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Resumo

A dengue, causada pelo virus DENV (familia Flaviviridae), permanece como
importante problema de saude publica, sem terapia antiviral especifica consolidada. Produtos
naturais, em especial o0leos essenciais de Eucalyptus, e seu principal constituinte, 1,8-cineol,
apresentam propriedades farmacologicas que justificam sua investigacdo como potenciais
agentes antivirais contra DENV-1. Assim, o objetivo consistiu em avaliar in vitro a atividade
antiviral dos 6leos essenciais das folhas de Fucalyptus exserta, E. staigeriana ¢ E. leptophleba
e do 1,8-cineol contra DENV-1, além de caracterizar geneticamente trés isolados clinicos e
explorar correlagdes entre perfis gendmicos e resultados dos ensaios in vitro. A citotoxicidade
dos oleos essenciais e do 1,8-cineol foi avaliada previamente em células Vero. Ensaios
antivirais in vitro foram conduzidos nas modalidades virucida e anti-infec¢do, com avaliagao
por observacao do efeito citopatico (microscopia) € por ensaio colorimétrico com neutral red
(indicador de metabolismo celular), seguidos de quantifica¢do da carga viral por RT-qPCR para
as concentracdes que se mostraram efetivas. Adicionalmente, os isolados virais foram
caracterizados por analise bioinformatica de dados de sequenciamento NGS previamente
gerados, envolvendo o alinhamento do genoma dos isolados clinicos virais utilizando
ferramentas a ferramenta BWA-MEM e sua indexacao utilizando o pacote Samtools, bem como
analise de variantes genOmicas através de ferramentas de como LoFreq, Bceftools e SnpEff.
Ensaios in vitro em células Vero indicaram manutencao parcial da atividade metabdlica celular
frente a infec¢cdo por DENV-1 em baixas concentragdes dos Oleos essenciais (1,95 pg/mL e
0,97 pg/mL para E. leptophleba e E. staigeriana no ensaio virucida; 0,97 pg/mL para E. exserta
no ensaio anti-infec¢ao); contudo, a auséncia de reducao consistente da carga viral e a presenca
de efeito citopatico indicam que os compostos ndo exerceram agdo antiviral. A preservagao
parcial do metabolismo celular observada sob infec¢do viral pelas amostras tratadas pode estar
associada a modulacdo de respostas celulares ao estresse, por mecanismos ainda nao elucidados
e que demandam validagdo experimental adicional. A anélise gendmica revelou predominancia
de variantes sindnimas e presenca de variantes missense, reforgando a necessidade de estudos

futuros com isolados clinicos para avaliar possiveis impactos funcionais dessas variagoes.



Abstract:

Dengue, caused by the DENV virus (family Flaviviridae), remains a significant public health
problem, with no established specific antiviral therapy. Natural products, especially Eucalyptus
essential oils and their main constituent, 1,8-cineole, exhibit pharmacological properties that
justify their investigation as potential antiviral agents against DENV-1. Thus, the objective was
to evaluate in vitro the antiviral activity of the essential oils from the leaves of Eucalyptus
exserta, E. staigeriana, and E. leptophleba and of 1,8-cineole against DENV-1, as well as to
genetically characterize three clinical isolates and explore correlations between genomic
profiles and in vitro assay results. The cytotoxicity of the essential oils and 1,8-cineole was first
assessed in Vero cells. In vitro antiviral assays were conducted in virucidal and anti-infection
modalities, with evaluation by observation of cytopathic effect (microscopy) and by
colorimetric assay using neutral red (an indicator of cellular metabolism), followed by
quantification of viral load by RT-qPCR for the concentrations that proved effective.
Additionally, the viral isolates were characterized by bioinformatic analysis of previously
generated NGS sequencing data, involving alignment of the clinical viral isolate genomes using
the BWA-MEM tool and indexing with the Samtools suite, as well as genomic variant analysis
through tools such as LoFreq, Beftools, and SnpEff. In vitro assays in Vero cells indicated
partial preservation of cellular metabolic activity in the face of DENV-1 infection at low
concentrations of the essential oils (1.95 pg/mL and 0.97 pg/mL for E. leptophleba and E.
staigeriana in the virucidal assay; 0.97 ug/mL for E. exserta in the anti-infection assay);
however, the absence of consistent reduction in viral load and the presence of cytopathic effect
indicate that the compounds did not exert antiviral activity. The partial preservation of cellular
metabolism observed under viral infection in treated samples may be associated with
modulation of cellular stress responses by mechanisms not yet elucidated and requiring
additional experimental validation. Genomic analysis revealed a predominance of synonymous
variants and the presence of missense variants, underscoring the need for future studies with

clinical isolates to evaluate potential functional impacts of these variations.



Capitulo 1: Fundamentacio tedrica

1 INTRODUCAO
1.1 Dengue: condicdo e agente etiologico

A dengue ¢ uma enfermidade infecciosa viral transmitida pela picada de fémeas do
mosquito Aedes aegypti, sendo assim classificada como uma arbovirose. O agente etiologico
da doenca ¢ o virus DENV, um virus de RNA de fita simples sentido positivo (+ssRNA)
pertencente a familia Flaviviridae, familia de virus caracteristica pela transmissdo de suas
particulas virais através de artropodes’. Dentre os principais virus pertencentes a familia
Flaviridae, pode-se destacar os causadores da febre amarela (YFV), virus do Nilo Ocidental

(WNV), Zika virus e o virus da encefalite japonesa (JEV)?.

A particula viral do DENV apresenta simetria icosaédrica e aproximadamente 50 nm de
diametro, sendo sua estrutura composta pelas proteinas C, M e E (proteinas de capsideo, de
membrana e do envelope), responsaveis, respectivamente, pela constitui¢do do capsideo e da
camada glicoproteica externa3. Tal camada glicoproteica apresenta em sua organizagdo 180
copias de cada uma das proteinas M e E, constituindo uma malha proteica de inserida em uma
bicamada lipidica interna derivada da célula hospedeira, sendo indispensavel no processo de
reconhecimento de tais células através de interacdes de receptores presentes na superficie da
camada glicoproteica com receptores celulares que desencadeiam um processo de endocitose
mediada por receptores, fusdo com a membrana celular e entrada da particula viral, onde o RNA

gendmico ¢ liberado no citoplasma celular®>.
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Figura 1: Imagem ilustrativa da particula viral infectante DENV e seus constituintes principais. Tradugoes dos termos de inglés
para o portugués: Envelope protein: proteina do envelope; RNA genome: genoma de RNA; Membrane protein: proteina de
membrana; Capsid protein: proteina do capsideo. Disponivel no link: https://www.researchgate.net/figure/Structure-and-

serotype-of-the-dengue-virus-Structure-of-Dengue-virus-with-RNA-genome-and_figl 386010822.

O genoma viral possui aproximadamente 11 mil nucleotideos configurados como uma
open reading frame (fase de leitura aberta), também chamada de ORF, a partir da qual ¢
traduzida, através do uso da maquinaria de traducdo celular da célula hospedeira, mais
especificamente no interior das membranas do reticulo endoplasmatico uma cadeia
polipeptidica Gnica que, ao ser submetida a processamentos co e pos-traducao, ¢ clivada em dez
proteinas distintas, sendo trés estruturais, mencionadas anteriormente, € sete nao-estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A NS4B e NS5)8, responsaveis por exercer fungdes ligadas
principalmente aos processos de replicacdo viral, maturacdo de particulas virais e evasdo
imune’®, sendo possivel destacar principalmente os papéis de metiltransferase e RNA

polimerase RNA dependente pela NS5'° e de helicase pela NS3'"12,
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Figura 2: Estrutura do genoma viral DENV, organizado na forma de uma open reading frame. Também estdo ilustradas as
regides responsaveis pela codificagdo das dez proteinas virais (C: proteina do capsideo; M: proteina de membrana; E: proteina
do envelope; NS1-NSS: proteinas ndo estruturais 1 a 5) e as regides nao traduzidas (UTR) 5° e 3’. Guzman, M. G., et al.

Dengue: a continuing global threat. Nature Reviews Microbiology 8, S7-S16 (2010)'3.

Existem quatro sorotipos antigenicamente distintos ¢ bem estabelecidos de DENV:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, apresentando cerca de 65% de seu genoma
conservado entre os quatro sorotipos''®, sendo a proteina NS5 a mais conservada entre todos
os sorotipos'®. Um quinto sorotipo (DENV-5) foi isolado da amostra de sangue de paciente para
diagnostico de dengue em 2007 na Malésia, na regido de Sarawk, tendo sido primeiramente
considerado como um caso de infeccdo pelo sorotipo DENV-4, sendo posteriormente
constatadas, apds sequenciamento do genoma viral e investigagdo molecular dos anticorpos
produzidos em resposta a infec¢do causada pelo patogeno, diferencas expressivas em relacao
aos outros sorotipos, podendo ser caracterizado como um novo sorotipo'” posteriormente
identificado como um patogeno de ciclo silvestre, cuja propagagdo ocorre entre vetores

(artropodes) e hospedeiros (género Macaca)'®.
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