaticos (MUSSO et al., 2014).

Uns dos primeiros relatos de transmissao vertical ocorreu durante um surto na Polinésia
Francesa, em 2013, onde duas mées com infec¢do por ZIKV confirmada por gRT-PCR, também
tiveram a infec¢do confirmada do recém-nascido 4 dias ap6s 0 nascimento, indicando a possivel
transmisséo vertical (BESNARD et al., 2014). Durante epidemia no Brasil, foi constatado um
aumento de adversidades em neonatos oriundos de gestantes acometidas pelo ZIKV, além da
localizacdo de RNA viral em liquido amnidtico, na placenta e no sistema nervoso central dos

recém-nascidos de mées que tiveram a infecgdo durante a gestacdo (NORONHA et. al., 2016).

2.2.3 Fisiopatologia e tropismo do ZIKV

A estrutura do ZIKV é semelhante a de outros flavivirus, esse género é esférico e mede,
em torno de 50 nm de diametro sendo envolto por uma bicamada lipidica. Os virus possuem
uma glicoproteina de membrana (M) e glicoproteina de envelope (E) (Fig. 4) (KAZMI et al.,
2020). O genoma consiste em uma fita positiva de RNA de 11 kb e codifica trés proteinas

estruturais: proteina do capsideo (C), precursor da glicoproteina de membrana (prM) e proteina
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de envelope (E), além de sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5)
(SIROHI et al., 2016).

As proteinas ndo estruturais auxiliam na replicacdo e no empacotamento do genoma,
bem como na subversdo das vias do hospedeiro em favor do virus (SIROHI; KUHN, 2017). A
NS1 e a NS2A, exerce um papel essencial na replicacdo e montagem do virus e € importante na
evasao imune (HASAN et al., 2018). A NS2 e a NS3 séo importantes durante a montagem do
virion (SAHOO; JENA; KUMAR, 2016), e além disso, NS3 junto com NS2B, funcionam como
um complexo de protease e helicase (LEE; SHIN, 2019; KHAIBOULLINA et al., 2019). A
proteina NS4 interfere na sinalizacdo intracelular e tem sido associada a autofagia (LIANG et
al., 2016); enquanto a NS5 contém um dominio RNA polimerase dependente de RNA, que é
essencial para a replicacdo viral, e um dominio metiltransferase, que esta envolvido na traducao

e evasao da resposta imune do hospedeiro (SHI; GAO, 2017).

Figura 4: Constitui¢do dos virus do género favivirus
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Fonte: Adaptado de RELICH e LOEFFELHOLZ, 2017

Sobre a fisiopatologia da febre de Zika, é conhecido que 0 mosquito de género Aedes
deposita 0 ZIKV na pele do hospedeiro, onde se inicia o ciclo infeccioso com a fixagcdo dos
virions na membrana plasmatica de células suscetiveis, como os fibroblastos e o0s
queratinocitos, ocorrendo uma rapida replicacdo viral pela interacdo entre a proteina E viral e
um ou mais receptores de células hospedeiras (HAMEL et al., 2015; PERERA-LECOIN et al.,
2013). Os virions sdo internalizados por micropinocitose, logo o capsideo viral se funde com a
membrana endossémica e ocorre a liberacdo do genoma viral do endossomo no citoplasma,
sendo traduzido por ribossomos para gerar as proteinas virais estruturais e ndo estruturais,

seguindo para a montagem de novas particulas levando a maturacdo e a liberacdo de uma
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populacédo heterogénea e competente para a infeccédo (BUCKLEY; GOULD, 2001; HAMEL et
al., 2015) (Fig. 5).

Figura 5: Ciclo de infeccdo do Flavivirus: um modelo para replica¢do do ZIKV
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viral no citoplasma da célula hospedeira (B). Em seguida, ocorre a traducdo da proteina viral, a replicacdo do RNA
e amontagem de particulas virais (C, D e E), conduzindo para a maturacao e liberagao de particulas virais da célula
(F e G). Fonte: Adaptado de RELICH e LOEFFELHOLZ, 2017.
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Replicagdo de RNA em
membranas

Muito do que se sabe sobre 0s mecanismos da patogénese e toda a dindmica do sistema
imunoldgico diante do ZIKV é baseada em estudos in vitro e in vivo, e oriundos de alguns
relatos de casos clinicos (BAILEY et al., 2018). Em modelos de primatas ndo-humanos, como
0s macacos Rhesus, 0 RNA do ZIKV foi detectado no plasma um dia apds a inoculacéo
subcutanea e em trés semanas foi isolado do cérebro, liquido cefalorraquidiano, urina e saliva
desses animais (DUDLEY et al., 2016). Osuna, 2016, também mostrou a permanéncia do virus
por trés semanas na saliva e nos fluidos seminais apds a elimina¢do do virus em sangue
periférico de macacos Rhesus. A infec¢do dos macacos pigtail durante a gravidez resultou no
desenvolvimento de lesdes cerebrais fetais com hipoplasia da substancia cinzenta da prole

(ADAMS et al.,, 2016). Em um estudo de inoculacdo periférica em camundongos
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imunocompetentes, estes foram resistentes a infeccdo por ZIKV (LAZEAR et al., 2016; ROSSI
etal., 2016).

Analises bioquimicas mostram que todos os flavivirus precisam superar a producédo de
interferons (IFN) para causar a doenca, pois ele € capaz de invocar uma potente resposta
antiviral nas células, com a ativagdo da cadeia alfa do receptor de interferon-alfa/beta (IFNAR1)
e cadeia beta do receptor de interferon-alfa/beta (IFNAR2), que ativa a proteina tirosina quinase
(JAK1), e o Transdutor de Sinal e Ativador da transcricdo 2 (STAT-2), levando a regulacéo
positiva de centenas de genes que vao ativar uma resposta antiviral (KUMAR et al., 2016). Em
humanos foi descrita que a proteina viral NS5 age como um antagonista nessa cascata, causando
a inibicéo da fosforilagdo e induzindo a degradacédo de STAT-2 (GRANT et al., 2016; KUMAR
et al., 2016). Ja em camundongos imunocompetentes ndo ocorreu a degradacdo de STAT-2, 0
que justificaria essas linhagens serem resistentes a infecgdo pelo ZIKV (GRANT et. al., 2016).
No entanto, camundongos imunocomprometidos, com deficiéncias genéticas na via de
sinalizacdo de IFN ou com o uso de bloqueadores monoclonais de IFN, mostraram-se mais
suscetiveis a infeccdo e ao desenvolvimento da doenca (ROSSI et al., 2016; LAZEAR et al.,
2016).

Em linhagens de camundongos que desenvolvem a infec¢do do ZIKA, eles apresentam
um severo quadro da infeccdo, incluindo tremores, ataxia e paralisia (ROSSI et al., 2016;
ZMURKO et al.,, 2016; WEGER-LUCARELLI et al., 2016). Também foi relatado o
desenvolvimento de conjuntivite, com localizacdo de RNA viral na cdrnea, iris, nervo optico e
células glanglionares e bipolares da retina de camundongos (MINER et al., 2016). O virus
também foi detectado em vérias células do aparelho reprodutor masculino em camundongos,
incluindo espermatog6nias, espermatocitos, espermatozoides maduros e células de Sertoli, e a
infeccdo persistiu por semanas nos testiculos e epididimo (GOVERO et al., 2016).

A infeccdo de camundongos neonatais imunocompetentes mostrou o desenvolvimento
da doenca, apresentando alteragdes no sistema nervoso central e oculares, além de morte de
parte dos camundongos (LAZER et al., 2016; MINER et al., 2016). Camundongos infectados
com um dia de vida apresentaram letargia, ataxia e paralisia com sinais de infec¢do no cérebro
(FERNANDES et al.,, 2016). A infeccdo pelo ZIKV de camundongos fémeas prenhas
imunocomprometidas levou a infeccdo placentaria, lesdo cerebral fetal com morte celular
neuronal e morte fetal. Em camundongos prenhas onde o feto teria capacidade de resposta
antiviral via IFN também foram observados restri¢cdo do crescimento intrauterino, infec¢do da

placenta e do sistema nervoso central (MINER et al., 2016).
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Com relacdo a placenta, ja foi demonstrado em estudos com explantes placentarios
humanos que o ZIKV consegue infectar células e estruturas trofoblasticas de primeiro trimestre
(citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto e trofoblasto extraviloso) (TABATA et al., 2016). E em
explante da decidua basal de primeiro trimestre de gestacdao, em humanos, também foi relatado
a replicacdo e a amplificacdo do ZIKV nos macrofagos e nos fibroblastos. Ja em explantes de
vilosidades coridnicas de primeiro trimestre, as células mesenquimais e as células de Hofbauer
também foram suscetiveis (EL COSTA et al., 2016). Bem como as células do corddo umbilical,
de inicio de gestacdo, também se mostraram suscetiveis a infec¢do por ZIKV (EL COSTA et
al., 2016; TABATA et al., 2016).

Na placenta a termo de humanos, foi demonstrado que o citrofoblasto viloso e as células
de Hofbauer sdo suscetiveis a infeccdo (QUICKE et al., 2016; JURADO et al., 2016). Foi
identificado ainda que, houve deteccao do virus na regido perinuclear de células do estroma das
vilosidades coridnicas (MOLAS et al., 2020). A replicacdo de RNA do ZIKV foi observada em
placentas de primeiro e segundo trimestre, com carga viral maior nas de primeiro trimestre
(BHATNAGAR et al., 2017). Bayer e colaboradores (2016) confirmaram a infec¢do do ZIKV
em diversas linhagens celulares de placenta, porém nédo encontraram sinais de infeccdo em
citotrofoblasto viloso de placenta a termo, sugerindo um mecanismo de imunidade antiviral
envolvendo IFN-III.

Os estudos demostram que as sequelas mais graves da infeccdo do ZIKV ocorrem
devido ao tropismo desse virus por infectar células progenitoras neurais (NPCs), resultando em
graves danos neuroldgicos, além da microcefalia e da hidrocefalia. Os efeitos da infec¢do do
ZIKV nas células-tronco neuronais que crescem como neuroesferas e organoides do cérebro,
mostraram que o0 ZIKV tem como alvo essas células reduzindo sua viabilidade e seu
crescimento (GARCEZ et al., 2016). Outros estudos mostram que a capacidade do ZIKV
infectar esse tipo de células induz a alteragdes na expressdo de proteinas do ciclo celular
causando apoptose e o comprometimento da produgdo de novos neurénios (LI et al., 2016;
SOUZA et al., 2016). A infeccdo direta de NPCs pode ndo ser o Gnico fator que contribui para
a microcefalia induzida por ZIKV. A infeccdo de células da crista neural cranial pode resultar
na producdo de citocinas inflamatdrias que agem de forma parécrina causando a eliminacdo das
NPCs ao promover o processo de apoptose (BAYLESS et al., 2016). Alem disso, infeccdes
virais com o ZIKV podem levar a uma exacerbada inflamacgéo placentéria causando lesdes no
tecido, resultando em sérias disfuncBes placentarias que podem comprometer o

desenvolvimento fetal e a satide materna (MOLAS et al., 2020).
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2.2.4 Manifestacdes clinicas e diagnostico da infec¢do por ZIKV

Aproximadamente 20% das pessoas infectadas com ZIKV desenvolvem os sinais
clinicos da doenca (HAYES, 2009). E quando os sintomas estéo presentes, a maioria dos casos
ocorrem de forma leve e com cura espontanea em torno de sete dias ap6s o inicio dos sintomas.
Estudos apontam que o periodo de incubacdo em seres humanos € de trés a seis dias (DUFFY
et al., 2009). No entanto, existem relatos de que o ZIKV pode permanecer em determinados
tecidos por meses (ROSENBERG, 2017). A principal sintomatologia da febre da Zika € o
exantema maculopapular pruriginoso, febre intermitente (geralmente baixa), hiperemia
conjuntival ndo purulenta e sem prurido, artralgia, mialgia, astenia e cefaleia (BRASIL, 2015).
Como sintomas incomuns, podem surgir, dor retro-orbital, anorexia, vomitos, diarreia, dor
abdominal e mucosite (BRASIL, 2016). Em alguns pacientes pode ocorrer também
hematoespermia (BRASIL, 2015).

Por muito tempo a doenca causada pelo ZIKV foi considerada sem consequéncias
graves, até que depois do primeiro surto na Oceania foram relatados varios casos de associacéo
entre a infeccdo do ZIKV com a Sindrome de Guillain-Barré (SGB), que afeta principalmente
os neurbnios motores (PRADHAN et al., 2017). Além disso, também foram descritas
complicacdes neuroldgicas como encefalite, meningoencefalite, paraestesia, paralisia facial e
mielite (PRADHAN et al., 2017; SOARES et al., 2016; LANDAIS et al., 2017). A vigilancia
epidemioldgica da Polinésia Francesa mostrou que de 397 amostras positivas para o0 ZIKV,
foram registrados 38 casos de sindrome de Guillain-Barré apos a infeccdo por ZIKV, com 25
pacientes com complicacBes neurolégicas e 7 com outras complicacbes (EUROPEAN
CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2014).

Contudo, o quadro que mais despertou preocupagdo nas autoridades de satde foram as
sequelas apresentadas por recém-nascidos decorrentes de gestantes que contrairam a infecgédo
pelo ZIKV (BRASIL, 2016). Um padrdo tipico de caracteristicas clinicas e achados de imagens
em criancas afetadas surgiu, originando a Sindrome Congénita do Zika virus, que relne
aspectos clinicos resultantes do dano neurolégico direto e da perda de volume intracraniano
grave, tais como microcefalia; desproporcdo craniofacial e cutis gyrata; hipertonicidade e
hiperreflexia; convulsdes; irritabilidade; achados neurorradioldgicos anormais; disfagia e
outras dificuldades de alimentacdo; anormalidades oculares; e perda de audi¢do sensorial
(MOORE et al., 2017).

Como outras aborviroses relevantes também sdo transmitidas pelo mosquito do género
Aedes, como a dengue, a chikungunya e a febre amarela, o diagnoéstico diferencial € muito

importante e a0 mesmo tempo torna-se dificil, visto que, todas apresentam-se como infec¢coes
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febris de sintomatologia semelhante. Nesse contexto, o diagndstico laboratorial especifico
baseia-se principalmente na deteccdo de RNA viral pela técnica de RT-gPCR. Suas limitacGes
estdo no periodo curto para coleta no material bioldgico e a deteccdo direta do virus no sangue
deve ser em até 4-7 dias ap0s o inicio dos sintomas. A pesquisa por sorologia para titulagdo de
anticorpos IgM/IgG usando os testes de ELISA e de imunofluorescéncia, deve ser realizada a
partir do 5° dia apds o inicio dos sintomas (BRASIL, 2016).

2.3 O ZIKV na Placenta

2.3.1 Transmissdo placentéria do ZIKV

Ainda ndo esta claro o mecanismo que o ZIKV usa para infectar o feto e alguns trabalhos
apresentaram hipoteses de quais seriam 0s caminhos para a ocorréncia da infeccdo fetal pelo
ZIKV. Tabata e colaboradores (2016) acreditam que a infec¢do poderia ter inicio através da
decidua parietal, por onde o ZIKV se disseminaria dos vasos sanguineos maternos para as
células CTEV presentes no cérion liso, propagando-se assim, para as células progenitoras
trofoblasticas (TBPCs) e para as células epiteliais amnidticas (AmEpCs) na membrana
amniocoridnica, passando ainda para o liquido amniotico e o embrido/feto em formacéo. O
mesmo trabalho também teoriza que a infeccdo também poderia ocorrer pelo processo de
transcitose mediada por um imunocomplexo via receptor de fragdo Fc (FcR).

Além disso, tem sido proposto que doencas maternas pré-existentes produziriam
anticorpos reativos para ZIKV, mas com baixo poder neutralizante, e eles promoveriam a
infeccdo de células portadoras FcR para a imunoglobulina G (IgG). O imunocomplexo ZIKV -
IgG, passaria pelo sinciotrofoblasto, pelo processo de transcitose, que é o mecanismo de
translocacdo através da membrana plasmatica, e conseguiria infectar o citotrofoblasto viloso
adjacente, e as células de Hofbauer que expressam os FCR (TABATA et al., 2016; LEE; SHIN,
2019; KHAIBOULLINA et al., 2019). Esse mecanismo j& foi descrito para sugerir a infeccdo
do virus da dengue e do citomegalovirus (TABATA et al., 2016).

Outra possivel rota para a infeccdo € através das células CTEV que estdo presentes na
decidua basal, por serem expostos ao sangue materno durante remodelacdo das artérias
espiraladas ou pelo contato com células imunes maternas infectadas na capa citotrofoblastica
(TABATA et al., 2016). Além disso, a infec¢do ascendente do ZIKV também é considerada,
visto que ja foi sugerida sua transmissdo sexual (COYNE; LAZEAR, 2016).

Ja a hipdtese da transferéncia direta sugere que antes que seja estabelecida a circulacdo

uteroplacentaria, ainda no primeiro trimestre da gestacdo, o ZIKV chegaria a placenta através
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das glandulas uterinas. Uma vez dentro das vilosidades corionicas, o ZIKV infectaria células
de Hofbauer e seria liberado para alcangar os vasos embrionarios/fetais e disseminar pelo corpo.
(ADIBI et al., 2016). No entanto, para infecgfes mais tardias, no terceiro trimestre e a termo,
pouco se sabe sobre a forma como o ZIKV infectaria a placenta, pois a exposi¢do das poucas
celulas do citotrofoblasto viloso é muito reduzida e também ha reducéo das células CTEV,
mesmo assim as placentas sdo passiveis de serem infectadas (MOLAS et al., 2020; RIBEIRO
etal., 2018).

2.3.2 Alteraces placentérias causadas pelo ZIKV

Os achados patologicos da placenta infectada por ZIKV sdo bem diversificados, e séo
variaveis de acordo com o paciente e a idade gestacional, esses achados em geral sdo leves e
inespecificos, semelhante a outras infecgdes placentarias (VENCESLAU, 2020). Em Noronha
e colaboradores (2018) foram descritos os principais achados em uma placenta de primeiro
trimestre positivas para ZIKV, que foram: inflamacao inespecifica do tipo TORCHES (sigla
corresponde as seguintes doencas: toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus, hepatites,
enterobactérias e sifilis), vilite, edema, lesdo trofoblastica, aumento de células Hofbauer e
infiltrado de linfdcitos no estroma. Nas placentas a termo analisadas, as principais alteracoes
foram vilosidades imaturas, persisténcia da camada do citotrofoblasto nas vilosidades
coribnicas junto com o espessamento da ldmina basal trofoblastica, hipervascularizagdo das
vilosidades coridnicas, fibrose estromal e hiperplasia de células de Hofbauer. Também foi
observado uma quantidade menor de alterac6es placentarias em pacientes infectadas pelo ZIKV
no terceiro trimestre, o que pode indicar que o tempo de infeccdo é determinante para as
alteragdes detectadas (NORONHA et al., 2018). No trabalho de Maykin e colaboradores (2018)
as alteracBes persistentes foram imaturidade vilosa, deciduite crdnica, fibrose estromal e
hiperplasia de células de Hofbauer. Ja nas andlises de Schwartz e colaboradores (2017), ndo
foram encontradas nenhuma evidéncia de inflamacéo significativa nas placentas de fetos com
infeccdo congénita pelo ZIKV, tanto de segundo como de terceiro trimestres de gestacdo. Foi
relatado hiperplasia de células de Hofbauer nas vilosidades coridnicas. A imaturidade vilosa
também foi um achado comum em seis placentas analisadas, entre outros achados
diversificados (ESQUIVEL, 2018).

2.4 O uso de medicamentos antivirais na gestacao
Desde que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incluiu o ZIKV na lista do Plano

de Pesquisa e Desenvolvimento de doencas com tratamentos negligenciados e com potencial
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para causar emergéncia de satde publica em 2018 (OMS, 2018), a busca por novas terapias e
medicamentos que possam ser usados contra 0 ZIKV tornou-se constante. Até o0 momento nédo
existe medicamento ou vacina aprovada contra o ZIKV, o tratamento da infeccdo se da apenas
de terapia sintomatica (VALENTINE; MARQUEZ; PAMMI, 2016; MASMEJAN et al., 2018).
Os candidatos a droga devem ter como caracteristica fundamental, a seguranca durante a
gestacdo, visto que € o publico que tem os maiores danos (MASMEJAN et al., 2018). Os
medicamentos quge ja sao liberados, os que apresentaram efeitos antivirais, ou ja apresentam
contraindicacOes para gestantes ou ndo possuem dados em gestantes, como exemplo: a
quinacrina, o fluorouracil, a ribavirina (MASMEJAN et al., 2018; SOUZA et al., 2020).

Assim como acontece com todas 0s medicamentos, a variedade de medicacéo disponivel
é limitada quando se é tratamento de gestantes, como exemplo, a classe de antivirais dos
analogos de nucleosideos, que incluem o aciclovir, o valaciclovir, o famciclovir, o ganciclovir,
o cidofovir e aribavirina. Apenas, aciclovir e valaciclovir, podem ser usados durante a gestagéo,
0s demais agentes desta classe sdo raramente usados devido a dados limitados ou risco alto de
teratogénicidade (COTTREAU, BAR, 2016). Assim, diante dessa realidade a vacinagdo acaba
sendo uma estratégia importante na prevencao de danos maternos e fetais, mas muitas doencas
ndo tém essa disponibilidade, como é o caso da infeccdo por ZIKV, tornando a profilaxia
antiviral e tratamento necessarios (GOH et al., 2020).

Em outros casos, 0 uso de antivirais durante a gestacdo depende de uma avaliacdo
individual sobre o risco X beneficio para a mée e para o feto. Por exemplo, o citomegalovirus
é conhecido por sua transmissdo intrauterina que pode causar deficiéncias neuroldgicas e a
perda permanente da visdo e da audicdo; e o tratamento antiviral durante a gravidez ndo é
recomendado visto que ndo ha estudos que garantam a seguranca e a melhora do resultado
perinatal (American College of Obstetricians and Gynecologists, 2015; DAVIS et al., 2017). Ja
com relacédo ao virus da hepatite C, aproximadamente 80% das criangas que adquirem o virus
por transmissé@o vertical evoluem para a infec¢do cronica, e o tratamento durante a gestacdo
também néo é recomendado devido a falta de informacao de eficacia e seguranca (FRERIKSEN
et al., 2019). Contudo, a terapia retroviral contra o virus do HIV, demostra uma eficiéncia na
reducdo de transmisséo vertical do virus sem aumentar o risco de defeitos as criancas expostas
a esse tratamento (BAILEY et al., 2018).

Outrossim, observa-se a necessidade da descoberta de novos agentes antivirais,
sobretudo, obtidos a partir de produtos naturais, 0s quais podem ser uma rica fonte de obtencao
para a descoberta de ativos eficazes que possam principalmente ser usados durante a gestacdo
(GOH et al., 2020)
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2.5 Produtos Naturais

Os produtos naturais representam uma grande diversidade de fonte de obtencéo
compostos quimicos com um amplo espectro de propriedades bioldgicas, destinados a usos
diversos como na terapéutica humana e veterinaria, na agricultura, cosméticas, nutricionais,
entre outros (KATZ; BALTZ, 2016). Desde o surgimento da humanidade muitos dos
medicamentos gerados foram a partir de produtos naturais ou dos seus derivados (KO, 1999;
TYLER, 1996). Uma demonstracdo do potencial dos produtos naturais, foi que entre os anos
de 1940 a 2014, pelo menos 49% de todas as moléculas aprovadas pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos, era derivado ou era obtido de um produto natural
(KATZ; BALTZ, 2016).

Dentre as varias classes de medicamentos, os produtos naturais tém sido um vasto
reservatorio de substancias utilizadas com atividade antiviral, que podem contribuir para o
desenvolvimento de uma terapia antiviral segura e eficaz, muito necessaria para tratamento da
doenca de Zika (KOEHN; CARTER, 2005; LI; VEREDAS, 2009). O desenvolvimento de
compostos antivirais a partir de moléculas sintéticas tem um custo mais elevado e geralmente
leva um tempo maior para ser projetado e validado, e de certa forma a descoberta de compostos
antivirais pelos produtos naturais oferece uma alternativa mais econdmica e simples, pela sua
acessibilidade e disponibilidade (CLAIN et al.,, 2018; GOH, 2020). Pode ser citado os
compostos polifendis, que sdo encontrados em frutas, vegetais, vinho e cha, e chamam a atencéo
pela variedade das atividades bioldgicos descritos, como: antimicrobiano, antioxidante, anti-
inflamatério, e anti-cancerigeno (VAZQUEZ-CALVO et al., 2017). Dentro dos polifendis, a
classe dos flavonoides, possuem mais de 4000 mil compostos identificados, diante da
complexidade das estruturas quimicas que possuem podem apresentar potenciais atividades
antivirais de amplo espectro que podem direcionar diferentes enzimas para interromper o ciclo
de replicacdo viral (KUMAR, PANDEY, 2013; OLIVEIRA et al., 2017;).

Vale ressaltar que apesar de todos os beneficios possibilitados pelos produtos naturais,
os medicamentos derivados deles ndo devem ser neglicenciados quanto a possiveis riscos a
salde, como qualquer medicamento (CALITZ et al., 2014).

Assim, diante de todo potencial dos produtos naturais, buscamos avaliar algumas
espécies diante da infeccdo do ZIKV, espécies essas que sdo facilmente encontradas na regido

e que ja apresentaram algum efeito promissor quanto a outras infecgdes virais.

2.5.1 Passiflora edulis
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A espécie Passiflora edulis, também € conhecida como maracuji amarelo, pertence a
familia Passifloraceae, trata-se de uma planta lenhosa, perene e trepadeira (Fig.6) (DHAWAN;
DHAWAN; SHARMA, 2004). O maracuja amarelo € amplamente encontrado nas regioes
tropicais e subtropicais em varias partes do mundo (ZHANG et al., 2016). Essa espécie possul,
aproximadamente, de 6-12 cm de comprimento; sua casca € amarela brilhante, dura e espessa;
e as sementes sdo pretas; a polpa € acida e possui um sabor forte (NARIN et al., 2014; XE et
al., 2020). Essa fruta possui grande importancia econémica e medicinal, sendo muito usada no
ramo cosmética, alimenticio e farmacéutico (He et al., 2020). Popularmente é usado para
preparos de chas e néctar, com as principais finalidades de sedativos e tranquilizantes (Cauz-
Santos et al. 2017).

Figura 6: Espécie Passiflora edulis

Fonte: BERNACCI et al., 2008.

As diferentes partes da Passiflora edulis, como: casca, polpa, flor e as folhas tem sido
descrita como possuidoras de variadas aplicabilidades: na producéo de farinhas, suplementos,
sucos, néctar, chas, medicamentos e até decorativa (CAUZ-SANTOS et al. 2017). J& a semente
é a parte menos explorada, basicamente ela é usada para retirada de 6leos essenciais e proteinas,
e como sobra dessa exploracdo ficam residuos que sdo basicamente descartados, mesmo esses
residuos sendo ricos em diversos compostos interessantes, dessa parte normalmente descartada
pelo mercado é possivel retirar um extrato etanolico (HE et al., 2020; XAVIER ET al., 2020),
e nesse trabalho usamos exatamente esse extrato etanélico da semente de maracuja (ESM).

Atraveés da andlise separacdo cromatografica e detecgdo por espectrdmetria de massas,
do extrato da semente da Passiflora edulis foram identificados os seguintes compostos:

piceatanol, adstringina, acirpusina B, scirpusina A, isookanina-7-O-glicosideo, naringenina-7-
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O-glicosideo, L-tirosina, L-fenilalanina, derivado | do quadrangulosideo e derivado Il do
quadrangulosideo (XAVIER et al., 2022).

Dentre eles um destaque para o piceatanol, uns dos compostos majoritarios das
sementes, € um fitoquimico estilbeno polifendlico conhecido por ser um analogo hidroxilado
do resveratrol (KERSHAW e KIM, 2017, RODRIGUEZ-CABO et. al., 2014; MATSUI et. al.,
2010). Em ratos, foi demostrado uma regulagdo positiva de mMRNA de SIRT (silent mating type
information regulation 2 homolog) apds a ingestdo de piceatanol (KAWAKAMI et al., 2017).
E essa ativacao de SIRT1 pode ser benéfica em doencas como diabetes mellitus tipo 2 e doencgas
neurodegenerativas (LAVU et. al., 2008). O piacetanol também foi relacionado a atividade
potente antioxidante e efeito vasodilatador (SANO et al., 2011), com regulacdo positiva de
oxido nitrico endotelial (KINOSHITA et al., 2013). Em humanos, a sua suplementacdo mostrou
uma melhora na sensibilidade a insulina e capacidade da reducdo da pressdo arterial e
frequéncia cardiaca (KITADA et al., 2017).

O flavonoide, Naringenina-7-O-glucoside, que é encontrada principalmente em frutas
citricas, ja foi demonstrado a inibicao do ciclo de replicacdo do DENV (FRABASILE et al.,
2017). Achika, 2020 e colaboradores mostram o potencial antimicrobiano desse composto,
contra 7 tipos de bactérias. E diante do ZIKV, o flavonoide Naringenina (4, 5, 7-tri-
hidroxiflavanona) ja mostrou resultados positivos impedindo a replicagdo do virus in vitro na
linhagem celular de adenocarcinoma e células dendriticas (CATANEO, 2019). E a molécula
Naringenina mono-7-O-éteres também foi capaz de impedir a infeccdo do ZIKV em células de

melanoma e carcinoma de mama (MENDES et al., 2020).

2.5.2 Schinus terebinthifolius Raddi

A Schinus terebinthifolius Raddi, pertencente a familia Anacardiaceae, possui uma
distribuicéo tropical e subtropical, e € nativo da América do Sul e se espalhou para outras
regides da América Central, Europa, Asia e Africa (ANDRADE; PONCELET; FERREIRA,
2017), e no Brasil é popularmente chamada de aroeira, pimenta rosa, pimenta brasileira ou
mastique vermelha (Fig.7) (PAGANI et al., 2014). Sua casca, fruta e folhas (Fig. 7) ja tem
destaque no ramo alimenticio e medicinal (BRANDAO et al., 2006). Na medicina popular tem
destaque para 0 uso em tratamentos de infec¢Oes respiratorias, urinarias e feridas, e na culinaria
é amplamente utilizada como condimento e em molhos (LORENZI e MATOS, 2002;
BERNARDES et al., 2014; PAGANI et al., 2014).
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Figura 7: Espécie Schinus terebinthifolius Raddi
. A

CE0IR Jetirey Pippen

Fonte: BRASIL, 2014

Esta planta é uma das espécies com propriedades medicinais descritas na Relacéo
Nacional de Plantas Medicinais (RENISUS), que sio de interesse do Sistema Unico de Satde
(SUS) por possuirem efeitos cicatrizantes, anti-inflamatdrios e anti-séptico topico (RENISUS,
2009) e também estd presente na Forma Fitoterapica da Farmacopeia Brasileira (ANVISA,
2011).

Para esse trabalho foram utilizado os extratos etanolico da fruta da Schinus
terebinthifolius Raddi e da casca da fruta da Schinus terebinthifolius Raddi, e na literatura o
extrato da fruta j& demostrou ter significativa atividade antioxidante (OLIVEIRA et al., 2020),
anti-hipertensivo (LIMA et al., 2017), antibacteriano (LIDEN et al., 2020; PINTO et al., 2020),
de cicatrizacdo (KOMATSU et al., 2019; SCHEIBE et al., 2016), anti-inflamatoria (FERIANI
et al., 2020), anti-helmintico (SILVA et al., 2018).

Através do uso de HPLC (Cromatografia Liquida de Alto Desempenho), foram
detectado a presenca de compostos fenodlicos como o &cido galico e &cido p-cumarico,
catequina, epicatequina e resveratrol que foram identificados em ambos o0s extratos,
diferenciando apenas nas concentracfes (ROCHA et al., 2019). Dessas substancias encontradas
todas j& foram descritas na literatura por apresentar atividade antiviral (ROCHA et al., 2019;
LIMA et al; 2017). Outros estudos também mostraram a presenca de naringenina, acidos
vanilico e cumarico, rutina, luteolina e caempferol no extrato da fruta da Pimenta Rosa
(GLORIA et al., 2017; Tlili et al., 2018).
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2.5.3 Moringa oleifera

A espécie Moringa oleifera é uma arvore que pertence a familia Moringaceae, é nativa
das florestas tropicais da india (STEVES et al., 2015), e é comumente conhecida como “raiz-
forte” (Fig. 8) (GOPALAKRISHNAN et al., 2019). E uma planta amplamente utilizado em

ingredientes alimenticios, nutracéuticos e medicamentos (DHAKAD et al., 2019).

Figura 8: Espécie Moringa oleifera

Fonte: STEVES et al., 2015

Seu uso é muito antigo, como o 6leo de Moringa oleifera que estava presente nos
cuidados de pele dos antigos egipcios, assim como 0s curandeiros tradicionais indianos que
usavam a espécie para fins curativos de diversas enfermidades (MAHMOOD; MUGAL; HAQ,
2010). Até a década de 90 a moringa era, majoritariamente, consumida nas suas areas de
origem, quando a partir de 2001 seu uso nutricional e propriedades médicas se espalhou para
diversos paises tropicais e subtropicais quando a espécie foi apelidada de “arvore milagrosa” e
“presente natural” (MUTHEESWARAN et al., 2011; MAHMOOD; MUGAL; HAQ, 2010).

Basicamente todas as partes da espécie Moringa oleifera sdo amplamente utilizadas para
diferentes fins: as sementes, folhas, casca, flores e raizes (POPOOLA; OBEMBE, 2013). As
sementes sdo mais usadas na nutrigdo humana e animal (ABE; OHTANI, 2013); as cascas
usadas em preparacdes de bebidas e infusdes para tratar doencas estomacais (POPOOLA;
OBEMBE, 2013); as raizes usadas como remédio de dor de dente e estimulantes sexuais
(SIVASANKARI; ANANDHARAJ; GUNASEKARAN, 2014); as flores usadas como
afrodisiacos e para tratar inflamacdes (ANWAR et al., 2007). Mas as folhas da moringa séo as
mais utilizadas, ela recebeu um destaque pela riqueza e equilibrio nutricional, contendo

aminoacidos, vitaminas, minerais e acidos graxos (SUN et al., 2017), além de varios tipos de



39

compostos antioxidantes, como &cido ascorbico, flavonoides, fenolicos e carotenoides
(ALHAKMANI et al., 2013; VONGSAK et al., 2014).

Para esse trabalho foi utilizado o extrato etandlico da folha da moringa, e em estudo de
cromatografia gasosa-espectrometria de massa das folhas dessa planta revelou um total de 35
compostos; dentre eles os mais importantes foram: o &cido n-hexadecanoico, o acido
tetradecandico, o acido cis-vacénico, o acido octadecandico, o cloreto de palmitoila, beta-I-
ramnofuranosideo, 5-O-acetil-tio-octilo, gama- sitosterol e pregna-7-dieno-3-ol-20-ona
(BENNETT et al., 2013). E a andlise quantitativa HPLC do extrato da folha da Moringa
oleifera, mostra como principais componentes ativos o &cido clorogénico e a isoquercetina
(VONGSAK et al., 2013). E essa fracdo j& demostrou atividade antiviral contra o virus da
hepatite B (BAGHERI et al., 2020).

2.5.4 Cocos nucifera

A espécie Cocos nucifera, é uma arvore com grande importancia econémica no mundo,
ela pertence a familia Arecaceae, popularmente conhecida como coco, coco-da-bahia ou coco-
da-praia (Fig.9) (LIMA et al., 2015; ROSA et al., 2001). E uma planta originaria do sudeste
asiatico e das ilhas que ficam entre o oceano Pacifico e indico (LIMA et al., 2015).

Figura 9: Espécie Cocos nucifera

Fonte: LIMA et al., 2015
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Todas as partes dessa espécie sdo aproveitas economicamente, principalmente a agua
do coco, muito consumida in natura (ROSA et al., 2001). A industria usa a fibra da casca do
coco como materia-prima para producdo de tapetes, estofados e como fertilizantes para
agricultura. O caule e as folhas sdo usados na construcdo civil e de onde pode-se extrair agUcar,
vinagre e alcool (FONTENELE, 2005).

E como exemplo do seu amplo e variado uso medicinal pode-se citar: 0 uso do extrato
da casca do Cocos nucifera para tratar diarreia, para o tratamento oral de asma, tratar a diabetes,
e a gonorreia (HOPE et al., 1993; MITCHELL et al., 2006; RAMIREZ et al., 1988). O 6leo de
coco muito usado nos cuidados contra queda de cabelo, e também como pomada para
queimaduras (WENIGER et al., 1986). O leite do coco é usado como anticoncepcional oral
(SACHS; EICHEL; ASSKALLI, 2002; MITCHELL et al., 2006), e o extrato da raiz usada para
tratar febre e diarreia (SACHS; EICHEL; ASSKALLI, 2002).

Para esse trabalho foi usado o extrato etanélico da casca do coco, a literatura mostra que
a fumaca liquida destilada da casca do coco foi capaz de melhorar a cicatrizacdo de ferida
traumatica em ratos diabéticos, e ainda foi identificado os seguintes componentes em maior
guantidade na fumaca: fenol (36,6%), 2-metoxifenol (guaiacol) (25,2%), furfural (17,8%) e 4-
etil-2-metoxifenol (3,5%) (SURBOYO et al., 2019). O extrato da casca do coco também
mostrou potencial contra infec¢des fungicas dérmicas (KHALID et al., 2016). O extrato da fibra
da casca mostrou atividade inibitoria contra virus herpes simples tipo I, e foi observado que
essa fracdo é rica em catequina (ESQUENAZI et al., 2002). E o extrato aquoso da fibra da casa
demostrou um efeito antitumoral em linhagem celular de leucemia multirresistente (KOSCHEK
et al., 2007).

No entanto ndo existem trabalhos que demostrem a agdo desses extratos vegetais em
células placentarias diante da infeccdo do ZIKV. E diante da falta de tratamento e dos grandes
prejuizos que essa infeccdo pode causar para adultos e recém-nascidos, se faz necessarios a

investigacdo de novos compostos para um tratamento eficiente.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antiviral dos extratos etanolicos obtidos das espécies Passiflora edulis,
Schinus terebinthifolius Raddi, Moringa oleifera, Cocos nucifera, sobre a resposta de células
da placenta exposta ao ZIKV.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar a viabilidade das células de cultura priméria de explante de vilosidade coridnica

de placenta a termo e na linhagem HTR-8SV/neo, diante da exposi¢cdo com o0s extratos.

- Avaliar o potencial antiviral dos extratos diante de uma infeccdo in vitro pelo ZIKV em células

placentéarias.

- Determinar o efeito dos extratos frente a proliferagdo celular de HTR-8SV/neo em uma
infeccdo in vitro pelo ZIKV.

- Avaliar a expressdo de citocinas em explantes de vilosidade coridnica de placenta a termo e

na linhagem HTR-8SV/neo diante da infeccdo pelo ZIKV.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao dos extratos vegetais

Todos os extratos utilizados nesse trabalho foram gentilmente cedidos pelas Profé Dré,
Marilia Goulart e Prof® Dr2 Jadriane Xavier, do laboratorio de eletroquimica e estresse
oxidativo da Universidade Federal de Alagoas.
4.1.1 Extrato etanolico de semente de Passiflora edulis e extrato etandlico da folha da Moringa
oleifera

As sementes de Passiflora edulis e a folha da Moringa oleifera foram previamente secas
em estufa a 50 °C por 48 h. Apo6s secagem, as sementes foram trituradas em moinho de facas
(Oster) e posteriormente armazenadas em frascos ambar com tampa. A extracdo foi realizada
em aparelho de Soxhlet, foram pesados 12 g do material, primeiramente foi realizada extracéo
com hexano por 6 h para desengordurar as amostras e sé entdo prosseguimos com a extracao
em etanol por 6 h. O material extraido foi concentrado em rota-evaporador (Buchi), para
eliminacdo do solvente; o extrato foi entdo transferido para um vidro ambar e armazenado sob
refrigeracdo (XAVIER et al, 2020).

4.1.2 Extrato etan6lico da Schinus terebinthifolius Raddi

As cascas e frutos inteiros de Schinus terebinthifolius Raddi sdo produtos artesanais,
fornecidos por agricultores familiares da Associacdo Aroeira, supervisionados pelo Instituto
Eco Engenho, em Maceid, Alagoas, Nordeste do Brasil, mantidos em sacos de aluminio, sob
vacuo. As plantas foram identificadas pela Sra. Rosangela P. L. Lemos e as amostras foram
depositadas no herbario do Instituto do Meio Ambiente, Estado de Alagoas, Brasil. Os extratos
brutos dos frutos inteiros Schinus terebinthifolius Raddi e da casca do fruto de Schinus
terebinthifolius Raddi foram preparados com etanol, em aparelho Soxhlet, aquecido por um
periodo de 6 h. O solvente foi removido em um evaporador rotativo, para obter o material
vegetal. Logo depois foram armazenados em vidro ambar, sob refrigeragdo a 5 °C (OLIVEIRA
et al., 2020).

4.1.3 Extrato etandlico da fibra da casca de Cocos nucifera
As fibras de casca de arvore Cocos nucifera foram processadas em estufa de ar
circulante, a uma temperatura de 40 °C, e em p6 em moinho de laboratério. O extrato etandlico

de fibra de casca de Cocos nucifera foi preparada percolando 400 g de p6 de casca duas vezes
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em 6 L de etanol por 72 h. O extrato etanolico foi concentrado sob a temperatura de 35 °C,
usando um rota-evaporador e depois armazenado e refrigerado.
4.2 Propagacao viral em células C6/36 e estoque viral

Duas cepas do ZIKV foram gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Juliano Bordignon do
ICC/FIOCRUZ/PR: a cepa MR766 (proveniente da Uganda, na terceira passagem, com titulo
6,25 x 107 FFU/mL, acesso GenBank KX421193) e a cepa PE243 (isolada em Pernambuco, na
terceira passagem, com titulo 1 x 108 FFU/mL, acesso GenBank 335 MF352141.1). Também
obtivemos colaboragao essencial dos professores Enio José Bassi e Alessandra Abel Borges do
LAPEVI-ICBS-UFAL, que contribuiram cedendo o espaco e a expertise do laboratério para
realizacdo da propagacdo e da titulagdo viral, assim como o uso das células C6/36 e Vero,
respectivamente. Para propagar os virus e realizar um estoque viral, cultivou-se a linhagem
celular C6/36, originada do mosquito Aedes albopictus em meio L-15 (Leibovitz),
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF), 10% de Triptose e 1% de PSA
(penicillin/streptomycin antibiotic), até uma confluéncia de 80%. Em seguida, foi realizada a
infecgdo viral com 600 pL de cada virus por garrafa e no controle negativo foi colocado 600uL
de meio de cultura. As garrafas infectadas ou ndo infectadas foram incubadas a 37 °C e 5% de
CO2 por 90 min, agitando gentilmente a cada 15 min. Apos a incubacéo, os sobrenadantes
foram retirados e 12 mL de meio L-15 suplementado foi adicionado para periodo de incubagéo
de 5 dias. Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados, aliquotados em microtubos e

armazenados a -80 °C.

4.3 Titulagdo viral por PFU (Unidade Formadora de Placas)

Para a titulacéo viral, foi utilizada a linhagem células vero, originada do rim de macaco
verde africano, que foi cultivada em meio DMEM (Dulbecco modification of. Minimum
Essential Media) suplementado com 10% de SBF e 1% de PSA (Gibco, Gibco Industries Inc.,
EUA) e transferida para placas de 24 pocgos. Posteriormente, diluigdes seriadas dos
sobrenadantes infectados foram preparadas a partir de 10-1 até 10-10, e inoculadas nos
respectivos pocos durante 1 h, agitando levemente a cada 15 min. Apos a remogao do meio, as
monocamadas infectadas foram cobertas com 1,5% de carboximetilcelulose (CMC) / DMEM
com 2% de SBF na proporcéo de 1: 1 (v/v). A formacéo de placas foi detectada no dia 5, apds
a fixagdo com solugéo de formalina tamponada a 10% e coloragdo com 2% de cristal violeta. A
contagem do titulo viral foi realizada por meio do célculo estabelecido para o0 método.
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PFU = média de placas x diluicdo do poco
volume do indculo

Apos a titulago viral, classificamos o estoque de MR766 a um titulo de 5 x 10° PFU/mL
e 0 estoque de PE243 a um titulo de 3 x 10° PFU/mL, podendo entdo seguir para as infeccoes

in vitro de nosso interesse.

4.4 Cultura celular (linhagem HTR-8 / SVneo)

A linhagem HTR-8/SVneo (ATCC® CRL-3271™), originada de células CTEV de
primeiro trimestre de gestagdo, foi gentilmente doada pela Prof? Dr? Estela Bevilacqua da
Universidade de Sdo Paulo (USP). As células foram mantidas em garrafas de 75 cm2 com 10
mL de meio Eagle modificado por Dulbecco/mistura de nutrientes F-12 (DMEM/F12)
suplementado com 10% de SBF e 0,1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina, gentamicina)
e anfotericina B (todos da Sigma-Aldrich), em incubadora Umida a 37 °C e 5% de COa. As
celulas foram subcultivadas a cada 5 dias com 80% de confluéncia e o meio foi trocado a cada
2 dias.

4.5 Cultura de Explantes de Vilosidades Coridnicas

Placentas a termo (37-40 semanas de gravidez) provenientes de gestacGes saudaveis
foram coletadas no momento do parto no Hospital Universitario Professor Alberto Antunes
(HUPAA) ou no Hospital Geral Santo Anténio em Macei6/AL, conforme os principios éticos,
praticos e de biosseguranca estipulados pelo Ministério da Satide e pela Comiss&o de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Alagoas (57828616.3.0000.5013).
Tendo como critérios de inclusdo: acompanhamento de pré-natal e protocolo terapéutico;
auséncia de enfermidades de carater autoimune, infeccioso ou genético; parto vaginal ou
cirurgico no servico obstétrico da HUPAA ou HGSA,; e assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido.

As amostras foram lavadas extensivamente em Solucédo fosfato salina (PBS) e Solugéo
salina balanceada de Hank (HBSS), até remocéo do excesso de sangue, seguidas da separacdo
cuidadosa, com auxilio de bisturi, das vilosidades cori6nicas terminais para cultura de explantes
de aproximadamente 3-4 mm de didmetro em placas de 48 pogos com meio DMEM/F12
suplementado e mantidas em incubadora umida a 37 °C e 5% de CO2, conforme j& descrito em
outros trabalhos (MILLER et al., 2005; HERMANNS et al., 2018).



45

4.6 Avaliacdo da viabilidade celular com os extratos pelo ensaio de Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 digeniltetrazolium (MTT)

4.6.1 Linhagem HTR-8SV/neo

As células HTR-8SV/neo e células Vero (3x10* por pogo), foram plaqueados, em uma
placa de 96 pocos com meio DMEM/F12 a 2% de SBF. Apos as 24 h, foi retirado o meio de
cultura e feito o tratamento com 0s extratos e com o controle positivo, todos diluidos em meio
de cultura DMEM-F12 nas concentragdes de 0,01 pg/mL, 0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL e
100 pg/mL por 24 h. Foram adicionados nos pogos 23 pL de solugdo MTT, a solucdo foi
realizada na dissolucdo de 5 mg de MTT em 1000 pL de meio de cultura DMEM-F12, e foi
mantida ao abrigo da luz por 4 h. Logo apos, foi retirado o meio e adicionado 150 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) por poco, as medidas foram realizadas em leitor de microplacas em

um comprimento de onda de 540 nm.

4.6.2 Explante de vilosidades coridnicas

As vilosidades placentarias extraidas foram plaqueadas em placa de 96 pocos e em
seguida tratadas com os extratos e com o controle positivo, que foram diluidos em meio de
cultura DMEM-F12 nas concentragdes de 0,01 pg/mL, 0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL e 100
pug/mL, que foi deixado por 24 h. Depois foram adicionados nos pocos 23 uL de MTT, a
solucédo foi realizada na dissolucdo de 5 mg de MTT em 1000 pL meio de cultura DMEM-F12,
e foi mantida ao abrigo da luz por 4 h. A placa foi centrifugada por cinco minutos e 0 meio
retirado cuidadosamente com ajuda de uma pipeta, foram adicionados 150 pL de DMSO por
poco e as medidas foram realizadas em leitor de microplacas em um comprimento de onda de
540 nm.

4.7 Tratamento com os extratos e infec¢éo por ZIKV

As células HTR-8SV/neo e os explantes foram tratados com os extratos que nao
demostraram toxicidade significativa nesses tipos celulares, foram eles o extrato da semente de
Passiflora edulis, extrato da fruta da Schinus terebinthifolius Raddi e extrato da casca da
Schinus terebinthifolius Raddi. Assim os extratos foram previamente diluidos em meio de
cultura DMEM-F12 nas concentragdes de 100 pg/mL, 100 pg/mL e 10 pg/mL,respectivamente,
por 1 h. Em seguida, as células foram infectadas com as duas cepas virais, j& mencionadas, a
uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1 (LUO et al., 2018) para as células por 24 h,ea 1,5
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x 10° PFU/mL (HERMANNS et al., 2018) para os explantes por 24 h. Posteriormente, as células
foram lavadas com PBS para remocao completa do indculo e mantidas em DMEM/F12 com

2% de SBF por 24 h em incubadora a 37 °C com 5% CO; para posteriores analises.

4.8 Ensaio de citometria de fluxo

Apos 48 h do tratamento com extrato e infeccdo com as cepas virais, as células foram
lavadas com PBS e removidas do substrato com tripsina (Gibco, Life Technologies) a 0,5% e a
acdo enzimatica foi neutralizada com SBF. As células foram centrifugadas a 400 g por 5 min a
37 °C e 0 sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram ressuspendidas em 100 pL de solucéo
de PBS com soro de cabra (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) a 10% por 20 min e
posteriormente centrifugadas a 400 g por 5 min a 37 °C. As células foram incubadas com o Kit
para fixacdo e permeabilizacdo (e-Bioscience, San Diego, CA, EUA) de acordo com as
instrucdes do fornecedor. Em seguida, as células foram incubadas em tampdo de
permeabilizacdo com anticorpo priméario Anti-ZIKV NS1 (1:100 (v/v)) previamente conjugado
com anticorpo secundario anti-lIgG de camundongo conjugado com FITC (1:2,5 (v/v)) por 1 h
em temperatura ambiente. A porcentagem de células infectadas com ZIKV foi analisada com
citobmetro de fluxo FACS CantoTM® Il (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), com o
programa FACSDiva (BD Biosciences). Um total de 10.000 eventos foram adquiridos por

amostra e os dados obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo (BS Biosciences).

4.9 Extracdo de RNA e gRT-PCR

O RNA viral foi extraido utilizando o Kit de extracdo Mini Spin Virus DNA/RNA
(Kasvi), seguindo as instrugdes do fabricante, obtendo um volume final de 30 pL.
Posteriormente, o0 cDNA foi sintetizado e amplificado utilizando protocolo adaptado da
transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen), onde 8 uL de RNA viral foram adicionados a uma
mistura contendo 1 pL do iniciador ZIKV 1162c (15 puM) (Lanciotti et al., 2008), 1 uL de dNTP
(10 mM) e 2 pL de agua DEPC. Em seguida esta mistura foi submetida a uma incubag&o por 5
min a 65 °C, e apos resfriamento em gelo, foram adicionados a mesma 4 pL de tampéo 5X (250
mM Tris-HCI pH 8.3 a temperatura ambiente), 375 mM KCI, 15 mM MgCI2), 2 uL de DTT
(0,1 M), 1 pL de inibidor de RNAse (RNaseOUT, Invitrogen) e 1 pL de transcriptase reversa
(M-MLYV, Invitrogen). A mistura final foi incubada por 50 min a 37 °C e por 15 min a 70 °C.
Em seguida, as copias de RNA viral de ZIKV foram quantificadas utilizando o QuantStudio 5
(Applied Biosystems). Para tal, foi construida uma curva de dilui¢do contendo 5 pontos, com

fator de diluicdo 1:2, onde o ponto de maior concentracdo correspondia a 2,5 x 105 PFU/uL.
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Para amplificacdo e leitura das cdpias de RNA viral de ZIKV foi utilizado o master mix
PowerUp SYBR Green para PCR em tempo-real (Invitrogen), seguindo as recomenda¢6es do
fabricante e utilizando o modo de ciclagem padréo (iniciador com Tm = 60 °C). Para cada
reacdo de amplificacdo de poco Unico, um ciclo limiar (Ct) foi avaliado na fase exponencial.
Os inciadores descritos por Lanciotti et al (2008), ZIKV 1086 (5’-CCGCTGCCCAACAAG-
3’) e ZIKV 1162¢ (5’- CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT-3") foram utilizados a uma

concentracdo de 500 nM.

4.10 Ensaio de proliferacéo e ciclo celular por marcacéo de Ki-67

As células HTR-8SV/neo, apds 48h do tratamento e infeccdo foram fixadas com
paraformaldeido a 4% (PFA) em PBS (v/v). Foi realizada permeabilizacdo com Triton X-100,
seguido do bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos com pele de peixe a 0,05% em PBS
(v/v) por 1 h, seguido de blogqueio da autofluorescéncia com PBS/glicina 3%. As células foram
incubadas com imunocomplexo anti-Ki67 (1:100 anti-mouse) e alexa 555 (2,5:100 anti-mouse),
novamente lavadas com PBS e em seguida coradas com DAPI (Dihidrocloreto de 4',6-
diamidino-2-fenilindole) (1:1000). Na analise, as células positivas para Ki-67 foram

categorizadas nas diferentes fases do ciclo celular, segundo Raynov e colaboradores (2005).

4.11 Deteccao de citocinas por ensaio de citometria por beads

Nessa técnica foi usado um kit LEGENDplex (BioLegend) baseado em beads, usando
0 mesmo principio basico dos imunoensaios em sanduiche. As beads s&o diferenciadas por
tamanho e intensidade interna de fluorescéncia. Cada conjunto de esferas é conjugado com um
anticorpo especifico em sua superficie e servem como esferas de captura para esse analito em
particular. Quando um painel selecionado de esferas de captura € misturado e incubado com
uma amostra contendo analitos alvo, cada analito se liga as suas esferas de captura especificas.
Apoés a lavagem, um coquetel de anticorpos de deteccdo biotinilado é adicionado e cada
anticorpo de deteccdo no coquetel se ligara ao seu analito especifico ligado as esferas de
captura, formando assim sanduiches de anticorpo de captura para analise de esferas e analitos.
A estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) é subsequentemente adicionada, que se ligara aos
anticorpos de deteccéo biotinilados, fornecendo intensidades de sinal fluorescente na proporcéo
da quantidade de analitos ligados. Uma vez que as esferas sdo diferenciadas por tamanho e
intensidade de fluorescéncia interna em um citdmetro de fluxo, populacGes especificas de
analitos podem ser segregadas e quantificado o sinal fluorescente de PE. A concentra¢do de um

analito especifico é determinada usando uma curva padrdao gerada no mesmo ensaio.
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Apds o tratamento com os extratos e infecgdo viral, os sobrenadantes das células HTR-8SV/neo
foram avaliados pelo kit LEGENDplex Anti-virus Response Panel (BioLegend, EUA) quanto
a presenca das citocinas Interferon (IFN)-A1, IFN-A2-3, IFN-02, IFN-B, e IFN-y, interlecucina
(IL)-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, proteina 10 induzida pelo IFN-y (IP-10), fator estimulador
de colbnias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF) e fator de necrose tumoral (TNF-a).
Resumidamente, os sobrenadantes e os padrdes de citocinas do kit foram incubados com
microesferas de captura de dois tamanhos e niveis diferentes de fluorescéncia e recobertas com
anticorpos especificos para as respectivas citocinas e com o anticorpo de detec¢do marcado com
ficoeritrina (PE). Apos as incubagdes de 2 h no escuro e a temperatura ambiente, foi adicionado
estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) o qual se ligard aos anticorpos de deteccdo biotinilados,
fornecendo sinal fluorescente com intensidades em proporcdo a quantidade de analito ligado.
Apos esse periodo, a solucdo de lavagem foi adicionada e o material centrifugado. Por fim a
deteccéo das citocinas foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCantoTM Il equipado com 0
programa de computador FACSDiva (BD bioscience), com a aquisi¢do de 3.000 microesferas.
Os resultados da citometria de fluxo foram convertidos para a secre¢do de pg/mL usando o
programa LEGENDplex v8.0 (BioLegend, EUA).

4.12 Anélise Estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada amostra e os resultados foram
expressos em media e desvio padrdo. A avaliacdo estatistica foi determinada utilizando testes
ndo paramétricos, ANOVA, seguidos do pos-teste de Dunnett ou Tukey, e Kruskal Wallis,
dependendo do experimento. Na legenda das figuras estara indicado o tipo de anélise estatistica
realizada, assim como o numero de experimentos realizados. Valores estatisticamente
significantes foram considerados quando p < 0,05. Todas as analises foram realizadas no
GraphPad Prism v.7 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio de viabilidade celular

A fim de verificar a viabilidade da linhagem celular HTR-8SV/neo e do explante de
vilosidade coridnica diante da exposigdo aos extratos, realizou-se o ensaio de viabilidade celular
por MTT. Os resultados mostraram que, nas concentragdes testadas, nos explantes de vilosidade
coridnica, nenhum extrato alterou significativa a viabilidade celular (Fig.10). O explante de
vilosidade coribnica possui uma estrutura funcional da placenta e apresenta papel primordial
como barreira fisica e imunoldgica, sendo mais resistente (COYNE, 2016). J& no ensaio com a
linhagem celular HTR-8SV/neo, o extrato da Moringa oleifera reduziu a viabilidade celular nas
concentragdes de 10 pg/mL e 100 pg/mL, e o extrato da Cocos nucifera mostrou-se 0 mais
toxico, reduzindo a viabilidade em todas as concentracGes testadas. Ja o extrato da Passiflora
edulis ndo foi capaz de reduzir a viabilidade celular em nenhuma concentragdo usada (Fig.11).
Com o extrato da fruta da S. terebinthifolius Raddi observou-se uma reducdo na viabilidade
celular na concentragao de 0,1 pg/mL, e o extrato da casca da S. terebinthifolius Raddi mostrou
uma reducdo significativa da viabillidade celular na maior concentracdo usada, 100pg/mL (Fig.
11).
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Figura 10: Analise da viabilidade celular com os extratos em explante de vilosidade
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Legenda: Ensaio de viabilidade para as diferentes concentracbes do extrato da folha de Moringa oleifera (A),
extrato de fibra de Cocos nucifera (B), extrato da semente da Passiflora edulis (C), extrato da fruta da S.
terebinthifolius Raddi (D) e extrato da casca da S. terebinthifolius Raddi (E) em células HTR-8SV/neo. Teste de
multipla comparacdo ANOVA one-way com teste post-hoc de Dunnett, n=3 em triplicata.
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Figura 11: Andlise da viabilidade celular com os extratos na linhagem HTR-8SV/neo
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Legenda: Ensaio de viabilidade para as diferentes concentraces do extrato da folha de Moringa oleifera (A),
extrato de fibra de Cocos nucifera (B), extrato da semente da Passiflora edulis (C), extrato da fruta da S.
terebinthifolius Raddi (D) e extrato da casca da S. terebinthifolius Raddi (E) em explantes de vilosidades
coridnicas. Teste de maltipla comparacdo ANOVA one-way com teste post-hoc de Dunnett, n=3 em triplicata. *p
< 0.05; ****p < 0.0001 em relacdo ao controle.

Tendo como base os resultados dos ensaios de MTT, selecionou-se 0s extratos que ndo
mostraram reducdo da viabilidade celular significativa para as células utilizadas, e nas
concentracOes que se mostraram seguras para avaliar se algum deles apresenta alguma atividade
antiviral, os extratos da semente da Passiflora edulis, da fruta da S. terebinthifolius Raddi (D)
e extrato da casca da S. terebinthifolius Raddi. A cloroquina foi usada como controle positivo
visto sua comprovada capacidade anti-ZIKV in vitro (Delvecchio et al., 2016; Li et al., 2017;

Shiryaev et al., 2017), e primeiramente avaliou-se se a mesma modificaria a viabilidade dos
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explantes de vilosidades cori6nicas a na linhagem HTR-8SV/neo. Como é possivel observar,

ndo houve alteracdo da viabilidade dos explantes e da linhagem (Fig. 12).

Figura 12. Andlise da viabilidade celular com cloroquina em células trofoblasticas
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Legenda: Ensaio de viabilidade para as diferentes concentragcdes de cloroquina em explantes de vilosidades
coribnicas (A) e em células HTR-8SV/neo (B). Teste de multipla comparacdo ANOVA one-way com teste post-
hoc de Dunnett, n=3 em triplicata.

5.2 Ensaio para avaliar a efetividade dos extratos diante a infeccdo do ZIKV por
citometria de fluxo.

Os testes para avaliar a atividade antiviral foram realizados com os extratos da semente
da Passiflora edulis (100 pg/mL), da casca da S. terebinthifolius Raddi (10 pg/ml), e da fruta
da S. terebinthifolius Raddi (100 pg/ml). Na analise por citometria de fluxo observou-se que o
extrato da semente da Passiflora edulis conseguiu reduzir a porcentagem de células positivas
para ZIKV somente quando a cepa PE243 foi usada (Fig. 13). Para os extratos da fruta e casca
da S. terebinthifolius Raddi, observou-se que nas duas cepas utilizadas, os extratos foram
efetivos na reducdo de células positivas para ZIKV (Fig. 14).
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Figura 13. Andlise da expressdo de ZIKV NS1 em celulas trofoblasticas tratadas com o
extrato da semente da Passiflora edulis.
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Legenda: Analise da expressdo de ZIKV NS1 por citometria de fluxo na linhagem HTR-8SV/neo infectadas com
a cepa MR766 (A) ou PE243 (B) e tratadas com o extrato da semente da Passiflora edulis (ESPE). Teste t com
pos-teste Mann-Whitney, n=3. *p = 0.0238.

Figura 14. Analise da expressao de ZIKV NS1 em células trofoblasticas tratadas com o
extrato da fruta e casca da S. terebinthifolius Raddi.
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Legenda: Analise da expressdo de ZIKV NS1 por citometria de fluxo na linhagem HTR-8SV/neo infectadas com
a cepa MR766 (A) ou PE243 (B) e tratadas com cloroquina (CQ), extrato da fruta da S. terebinthifolius Raddi
(EFSTR) e da casca da S. terebinthifolius Raddi (ECSTR). Teste de maltipla comparacdo ANOVA one-way com
teste post-hoc de Dunnett, n=6. *p < 0.05; ****p < 0.0001 em relacdo a MR766 ou PE243.

5.3 Ensaio para avaliar a efetividade dos extratos diante a infeccdo do ZIKV por gqRT-
PCR

Atécnica de o qRT-PCR foi utilizada para avaliar o efeito antiviral dos extratos na carga
viral presente no sobrenadante das culturas, o que indica que o virus foi capaz de se replicar e
liberar novas particulas virais no sobrenadante. A figura 15, mostra que o extrato da semente

do maracuja reduziu amplamente a carga viral no sobrenadante das células HTR-8SV/neo
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infectadas com a cepa MR766 ou PE244. O mesmo padrdo também foi observado para a cepa

PE243 em explantes de vilosidades coridnicas.

Figura 15. Andlise da expressédo de RNA no sobrenadante de células trofoblasticas tratadas
com o extrato da semente da Passiflora edulis.
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Legenda: Ensaio de qRT-PCR com células trofoblasticas HTR-8SV/neo infectadas com a cepa MR766 (A) ou
PE243 (B) e tratadas com extrato da semente da Passiflora edulis (ESPE) por 1 ou 24 h. (C) Explantes de
vilosidades coribnicas infectados com a cepa PE243 e tratados com cloroquina (CQ) ou ESPE por 24 h. Teste
ANOVA one-way com teste post-hoc de Tukey, n=4. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

Os extratos da fruta e casca da S. terebinthifolius Raddi também se mostraram eficientes
na reducdo da carga viral, principalmente apés a infeccéo, pela cepa PE243 na linhagem HTR-

8SV/neo, mas também nos explantes de vilosidades coriénicas (Fig. 16).
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Figura 16. Andlise da expressdo de RNA no sobrenadante de células trofoblasticas tratadas
com o extrato da fruta e casca da S. terebinthifolius Raddi.
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Legenda: Ensaio de qRT-PCR com células trofoblasticas HTR-8SV/neo infectadas com a cepa MR766 (A) ou
PE243 (B) e tratadas com extrato da S. terebinthifolius Raddi (EFSTR) ou casca da S. terebinthifolius Raddi
(ECSTR). (C) Explantes de vilosidades cori6nicas infectados com a cepa PE243 e tratados com cloroquina (CQ),
EFSTR ou ECSTR. Teste ANOVA one-way com teste post-hoc de Tukey, n=4. *p < 0.05; **p < 0.01.

5.4 Efeito dos extratos na proliferacédo e no ciclo celular das células

Buscamos avaliar se alguns dos extratos poderiam influenciar no ciclo celular das
células diante da infeccdo do ZIKV. Para tal finalidade, foi realizada a quantifica¢do do ensaio
de imunofluorescéncia para Ki-67, um marcador de proliferagdo celular. Na figura 17,
observou-se que a infeccdo pelo ZIKV néo alterou a proliferacdo quando comparada com o
controle, e os tratamentos com ESPE e o EFSTR também néo alteraram a proliferacédo celular.
Ja com o tratamento com o ECSTR néo foi observada marcacdo para Ki-67. Na analise das
fases do ciclo celular (fig. 17), também se observou que nenhum dos tratamentos mostrou

alteracdo significativa nas fases do ciclo celular.
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Figura 17. Andlise do ciclo celular em celulas trofoblésticas com os extratos diante da
infeccdo com o0 ZIKV.
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Legenda: Quantificacdo da taxa de proliferacdo celular (A) e das fases do ciclo celular (B) com a marcagdo por
Ki-67 com a cepa PE243 e tratamento com cloroquina (CQ) ou os extratos da Passiflora edulis (ESPE), fruta da
S. terebinthifolius Raddi (EFSTR) e casca da S. terebinthifolius Raddi (ECSTR) em células trofoblasticas HTR-
8SV/neo. Teste ANOVA one-way com teste post-hoc de Tukey, n=3. ****p < 0.0001. (C-H) Imunolocalizacéo
de Ki-67 (vermelho) e ZIKV NS1 (verde) nos grupos controle (C), PE243 (D), CQ (E), ESPE (F), EFSTR (G) e
ECSTR (H). DAP-I (azul) no ncleo, fotos obtidas na objetiva de x100.

5.5 Efeito na modulacao de citocinas pelos extratos diante da infec¢éo por ZIKV
5.5.1 Efeito na producéo de Interferons (INF)

Diferentes interferons (IFN-a2, IFN-B, IFN-y, IFN-A1, IFN-A2/3) foram dosados nos
sobrenadantes de explantes de vilosidades coridnicas ap6s 24 h de infeccdo e tratadas com o
extrato da semente da Passiflora edulis. A infeccdo com a cepa PE243 também ndo alterou
significativamente a producdo basal dos interferons dosados (fig. 17). Nas células HTR-
8SV/neo nenhum dos tratamentos com os Passiflora edulis e S. terebinthifolius Raddi mostrou

alteragdes significativas na producéo dos interferons testados (fig. 18).
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Figura 18. Analise da producéo de INF pelo extrato da semente da Passiflora edulis diante da
infeccdo por ZIKV em explante de vilosidade coridnica.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo de IFN-02 (A), IFN-B (B), IFN-A1 (C), IFN-A2/3 (D), IFN-y (E)
em sobrenadantes coletados de explantes de vilosidade coriénica com 24h de infec¢do pela cepa PE243 e tratadas

com o extrato da Passiflora edulis (ESPE). n=8; p < 0,05, segundo analise do teste t pareado (Mann-Whitney
Test).
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Figura 19. Analise da producdo de INF pelos extratos diante da infec¢do por ZIKV na
linhagem HTR8-SV/neo.
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Legenda: Quantificagdo por citometria de fluxo de IFN-02 (A), IFN-B (B), IFN-A1 (C), IFN-A2/3 (D), IFN-y (E),
em sobrenadantes coletados de células HTR-8SV/neo com 24h de infec¢do pela cepa PE243 e tratadas com o0s
extratos da semente da Passiflora edulis (ESPE), fruta da S. terebinthifolius Raddi (EFSTR) e casca da S.
terebinthifolius Raddi (ECSTR). n=8; p < 0,05. Teste de multipla comparacdo ANOVA one-way com teste post-

hoc de Dunnett

5.5.2 Efeito na producéo de citocinas

Ao analisar a producdo de citocinas nos explantes, por citometria de fluxo, ndo foram
encontradas alteracGes das citocinas 1L-1f, IP-10 e GM-CSF diante da infeccdo por ZIKV e

relacdo ao controle e também nos tratamentos utilizados. A infecgéo induziu o aumento de IL-

6 e IL-8, enquanto os tratamentos com o0 extrato da casca S. terebinthifolius Raddi e com a

cloroquina conseguiram reduzir somente IL-8. Ja em relacdo a IL-10, o extrato da fruta da S.
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terebinthifolius Raddi induziu sua produgao. A citocina TNF-a foi reduzida significativamente
pelos trés tratamentos (Fig.20). J& em relacdo as células HTR-8SV/neo, os tratamentos nédo

mostraram alteracdes nas citocinas detectadas (Fig.21).

Figura 20: Avaliagdo da producéo de citocinas inflamat6rias em explantes de vilosidades
coridnicas apo6s infecgdo e tratamento com os extratos.
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Legenda: Quantificacéo por citometria de fluxo de IL-8 (A), IL-6 (B), IL-1B, TNF-a (D), IL-10 (E), IP-10 (F) e
GM-CSF (G) em sobrenadantes coletados de explantes de vilosidades coridnicas com 24h de infeccdo pela cepa
PE243 e tratadas com os extratos da semente da Passiflora edulis (ESPE), fruta da S. terebinthifolius Raddi
(EFSTR) e casca da S. terebinthifolius Raddi (ECSTR). A citocina IL-12p70 ndo foi detectada. N = 7; *p < 0,05,
**p<0.01. Teste de multipla comparacdo ANOVA one-way com teste post-hoc de Dunnett.

Figura 21. Avaliacdo da producéo de citocinas inflamatorias em células HTR-8SV/neo apo6s
infeccéo e tratamento com o0s extratos.

15004 1509

10004 100+

504

IL-6 (pg/mL)

500+

IL-8 (pg/mL)

o -
A& 3 0% <2 <2 QQ/ o
& & & & L & 2
® o Q‘ 9. "?,5- < 0&
& & &

Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo de IL-8 (A), IL-6 (B), em sobrenadantes coletados de células HTR-
8SV/neo com 24h de infeccdo pela cepa PE243 e tratadas com os extratos da semente da Passiflora edulis (ESPE),
fruta da S. terebinthifolius Raddi (EFSTR) e casca da S. terebinthifolius Raddi (ECSTR). As citocinas IL-1B, IL-
12p70, GM-CSF, TNF-a e IL-10 ndo foram detectadas. N = 7; *p < 0,05. Teste de multipla comparagdo ANOVA

one-way com teste post-hoc de Dunnett.



61

6 DISCUSSAO

Nesse trabalho foi investigado o potencial antiviral contra o ZIKV dos extratos de
produtos naturais Passiflora edulis, Schinus terebinthifolius Raddi, Cocos lucifera e da
Moringa oleifera que sdo facilmente encontrados na regido Nordeste do Brasil. Primeiro
demonstrou-se o sucesso da infec¢do nos nossos modelos de estudos, na linhagem HTR-8/neo
que representa as células trofoblasticas do primeiro trimestre gestacional, com as duas cepas
PE243 (asiatica) e MR766 (africana) e no explante de vilosidades coribnicas de placentas a
termo, com a cepa PE243. Os extratos da semente da Passiflora edulis, fruta da S.
terebinthifolius Raddi e casca da S. terebinthifolius Raddi n&o reduziram a viabilidade celular
nos modelos estudados, por isso foram utilizados para as analises seguintes. Com 0 extrato
Passiflora edulis, verificamos que apds o tratamento, a expressdo da proteina NS1 viral foi
reduzida significativamente na infeccdo pela cepa PE234, 0 mesmo ndo ocorreu diante da cepa
MR766. Os extratos da S. terebinthifolius Raddi conseguiu reduzir a proporcdo de células
positivas para 0 ZIKV tanto pelas cepas PE234 e MR766. Na analise do sobrenadante das
culturas, o extrato da Passiflora edulis foi efetivo na reducéo da carga viral das células HTR-
8/SVneo para ambas as cepas, enquanto os extratos da S. terebinthifolius Raddi ndo reduziram
a carga viral pela cepa MR766, mas conseguiram reduzir expressivamente a carga viral na
infeccdo pela cepa PE234. Nas avalia¢Ges de proliferagéo e ciclo celular os extratos da semente
da Passiflora edulis e da fruta da S. terebinthifolius Raddi ndo demostraram nenhuma alteragéo
em relacdo ao controle, ja o extrato da casca pimenta rosa inibiu completamente a expressao de
Ki-67, indicando auséncia de proliferacdo. Em relacdo a expressdo de citocinas, os extratos
parecem interferir diferencialmente na modulacdo de IL-8, IL-10 e TNF-a das placentas
infectadas.

O publico alvo para tratamento contra infec¢do do ZIKV sdo as gestantes, justamente
para se evitar os desfechos neuroldgicos negativos na prole, dai a importancia de usar modelos
de estudos que mimetizem as diferentes etapas gestacionais. Sabe-se que enquanto mais cedo o
contato da gestante com a infecgdo do ZIKV pior € desfecho, da mesma forma que no terceiro
trimestre gestacional as consequéncias para o feto tendem a ser menos graves ou até inexistentes
(COYNE et al., 2016). Nesse trabalho ndo foi possivel infectar o explante de vilosidade
coridnicas de palcenta a termo com a cepa de origem africana, a infeccdo foi possivel apenas
com a cepa de origem asiatica. A vilosidade coribnica possui uma arquitetura de células e
funcionalidade imunoldgica importante o que faz dessa estrutura da placenta uma parte
fundamental na defesa do feto contra diversas infecgdes (MILLER et al., 2005). Em outro
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trabalho foi possivel observar também a resisténcia na infeccdo pelo ZIKV em vilosidades
coridnicas de final gestacional, explicado possivelmente pela producdo de IFN tipo Il pelo
sinciciotrafoblasto (BAYER et al., 2016). Como também ja& mostram a suscetibilidade das
vilosidades corionicas de primeiro trimestre de gestacdo para a cepa africana (TABATA et al.,
2016; WEISBLUM et al., 2017).

Até hoje, as evidéncias epidemioldgicas associam a linhagem asiatica (PE243)
responsavel pela epidemia nas Américas e por sequelas graves em neonatos, enguanto a
linhagem africana (MR766) néo foi relacionada a nenhuma epidemia ou a desfechos graves
(FARIA et al., 2017; FAYE et al., 2014). Curiosamente, varios testes in vitro e in vivo tem
demostrando uma maior viruléncia para a cepa Africana com maiores taxas de replicagdo e
taxas de morte celular (SIMONIN et al., 2016; SHERIDAN et al., 2017), e também resultaram
em maior viremia e fatalidade em camundongos prenhes (LAZER et al., 2016; KULESH et al.,
2018). Essas divergéncias mostram que muito se precisa ser investigado para entender os
mecanismos de infeccdo e genéticos que levam a resultados diferentes nas cepas do ZIKV.

Nos extratos testados, alguns reduziram muito a viabilidade das células e em varias
concentraces, o que foi motivo de exclusdo do material vegetal, sendo o caso dos extratos da
Moringa oleifera e Cocos lucifera. Ainda ocorreu pequena reducdo de viabilidade na
concentracdo de 100 pg/mL do extrato da casca de S. terebinthifolius Raddi. Em tratamento in
Vvivo, esse extrato ja foi demonstrado por apresentar toxicidade moderada apos tratamento agudo
e cronico por gavagem em camudongos machos em 83 dias de tratamento com dosagem de 17
mg/kg, com malformacdes Osseas em filhotes de fémeas tratadas (CARLINI; DUARTE-
ALMEIDA; TABACH; 2013). Ja na avaliacdo da genotoxicidade, foi observado que fracGes
enriquecidas com flavondides isolados da casca do caule induziram danos ao DNA em
plasmideos (VARELA-BARCA; AGNEZ-LIMA; MEDEIROS; 2007). Em contrapartida, o
teste de toxicidade aguda e subaguda em ratos, por administracdo via oral do extrato da casca,
por 45 dias e com doses de 0,625 a 5g/kg nao foi observado nenhum efeito toxico (LIMA et al.,
2009). E na avaliagéo de efeito anti-histaminico do extrato da casca do caule, por Nunes-Neto
e colobaradores (2017) também néo foi observada nenhum tipo de toxicidade nos camundongos
tratados. Desse modo, visto que todas as outras dosagens ndo apresentaram reducdo na
viabilidade celular, mantivemos esse extrato no nosso estudo.

Interessantemente, ndo encontramos nenhum dado na literatura sobre toxicidade do
extrato etandlico da semente da Passiflora edulis, mesmo embora essa seja uma fragcdo pouco
explorada (KAWAKAMI et al., 2021). Em estudo em humanos que consumiram uma bebida

contendo 27,3 g de extrato da semente de Passiflora edulis, por 4 semanas, nenhum dos
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participantes apresentaram alteragdes anormais em exames fisicos, anélises hematologicas,
exames bioguimicos de sangue e urina (SETOGUCHI et al., 2018). Ja as outras fracdes da
Passiflora edulis, como as folhas, polpa, casca e 6leo da semente ja foram associados a diversas
atividades bioldgicas importantes como efeito antibiabético, antitrombético, com propriedades
sedativas, ansioliticas e antiflamatdrias e sem nenhum sinal de toxicidade em vérios modelos
(SALLES et al., 2020; APPEL et al. 2010; KANG et al., 2015). Na administracdo do extrato de
folhas de Passiflora edulis em ratos, ndo foi observado efeito hepatdxico ou nefrotoxico
(DEVAKI et al., 2012). Estudos de toxicidade in vivo do extrato da casca da fruta e da folha da
Passiflora edulis indicaram que a administragdo oral com doses de 150 a 550 mg/kg néo tiveram
efeito tdxico em ratos (ANURANGI; SHAMINA, 2018). Apesar de serem necessarios mais
estudos para verificar a toxicidade do uso da espécie Passiflora edulis em animais e humanos,
esses resultados sdo importantes para futuros ensaios visando aplicacéo clinica.

A investigacdo de uma possivel atividade antiviral, por citometria de fluxo, mostrou
efetividade com o extrato da Passiflora edulis para a cepa PE243, e com 0s extratos da S.
terebinthifolius Raddi para as duas cepas PE243 e MR766. Dados que sugerem uma possivel
acao dos extratos na ligacdo ou entrada do virus na celula hospedeira, assim como a utilizacdo
de mecanismos diferentes usados pelas cepas para essa entrada do virus na célula, visto que o
tratamento com o extrato da Passiflora edulis ndo mostrou diferenca do grupo infectado com a
cepa MR766 quando comparado ao grupo controle. Corroborando com esse resultado, Cataneo
(2019) e colaboradores também encontraram resultados diferentes entres as cepas asiatica e a
africana em testes antivirais. Como a cepa asiatica PE243 é a cepa mais agressiva € com
comprovada transmisséo vertical, 0s nossos resultados sdo importantes no estabelecimento do
extrado da semente de Passiflora edulis como potencial antiviral.

O resultado do ensaio de qRT-PCR que avaliou a presenca da proteina NS1 viral no
sobrenadante das culturas apos 24h da infecgdo, mostrou um resultado positivo na reducéo da
infeccdo viral pela Passiflora edulis, levantando a hip6tese que de alguma forma o extrato
impediu a formacdo e/ou a liberacdo das particulas virais no sobrenadante, para as duas cepas
na linhagem HTR-8SV/neo e nas vilosidades coridnicas. O mesmo foi observado com o0s
extratos da S. terebinthifolius Raddi, havendo uma grande reducdo da presenca viral nos
sobrenadantes as culturas e reforcando o efeito antiviral dos compostos.

Desde o surgimento das epidemias do ZIKV nas Américas, muitos compostos e extratos
naturais vem sendo testados contra esse virus, a exemplo da curcumina, um pigmento amarelo
encontrado na curcuma e ja demonstrou ser capaz de inibir o ZIKV em uma linhagem de cancer

cervical (MOUNCE et al., 2017). Apesar de se mostrar segura, a curcumina apresenta
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dificuldades devido a sua baixa disponibilidade e baixa solubilidade (EPSTEIN;
SANDERSON; MACDONALD; 2010). O galato de epigalocatequina (EGCG) um flavondide
também eficaz contra o ZIKV in vitro, porém com alta taxa de toxicidade em algumas
linhagens, ndo se mostrando totalmente seguro (GOH; MOK; CHU; 2020). Outro composto
amplamente estudado é a pinocembrina, com diversas atividades bioldgicas relatadas, e sua
atividade viral contra 0 ZIKV foi eficiente na linhagem placentaria humana JEG-3 in vitro, com
uma reducéo de 2,2 log* na sua titulagao viral com a concentragdo de uso de 40 pg/ml (LEE et
al. 2019). O extrato de Psiloxylon mauritianum foi efetivo contra 0 ZIKV em células de rim de
macacos, apresentou reducdo de 75% das particulas virais na concentracdo de 100 pg/ml
(CLAIN et al, 2019). Comparando com 0s nossos resultados, principalmente com os extratos
de Passiflora edulis, por ainda nédo ter apresentado nenhum tipo de toxicidade e uma reducéo
significante tanto das proteinas virais, como da carga de RNA viral, e por ja ter sido avaliado
em células e tecidos placentarios, se mostra muito promissor e com algumas vantagens para
avancar em etapas subsequentes.

Pensando nas possiveis substancias que possam ser responsaveis pelo efeito antiviral
observados nos ensaios com o extrato da Passiflora edulis, destacamos o piacetanol, que além
de ser encontrado em grande quantidade no extrato (XAVIER et al., 2022), apresenta estudos
in vitro que mostram que essa substncia isolada conseguiu suprimir a infeccdo pelo
citomegalovirus humano (WANG et al., 2020). Outro composto interessante que também ja
demonstrou atividade antiviral foi a Naringenina, in vitro e in vivo, e apresentou inibi¢ao dose-
dependente da producdo de particulas virais de HCV (virus da hepatite C) (GOLDWASSER et
al., 2011; NAHMIAS et al., 2008); e em células Vero foi eficiente contra infecgdo por CHIKV
e DENV-2 (ZANDI et al., 2011; AHMADI et al., 2016). Adicionalmente, foi eficiente na
inibicdo da replicacdo viral do ZIKV em células epiteliais de adenocarcinoma humano pela
Naringenina (4, 5, 7-trihidroxifavanona) com reducéo de 4 vezes da infeccdo (CATANEO et
al., 2019).

E relacdo aos compostos que podem estar promovendo esse efeito antiviral nos extratos
daS. terebinthifolius Raddi, dentro dos compostos fendlicos identificados, ambos apresentando
em comum 0s compostos: acido galico, acido p-cumarico, catequina, epicatequina e resveratrol,
com concentra¢cdes menores para o0 extrato da fruta (ROCHA et al., 2019), e também ja foi
descrita a presenca de naringenina (BERNARDES et al. 2014). Curiosamente, a atividade
antiviral ja foi descrita em todos esses compostos com diferentes tipos virais (OZCELIK et al.,
2010; LEE et al., 2016; MUSARRA-PIZZO et al., 2019; FERREIRA et al., 2018; PEI et al.,
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2015), com énfase para a naringenina e o resveratrol (MOHD et al., 2019; CATANEO et al.,
2019).

Na avaliacéo do ciclo e proliferacao celular, nossos resultados mostraram que a infeccao
da cepa PE243 na linhagem HTR-8/neo manteve-se nas mesmas configuragdes do controle.
Tabata e colaboradores (2018) mostraram também que ndo houve alteracdo no padrdo de
proliferacdo diante da infec¢do pelo ZIKV em células do citotrofoblasto viloso e células de
Hofbauer de explantes de vilosidades coridnicas. Com relacdo ao efeito inibitorio de
proliferacdo visto com o extrato da casca da S. terebinthifolius Raddi, ha estudos que mostram
atividade anticancerigena dessa espécie in vitro, mais especificamente na avaliacdo do 6leo da
fruta em células contra a linhagem tumoral da mama (BENDAOUD et al., 2010). Outra
atividade relacionada ao extrato metandlico da folha da S. terebinthifolius Raddi, mostra
atividade quimiopreventiva com atuacdo de reparacdo a danos no DNA in vitro e in vivo
(FEDEL-MIYASATO et al., 2014), nenhuma delas com mecanismos de agdo esclarecidos.
Dessa maneira se faz necessario mais estudos para identificar como ocorre esse efeito
antiproliferativo da casca da fruta da S. terebinthifolius Raddi encontrada em nossos resultados,
ficando claro que esse extrato teria uso limitado em gestantes, mas pode apresentar esse efeito
de forma mais interessante em outros tipos celulares, como leucdcitos infectados por virus ou
celulas cancerigenas.

Com relacdo a resposta imunologica placentéria diante da infeccdo por ZIKV e
comportamento diante dos tratamentos, observou-se que ndo ocorreu interferéncia na secrecao
de IFN-a2, IFN-B, IFN-A1, IFN-A2/3, IFN-v, ou seja, ndo ocorreu um aumento da agao antiviral
mediada por interferons, sendo possivel mecanismos de acao na entrada ou replicacdo dos virus.
Na placenta, especificamente, o interferon Il produzido pelo sinciciotrofoblasto aparece em
um papel importante na protecdo contra a infec¢do por ZIKV (BAYER et al., 2016). Sendo
assim, os flavivirus procuram evitar essa defesa do sistema imunoldgico, empregando varios
mecanismos virais para antagonizar a inducdo dos interferons, como a inibicao de IRF-3, IRF-
7, IRF-9, STAT-2 e STAT-1 (NGONO; SHRESTA, 2018), o que justificaria nossos resultados
onde os interferons ndo aumentam em resposta a infeccao.

Quanto a outras citocinas, nossos modelos mostraram aumento de IL-8 e IL-6 em
modelos de infeccdo de explantes de vilosidades coridnicas. Em outros estudos com explantes
placentarios mostrou-se 0 aumento da expressdo de IL-1B, IL-6 e TNF-a (RIBEIRO et al.,
2018). Ja a infecgdo da cepa asiatica na linhagem HTR-8SV/neo mostrou o aumento IL-6, IL-
8 e TNF-a (LUO et al., 2018), o que difere dos nossos resultados que ndo mostraram diferencas

nas linhagens. A infeccdo do ZIKV tende a induzir uma resposta inflamatoria do hospedeiro
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com a inducdo de 1L4, IL1, IL6, CCL5, IL8, CXCL10, CXCL1 (GARCIA et al., 2017), dai a
importancia de um tratamento que possa ajudar a combater essa resposta, visto que uma
inflamacdo exarcebada pode ser prejudicial ao desenvolvimento placentario e
consequentemente ao feto (GINSBERG et al., 2017; FOO et al., 2018). Nesse contexto, a
atividade antiflamatdria dos tratamentos usados foi vista com a redugédo de IL-8 e TNF-a e
aumento de 1L-10 pelos extratos, particularmente a inibigdo e TNF-o sendo realizada por todos.
A atividade antiflamatoria da espécie Passiflora edulis de algumas fracGes ja foi demostrada
(MONTANHER et al., 2006; ZUCOLOTTO et al., 2009; GUNATHILAKE et al., 2018). Na
fracdo testada aqui, um dos principais componentes é o piceatanol, um flavanoide analogo do
resveratrol, que tem sua atividade anti-inflamatdria bem descrita (YAMAMOTO et al., 2016).
Tang (2017) e colaboradores mostraram que in vitro o piceatanol atenuou a poducéo de TNF-
a, IL-6, 6xido nitrico, prostaglandina E2 e ciclooxigenase-2 em modelo de osteoartrite. Assim,
acreditamos que 0s nossos resultados possam estar relacionados com o potencial dessa
molécula. Sobre os extratos da S. terebinthifolius Raddi, a por¢do da fruta mostrou uma
interessante atividade, in vitro, anti-inflamatoria e antioxidante (FERIANI et al., 2020). E no
6leo da fruta foi observada atividade anti-inflamatéria (FORMAGIO et al., 2011), o que
também encontramos em nosso modelo.

Diante da importancia da gravidade que a infecgdo pelo ZIKV pode levar aos bebés com
a sindrome congénita do Zika, e em adultos com a sindrome de Guillain-Barré, a busca por
tratamentos sdo de grande importancia para 0 mundo. Mesmo com esse cenario, ainda estamos
distantes de um tratamento efetivo, por isso a investigacdo em produtos naturais pode ajudar na
busca por tratamento contra essa infeccdo e aumentando o leque de opgdes, por serem
potenciais reservatérios de compostos interessantes (KATZ et al., 2016; NEWMAN et al.,
2012). De tal forma, acreditamos que os extratos aqui explorados possuem potencial para se
tornarem Uteis contra a infeccdo do ZIKV, em especial o extrato da Passiflora edulis. Contudo,
ainda precisamos entender os mecanismos de acdo dos extratos, quais compostos estdo
relacionados com os efeitos benéficos e ampliar os experimentos afim de descobrir novos

efeitos relacionados aos mesmos.
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7 CONCLUSAO

Diante dos nossos resultados, podemos concluir que:

- A cepa MR766 ndo foi capaz de infectar a cultura de explantes placentérios nas
condigdes experimentais utilizadas.

- Os extratos avaliados contra a infeccdo do ZIKV, Passiflora edulis e S. terebinthifolius
Raddi, se mostraram efetivos na reducdo da infeccdo por ZIKV em células trofoblasticas
humanas e em explantes de vilosidades coridnicas.

- Os extratos avaliados apresentaram boa tolerancia, com efeitos anti-inflamatérios e
potencialmente antivirais, mas ndo por aumento de interferons.

- O extrato da semente da Passiflora edulis, se mostra mais promissor para o

desenvolvimento de uma terapia contra o ZIKV.
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