
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a) autor(a), o texto completo 
deste documento será disponibilizado somente a partir de 

03/03/2028. 



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

“Júlio de Mesquita Filho” 

INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS DE BOTUCATU 

EXPLORAÇÃO IN VITRO DO POTENCIAL VIRUCIDA 

DE ÓLEOS ESSENCIAIS DE EUCALYPTUS EXSERTA, 

EUCALYPTUS STAIGERIANA, EUCALYPTUS LEPTOPHLEBA 

E DO 1,8-CINEOL CONTRA O VÍRUS DA DENGUE TIPO 1 E 

INVESTIGAÇÃO DE CORRELAÇÕES ENTRE SEUS EFEITOS 

E VARIAÇÕES GENÔMICAS VIRAIS 

Maria Letícia de Oliveira Lyra 

Botucatu – SP 

2026



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

“Júlio de Mesquita Filho” 

INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS DE BOTUCATU 

EXPLORAÇÃO IN VITRO DO POTENCIAL VIRUCIDA 

DE ÓLEOS ESSENCIAIS DE EUCALYPTUS EXSERTA, 

EUCALYPTUS STAIGERIANA, EUCALYPTUS LEPTOPHLEBA 

E DO 1,8-CINEOL CONTRA O VÍRUS DA DENGUE TIPO 1 E 

INVESTIGAÇÃO DE CORRELAÇÕES ENTRE SEUS EFEITOS 

E VARIAÇÕES GENÔMICAS VIRAIS 

Maria Letícia de Oliveira Lyra 

Rejane Maria Tommasini Grotto 

Dissertação apresentada ao Instituto de Biociências, Campus de Botucatu, UNESP, para 

obtenção de título de Mestre no Programa de Pós-Graduação em Biologia Geral e Aplicada, Área de 

concentração Biologia e patogenicidade dos microrganismos, Imunidade e Imunomodulação. 

Rejane Maria Tommasini Grotto 

Botucatu – SP 

2026





 

Impacto Potencial desta pesquisa 

 

Título: Exploração in vitro do potencial virucida de óleos essenciais de Eucalyptus exserta, 

Eucalyptus staigeriana, Eucalyptus leptophleba e do 1,8-cineol contra o vírus da dengue tipo 1 

e investigação de correlações entre seus efeitos e variações genômicas virais.  

Impacto científico: trazer mais conhecimentos sobre o vírus da dengue, incluindo sobre sua 

genética e entender se óleos essenciais de Eucalyptus podem ser usados como tratamento. 

Impacto Econômico e Social: buscar um tratamento para a dengue, que é uma doença que 

afeta tanto o Brasil quanto o mundo, especialmente em regiões mais quentes, usando produtos 

naturais que são de origem mais sustentável. 

Potential impact of this research 

 

Dissertation Title: In vitro exploration of the virucidal potential of Eucalyptus exserta, 

Eucalyptus staigeriana, Eucalyptus leptophleba essential oils and 1,8-cineole against dengue 

virus type 1, and investigation of correlations between their effects and viral genomic 

variations. 

Scientific impact: To expand knowledge of dengue virus genetics and assess if Eucalyptus 

essential oils could be used as treatment.  

Economic and Social Impact: To seek a sustainable natural product treatment for dengue, a 

disease affecting Brazil and warmer regions worldwide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  



AGRADECIMENTOS 

Agradeço, primeiramente, aos membros da minha família que, dia e noite, chuva e sol, risos e 

lágrimas, me fizeram sempre lembrar da importância do continuar, do perseverar e, acima de tudo, do 

tentar, independentemente do resultado. Muito obrigada à minha mãe Luciane, meu avô Edson Baravelli 

Lyra, meu primo Edmárcio, meu tio Edson Baravelli Lyra Júnior, minha avó Ana Maria e minha querida 

prima Eva. 

Devo agradecer a todos os membros do Laboratório de Biotecnologia Aplicada, pelo 

companheirismo, amizades, carinho e aprendizados que me transmitiram, a cada dia em sua companhia. 

Aos meus queridos amigos Sabrina, Kayo, Thaís e Beatriz, por sua paciência, pelos risos que 

inspiraram em meio a momentos de fadiga e desânimo, e pela certeza de que, ao longo desta jornada, 

estava rodeada de pessoas que queriam para mim o melhor, de perto, ou a quilômetros de distância. 

Agradeço à professora Rejane Maria Tommasini Grotto pela oportunidade de desenvolver este 

trabalho sob sua supervisão e experiência e por todos os conhecimentos que a mim transmitiu, e à 

Doutora Fabiana por sua presença constante, serena e firme, e pela sofisticação que me ensinou a 

desenvolver.  

Finalmente, agradeço ao meu companheiro Matheus, por todas as noites mal dormidas, 

desabafos, apoio e amor, incondicional e imensurável, terno e firmador. Com você, fui capaz de entender 

que não estou sozinha. 

Muito obrigada à Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pelo 

apoio financeiro através de bolsa de estudo, ao programa de pós-graduação em Biologia Geral e 

Aplicada e à UNESP.  



SUMÁRIO 

Sumário 

Resumo ....................................................................................................................... 3 

Abstract: ...................................................................................................................... 4 

Capítulo 1: Fundamentação teórica ................................................................................. 6 

1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 6 

1.1 Dengue: condição e agente etiológico ................................................................. 6 

1.2 Dados epidemiológicos: mundo e Brasil .............................................................. 8 

1.3 Dengue: patogênese .......................................................................................... 9 

1.4 Imunoprofilaxia e tratamento ........................................................................... 10 

1.5 Variabilidade genômica viral ........................................................................... 12 

1.6 História do uso produtos naturais como estratégias terapêuticas e suas aplicações .. 12 

2 OBJETIVO GERAL ............................................................................................. 14 

2.1 Objetivos Específicos ...................................................................................... 14 

Capítulo 2: Artigo ....................................................................................................... 15 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................... 15 

3 METODOLOGIA................................................................................................. 16 

3.1 Obtenção dos vírus ......................................................................................... 16 

3.2 Obtenção dos óleos essenciais e 1,8-Cineol........................................................ 17 

3.3 Avaliação de citotoxicidade ............................................................................. 17 

3.4 Quantificação de partículas virais em solução estoque a partir de TCID50 .............. 17 



3.5 Determinação da Densidade Celular e Definição da Multiplicidade de Infecção (MOI)

 ..................................................................................................................................... 17 

3.6 Avaliação da atividade antiviral dos óleos essenciais sobre as partículas virais ....... 18 

3.6.1 Ensaio de atividade anti-infecção ............................................................... 18 

3.6.2 Ensaio de atividade virucida ...................................................................... 19 

3.7 Monitoramento da replicação viral utilizando a técnica de Reação em Cadeia da 

Polimerase com Transcrição Reversa em Tempo Real (RT-qPCR) ........................................ 19 

3.8 Análise quantitativa relativa por RT-qPCR integrado aos ensaios anti-infecção e 

virucida .......................................................................................................................... 20 

3.8.1 Ensaio anti-infecção com integração de RT-qPCR ........................................ 20 

3.8.2 Ensaio virucida com integração de RT-qPCR............................................... 21 

3.9 Processamento e controle de qualidade .............................................................. 21 

3.10 Alinhamento de sequências ............................................................................ 22 

3.11 Chamada e anotação de variantes .................................................................... 22 

3.12 Análise estatística e visualização .................................................................... 23 

4 RESULTADOS .................................................................................................... 23 

4.1 Determinação da Densidade Celular e Definição da Multiplicidade de Infecção (MOI)

 ..................................................................................................................................... 23 

4.2 Quantificação de partículas virais nas amostras expandidas ................................. 24 

4.3 Avaliação da ação anti-infecção e virucida dos óleos essenciais e 1,8-cineol sobre 

DENV-1......................................................................................................................... 24 

4.4 Acompanhamento do processo de replicação viral utilizando técnica de RT-qPCR . 31 

4.5 Resultados dos ensaios de atividade anti-infecção e virucida com realização de RT-

qPCR ............................................................................................................................. 31 



 

4.5.1 Ensaio de atividade virucida ...................................................................... 31 

4.5.2 Ensaio de atividade anti-infecção ............................................................... 32 

4.6 Métricas de Sequenciamento e Alinhamento ...................................................... 32 

4.7 Perfil funcional e quantitativo .......................................................................... 33 

5 DISCUSSÃO ....................................................................................................... 35 

6 CONCLUSÃO ..................................................................................................... 42 

7 DECLARAÇÃO DE USO DE FERRAMENAS DE INTELIGÊNCIA ARTIFICIAL ... 43 

8 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................... 43 

9 MATERIAL SUPLEMENTAR .............................................................................. 55 

9.1 Análises estatísticas .................................................................................... 55 

Capítulo 3: Conclusões Gerais ...................................................................................... 63 

 



3 

Resumo 

A dengue, causada pelo vírus DENV (família Flaviviridae), permanece como 

importante problema de saúde pública, sem terapia antiviral específica consolidada. Produtos 

naturais, em especial óleos essenciais de Eucalyptus, e seu principal constituinte, 1,8-cineol, 

apresentam propriedades farmacológicas que justificam sua investigação como potenciais 

agentes antivirais contra DENV-1. Assim, o objetivo consistiu em avaliar in vitro a atividade 

antiviral dos óleos essenciais das folhas de Eucalyptus exserta, E. staigeriana e E. leptophleba 

e do 1,8-cineol contra DENV-1, além de caracterizar geneticamente três isolados clínicos e 

explorar correlações entre perfis genômicos e resultados dos ensaios in vitro. A citotoxicidade 

dos óleos essenciais e do 1,8-cineol foi avaliada previamente em células Vero. Ensaios 

antivirais in vitro foram conduzidos nas modalidades virucida e anti-infecção, com avaliação 

por observação do efeito citopático (microscopia) e por ensaio colorimétrico com neutral red 

(indicador de metabolismo celular), seguidos de quantificação da carga viral por RT-qPCR para 

as concentrações que se mostraram efetivas. Adicionalmente, os isolados virais foram 

caracterizados por análise bioinformática de dados de sequenciamento NGS previamente 

gerados, envolvendo o alinhamento do genoma dos isolados clínicos virais utilizando 

ferramentas a ferramenta BWA-MEM e sua indexação utilizando o pacote Samtools, bem como 

análise de variantes genômicas através de ferramentas de como LoFreq, Bcftools e SnpEff. 

Ensaios in vitro em células Vero indicaram manutenção parcial da atividade metabólica celular 

frente à infecção por DENV-1 em baixas concentrações dos óleos essenciais (1,95 µg/mL e 

0,97 µg/mL para E. leptophleba e E. staigeriana no ensaio virucida; 0,97 µg/mL para E. exserta 

no ensaio anti-infecção); contudo, a ausência de redução consistente da carga viral e a presença 

de efeito citopático indicam que os compostos não exerceram ação antiviral. A preservação 

parcial do metabolismo celular observada sob infecção viral pelas amostras tratadas pode estar 

associada à modulação de respostas celulares ao estresse, por mecanismos ainda não elucidados 

e que demandam validação experimental adicional. A análise genômica revelou predominância 

de variantes sinônimas e presença de variantes missense, reforçando a necessidade de estudos 

futuros com isolados clínicos para avaliar possíveis impactos funcionais dessas variações.
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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, Bcftools, 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 µg/mL and 0.97 µg/mL for E. leptophleba and E. 

staigeriana in the virucidal assay; 0.97 µg/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. 
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Capítulo 1: Fundamentação teórica 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Dengue: condição e agente etiológico 

A dengue é uma enfermidade infecciosa viral transmitida pela picada de fêmeas do 

mosquito Aedes aegypti, sendo assim classificada como uma arbovirose. O agente etiológico 

da doença é o vírus DENV, um vírus de RNA de fita simples sentido positivo (+ssRNA) 

pertencente à família Flaviviridae, família de vírus característica pela transmissão de suas 

partículas virais através de artrópodes1. Dentre os principais vírus pertencentes à família 

Flaviridae, pode-se destacar os causadores da febre amarela (YFV), vírus do Nilo Ocidental 

(WNV), Zika vírus e o vírus da encefalite japonesa (JEV)2.  

A partícula viral do DENV apresenta simetria icosaédrica e aproximadamente 50 nm de 

diâmetro, sendo sua estrutura composta pelas proteínas C, M e E (proteínas de capsídeo, de 

membrana e do envelope), responsáveis, respectivamente, pela constituição do capsídeo e da 

camada glicoproteica externa3. Tal camada glicoproteica apresenta em sua organização 180 

cópias de cada uma das proteínas M e E, constituindo uma malha proteica de inserida em uma 

bicamada lipídica interna derivada da célula hospedeira, sendo indispensável no processo de 

reconhecimento de tais células através de interações de receptores presentes na superfície da 

camada glicoproteica com receptores celulares que desencadeiam um processo de endocitose 

mediada por receptores, fusão com a membrana celular e entrada da partícula viral, onde o RNA 

genômico é liberado no citoplasma celular3–5.  
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Figura 1: Imagem ilustrativa da partícula viral infectante DENV e seus constituintes principais. Traduções dos termos de inglês 

para o português: Envelope protein: proteína do envelope; RNA genome: genoma de RNA; Membrane protein: proteína de 

membrana; Capsid protein: proteína do capsídeo. Disponível no link: https://www.researchgate.net/figure/Structure-and-

serotype-of-the-dengue-virus-Structure-of-Dengue-virus-with-RNA-genome-and_fig1_386010822.  

O genoma viral possui aproximadamente 11 mil nucleotídeos configurados como uma 

open reading frame (fase de leitura aberta), também chamada de ORF, a partir da qual é 

traduzida, através do uso da maquinaria de tradução celular da célula hospedeira, mais 

especificamente no interior das membranas do retículo endoplasmático uma cadeia 

polipeptídica única que, ao ser submetida a processamentos co e pós-tradução, é clivada em dez 

proteínas distintas, sendo três estruturais, mencionadas anteriormente, e sete não-estruturais 

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A NS4B e NS5)6, responsáveis por exercer funções ligadas 

principalmente aos processos de replicação viral, maturação de partículas virais e evasão 

imune7–9, sendo possível destacar principalmente os papéis de metiltransferase e RNA 

polimerase RNA dependente pela NS510 e de helicase pela NS311,12.  
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Figura 2: Estrutura do genoma viral DENV, organizado na forma de uma open reading frame. Também estão ilustradas as 

regiões responsáveis pela codificação das dez proteínas virais (C: proteína do capsídeo; M: proteína de membrana; E: proteína 

do envelope; NS1-NS5: proteínas não estruturais 1 a 5) e as regiões não traduzidas (UTR) 5’ e 3’. Guzman, M. G., et al. 

Dengue: a continuing global threat. Nature Reviews Microbiology 8, S7-S16 (2010)13.  

Existem quatro sorotipos antigenicamente distintos e bem estabelecidos de DENV: 

DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, apresentando cerca de 65% de seu genoma 

conservado entre os quatro sorotipos14,15, sendo a proteína NS5 a mais conservada entre todos 

os sorotipos16. Um quinto sorotipo (DENV-5) foi isolado da amostra de sangue de paciente para 

diagnóstico de dengue em 2007 na Malásia, na região de Sarawk, tendo sido primeiramente 

considerado como um caso de infecção pelo sorotipo DENV-4, sendo posteriormente 

constatadas, após sequenciamento do genoma viral e investigação molecular dos anticorpos 

produzidos em resposta à infecção causada pelo patógeno, diferenças expressivas em relação 

aos outros sorotipos, podendo ser caracterizado como um novo sorotipo17 posteriormente 

identificado como um patógeno de ciclo silvestre, cuja propagação ocorre entre vetores 

(artrópodes) e hospedeiros (gênero Macaca)16.  
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