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RESUMO

O virus Mayaro (MAYV), pertencente a familia Togaviridae, € um
arbovirus transmitido principalmente por mosquitos do género Haemagogus,
estando associado a surtos de febre e artralgia em regides tropicais. Atualmente,
nao existem tratamentos especificos disponiveis para combater a infec¢do pelo
MAYYV; portanto, é importante buscar novas substancias com potencial
terapéutico. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antiviral e
imunomoduladora de fracfes ricas em diterpenos obtidas da alga Dictyota
menstrualis contra o virus Mayaro. Ensaios in vitro foram realizados utilizando
células Vero e cultura priméaria de neurdnios de retina de embrido de galinha,
enquanto os ensaios in vivo foram conduzidos em camundongos BALB/c fémeas
infectados pelo MAYV e tratados com a fracdo selecionada na dose de 20 mg/kg
durante 14 dias. Os estudos de atividade antiviral in vitro evidenciaram que as
fracOes do extrato testadas na concentragéo de 20 ug/mL apresentaram 97% de
inibicdo para a FAC-1, 64% para a FAC-2, 15% para a FAC-3 e 32% para o
extrato bruto. A FAC-1 apresentou o melhor resultado e foi selecionada para a
determinacao da concentracéo capaz de reduzir 50% da replicacao viral (ECs),
apresentando um valor de ECs, de 4,1 yg/mL, com a inibicdo ocorrendo de
maneira dose-dependente. A FAC-1 foi selecionada como a mais promissora
para a continuidade dos experimentos subsequentes. Com isso, a fracdo FAC-1
também demonstrou efeito protetor contra a infecgcao pelo MAYV em cultura de
neurdnios, principalmente na concentracdo de 20 pg/mL, sendo capaz de
preservar a morfologia e a integridade celular. Nos experimentos de mecanismo
de acéo realizados em células Vero, o ensaio virucida demonstrou um efeito
sobre as particulas virais, promovendo 28% de inibicdo da infectividade do
MAYYV na concentracdo de 20 ug/mL. Por outro lado, no ensaio de adsorcéo, a
fracdo demonstrou forte capacidade de interferir na ligacdo do virus as células
Vero, atingindo 81% de inibicdo, evidenciando interferéncia direta na adsorc¢ao.
Os ensaios in vivo demonstraram que o tratamento com a fragdo reduziu
significativamente o edema de pata ja no 5° dia pés-infeccdo. A analise por
citometria de fluxo revelou, ainda, um efeito imunomodulador da FAC-1. Nos
linfonodos inguinais, observou-se aumento da porcentagem de linfécitos T CD4",
acompanhado por reducdo na porcentagem de células T reguladoras nos
animais tratados com a FAC-1. Além disso, as analises histopatologicas
demonstraram que os animais tratados com a fragdo FAC-1 apresentaram menor
comprometimento do musculo da pata em compara¢do aos grupos controles
infectados. Assim, os resultados demonstram que a fracdo FAC-1 apresenta
potencial antiviral e imunomodulador contra o0 MAYV, podendo contribuir para o
desenvolvimento de antivirais derivados de produtos naturais.

Palavras-chave: Arbovirus, Mayaro, Antiviral, In vivo, Citometria.
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ABSTRACT

Mayaro virus (MAYV), belonging to the family Togaviridae, is an arbovirus
mainly transmitted by mosquitoes of the genus Haemagogus and is associated
with outbreaks of fever and arthralgia in tropical regions. Currently, there are no
specific treatments available to combat MAYV infection; therefore, it is important
to search for new substances with therapeutic potential. This study aimed to
evaluate the antiviral and immunomodulatory activity of diterpene-rich fractions
obtained from the alga Dictyota menstrualis against Mayaro virus. In vitro assays
were performed using Vero cells and primary cultures of chick embryo retinal
neurons, while in vivo assays were conducted in female BALB/c mice infected
with MAYV and treated with the selected fraction at a dose of 20 mg/kg for 14
days. The in vitro antiviral activity studies showed that the extract fractions tested
at a concentration of 20 pg/mL exhibited 97% inhibition for FAC-1, 64% for FAC-
2, 15% for FAC-3, and 32% for the crude extract. FAC-1 showed the best result
and was selected to determine the concentration capable of reducing viral
replication by 50% (ECs,), with an ECs, value of 4.1 pg/mL and inhibition
occurring in a dose-dependent manner. FAC-1 was selected as the most
promising fraction for the subsequent experiments. In addition, the FAC-1 fraction
demonstrated a protective effect against MAYV infection in neuronal cultures,
particularly at a concentration of 20 pg/mL, preserving cell morphology and
integrity. In the mechanism-of-action experiments performed in Vero cells, the
virucidal assay demonstrated an effect on viral particles, resulting in 28%
inhibition of MAYV infectivity at a concentration of 20 pg/mL. On the other hand,
in the adsorption assay, the fraction demonstrated a strong ability to interfere with
viral binding to Vero cells, reaching 81% inhibition and indicating direct
interference with viral adsorption. The in vivo assays demonstrated that treatment
with the fraction significantly reduced paw edema as early as the 5th day post-
infection. Flow cytometry analysis also revealed an immunomodulatory effect. In
the inguinal lymph nodes, an increase in the percentage of CD4+ T lymphocytes
was observed, accompanied by a reduction in the percentage of regulatory T
cells in animals treated with FAC-1. In addition, histopathological analyses
demonstrated that animals treated with the FAC-1 fraction exhibited less muscle
damage in the paw compared with the infected control groups. Thus, the results
demonstrate that the FAC-1 fraction has antiviral and immunomodulatory
potential against MAYV and may contribute to the development of antivirals
derived from natural products

Keywords: Arbovirus, Mayaro, Antiviral, In vivo, Cytometry
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1. INTRODUCAO

Os arbovirus representam uma ameaca consideravel e persistente em
diferentes regides tropicais, devido as aceleradas alteracbes climaticas, ao
desmatamento e as ocupacgdes irregulares em areas urbanas, que, por sua vez,
produzem condicBes sanitarias precéarias, promovendo a amplificacdo e a
propagacédo dos vetores transmissores desses virus (REIMBERG et al., 2023).
Sendo assim, a urbanizagcdo e as mudancas climaticas podem ajudar o virus
Mayaro (MAYV) a se espalhar para novos lugares. Logo, o aumento da
populacdo de mosquitos vetores em areas urbanas, particularmente Aedes
aegypti, pode aumentar o risco de surtos mais graves, como foi o caso da Zika
e da Chikungunya (BRUSTOLIN et al., 2024).

A febre MAYV esta associada a surtos localizados registrados nas
Américas, incluindo a regido Amazénica do Brasil. Porém, esta se espalhando
rapidamente para outras regides da América Latina. Sendo assim, é provavel
que a carga global desta febre ainda seja amplamente subestimada devido a

falta de diagndsticos adequados e precisos (DIAGNE et al., 2020).

Os principais sintomas do MAYV incluem febre, mialgia e artralgia, que
podem persistir por meses a anos. Em alguns casos, também podem ocorrer
complicacbes graves, como miocardite e manifestacbes neurolégicas e
hemorragicas (ANDREOLLA; BORGES; BORDIGNON; DUARTE DOS
SANTOS, 2022). Além disso, na auséncia de medicamentos aprovados, 0
tratamento limita-se ao controle dos sintomas, sendo baseado principalmente no
uso de analgésicos e/ou anti-inflamatoérios ndo esteroides (PASCHOALINO et
al., 2023). Nesse contexto, algas, invertebrados e micro-organismos marinhos
tém demonstrado potencial para o desenvolvimento de agentes terapéuticos
para diversas doencas (YASUHARA-BELL et al., 2010). Com isso, a alga D.
menstrualis mostra-se promissora no combate a essa arbovirose, visto que o

MAYYV apresenta potencial para se tornar uma ameaca a saude publica.

15



1.1 FAMILIA TOGAVIRIDAE

A familia Togaviridae abrange diferentes virus transmitidos por
artrépodes, dentre eles o MAYV e o virus Chikungunya (CHIKV), virus
pertencentes ao género Alphavirus. Ambos possuem uma préxima relagéo
filogenética e estdo envolvidos em surtos de doenca febril aguda com
artropatia (SILVA et al., 2025).

O virus Mayaro é um arbovirus negligenciado, endémico na América
Latina e no Caribe, sendo descrito nessa regidao desde a década de 1950. Ele
foi isolado a primeira vez em 1954 em Trinidad e Tobago em humanos. J4 o
CHIKYV foi isolado pela primeira vez em 1952, no territorio da atual Tanzania
e assim como o MAYV, compartiiham areas geograficas de transmisséo na
Ameérica do Sul (DE SOUZA et al., 2025).

Os virus pertencentes a esta familia irdo compartilhar similaridades
genéticas e biologicas, tais como seus genomas (Figura 1) consistindo em
aproximadamente 12 quilo bases de RNA de sentido positivo revestidos por
um nucleocapsideo, codificando as quatro proteinas ndo estruturais NSP1,
NSP2, NSP3, NSP4 e cinco proteinas estruturais, abrangendo trés proteinas
do envelope (E1-3), capsideo e a proteina 6K, distribuidas em duas
estruturas de leitura aberta (SRIDHAR et al., 2024).

PRINCIPAIS REGIOES GENOMICAS DO
MAYV E CHIKV

E3 6K

t
| nspt | nsp2 | nsp3 | nspa | [c[] E2 []E1 |

Figura 1 - Representacao esquematica da organizacdo do genoma dos virus CHIKV (A)
e MAYV (B). Adaptada de (SRIDHAR et al., 2024).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES CAUSADAS POR MAYV

A partir da sua caracterizacdo em ilhas da regido do Caribe, infectando
humanos, o MAYV, originario das Américas, teve sua primeira identificacdo
(Figura 2) no Brasil em 1955, com 0s primeiros casos humanos autoctones do
MAYV (PINHEIRO et al., 1998), a qual ocorreu a partir de um surto de febre
aguda que atingiu cerca de 100 trabalhadores rurais na regido de Belém (PA),
as margens do rio Guama (DE BARROS et al., 2021) .

Posteriormente, a febre do Mayaro passou a ser reportada de forma
esporadica em diferentes paises da Ameérica Central e da América do Sul, sendo
considerada endémica em determinadas regides da Amazénia e do Centro-
Oeste do Brasil. Em 1967 foi isolado pela primeira vez na América do Norte, a
partir de aves migratorias capturadas em Louisiana, Estados Unidos (SILVA
2024) .

Até o momento, o MAYV apresenta trés genotipos descritos, sendo: D, L
e N (CAICEDO et al., 2021; MARINHO et al., 2024). As andlises filogenéticas
demonstram que os isolados tendem a se agrupar de acordo com a proximidade
geografica e temporal, indicando a presenca de linhagens circulantes nas
Américas. Além disso, a plasticidade genémica do virus pode ser observada pela

identificagdo de recombinantes heterdlogos L/D pela introducdo do genétipo D
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nos Estados Unidos, possivelmente associada as aves, como as isoladas de
Icterus spurius (MARINHO et al., 2024).
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Figura 2 - Distribuicéo global do virus Mayaro. Adaptado de (Diagne et al., 2020).

Estima-se que aproximadamente 58,9 milhdes de pessoas estejam expostas
ao risco de infeccado pelo MAYYV, incluindo cerca de 46,2 milhbes no Brasil,
principalmente em estados como Para, Amazonas e Goias, onde as condigcbes
ambientais favorecem a transmisséo do virus (MARTINS-FILHO et al., 2024).

Em 2020, foi emitido um alerta epidemiolégico na Guiana Francesa apds a
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confirmacéo laboratorial de 13 casos da doenca em um curto periodo de tempo.
Nesse surto, observou-se que 85% dos pacientes viviam em areas urbanas
costeiras, demonstrando um possivel desvio do padrdo de transmissdo
tradicionalmente silvestre (WHO, 2020).

No Brasil, o monitoramento realizado entre os anos de 2014 e 2024
demonstrou o registro de 314 casos de febre de Mayaro no territério nacional
(MARQUES et al., 2024). Além disso, dados divulgados pelo Ministério da Saude
demonstraram a confirmacdo de 219 casos apenas entre as semanas
epidemiolodgicas 01 e 34 do ano de 2025, concentrando-se principalmente no
estado do Para, com 98 notificacdes, seguido pelo Amazonas, com 60 casos, e
por Roraima, com 36 registros (BRASIL, 2025).

De forma semelhante, a analise de 822 amostras provenientes de pacientes
febris coletadas no estado de Roraima, entre os anos de 2018 e 2021,
demonstrou a presenca de RNA do MAYV em 3,4% dos casos avaliados,
evidenciando a circulacéo ativa desse arbovirus na regido amazénica (FORATO
et al., 2024). Atualmente, o monitoramento da circulacdo do MAYYV é realizado
por meio de uma estratégia laboratorial sentinela de busca ativa, na qual
amostras negativas para Dengue, Zika e Chikungunya sdo submetidas ao
diagnéstico diferencial para identificar a circulagdo do Mayaro (BRASIL, 2024).

Sendo assim, o monitoramento desse arbovirus € de grande importancia,
uma vez que modelos experimentais ja demonstraram a competéncia vetorial de
populacdes urbanas de Aedes aegypti, indicando o potencial estabelecimento da
transmissdo do MAYV em humanos, especialmente em regides densamente
povoadas (KROKOVSKY et al., 2023).

1.3 ESTRUTURA DO VIRUS MAYARO

A particula viral do MAYV apresenta um genoma constituido por RNA de fita
simples de sentido positivo, com aproximadamente 11,5 kb, associado a proteina
do capsideo (C) e envolto por um envelope lipidico derivado da membrana do
hospedeiro, que contém as glicoproteinas E1 e E2 (Figura 3A). O genoma do
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MAYV (Figura 3B) é organizado em duas regides de leitura aberta, sendo a
primeira localizada na regido 5' UTR, responsavel pela codificagao das proteinas
ndo estruturais nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, enquanto a segunda, esta situada
apos o gene nsP4, codifica as proteinas estruturais CP, E3, E2, TF, 6K e E1
(MARINHO et al., 2024). Dados de microscopia eletrbnica demonstram que o
virion apresenta aproximadamente 70 nm de diametro e possui um capsideo
icosaédrico formado pela proteina do capsideo (Figura 3C), o qual é recoberto
por uma membrana de envelope contendo as glicoproteinas E1, E2 e E3
(PASCHOALINO et al., 2023).

TRIMEROS E1-E2

__ CAPSIDEO

MEMBRANA

GENOMA ssRNA(+)

Proteinas nao estruturais Proteinas estruturais

ure
¢ nsP1| nsP2 nsP3 nsP4 6K| E1 —q

_Trimeros E1-E2

Capsideo -

Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura e do genoma do virus mayaro. (A)
e (C) O virion é constituido por trimeros das glicoproteinas E1-E2, pela proteina do
capsideo e por um genoma de RNA de fita simples de polaridade positiva (SSRNA®). (B)
O genoma viral é responsavel por codificar proteinas estruturais e ndo estruturais.
Adaptado de (MARINHO et al., 2024).

1.4 CICLO DE MULTIPLICACAO VIRAL

O ciclo de multiplicacdo do MAYV comeca com a adsor¢ao da particula viral
através de receptores de membrana da célula hospedeira (Figura 4), tais como
o MXRAS8, deflagrando a endocitose, que ocorre intermediada pela proteina
clatrina ou através de uma fosseta envolta por caveolina (CARVALHO et al.,
2017; ZHANG et al., 2018). Posteriormente, por meio de endocitose, a particula
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viral entra na célula e se direciona para o citoplasma celular. Ocorre a diminuicéo
do pH no compartimento endossomal, e 0 RNA gendmico viral é liberado com o
desmonte da estrutura bésica do virus. O RNA viral € constituido por duas
estruturas de leitura aberta (ORFs), sendo a primeira traduzida em proteinas ndo
estruturais nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, que integram o complexo de replicacédo e
sao utilizadas posteriormente como molde para a producdo de novas fitas de
RNA de polaridade positiva, bem como do RNA subgenémico 26S (DIAGNE et
al., 2020).

A partir do RNA de fita negativa gerado pelo complexo de replicagéo, ocorre
a transcricdo do RNA subgendmico 26S, responsavel pela traducéo da segunda
ORF viral. Essa ORF é traduzida em uma poliproteina estrutural precursora, que
€ posteriormente clivada, originando as proteinas estruturais do virus, incluindo
o capsideo (C), as glicoproteinas de envelope E1, E2 e E3, além da proteina 6K,
descrita como uma viroporina (PASCHOALINO et al., 2023). ApGs a sintese, as
proteinas estruturais sédo processadas no reticulo endoplasmatico e no complexo
de Golgi, onde as glicoproteinas sofrem maturacdo e sao transportadas para a
membrana plasmatica da célula hospedeira. O RNA genémico recém-sintetizado
associa-se a proteina do capsideo, formando o nucleocapsideo, que se liga as
glicoproteinas virais inseridas na membrana celular, permitindo a montagem das
particulas virais. Por fim, os virions maduros séo liberados para o meio
extracelular por brotamento, completando o ciclo de multiplicagcdo do MAYV
(DIAGNE et al., 2020).
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Figura 4 - Ciclo de multiplicagdo do Mayaro. O ciclo de multiplicagdo do MAYV envolve
proteinas estruturais e ndo estruturais. A nsP1 (A) é responsavel pela formacéo e pelo
capeamento do RNA viral, a nsP2 (B) possui atividades enzimaticas, a nsP3 (C) compde
o0 complexo de replicagéo e a nsP4 (D) é a RNA polimerase viral. O processo inicia-se
com a ligacao do virus a célula hospedeira e sua internalizacao por endocitose (1). A
internalizacdo do virus ocorre por meio de receptores celulares (2). A acidificacdo do
endossomo expde a proteina E1 (3). A proteina E1 medeia a fusdo da membrana viral
com a membrana endossomal (4). Ocorre a liberacdo do nucleocapsideo e do RNA
gendmico viral no citoplasma (5). O RNA viral é traduzido, originando proteinas ndo
estruturais (6). As proteinas ndo estruturais formam o complexo de replicagédo (7). O
complexo de replicagéo sintetiza um RNA intermediario de fita negativa (8). O RNA
subgendmico é traduzido em uma poliproteina estrutural (9a). O RNA genémico associa-
se ao capsideo durante a montagem do nucleocapsideo (9b). As glicoproteinas virais
PpE2 e El1 sdo processadas e maturadas no reticulo endoplasméatico (10). As
glicoproteinas sé@o processadas e maturadas no complexo de Golgi (11). As
glicoproteinas sdo transportadas para a membrana plasmatica, onde ocorre a clivagem
dapE2emE2 e E3(12a). A associacdo do RNA viral com o capsideo C e o recrutamento
das glicoproteinas permitem a montagem das particulas virais (12b). As particulas virais
sdo liberadas por brotamento, originando virions maduros (13). Adaptado de (DIAGNE
et al., 2020).
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Diferentes imagens de microscopia eletrénica de transmissdo podem ser
observadas na Figura 5, o que vai caracterizar a cronologia dos diferentes
estagios da infeccdo e dos eventos do ciclo de multiplicacdo do MAYV. E
possivel identificar a endocitose por meio de clatrina, caracterizado entre 15 e
30 minutos apos a adsorcéo, seguida da replicacdo do material genético viral
entre 2 e 3 horas. Apos isso, observa-se a morfogénese as 4 horas pés-infeccéo
(hpi) e a liberagéo entre 4 e 6 hpi (MENDONCA et al., 2023).

Penetracio

Desencapsulamento

Replicagcao do RNA
Morfogénese

Liberagao = Brotamento/Exocitose

Figura 5 - Cronologia dos eventos do ciclo de multiplicagdo do MAYV. A cronologia dos
eventos do ciclo multiplicagdo do MAYYV ¢é iniciada entre 15 e 30 minutos pds-infeccao
(mpi) (a), quando ocorre a penetragéo viral por meio de endocitose mediada por clatrina.
Em aproximadamente 1 hora poés-infeccdo (hpi), as particulas virais encontram-se
internalizadas em vesiculas celulares (b). A partir de 2 hpi, inicia-se o processo de
desnudamento do virion, concomitantemente ao inicio da replicagdo do RNA viral (c).
Em torno de 3 hpi, observa-se o comeco da morfogénese das particulas, caracterizada
pela reorganizagdo dos ribossomos celulares (d) e pela formagédo das primeiras
particulas virais (e). Em 4 hpi, esférulas séo identificadas em todas as células
analisadas, e as primeiras particulas comegcam a brotar da célula hospedeira (f). Em 5
hpi, o CPV-Il torna-se abundante no citoplasma, acompanhado por um aumento
expressivo no numero de particulas virais (g). Por volta de 6 hpi, a maioria das particulas
é liberada das células, ocorrendo principalmente por brotamento (h) ou por exocitose
mediada por vesiculas gigantes (i). Adaptado de (MENDONCA et al., 2023).

1.5 TRANSMISSAO

As doencas transmitidas por vetores vém se tornando uma ameacga a saude
global. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) revela que elas séo
responsaveis por 17% das doencas infecciosas, que ocasionam cerca de
700.000 mortes todos os anos. O MAYV é um virus endémico de regides

tropicais da América Central e do Sul, com maior ocorréncia na bacia amazonica,
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e tem demonstrado potencial para alcancar e se estabelecer em ambientes
urbanos (TORRES et al., 2026).

A transmissao ocorre principalmente através da picada de mosquitos fémeas
do género Haemagogus, sendo principalmente Haemagogus janthinomys,
porém pode ser transmitida por outros mosquitos, tais como os dos géneros
Culex, Mansonia, Aedes, Psorophora e Sabethes. O ciclo de transmissdo é
iniciado apds 0s mosquitos realizarem a alimentacdo sanguinea em hospedeiros
infectados pelo MAYV. Com a ingestdo, o MAYV infecta o epitélio do intestino
médio do mosquito, realiza a replicacdo, alcanca a hemolinfa e atinge as
glandulas salivares, podendo ser transmitido para novos hospedeiros através da
picada (CELONE et al., 2020).

A transmissdo por mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus,
caracterizados por serem altamente antropofilicos e por possuirem ampla
distribuicdo em diferentes partes do mundo (Figura 6), acende um alerta, visto
que apresentam grande potencial de disseminagéo, o que pode ser ampliado
pelas mudancas de temperatura mundial e pelo aquecimento global. Assim,
esses fatores podem potencializar a disseminacao do virus Mayaro (WEI et al.,
2024).
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Figura 6 - Distribuicdo mundial de ae. Albopictus e ae. Aegypti. Adaptado de (DIAGNE
et al.,, 2020).

1.6 MANIFESTACOES CLINICAS

A infeccdo pelo MAYV pode se manifestar de forma assintomatica ou
apresentar um quadro clinico variavel, que vai desde manifestacdes brandas e
autolimitadas até complicacdes graves (DA SILVA et al., 2024). O periodo de
incubacédo da doenca pode variar geralmente entre 7 a 12 dias (YADAV et al.,
2022). De inicio, as manifestacBes clinicas apresentam-se como um quadro
febril agudo de comeco subito, seguido por cefaleia intensa, mialgia e dor retro-
orbital (TORRES et al., 2026). E comum observar o aparecimento de exantema
maculopapular, que normalmente surge entre 0 quinto e o sétimo dia apos o
inicio dos sintomas (DA SILVA et al., 2024).

A artralgia constitui a manifestacdo clinica mais caracteristica da infeccéo,
apresentando-se geralmente de forma simétrica e acometendo principalmente
articulacdes periféricas, como as das maos e dos pés. Em mais de 50% dos
pacientes, a dor articular pode persistir por meses, evoluindo para uma fase
cronica que pode se tornar incapacitante (TORRES et al., 2026). Diversos

sintomas associados a infeccdo pelo MAYV apresentam semelhanca com
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agueles observados em outros alfavirus artritogénicos, como o CHIKV (Figura 7)
(WEI et al., 2024).

Embora a maioria dos pacientes se recupere sem sequelas, existe um alerta
para a ocorréncia de complicagcbes mais severas, incluindo miocardite e
manifestacdes neuroldgicas (DA SILVA et al., 2024). Além disso, o virus Mayaro
apresenta um risco com potencial epidémico, em razdo de assemelhar-se a
apresentacao clinica de outros arbovirus e apresentar limitacdes de ferramentas
para seu diagndéstico (TORRES et al., 2026).
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Figura 7 - Os sintomas da infeccdo por MAYV e CHIKV sdo mostrados. Adaptado de
(WEI etal., 2024).
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1.7 TROPISMO CELULAR E TECIDUAL DO MAYV

O MAYV é um alfavirus que apresenta tropismo marcante pelo sistema
musculoesquelético em modelos animais (SANTOS et al., 2019). A infeccdo em
camundongos Balb/c pode resultar em altera¢cdes patoldgicas graves, incluindo
miosite, artrite, tenossinovite e periostite. O virus replica-se extensivamente em
articulacbes periféricas, incluindo pulsos e tornozelos, mimetizando a
poliartralgia humana (SANTOS et al., 2019). Particulas virais sao
frequentemente detectadas em tecidos associados a pata e nas fibras
musculares do quadriceps (MOTA et al., 2020). O dano musculoesquelético
constitui uma caracteristica central da patogénese, sendo evidenciado por
inflamacé&o articular e tendinite em modelos de camundongos selvagens (ABBO

et al., 2023).

Durante a infeccdo pelo MAYV, o figado pode ser afetado, atuando como
possivel local de replicacdo viral e apresentando alteracdes patoldgicas. A
replicacdo viral no parénquima hepatico pode provocar danos ao tecido,
caracterizados pela presenca de infiltrado de células inflamatérias e aumento do
estresse oxidativo (DA SILVA CAETANO et al., 2019). Altas cargas virais podem
ser detectadas no tecido hepatico ja nos estagios iniciais da infeccdo em
modelos imunocompetentes. Além do figado, particulas virais e RNA genémico
também sdo encontrados no baco, coracao e rins apés a disseminacgao do virus

pela corrente sanguinea (BENGUE et al., 2021).

Além disso, o MAYV tem sido associado a complicacdes neuroldgicas
relevantes, como a meningoencefalite. Embora, por um longo periodo, seu
neurotropismo nao tenha sido claramente estabelecido, evidéncias mais
recentes demonstram que o virus é capaz de infectar e se replicar em astrocitos
humanos, apoiando uma replicacdo viral produtiva e eficiente. Logo, esses
achados sugerem um possivel envolvimento do sistema nervoso central, ainda
nao completamente elucidado (GEDDES et al., 2021). Também, sabe-se que as
células progenitoras neurais humanas (hNPCs) sdo consideradas altamente
suscetiveis a infec¢do por esse alfavirus (BENGUE et al., 2021). Estudos com a

linhagem de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) demonstram alta
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suscetibilidade a infeccao pelo MAYV, com reducéo da viabilidade celular e efeito
citopatico evidente. O virus replica-se de forma eficiente, independentemente do
estado de diferenciagéo, resultando em elevada producéo viral e expressao das
proteinas E1 e nsP1 (VALDES TORRES, 2025).

1.8 ALFAVIRUS E SUA INTERACAO COM O SISTEMA IMUNOLOGICO

A resposta imune inata a infeccao por alfavirus apresenta diferentes etapas
essenciais, sendo inicialmente o reconhecimento dos componentes dos virus
através de receptores de reconhecimento de padrfes, producéo de interferon e
diferentes citocinas pré-inflamatérias, e ativacdo e mobilizacdo de células do
sistema imune. A compreensdo da resposta imune durante a infeccdo por
alfavirus, permite elaborar novas abordagens terapéuticas para auxiliar no
controle e reduzir os efeitos desses virus (DE OLIVEIRA SOUZA et al., 2024).

A via do Interferon Tipo | (IFN-I) é a base da resposta antiviral inata, sendo
fundamental para a defesa antiviral. Logo, a ativacdo dos receptores de
reconhecimento de patdgenos do sistema imune inato converge para a inducao
de interferons do tipo | (IFN-a/B), que, em sequéncia, atuam de forma autécrina
e paracrina para estabelecer um estado antiviral na célula (FEYZI et al., 2026).

A imunidade adaptativa desempenha um papel fundamental na resposta
imunolégica contra a eliminacao viral, além de realizar a formagdo de memoria
imunoldgica, sendo orquestrada pela acao em conjunto de linfécitos T e B. As
células auxiliares T CD4+ organizam a resposta imune antiviral ao mandar sinais
fundamentais para a ativacdo e o funcionamento coordenado de diferentes
populacdes celulares, como as células B e as T CD8+. Por outro lado, as células
T CD8+ desempenham atividade citotOxica direta contra as células que estédo
infectadas, por meio da liberacdo de perforina e granzimas, que induzem a
apoptose das células infectadas, o que é fundamental para limitar a replicagédo e
a disseminagéo do virus no hospedeiro (DE OLIVEIRA SOUZA et al., 2024).

As células T reguladoras (Tregs, CD4*FoxP3"), por sua vez, modulam
respostas inflamatérias, produzindo citocinas como IL-10 e TGF-B, sendo
fundamentais para evitar imunopatologia durante infec¢des por alphavirus, como
MAYV e CHIKV (KAFAI et al., 2022).
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Ja as células B, especialmente as maduras (B220*IgM*), s@o responsaveis
pela producdo de anticorpos neutralizantes, promovendo uma resposta que €
geralmente protetora, mas que, quando exacerbada, pode contribuir para
inflamac&o crbnica e agravar a patologia viral (KAFAI et al. 2022; DE OLIVEIRA
SOUZA et al., 2024).

Em infec¢des por MAYV e CHIKV, tanto a ativacdo de células T e B quanto
o equilibrio entre efetores e reguladores determinam o desfecho clinico,
ressaltando a importancia da modulacdo dessas subpopulagdes para controle
da infecgéo e reducédo do dano tecidual (WEBER et al., 2023).

1.9 ANTIVIRAIS

As infecges virais representam uma ameacga constante a saude publica e a
estabilidade econémica mundial, sendo responsaveis por milhdes de mortes
todos os anos (DELSHADI et al., 2021; ANDERSEN et al., 2020).
Historicamente, o desenvolvimento dos antivirais teve um marco importante em
1963, com a aprovacao da idoxuridina, sendo o primeiro farmaco antiviral que foi
usado para tratar o virus herpes simplex (HSV), abrindo caminho para o
desenvolvimento de terapias especificas contra infec¢des virais (KAUSAR et al.,
2021). O desenvolvimento de antivirais foi, durante muito tempo, direcionado
para farmacos especificos contra virus individuais. No entanto, estratégias mais
recentes tém buscado substancias capazes de atuar em alvos virais
conservados ou em fatores da célula hospedeira utilizados por diferentes virus,
possibilitando atividade antiviral contra multiplas familias virais (ADAMSON et
al., 2021).

Diferentemente dos antibiéticos, que geralmente buscam eliminar o
patogeno, 0s antivirais atuam principalmente na inibicdo de etapas importantes
do ciclo de multiplicacdo viral, com o objetivo de impedir a replicagcédo do virus.
Essas estratégias incluem desde o bloqueio da adsorcdo e da entrada viral na
célula hospedeira até a inibicdo da sintese de acidos nucleicos, por meio de
analogos de nucleosideos e inibidores de polimerases (KAUSAR et al., 2021; LU
et al.,, 2021). Além dessas abordagens mais classicas, os antivirais também

podem atuar na diminuicéo da disseminacao viral por diferentes mecanismos de
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acao farmacologica. Para o virus influenza, os inibidores da neuraminidase
atuam bloqueando a acdo dessa enzima, 0 que impede que novas particulas
virais sejam liberadas pelas células hospedeiras e reduz a disseminacdo da
infeccdo. De maneira semelhante, compostos naturais, como a 1-
desoxinojirimicina provenientes de Bombyx mori, demonstraram a capacidade
para interferir na maturacdo das particulas do virus da hepatite B, diminuindo
entdo sua competéncia de infectar as células. Tais mecanismos observados
tanto em antivirais sintéticos quanto em produtos naturais, demonstram as
diferentes abordagens que permitem restringir a propagacao viral no organismo.
(KUMARI et al., 2023; MUSARRA-PIZZO et al., 2021)

Embora muitas pesquisas tenham levado ao desenvolvimento de antivirais,
faz-se muito importante a descoberta de novas terapias, vista a elevada
capacidade de mutacao dos virus de RNA. Logo, essas alteracdes favorecem o
surgimento de variantes capazes de reduzir a eficacia de vacinas e antivirais ja
existentes. Além disso, diferencas estruturais e nos ciclos de multiplicacdo entre
os virus dificultam o desenvolvimento de antivirais duradouros e com amplo
espectro de acdo (KUMARI et al.,, 2023; MUSARRA-PI1ZZO et al.,, 2021).
Adicionalmente, a necessidade de utilizagdo da maquinaria metabdlica das
células hospedeiras dificulta o desenvolvimento de antivirais com toxicidade
seletiva, o que frequentemente estd associado a ocorréncia de efeitos adversos
significativos (KUMAR et al., 2020).

Visto que atualmente ndo existem vacinas ou terapias antivirais disponiveis
para o tratamento ou prevenc¢ado do MAYYV, é de grande importancia a busca por
novas terapias antivirais que apresentem baixa citotoxicidade e potente atividade
antiviral (CORREA-AMORIM et al., 2026).
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1.10 ALGA Dictyota menstrualis

O ambiente marinho apresenta uma grande diversidade quimica e biologica
e representa um recurso excepcional para a identificacdo de novas moléculas
com importante atividade biologica. Os organismos marinhos possuem
composi¢cbes quimicas que sdo estudadas em diversas areas, tais como:
produtos naturais, quimiotaxonomia e ecologia quimica, incluindo a analise de
seus papéis ecoldgicos e biolégicos. As algas marinhas sao caracterizadas pela
producdo de uma variedade de metabdlitos secundarios, com um amplo
espectro de bioatividade (OBANDO et al., 2022).

A familia Dictyotaceae reune aproximadamente 349 espécies de algas,
subdivididas em 19 géneros, sendo considerada um dos grupos mais
representativos da classe Phaeophyceae. Grande parte das espécies (cerca de
64%) pertence aos géneros Dictyota, Lobophora e Padina, encontrados
principalmente em mares tropicais e subtropicais. O género Dictyota engloba
cerca de 97 espécies, distribuidas majoritariamente em mares tropicais e
temperados quentes, tendo sua abundéancia variada de acordo com fatores
biéticos e abibticos, como temperatura, luminosidade e concentracdo de
nutrientes. Além disso, espécies do género Dictyota tém demonstrado
importantes propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades antivirais,
antibacterianas, antitumorais, anti-inflamatorias e antioxidantes. (DOS SANTOS
et al., 2024).

A alga marinha Dictyota menstrualis (Hoyt) Schnetter, Hornig & Weber-
Peukert é rica em diterpenos, principalmente guaianos prenilados, cicloxenianos
e dicotomanos. Esses compostos sdo classificados em dois grupos distintos: o
tipo germacranico prenilado (Grupo I) e o tipo xeniano (Grupo lll). Os diterpenos
apresentam diferentes atividades farmacolégicas in vitro, incluindo atividade
antiviral contra HIV-1 e HSV-1, além de efeitos anticoagulantes e sobre a

agregacao plaguetaria (OBANDO et al., 2025).
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Além disso, a alga D. menstrualis € encontrada em quase toda a costa
brasileira, em cerca de 8.000 km, bem como no Caribe e no México. A sua
grande distribuicao territorial e a elevada producéo de biomassa fazem com que
esses organismos sejam altamente promissores para a prospeccédo de
compostos bioativos (ALBUQUERQUE et al., 2013).

Apesar do seu potencial terapéutico, a alga D. menstrualis também é utilizada
em estudos como matéria-prima central por apresentar rapido crescimento e alto
teor de alginato em sua composi¢do. Logo, sua biomassa fornece um polimero
de alta qualidade para a fabricacdo inovadora de bioaerogéis isolantes térmicos,
sendo uma opcédo verde e sustentavel capaz de substituir materiais sintéticos

convencionais na ciéncia dos materiais (HPS et al., 2024).

Sendo assim, com suas diversas aplicacfes, a alga D. menstrualis se torna
uma promissora candidata para futuros estudos e testes de atividade biologica,
assim como ja demonstrado para os arbovirus CHIKV e ZIKV (CIRNE-SANTOS
et al., 2019; CIRNE-SANTOS et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.10 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antiviral e imunomoduladora de fracdes obtidas da alga
Dictyota menstrualis contra ao virus Mayaro.

2.11 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a atividade antiviral das fracdes de D. menstrualis em células Vero.

2. Determinar a concentracéo da fracdo da alga mais promissora capaz de
inibir em 50% da replicagéo viral (ECsy).

3. Avaliar a atividade antiviral da fracédo da alga D. menstrualis em cultura de
neuronios.

4. Avaliar a atividade virucida da fracdo da alga D. menstrualis em células
VERO infectadas.

5. Avaliar a inibicdo da Adsorc¢éo da fracao da alga D. menstrualis em células
VERO infectadas.

6. Avaliar a eficacia terapéutica da fracdo mais promissora da alga D.
menstrualis em camundongos BALB/c fémeas infectadas.

7. Analisar as populagfes de linfocitos no baco e nos linfonodos inguinais
dos camundongos tratados com a fracdo da alga D. menstrualis e
infectados com MAYYV por citometria de fluxo.

8. Analisar possiveis alteracdes histopatolégicas causadas pelo MAYV nos

musculos da pata apés o periodo de tratamento de 14 dias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. SUBSTANCIAS, CELULAS E VIRUS

As fracOes da alga D. menstrualis foram cedidas pelas professoras Diana
Cavalcanti e Valéria Teixeira, do Laboratorio de Produtos Naturais de Algas
Marinhas (ALGAMAR) da Universidade Federal Fluminense. Foram testadas 4
substancias ricas em diterpenos, sendo o extrato bruto (EBDM) e 3 fracbes
acetiladas, FAC-1, FAC-2 e FAC-3, que foram obtidas de acordo com a
metodologia ja descrita pelo nosso grupo (CIRNE-SANTOS et al., 2020).

Foram utilizadas culturas de neurdnios de embrido de galinha (DOS
SANTOS-RODRIGUES et al., 2015). As culturas mistas de neurbnios foram
cedidas pelo professor Alexandre Rodrigues do Departamento de Neurobiologia
da Universidade Federal Fluminense, onde foram disponibilizadas e preparadas

em placas de 24 pocos.

As células Vero foram cultivadas em garrafa estéril de poliestireno com
capacidade de 25 cm2 e em placas de 24 pocos contendo o meio de cultura
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 5% de Soro
Fetal Bovino, 2 mmol de L - 1 L-glutamina e 50 unidades/ ml de penicilina e
estreptomicina. As garrafas foram incubadas em uma estufa umidificada, a

temperatura de 37°C e numa atmosfera 5% de CO2.

O virus MAYV (ATCC VR 66) foi amplificado em células VERO.

3.2. ENSAIOS IN VITRO

3.2.1. AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DAS FRAC;OES DA ALGA D.
Menstrualis EM CELULAS VERO

Foi realizado em triplicata o teste de triagem antiviral em células Vero (2

x 10%) cultivadas em microplacas de 24 pogos inoculadas com MAYV (10°
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PFU/mL), em condi¢cBes correspondentes a um MOI de 0,1. Foram testados trés
fracbes e o0 extrato bruto da alga. Estabeleceram-se trés tratamentos
experimentais: controle celular (células ndo infectadas e néo tratadas), controle
DMSO 1% (células infectadas e tratadas com DMSO 1%) e controle tratado

(células infectadas tratadas com 20 pg/mL das substancias da alga).

Vale ressaltar que a concentracdo de 20 pg/mL é frequentemente utilizada
em ensaios antivirais iniciais (DE CASTRO BARBOSA et al., 2022) , pois permite
observar efeitos biolégicos sem ultrapassar limites de toxicidade celular
(NINLAOR et al., 2025).

Apos 2 h de adsor¢ao do virus a 37 °C em 5% de CO,, o sobrenadante
foi descartado e as células foram lavadas para remocéo das particulas virais nao
aderentes, seguido da adicao de 20 pg/mL das diferentes fracdes da alga, a fim
de identificar sua capacidade de inibir a replicacdo do MAYV. Em seguida, as
placas infectadas e tratadas com as substancias foram cobertas com
carboximetilcelulose (CMC) a 3% e incubadas nas condi¢ées do ensaio em
placa (CIRNE-SANTOS et al., 2020) de 48 a 72 h a 37 °C em 5% de CO,. A
monocamada celular foi entdo fixada com formalina a 10% e corada com cristal
violeta a 1%, e a inibicdo foi determinada pela contagem de PFU (Unidade
Formadora de Placa) sendo comparado a inibicdo entre os tratamentos e

controles.

A fracdo que apresentou maior atividade antiviral (superior a 90%) na
concentragdo de 20 pg/mL foi selecionada para determinagéo da concentragdo
necessaria para reduzir em 50% o numero de placas virais (ECs), sendo testada
nas concentragdes de 0,65; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 pg/mL, seguindo os mesmos
procedimentos metodoldgicos descritos anteriormente para a triagem antiviral,

em triplicata.
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3.2.2. AVALIAR A ATIVIDADE ANTIVIRAL DA FRACAO DA ALGA D.
menstrualis EM CULTURA DE NEURONIOS

Os neurdnios foram cultivados em placas de 24 poc¢os e posteriormente
infectados com o virus (MOI de 1) na auséncia ou presenca de diferentes
concentracOes da fragdo (2,5; 5; 10; 20 pug/mL). Para os experimentos, foram
incluidos o controle celular (células ndo infectadas e nao tratadas), um controle
viral (células infectadas e nao tratadas) e células tratadas (células infectadas
tratadas com as diferentes concentracdes das fracfes da alga). Apos 1 h de
adsorcao a 37 °C, o in6culo residual foi substituido por DMEM contendo 5% de
soro fetal bovino (SFB) e a dose correspondente de cada substancia. Os
neurénios foram incubados por 48 ou 72 h, sendo avaliados diariamente quanto
aos efeitos citopaticos e alteracbes morfolégicas. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.2.3. AVALIAR A ATIVIDADE VIRUCIDA DA FRACAO DA ALGA D.
menstrualis EM CELULAS VERO INFECTADAS.

Para avaliar se a fracdo apresenta atividade virucida como possivel
mecanismo de acdo antiviral, ou seja, se € capaz de inativar diretamente a
particula viral antes da infeccao celular, uma suspensao contendo o MAYV (107
PFU/mL) foi misturada a volumes iguais das solucbes da fragdo FAC-1. Ao
mesmo tempo em que se estabeleceram as concentracdes finais de 5, 10 e 20
ng/mL, as amostras foram submetidas a uma diluicio de 200 vezes. E importante
destacar que a diluicdo das amostras reduziu, de forma efetiva, a concentragéo
do composto incubado com as células, garantindo que a substancia atingisse
uma concentracdo residual in6cua, que ndo deixou que a droga agisse nas
células, e sim somente nas particulas virais livres. Essas misturas diluidas foram
incubadas por 2 horas a 37 °C, visando permitir a interacdo direta entre a
substéancia e as particulas virais. O controle DMSO 1% foi submetido as mesmas
condi¢gbes de diluicdo e incubagéao, utilizando DMSO 1% no lugar da FAC-1.
ApoOs esse periodo de incubacdo, as misturas correspondentes ao controle

DMSO 1% e aos tratamentos com FAC-1 foram utilizadas para infectar células
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Vero cultivadas em placas de 24 pocos, em condi¢cfes correspondentes a um
MOI de 0,1. Também foi incluido o controle celular, composto por células ndo
infectadas e ndo tratadas. As células foram mantidas em contato com as
respectivas misturas por 2 horas a 37 °C para adsor¢cédo das particulas virais
remanescentes, sendo posteriormente lavadas para remocdo do excesso de
virus e da substancia residual. Em seguida, as células foram cobertas com meio
de sobreposicéo contendo CMC e incubadas sob condi¢cées adequadas para a
realizacdo do ensaio de reducédo de placas. Todos os grupos foram realizados

em triplicata.

3.2.4. AVALIAR A INIBICAO DA ADSORCAO DA FRACAO DA ALGA D.
menstrualis EM CELULAS VERO INFECTADAS.

Monocamadas com 90% de confluéncia de células Vero cultivadas em
placas de 24 pocos foram pré-resfriadas a 4 °C por 15 min. Em seguida, as
células foram incubadas com diferentes concentracbes da fragcdo mais
promissora (5, 10 e 20 uyg/mL) e infectadas simultaneamente com MAYV (MOl
de 1), permanecendo por 2 h a 4 °C para permitir apenas a adsorcao viral.
Posteriormente, as monocamadas foram lavadas duas vezes com PBS frio para
remocao de particulas virais ndo adsorvidas e incubadas com meio fresco a 37
°C. Para os experimentos, foram incluidos o controle celular (células néo
infectadas e néo tratadas), o controle DMSO 1% (células infectadas e tratadas
com DMSO 1%) e os controles tratados (células infectadas na presenca de 5, 10
e 20 ug/mL da fracdo da alga). ApOs esse periodo, as células foram cobertas
com carboximetilcelulose a 3% e, apds 72 h de incubacao, o efeito inibitério da
fracdo sobre a ligacdo do MAYYV as células hospedeiras foi avaliado por ensaio

de formacéo de placas virais (PFU).

37



3.3. ENSAIOS IN VIVO

3.3.1. ANIMAIS

Foram utilizadas linhagens de camundongos isogénicos BALB/c (fémeas),
adultos (8 semanas), pesando entre 20 e 30 g. Os ensaios foram realizados com
fémeas, visto que a literatura relata diferencas de resposta entre os sexos, sendo
as fémeas, em geral, mais sensiveis a diferentes infec¢bes virais, apresentando
maior suscetibilidade e taxa de mortalidade durante quadros virais sistémicos
(Geurs et al., 2012). O projeto foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal Fluminense (CEUA/UFF), sob o numero
87870112109.

3.3.2. AVALIACAO DA EFICACIA TERAPEUTICA DA FRACAO DA ALGA D.
menstrualis EM CAMUNDONGOS BALB/C FEMEAS INFECTADAS.

Camundongos BALB/c fémeas adultas foram distribuidos em grupos
experimentais contendo cinco animais cada. Os animais foram infectados por via
subcutanea no coxim plantar da pata traseira direita com 10 pL de MAYV na
concentracao de 10* PFU/mL. Duas horas ap0s a infec¢do, os animais foram
tratados por via oral, por meio de gavagem (utilizando sonda gastrica),
recebendo um volume de 200 pL na dose de 20 mg/kg de DMSO a 1% (veiculo),
fracdo FAC-1 e ribavirina, que foi utilizada como controle por apresentar ampla
atividade inibitéria in vitro contra virus de RNA, incluindo membros dos
Alphavirus (GOULD et al., 2010); porém, para o MAYV, essa atividade ainda n&o
esta esclarecida na literatura. As administracdes foram realizadas diariamente
durante 14 dias consecutivos. Também, foram formado um grupo de animais nao
infectados. Ao longo do periodo experimental, os animais foram monitorados
diariamente quanto ao desenvolvimento de sinais clinicos associados a infecgéo,
incluindo o edema da pata inoculada, avaliado por meio da mensuragcdo com
paquimetro digital (Dexter), e as alteracées no peso corporal, determinadas por

pesagens diarias em balanca digital. Ao final dos 14 dias de experimento foi
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realizado a eutanasia medicamentosa e coletados os 6rgaos para as analises

histopatolégica e citometria de fluxo.

3.3.3. ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO DAS POPULACOES DE
LINFOCITOS NO BACO E NOS LINFONODOS DOS CAMUNDONGOS
TRATADOS E INFECTADOS COM MAYV.

Os bacos e os linfonodos inguinais obtidos no experimento de eficacia
terapéutica descritos anteriormente foram utilizados para a analise das
populacdes de linfocitos. Para a marcacdo de linfocitos B, foram utilizados os
anticorpos anti-B220 conjugado a PE (clone RA3-6B2, BioLegend) e anti-IgM
FITC (clone 11/41, BD Pharmingen). Para a marcagdo de linfécitos T, foram
empregados os anticorpos anti-CD4 PerCP, anti-CD8 FITC e anti-Foxp3 (clone
FJK-16s, eBioscience). No caso da marcacédo de linfocitos T regulatorios, além
do anti-Foxp3, foi utilizado o kit de fixacdo e permeabilizacéo celular (Fix/Perm e

Perm Buffer, BD Biosciences).

AplOs a eutanasia dos animais, os bacos e linfonodos inguinais foram
dissociados manualmente em placas de Petri contendo meio DMEM, utilizando
peneira celular e 0 émbolo de uma seringa, para obtencéo de uma suspensao
celular. Em seguida, foi realizada a contagem de células viaveis na camara de
Neubauer, utilizando azul de Trypan a 0,1%. No caso do baco, antes da
contagem, foi feita a lise de heméacias com tampao ACK (amdnio-cloreto-
potéssio) por 2 minutos. Logo apos, foi adicionado meio DMEM para interromper
a acao do tampéao. A suspensao celular foi entdo centrifugada a 1200 RPM por
6 minutos para formacao do pellet. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspenso em 1 mL de meio para posterior contagem na

camara de Neubauer.

A aquisicdo das amostras foi realizada em citdmetro de fluxo ACCURI (BD
Pharmingen), e os dados foram analisados utilizando o software BD Accuri C6

Software.
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3.3.4.  ANALISE DE POSSIVEIS ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS
CAUSADAS PELOS VIRUS NOS MUSCULOS DA PATA DOS ANIMAIS.

As analises histopatologicas foram realizadas em parceria com a
professora Kissila Rabelo, do Laboratério de Ultraestrutura e Biologia Tecidual
(LUBT) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os tecidos musculares da
pata dos grupos experimentais foram fixados em formalina a 5% e, em seguida,
separados e processados no equipamento automatizado Lupetec PTO05
(histotécnico). O processamento incluiu as etapas de desidratacao, clarificacao
e banhos de parafina, seguidas da inclusdo dos érgaos em blocos de parafina.
Posteriormente, foram obtidos cortes histolégicos em micrétomo rotativo para a
confeccdo das laminas, que passaram pela coloracdo com hematoxilina e eosina

(HE), permitindo a visualizac&o de possiveis alteracdes histopatoldgicas.

3.3.5. ANALISE ESTATISTICA.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism versdo 8.0.2. Os dados obtidos nos ensaios in vitro e in vivo foram
expressos como meédia *+ desvio padrdo. Para avaliar as diferencas entre os
grupos experimentais, foi utilizada andalise de variancia de uma via (One-Way
ANOVA), seguida dos testes de comparacfes multiplas de Dunnett, Tukey ou
Bonferroni, de acordo com o delineamento experimental. Foram considerados
estatisticamente significativos os resultados com valores de p inferiores a 0,05.
Os niveis de significancia estatistica foram representados por *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001.
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAIOS IN VITRO

4.1.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA DAS FRACOES DA
ALGA D. menstrualis EM CELULAS VERO INFECTADAS

Com o objetivo de selecionar a fracdo mais promissora para 0s experimentos
in vivo, as fracBes da alga foram submetidas a ensaios de atividade antiviral.
Avaliou-se a capacidade de inibir a producéo de particulas virais do MAYV na
concentracédo de 20 pug/mL, conforme demonstrado na Tabela 1 e ilustrado na
Figura 8. Entre os resultados, a fracdo FAC-1 apresentou o maior percentual de
inibicdo, atingindo 97% na condicdo testada. Conforme descritos na literatura,
os valores de citotoxicidade (CCs,) apresentados na Tabela 1 variaram entre 124
e 984 uM (CIRNE-SANTOS et al., 2020). A analise estatistica ANOVA com poés-
teste de Dunnett (Figura 9) indicou diferenca significativa entre o controle DMSO
1% e todas as fracdes avaliadas, com FAC-1, FAC-2 e EBDM demonstrando
significancia estatistica (****p < 0,0001), e a FAC-3 com significancia estatistica
(p < 0,001).

Tabela 1. Resultados citotoxicidade (CCso), Percentual de Inibicdo (PI).

| “contomy) | pio
FAC-1 124 97
FAC-2 482 64
FAC-3 - 1>
EBDM 984 32

Legenda: CCs, = concentracao citotdxica capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular,
expressa em pg/mL; Pl = percentual de inibicdo da replicacédo viral; EBDM = extrato
bruto de Dictyota menstrualis; — = ndo determinado. *(CIRNE-SANTOS et al., 2020)
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DMSO 1% FAC-3 EBDM

Figura 8. Avaliagao do percentual de inibigcéo das frages da alga d. Menstrualis. Fotos
representativas dos pocos corados com cristal violeta, representando o Controle de
Células (CC) o Controle DMSO 1% (células infectadas e tratadas com DMSO 1%) e os
pocos contendo células infectadas com o MAYV e tratadas com 20 pg/mL das diferentes
fragcbes da alga (FAC-1; FAC-2; FAC-3 E EBDM — Extrato bruto D. Menstrulis). O
experimento foi realizado em triplicata.
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Figura 9. Percentual de inibicdo do virus Mayaro pelas fracées da alga D. Menstrualis
(20 pg/ml). Foram avaliadas as fragbes FAC-1, FAC-2, FAC-3 e EBDM (Extrato bruto
da Alga D. menstrualis) em comparacdo ao controle DMSO 1% (células infectadas e
tratadas com DMSO 1%). Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n =
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3). A andlise estatistica, realizada por ANOVA com pds-teste de Dunnett, comparou
todas as fragbes com o Controle DMSO 1%. FAC-1, FAC-2 e EBDM apresentaram
diferengas significativas (****p < 0,0001), enquanto FAC-3 mostrou diferenca
significativa (p < 0,001). A FAC-1 apresentou 97% de inibicdo na concentracdo de 20
pHg/mL, sendo a mais promissora no teste.

A fracdo FAC-1 foi submetida ao ensaio para determinar a concentragao
capaz de inibir em 50% a producéo de particulas virais (ECs,). Os resultados
demonstraram que a inibigdo do MAYV ocorreu de maneira dose-dependente
(Tabela 2), apresentando valor de ECs, de 4,1 pg/mL. Foi observado um
aumento da inibicdo viral nas maiores concentragdes testadas, atingindo
aproximadamente 97% na concentracdo de 20 pg/mL, 81% na concentracéo de
10 pg/mL e 68% na concentracdo de 5 pg/mL, reduzindo progressivamente até

cerca de 8% na concentragao de 0,625 pg/mL (Figura 10).

Tabela 2. Efeito dose-dependente do composto FAC-1 sobre a inibicdo da
producao de particulas virais de MAYV e determinacéo do ECs,.

FAC-1 (ug/mL) INIBICAO %
20 97
10 81
5 68
2.5 15
1.25 12
0.625 8

ECso = 4,1 pg/mL

Legenda: ECs, = concentracao efetiva capaz de inibir em 50% a producao de particulas
virais, expressa em pg/mL; FAC-1 = fracao ativa isolada; valores de inibigdo (%) indicam
o efeito dose-dependente sobre a replicacdo do MAYV.
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DMSO 1% 2,5 pg/mL 1,25 pg/mL 0,625 pg/mL

Figura 10. Avaliagdo do perfil ANTI-MAYV (EC50) em células Vero. A figura acima
representa a fotografia dos pogos corados com cristal violeta, incluindo o Controle de
Células (CC.) o Controle DMSO 1% (células infectadas e tratadas com DMSO 1%) e os
pocos com células infectadas pelo MAYV e tratadas com diferentes concentracfes da
fracdo FAC-1 (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 pg/mL). O experimento foi realizado em
triplicata.

A andlise estatistica realizada por One-way ANOVA demonstrou diferenca
significativa entre os grupos avaliados (p < 0,0001) (Figura 11). O pG4s-teste de
Dunnett revelou que todas as concentragfes avaliadas apresentaram inibicdo
significativamente superior em relagéo ao controle DMSO 1%. As concentragdes
de 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 pg/mL apresentaram alta significancia estatistica (****p
< 0,0001), enquanto a concentracao de 0,625 pg/mL também demonstrou
diferenca significativa (***p < 0,001). Esses resultados evidenciam relevante
atividade antiviral da fracdo FAC-1, de forma dose-dependente, ou seja, quanto

maior a concentragao, maior era a inibicdo do MAYV.
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Figura 11. Avaliacdo da atividade ANTI-MAYV da FRACAO FAC-1 em diferentes
concentracbes em células Vero. A fracdo FAC-1 foi avaliada em diferentes
concentracdes para determinacdo da concentracdo capaz de inibir em 50% a replicacéo
viral (ECso). Os resultados demonstraram inibicdo dose-dependente do MAYV, com
ECso de 4,1 pug/mL. Os dados estdo expressos como média + desvio padrao (n = 3). A
andlise estatistica, realizada por ANOVA com pés-teste de Dunnett, comparou todas as
fragcbes com o controle DMSO 1%. Observou-se maior percentual de inibicdo nas
concentracdes mais elevadas, atingindo cerca de 97% em 20 pg/mL. A analise
estatistica foi realizada por One-way ANOVA seguida do pOs-teste de Dunnett. Os
valores de significancia estado representados como ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 em
comparacgao ao controle DMSO 1%.

4.1.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DAS FRACOES DA
ALGA D. menstrualis EM CULTURA DE NEURONIOS.

Nos pocos do controle de células, é possivel observar neurdnios com
morfologia normal, apresentando estrutura preservada, com prolongamentos e
integridade apds 72 h de experimento. J& nos pogos do controle de virus, é
possivel identificar perda da morfologia, com visivel efeito citopatico provocado
pela infeccdo viral, com células abauladas e perda dos prolongamentos
celulares. Na avaliacdo da atividade antiviral da fragdo FAC-1, nos pocos
infectados e tratados com 20 pg/mL e 10 ug/mL da alga, observa-se que essas
concentracbes foram capazes de manter a morfologia e a integridade dos

neurdnios. Entretanto, na concentracéo de 20 pg/mL foi observado maior nimero
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de células viaveis, semelhante ao controle de células. Nos neurdnios infectados
e tratados com a concentracao de 5 pg/mL, houve baixa inibicao, sendo possivel
observar menor nimero de células viaveis e perda da morfologia neuronal
(Figura 12). Dessa forma, a fracdo FAc-1 demonstrou potencial na reducéo do
efeito citopatico viral, promovendo inibicdo de forma dose-dependente, com
maior evidéncia na concentracdo de 20 ug/mL, mantendo preservada a estrutura

dos neurdnios apos 72 horas de infeccao.
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5 ug/mL 2,5 pg/mL

Figura 12. Avaliagdo da atividade antiviral da FAC-1 em cultura de neurdnios. Na
imagem, observamos o Controle de Células (CC) o Controle de virus (CV) e as células
infectadas com o MAYV e tratadas com as concentracdes 2,5; 5; 10; 20 pg/mL da alga
FAC-1. Aumento de 400x. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.1.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA DA FRACAO DA ALGA
D. menstrualis EM CELULAS VERO INFECTADAS.

No ensaio virucida, a fracdo FAC-1 apresentou efeito sobre as particulas
virais do MAYYV, promovendo 28% de inibicdo da infectividade viral na
concentracdo de 20 pg/mL (Figura 13), 12% na concentracdo de 10 pg/mL e
5% na concentracdo de 5 pg/mL. A andlise estatistica revelou diferencas
significativas entre os grupos tratados com 20 pug/mL,10 pg/mL e 5 pg/mL.
Logo, o teste de comparacdes multiplas de Dunnett indicou que todas as
concentracOes testadas diferiram significativamente do controle DMSO 1%,
evidenciando um efeito dependente da concentracdo: 5 pg/mL (p < 0,05), 10
pg/mL (p < 0,001) e 20 pg/mL (p < 0,0001).
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Figura 13. Atividade virucida da fracdo FAC-1 contra o MAYV em diferentes
concentracdes. Os dados estao expressos como média + desvio padréo (n = 3). A fracdo
FAC-1 promoveu aproximadamente 28% de inibicAo da infectividade viral na
concentracdo de 20 pg/mL, 12% em 10 pg/mL e 5% em 5 pg/mL. A analise estatistica
por ANOVA de uma via revelou diferencas significativas entre os grupos (p < 0,0001).
O teste de comparac¢des multiplas de Dunnett indicou que as concentracdes de 5 pg/mL
(*), 10 pg/mL (***) e 20 pg/mL (****) diferiram significativamente do controle DMSO 1%.

4.1.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE INIBICAO DA ADSORCAO DA
FRACAO DA ALGA D. menstrualis EM CELULAS VERO
INFECTADAS.

No experimento de adsorcdo, que busca entender se a substancia atua
no bloqueio da ligacdo do virus aos receptores das células Vero, a FAC-1
demonstrou forte efeito em impedir a ligacdo e a entrada das particulas do
MAYYV, atingindo aproximadamente 81% de inibicdo na concentracao de 20
pg/mL, 39% de inibicdo na concentracédo de 10 ug/mL e 21% de inibicdo na
concentracdo de 5 pg/mL da alga (Figura 14). A analise estatistica ANOVA
de uma via apresentou diferengas significativas entre os grupos (p < 0,0001).
O teste de comparacdes multiplas de Dunnett demonstrou que todas as

concentracbes testadas apresentaram diferenca significativa em
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comparacdo ao controle DMSO 1% (p < 0,0001), indicando reducao
expressiva da adsorcao viral mesmo nas menores concentracdes avaliadas.
Esses resultados demonstram a capacidade da FAC-1 de interferir em uma
das etapas mais importantes do ciclo de infec¢do, que é a entrada do virus
na célula hospedeira, sugerindo como principal mecanismo de acédo a

interferéncia direta na interacao virus—célula.
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Figura 14. Efeito da fragdo FAC-1 na adsor¢cdo do MAYV em células Vero. A FAC-1
reduziu significativamente a ligacao viral em todas as concentragfes testadas. Os dados
séo apresentados como média + desvio padrao (n = 3). A andlise estatistica foi realizada
por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett, com diferencas em relacdo ao
controle indicadas por ****p < 0,0001.

4.2 ANALISE DA EFICACIA TERAPEUTICA

Durante o experimento de eficicia terapéutica, foram separados quatro
grupos experimentais de camundongos BALB/c fémeas: um grupo controle nao
infectado e trés grupos infectados, sendo cada um tratado com DMSO a 1%,

ribavirina ou com a fragdo FAC-1. Cada grupo foi composto por cinco animais (N
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= 5). A infecgéo foi realizada por meio de inoculagdo subcutanea de 10 yL do
MAYV, na concentracdo de 10* PFU/mL, aplicada no coxim plantar da pata
traseira direita dos animais. O tratamento foi iniciado duas horas apés a infec¢éo,
com administragao oral de 20 mg/kg por gavagem, mantida diariamente durante
14 dias consecutivos (Figura 15). Ao longo do experimento, foram
acompanhados sinais clinicos, e ndo houve alteracdo nem morte dos animais
entre os grupos. Também, foram analisados o desenvolvimento de edema nas

patas (Figura 15 e 16) e variacbes no peso corporal dos animais (Figura 17).

4.2.1 INCHACO DA PATA

Durante o ensaio de eficacia terapéutica, o inchaco da pata foi monitorado e
os dados foram analisados por meio do teste ANOVA, com comparagdes
multiplas pelo teste de Tukey. Considerou-se como dia 0 0 momento da infeccao,
sendo o dia 1 correspondente a 24 horas pos-infeccao (hpi). Na avaliacdo da
progressao do edema nas patas dos camundongos infectados, o teste estatistico
ANOVA evidenciou diferencas significativas entre os grupos ao longo do periodo

analisado.

No primeiro dia pés-infeccdo (1° DPI), observou-se que o grupo controle nao
infectado apresentou apenas discreto aumento no volume da pata, contudo,
diferencas estatisticamente foram identificadas entre este e os grupos infectados
tratados com DMSO a 1%, ribavirina e a fragdo FAC-1. A partir do 2° DPI, o grupo
infectado e tratado com DMSO 1% demonstrou aumento significativo no edema
em comparacao ao grupo controle ndo infectado, padréo este que se manteve
até o final do experimento, indicando um possivel processo inflamatorio

persistente, provavelmente associado a infecc¢éo viral.

O grupo tratado com ribavirina apresentou aumento gradual do edema entre
os dias 1 e 7 pOs-infeccéo, seguido de regressao a partir do 8° dia. Na figura 16A
e 16B é possivel observar a diferenca do edema na pata durante o dia 8 e 13
pés a infec¢do. Por sua vez, os animais que receberam o tratamento da fracdo

FAC-1 exibiram aumento do volume da pata entre os dias 1 e 4 pos-infeccao,
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com inicio da reducéo do edema ja no 5° DPI (Figura 15), mantendo a reducéo

do inchaco até o final do experimento.
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Figura 15. Linha do tempo e evolucdo do inchaco na pata dos animais. (A) Esquema
representando o cronograma do experimento, incluindo infecgéo, inicio do tratamento e
acompanhamento diario. (B) Evolucdo do inchaco nas patas ao longo dos dias pOs-
infeccdo (DPI), avaliada por paquimetro. Os dados foram analisados por meio de
ANOVA, com comparagfes multiplas pelo teste de Tukey. Os niveis de significancia
estatistica estéo indicados por *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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De acordo com os dados apresentados na Figura 15B, todos 0s grupos
infectados apresentaram aumento do edema plantar a partir do 4° DPI. No
entanto, o tratamento com a fracdo FAC-1 promoveu uma reducdo mais
evidente do inchacgo da pata (Figura 16B), quando comparado aos grupos
qgue receberam ribavirina e DMSO 1%, sugerindo uma possivel atividade de
reducdo do inchaco da pata associada a esta fracdo. Na Figura 16A, os
grupos infectados e tratados com DMSO 1% e ribavirina confirmam os
resultados estatisticos observados nos gréficos dos dias 7 e 8 pds-infeccao,
periodo no qual foi identificado o pico do inchaco da pata dos animais. Por
outro lado, no grupo tratados com a FAC-1, é possivel observar a reducéo do
inchaco, demonstrando maior semelhanca com o grupo nédo infectado
(Figuras 16A e 16B).

Nao Infectado

Infectado DMSO
1%

Infectado
Ribavirina

FAC-1

Figura 16. Evolucdo do edema nas patas dos animais. A imagem ilustra a progressao
do inchagco nas patas dos camundongos infectados, sendo que a imagem (A)
corresponde ao 8° dia pds-infec¢do e a imagem (B) ilustra o estado observado no 13°
dia ap6s a infeccgao.

4.2.2 PESO CORPORAL

Durante os 14 dias de tratamento, os camundongos foram submetidos a
avaliacdo do peso corporal, cujas médias foram expressas em percentual,
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considerando-se o valor inicial de cada animal como 100%. As variacdes
ponderais estao representadas na Figura 17. A analise estatistica, ndo indicou

diferencas significativas entre os grupos analisados.

Apesar das analises estatisticas ndo apresentarem diferencas
estatisticas, algumas variagfes no peso dos diferentes grupos foram observadas
no decorrer dos dias. No 1° dia pos-infeccdo (1° DPI), ndo foram observadas
alteracdes relevantes entre o grupo nao infectado e os animais tratados com a
fragcdo FAC-1. Por outro lado, os grupos tratados com DMSO a 1% e ribavirina
apresentaram reducdo do peso corporal nos primeiros dias, com valores
minimos em torno do 6° DPI. A partir do 8° dia, observou-se aumento do peso
nesses grupos. Ja os animais tratados com a fracdo FAC-1 apresentaram
elevacgao do peso por volta do 5° DPI.
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Figura 17. Evolucdo do peso corporal (%) dos camundongos ao longo de 13 dias pos-
infeccdo (DPI). Os valores foram expressos em porcentagem, considerando-se o0 peso
médio inicial de cada grupo como 100%. Observa-se que os grupos infectados tratados
com DMSO 1% e ribavirina apresentaram perda de peso nos primeiros dias, com
recuperacao a partir do 8° DPI. O grupo tratado com a fragdo FAC-1 manteve-se mais
proximo da linha de base e apresentou recuperacéo ponderal mais precoce, com padrao
semelhante ao grupo néo infectado.
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4.2.3 ANALISE DA POPULACAO DE LINFOCITOS POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Apés o periodo experimental, os animais de todos os grupos foram
eutanasiados, sendo realizado o procedimento de coleta do baco e do linfonodo
inguinal. As amostras obtidas foram processadas para analise por citometria de
fluxo, cujos resultados estao representados nos graficos deste topico. A anélise
imunofenotipica permitiu avaliar a distribuicdo e ativacdo de subpopulagdes de
linfécitos T e B no baco e no linfonodo inguinal apos 14 dias de infeccdo e

tratamento.

No baco, os percentuais dessas subpopulacdes (graficos Figura 18A-D)
mantiveram-se estaveis entre 0s grupos, indicando que a reducdo foi
quantitativa, mas nao proporcional. Ja o grupo tratado com a fracdo FAC-1
apresentou uma reducdo significativa no niumero absoluto de linfocitos totais
(Figura 18E), CD4* (Figura 18F), CD4*FoxP3* (Treg) (Figura 18G) e CD8"
(Figura 18H), em comparagéo aos grupos infectados tratados com DMSO 1% e
ribavirina (Figura 18).
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Figura 18. Perfil imunoldgico de linfécitos T no bago de camundongos apés 14 dias de
infeccdo e tratamento. As células foram obtidas a partir de baco total e analisadas por
citometria de fluxo. Foram avaliados o percentual de linfécitos totais (A), CD4* (B),
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CD4*FoxP3* (Treg) (C) e CD8* (D), bem como os numeros absolutos dessas
populagbes (E—H). NI = N&o infectado; DMSO 1% = grupo controle infectado tratado
com DMSO 1%; RIB = grupo infectado tratado com ribavirina; FAC-1 = grupo tratado
com a fracdo. Andlise estatistica por ANOVA com péds-teste de Tukey. **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001.

Em relacdo aos linfécitos B do bacgo (Figura 19), a infeccdo por MAYV
promoveu alteracdes de células B (B220*IgM™*). Observou-se uma reducao no
percentual de células B nos grupos infectados tratados com DMSO 1%, ribavirina
(RIB) e FAC-1 em comparacdo ao grupo nao infectado, sendo essa reducdo
significativa apenas no grupo tratado com FAC-1 quando comparado ao grupo
nao infectado (Figura 19A). Apesar da reducao percentual analisado, o niumero
absoluto de células B aumentou nos grupos infectados tratados com o veiculo
DMSO 1% e com a Ribavirina, sugerindo que tenha ocorrido uma possivel
ativacdo ou proliferacdo compensatéria durante a infeccdo (Figura 19B). Por
outro lado, o tratamento com FAC-1 resultou em uma diminui¢do acentuada tanto
no percentual quanto no niumero absoluto de células B, o que poderia indicar um
possivel efeito imunomodulador dessa molécula no contexto da infec¢do pelo
MAYV.
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Figura 19. Perfil imunoldgico de linfécitos B no bago de camundongos apos 14 dias de
infeccdo e tratamento. Percentual e nUmero absoluto de células B (B220*IgM*) no baco
de camundongos Balb/c infectados com 10uL de MAYV (10* PFU/mL). (A) Percentual
de células B (B220*IgM™*) no baco. (B) Numero absoluto de células B (B220*IgM*) x 10¢.
Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: ndo infectado (NI),
infectado tratado com DMSO 1%, infectado tratado com ribavirina (RIB) e infectado
tratado com a molécula FAC-1. Os dados representam a média + erro padrdo da média
(EP). As diferencas estatisticas foram analisadas por teste ANOVA de uma via com pos-
teste de Bonferroni. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
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Nos linfonodos inguinais, a analise dos linfécitos T (Figura 20) revelou um
aumento do percentual de linfocitos totais (Figura 20A) e aumento no percentual
da populacéo de células T CD4* (Figura 20B) no grupo FAC-1 em comparacao
ao grupo DMSO 1%. Adicionalmente, observou-se uma reducdo na frequéncia
(Figura 20C) e numero absoluto (Figura 20G) de células T reguladoras
(CD4*FoxP3%), indicando um perfil imunolégico regional menos supressor. O
namero absoluto de linfocitos totais (Figura 20E) e das subpopulacdes CD4*
(Figura 20F) e CD8" (Figura 20H) ndo apresentou diferencas estatisticamente

significativas.
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Figura 20. Populagé&o de linfocitos T no linfonodo inguinal de camundongos apés 14 dias
de infeccdo e tratamento. Foram quantificados os percentuais e nimeros absolutos de
linfécitos totais (A, E), CD4* (B, F), CD4"FoxP3* (Treg) (C, G) e CD8* (D, H).NI = Nao
infectado; DMSO 1%; RIB = ribavirina; FAC-1 = fracdo testada. Analise estatistica por
ANOVA com pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01.

56



Na avaliacéo dos linfocitos B do linfonodo (Figura 21), observou-se que o
grupo FAC-1 apresentou os menores valores tanto no percentual (Figura
21A) quanto no numero absoluto (Figura 21B) de células B maduras
(B220*IgM™), reforcando o padréo de inibicdo da ativagcdo humoral também

nesta regido linfoide periférica.
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Figura 21. Populagéo de linfocitos B no linfonodo inguinal apds 14 dias de infeccdo e
tratamento. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: nao infectado
(NI), infectado tratado com DMSO 1%, infectado tratado com ribavirina (RIB) e infectado
tratado com a molécula FAC-1. (A) Percentual de células B (B220*IgM™*). (B) NUmero
absoluto dessas células. Os dados representam a média + desvio padrdo. Analise
estatistica por ANOVA com pés-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01.

Nos graficos de razdo CD8*/FOXP3* do baco (Figura 22), observa-se que
todos os grupos infectados (DMSO 1%, Ribavirina e FAC-1) apresentam uma
razao ligeiramente mais elevada em relacdo ao grupo nao infectado, tanto em
percentual (Figura 22A) quanto em numero absoluto (Figura 22B). No entanto,
nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas, sugerindo que
o tratamento com FAC-1 néo induziu uma modulagéo relevante nesse parametro

no baco.
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Figura 22. Razéao entre linfécitos T CD8" e células T reguladoras (CD4*FOXP3*) no
baco de camundongos infectados. (A) Raz&o percentual CD8*/FOXP3*; (B) Razéo
baseada no numero absoluto de células. Os dados mostram que, embora haja uma
tendéncia de aumento da razd8o nos grupos tratados, nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada. Andlise estatistica por ANOVA com p0s-
teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01.

Ja no linfonodo inguinal (Figura 23), o gréafico (Figura 23A) revela
diferenca estatisticamente significativa no percentual da razao
CD8*/FOXP3*, sendo o grupo tratado com FAC-1 aquele que apresentou a
maior razao entre células citotoxicas e Tregs em comparacao ao grupo nhao
infectado. Esse achado indica que o tratamento pode ter contribuido para
uma resposta imune mais ativa e com menor atividade reguladora
localmente, o que pode estar relacionado a contencao da infeccdo no sitio
periférico. O gréafico (Figura 23) mostra tendéncia semelhante no nimero
absoluto, mas sem significancia estatistica.
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Figura 23. Razao entre linfocitos T CD8" e células T reguladoras (CD4*FOXP3*) no
linfonodo inguinal. (A) Razéo percentual CD8/FOXP3"; (B) Razdo baseada no niumero
absoluto de células. Verifica-se aumento significativo da razdo percentual no grupo
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tratado com FAC-1 em comparacdo ao grupo nao infectado, sugerindo ativagao imune
periférica. Andlise estatistica por ANOVA com pos-teste de Tukey. *p<0,05; **p<0,01.

4.2.4 ANALISE DO MUSCULO DA PATA

A analise histopatolégica do musculo da pata no experimento de eficacia
terapéutica demonstrou que o grupo dos animais nao infectados apresentou
tecido muscular preservado, sem alteracdes histopatologicas evidentes
(Figuras 24A e 24B).

O grupo infectado e tratado com DMSO 1% apresentou necrose
coagulativa, edema, desorganizacdo do tecido muscular e congestao
vascular. Além disso, foram observados hemorragia, infiltrado inflamatorio
perivascular e intersticial, bem como infiltrado adiposo local. Em
determinadas regifes do tecido, observou-se alteracdes mais graves, com
auséncia de nudcleos celulares, associadas a necrose e a desorganizacao dos

sarcomeros (Figuras 24C e 24D).

Adicionalmente, no grupo dos animais infectados e tratados com
ribavirina, a andlise histopatolégica evidenciou possiveis infiltrados
inflamatérios, além da presenca de tecido adiposo associado a infiltrado
inflamatorio. Também, foram observadas areas de desorganizacao do tecido
muscular e ndcleos alongados. Em algumas regides, foi possivel observar a
auséncia de nucleos e necrose coagulativa, bem como alguns danos

caracteristicos de miosite inflamatéria infecciosa (Figuras 24E e 24F).

Os animais infectados e tratados com a fragdo FAC-1 da alga
apresentaram leve infiltrado inflamatorio (Figuras 24G e 24H). Os achados
histopatolégicos demonstraram menor comprometimento tecidual nos
animais tratados com a fracdo FAC-1 quando comparados aos grupos
tratados com DMSO 1% e ribavirina, sugerindo um possivel efeito protetor da
fracdo FAC-1 contra danos musculares induzidos pela infeccdo por MAYV.
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Figura 24. Imagens histopatoldgicas do musculo da pata de camundongos submetidos
aos ensaios de eficacia terapéutica. Fotomicrografias representativas dos grupos
experimentais: (A-B) grupo néo infectado e tratado; (C-D) grupo infectado e tratado com
DMSO a 1%; (E-F) grupo infectado e tratado com ribavirina; e (G-H) grupo infectado e
tratado com a fracdo FAC-1. As imagens A, C, E e G correspondem ao aumento de
200x%, enquanto as imagens B, D, F e H correspondem ao aumento de 400x. As laminas
foram coradas por hematoxilina-eosina (HE).
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5 DISCUSSAO

A busca por antivirais contra 0 MAYV vem sendo apresentada em diferentes
estudos com extratos de algas (PASCHOALINO et al., 2023; ANDREOLLA et
al., 2022; MELLO et al., 2020), evidenciando sua relevancia, uma vez que o virus
pode levar a condi¢cBes crénicas e h4 um numero crescente de infec¢des por
MAYV. Além disso, a falta de medicamentos aprovados faz com que o
tratamento seja apenas paliativo, baseado no controle dos sintomas com
analgésicos e/ou anti-inflamatérios nao esteroides (PASCHOALINO et al., 2023).
Logo, as fracbes do extrato da alga Dictyota menstrualis apresentam-se como

importantes candidatas no desenvolvimento de antivirais.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiviral e
imunomoduladora das frac6es da alga D. menstrualis em experimentos in vitro e

in vivo contra o virus Mayaro.

Na triagem das fracdes da alga D. menstrualis, com o objetivo de identificar
aquela com maior potencial antiviral, foram selecionadas trés fragdes (FAC-1,
FAC-2 e FAC-3) e o extrato bruto (EBDM) para avaliacdo do percentual de
inibicdo viral. Entre elas, a fracdo FAC-1 destacou-se por apresentar 97% de
inibicdo do virus Mayaro em células Vero, seguida pela FAC-2, com 64%, pelo
EBDM, com 32%, e pela FAC-3, com 15%. Esses resultados demonstram uma
diferenca significativa na atividade antiviral entre as fracbes, sugerindo que
compostos com atividade contra o MAYV estejam mais concentrados na FAC-1.
Além disso, estudos anteriores do nosso grupo (CIRNE-SANTOS et al., 2020a)
ja haviam demonstrado a eficicia de fracdes dessa mesma alga contra o virus
Chikungunya, pertencente a mesma familia (Togaviridae) e ao mesmo género
(Alphavirus). Nesse estudo, a FAC-1 também apresentou elevada atividade
antiviral, com 98% de inibicdo, seguida pela FAC-2, com 68%, e pelo extrato
bruto, com 28%, enquanto a FAC-3 néo foi avaliada. A semelhanca entre os
perfis de inibicdo observados para MAYV e CHIKV sugere que 0s compostos
presentes nessas fracfes podem atuar sobre alvos conservados entre alfavirus,
indicando um possivel mecanismo de acdo comum. A maior eficdcia da FAC-1

contra ambos os virus também indica que os metabdlitos com atividade antiviral

61



podem estar mais concentrados nessa fracdo. Dessa forma, os achados do
presente estudo ndo apenas corroboram os dados previamente descritos na
literatura, mas também ampliam as evidéncias de que compostos derivados de
D. menstrualis apresentam potencial como candidatos promissores para o

desenvolvimento de antivirais de amplo espectro contra arbovirus.

A fracdo FAC-1, por apresentar uma maior inibicdo contra 0 MAYV (97%)
com 20 ug/mL, foi escolhida para os experimentos que determinam a capacidade
do composto de inibir em 50% da replicacdo viral (ECso). Como resultado,
identificamos o potente valor de ECs, de 4,1 pg/mL. Nosso resultado de EC;, é
muito significativo quando comparado com outros extratos e fragdes de produtos
naturais descritos na literatura para o MAYV, como os demonstrados para a
Fridericia chica (DA CRUZ et al., 2022), que tiveram um ECs, de 30,1 + 2,0
Mg/mL, e subfracdes do extrato de Bidens pilosa, com valor de ECs, de 27,58 +
2,82 ug/mL (GV-07) (VALENTE, 2022). A FAC-1 também apresentou um ECs,
menor que o0 extrato de Luxemburgia polyandra (SILVA, 2025), sendo
identificado o valor de ECs, de 48,90 + 2,52, tal como a ribavirina (DA CRUZ et
al., 2022), substancia utilizada como controle positivo, que apresentou um ECs,
de 29,21 + 1,4 nos mesmos ensaios. Além disso, a efichcia da FAC-1 é
semelhante a silimarina, um complexo de antioxidantes extraido da planta
Silybum marianum, que demonstrou valor de ECs, de 3,58 pyg/mL em seus
estudos (DOMINGOS, 2024). De acordo com os critérios utilizados para a
triagem de novos compostos antivirais, o valor de ECs, de 4,1 pg/mL indica que
a FAC-1 apresenta elevada atividade antiviral, sendo considerada uma
candidata promissora, uma vez que esse valor esta bem abaixo do limite de 50

pg/mL estabelecido para essa classificagdo (SILVA, 2025).

Na avaliagéo da atividade antiviral da fragdo FAc-1 em neurénios infectados
pelo MAYYV, observou-se que as concentracdes de 20 pg/mL e 10 pg/mL foram
capazes de preservar a morfologia e a integridade celular, indicando um efeito
protetor contra ao dano induzido pela infec¢ao viral. Na concentracdo de 20
pg/mL, esse efeito foi mais evidente, com maior nimero de células viaveis e
aspecto morfologico semelhante ao controle de células. Em contrapartida, na

concentracdo de 5 pg/mL, a inibicdo foi menos expressiva, sendo possivel
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observar reducéo da viabilidade celular e alteracbes morfoldégicas compativeis
com o efeito citopatico viral, aproximando-se do padrdo observado no controle
de virus. Esses resultados demonstram que a FAc-1 promove inibicdo da
replicacao viral de forma dose-dependente, com maior eficacia na concentracdo
de 20 pg/mL, contribuindo para a manutencdo da estrutura neuronal apds 72
horas de infeccdo. Estudos realizados com o virus Chikungunya, que, assim
como o Mayaro, é um alphavirus, demonstraram que a infeccdo in vitro de
células microgliais humanas C20 resulta em intensos efeitos citopéticos,
incluindo arredondamento, granulacdo, desprendimento celular e acentuada
perda de viabilidade viabilidade (KUMAR et al., 2024). A semelhanca entre os
virus demonstra a potencialidade de ambas as células sofrerem alteracfes
celulares significativas. Também, considerando o potencial neurotropismo do
virus, isto €, sua capacidade de infectar astrocitos e células progenitoras
neuronais, o que pode resultar em danos neurolégicos (Bengue et al., 2021),
observamos que a FAc-1, pode contribuir para prevenir esse tipo de infeccéo.
Dessa forma, os achados encontrados para o MAYV evidenciam a
potencialidade da FAC-1 na diminuicdo do efeito citopatico viral e na protecao

gue a substancia exerce, demonstrando um efeito promissor como antiviral.

Com a atividade antiviral evidenciada, buscou-se avaliar se a FAC-1
apresentava acao sobre as diferentes etapas do processo de infeccao viral,
caracterizando possiveis mecanismos de acdo. Para isso, foi realizado o ensaio
virucida no qual a fragéo apresentou 28% de inibicdo da infectividade viral com
a concentracdo de 20 pug/mL da fracdo. Na literatura, diferentes extratos de
produtos naturais apresentaram atividade virucida significativamente mais
potente para o MAYV, tais como o extrato hidroeatndlico de Fridericia chica
(LOPES; LIMA; SANTOS; NUNES et al.,, 2022) que eliminou totalmente as
placas de PFU nas concentrac¢des de 6,25 ug/mL a 25 yg/mL, simultaneamente,
o extrato de folhas de Maytenus quadrangulata apresentou reducéo eficiente a
formacdo de placas nas concentragbes de 50 e 25 pg/mL, enquanto a 100
ug/mL, houve inibicdo total da formacdo de placa (DE FATIMA NUNES et al.,
2023). Além disso, o extrato etandlico de roma (Punica granatum) apresentou
atividade virucida de 98% contra o MAYV (SALLES et al., 2021). Em relacdo aos

outros extratos vegetais, a inativacao direta das particulas virais com a FAC-1 é
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inferior, entretanto, estudos realizados pelo nosso grupo corroboram com os
achados da FAC-1, uma vez que a mesma fracdo apresentou reducdo de 39%
da infectividade viral para o virus CHIKV (CIRNE-SANTOS et al., 2020a). Esses
resultados sugerem que, embora a nossa fragao exerca pequena agao sobre as
particulas virais, ainda assim produziu uma inibicdo. Logo, esses resultados
sugerem que, mesmo a FAC-1 apresentando atividade inibicdo de 28% sobre as
particulas virais, esse efeito é comedido, o que sugere que a fragdo possa atuar
na interferéncia de outras etapas do ciclo de multiplicacdo das particulas virais,

e nao diretamente sobre o virus.

Em relacédo ao ensaio de adsorcao, a FAC-1 demonstrou forte capacidade
de impedir a ligacdo do MAYYV aos receptores das células Vero, atingindo 81%
de inibicdo na concentracédo de 20 pg/mL da fracdo do extrato. Esses achados
sao significativamente relevantes quando comparado com outros extratos de
produtos naturais encontrados na literatura, tais como o os de Fridericia chica,
que na concentracao de 25 ug/mL, ndo afetou a infeccao das células pelo MAYV
em comparacao com os controles nédo tratado (LOPES et al., 2022), além desses
achados, o extrato de Maytenus quadrangulata ndo diminuiu a adsor¢cdo do
MAYYV nas concentracdes 6,25 a 200 ug/mL do extrato, indicando que a atividade
anti-MAYV do M. quadrangulata ndo depende da sua ligacdo aos receptores
celulares (DE FATIMA NUNES et al., 2023). Logo, a FAC-1 apresentou
resultados superiores de diferentes extratos mencionados em artigos cientificos,
com inibicdo da adsorcao e efeito dose-dependente estatisticamente relevante,
corroborando com achados anteriores do nosso grupo, uma vez que a mesma
fracdo apresentou 66% de inibicdo da adsorcdo para o virus Chikungunya
(CIRNE-SANTOS et al. 2020), interferindo assim diretamente na interagéo inicial

virus—célula.

Considerando que a fracdo FAC-1 apresentou promissores resultados de
atividade antiviral nos experimentos in vitro, ela foi selecionada para os
experimentos nos quais utilizamos camundongos BALB/c para avaliar sua
atividade antiviral in vivo. Logo, os camundongos foram submetidos ao
experimento de eficacia terapéutica contra o MAYV, sendo infectados no coxim

plantar da pata traseira direita. Durante o experimento ndo foi observado
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letalidade ou alteracdo dos sinais clinicos nos grupos de animais submetidos a
infeccdo e ao tratamento com as substancias. Diferentes estudos demonstram
que a infeccao pelo MAYV em camundongos nédo resulta em mortalidade,
alteracdo de sinais clinicos evidentes ou perda significativa de peso corporal

(LIMA et al., 2026), o que afirma os nos nossos achados (Figura 17).

Na analise do inchaco da pata dos animais do experimento da eficacia
terapéutica, todos os grupos infectados apresentaram aumento progressivo do
edema plantar, no qual atingiram o pico de inchaco entre o 4° e o 7° dia pos-
infecc@o (DPI). A partir do 5° dia pdés-infeccdo os animais tratados com a FAC-1
tiveram uma reducdo significativa do edema, comparado ao grupo controle
(DMSO 1%) e ao grupo tratado com ribavirina. Ao final do experimento, o edema
dos animais tratados com a FAC-1 ndo apresentou diferenca estatisticamente do
grupo controle ndo infectado (Figuras 16A e 16B). Por outro lado, o grupo tratado
com ribavirina se assemelhou com o grupo DMSO 1%, logo, ndo houve diferenca
estatistica entre eles. Em modelos murinos o edema no coxim plantar representa
uma classica manifestacdo clinica em animais infectados por alphavirus
artritogénicos, tais como o MAYV (LIMA et al., 2026; ROSA et al., 2025).

A reducdo do inchacgo observada a partir do 5° dia p6s-infeccdo nos animais
infectados e tratados com a FAC-1 demonstra um resultado promissor e se
assemelha aos achados descritos na literatura para animais tratados com
produtos naturais, como a silimarina, que foi capaz de reduzir o edema plantar
em camundongos BALB/c, modificando a progresséo temporal da inflamacéo em
animais infectados pelo MAYV (LIMA et al., 2026).

Os efeitos observados para a FAC-1 podem estar relacionados a presenca
de diterpenos encontrados em D. menstrualis, especialmente os do tipo xeniano,
gue ja apresentaram atividade anti-inflamatéria em estudos in vivo na literatura
(OBANDO et al., 2025). Como essa fracdo é obtida da alga D. menstrualis, é
possivel que sua acao esteja associada a modulacdo da resposta inflamatoria
local. Aléem disso, a reducdo do edema observada nos animais sugere uma

diminuicdo do processo inflamatorio e do infiltrado celular no local da infecgéo.
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O peso corporal dos animais foi analisado durante os 14 dias do experimento
e ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre o0s grupos
analisados. Apesar das andlises ndo apresentarem diferencas estatisticas,
algumas variacdes no peso dos diferentes grupos foram observadas ao longo
dos dias. Os grupos tratados com DMSO a 1% e ribavirina apresentaram
reducdo do peso corporal nos primeiros dias, com valores minimos em torno do
6° DPI e aumento a partir do 8° dia. J& os animais tratados com a fragdo FAC-1
apresentaram elevacgéo do peso por volta do 5° DPI, embora sem significancia

estatistica entre os grupos.

Na literatura, iremos encontrar diferentes efeitos sobre o peso ponderal em
modelos murinos durante a infeccéio pelo MAYV ( MOTA et al., 2020; AREVALO
et al., 2026; LIMA et al., 2026;). As variacdes podem se diferenciar e se
relacionar a fatores distintos, como a idade dos animais, a linhagem dos
camundongos, a viruléncia da cepa viral e as diferentes caracteristicas do
modelo experimental utilizado durante as etapas experimentais (AREVALO et
al., 2026; MOTA et al., 2020).

Apesar de nossos resultados apresentarem variacdes no peso ponderal dos
grupos FAC-1, ribavirina e DMSO 1% ao longo do periodo experimental, essas
variacdes nao foram estatisticamente significantes nas analises ANOVA; logo,
possivelmente, a infeccdo ndo tenha promovido um impacto elevado sobre o
parametro do peso (LIMA et al., 2026). Sendo assim, os resultados encontrados
durante a infeccdo e o tratamento dos animais ndao foram considerados um
marcador sensivel para detectar diferenca entre 0s grupos experimentais, assim
como os achados de LIMA et al., 2026. Os resultados podem ter correlacdo com
a utilizacdo de camundongos BALB/c imunocompetentes, visto que apresentam
uma maior capacidade de controlar a infec¢ao viral através da resposta imune
inata, pela acdo do interferon tipo I, que leva a uma infeccdo mais branda e
autolimitada pelo MAYV (AREVALO et al., 2026; MOTA et al., 2020).

Por outro lado, a literatura também relata estudos com a infecg¢éo pelo MAYV
em modelos murinos, nos quais as manifestacdes clinicas variam de acordo com
as caracteristicas do hospedeiro e do virus, o que pode levar a diferentes graus

de comprometimento sistémico. Como exemplo, camundongos com deficiéncia
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nos receptores de interferon (A129) apresentaram perda de peso progressiva e
letalidade (MOTA et al.,, 2020) . Sendo assim, a auséncia de alteracOes
estatisticas significativas na avaliagdo do peso corporal em nossos achados nao
contradiz os estudos que demonstram alteracdes, porém, reforca que tais
manifestacfes durante a infeccdo pelo MAYV irdo depender diretamente do
contexto bioldgico e metodoldgico utilizado durante o experimento (AREVALO et
al., 2026; LIMA et al., 2026; MOTA et al., 2020).

Os resultados encontrados na citometria sugerem que a fragcdo FAC-1 atua
como imunomodulador em camundongos infectados por MAYV. O aumento de
linfécitos T CD4* e a reducao de Treg (CD4"FoxP3*) no linfonodo inguinal podem
favorecer uma resposta efetora local mais eficiente, promovendo controle viral
na periferia e possivelmente contribuindo para a reducdo da viremia do virus.
Esse achado esta de acordo com estudos da literatura que demonstram a
importancia da imunidade adaptativa para restringir a replicacdo do MAYV e
contribuir para sua eliminacao durante a infecgao (DA SILVA et al., 2024).

Por outro lado, no bago, o tratamento com a fracdo FAC-1 levou a reducao
no nuamero absoluto de linfocitos totais (Figura 18E), bem como das
subpopulacdes CD4* (Figura 18F), CD8" (Figura 18H) e CD4'FoxP3* (Tregq)
(Figura 18G) em comparacao aos grupos infectados e tratados com DMSO 1%

e ribavirina (Figura 18).

Esse achado pode estar relacionado a mecanismos ja descritos na literatura
para a dindmica da resposta imune durante infeccbes virais. Logo, com o
controle inicial da infecc&o, ocorre a contracéo da resposta imune, (SCHEPERS
et al., 2005) sendo caracterizada pela reducdo do numero de células do sistema
imune apds o pico da resposta, o que pode contribuir para limitar uma resposta
inflamatoria e evitar uma resposta imune excessiva. Além disso, a literatura
relata que, durante a infec¢ao por alphavirus acometida pela pata dos animais,
ocorre a migracdo de células imunes para o linfonodo popliteo, que é o principal
responsavel pela drenagem daquela regido (DE ARAUJO et al., 2022). Logo, é
possivel que a reducdo observada seja consequéncia desse recrutamento

celular.
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Paralelamente, € importante considerar que a resposta imune adaptativa
exerce papel central no controle do MAYV, mas também pode estar associada
ao desenvolvimento de processos inflamatérios e danos teciduais quando ocorre
de maneira excessiva (FIGUEIREDO et al., 2019). No entanto, esse efeito ainda
precisa ser melhor investigado, a fim de se compreender se tal perfil representa
um impacto benéfico ou prejudicial contra a infeccéo pelo MAYV. De toda forma,
esse padrao observado estd de acordo com a ideia descrita na literatura de que,
na infeccdo por MAYV, é necessario um equilibrio na resposta imune adaptativa,
uma vez que a ativacdo exacerbada pode contribuir para o surgimento de

sintomas clinicos mais intensos e persistentes (FIGUEIREDO et al., 2019).

A avaliacdo histopatologica do musculo da pata no experimento de eficacia
terapéutica evidenciou, no grupo tratado com DMSO 1% (Figuras 24C e 24D),
diferentes alteracdes teciduais, tais como edema, necrose coagulativa,
desorganizacéo do tecido muscular e congestéo vascular. Também, identificou-
se infiltrado inflamatério perivascular e intersticial, bem como infiltrado adiposo
local. Em diferentes regides do tecido, identificaram-se alteracées mais graves,
como a auséncia de nucleos celulares, que esta geralmente associada a necrose
e a desorganizacao dos sarcomeros. Esses achados corroboram a patogénese
aguda descrita na literatura, que relata uma reacdo inflamatéria em que
neutroéfilos substituem parcialmente a camada muscular, resultando na perda da
arquitetura tecidual e em miosite severa em camundongos infectados pelo MAYV
(MOTA et al., 2020).

Em paralelo, no grupo dos animais tratados com ribavirina e infectados pelo
MAYV, a andlise tecidual apresentou possiveis infiltrados inflamatérios,
presenca de tecido adiposo associado a infiltrado inflamatorio, e, também, areas
de desorganizacgéao tecidual no musculo e presenca de nucleos alongados. Em
dadas regifes, notou-se a auséncia de nucleos e necrose coagulativa e danos
caracteristicos de miosite inflamatéria infecciosa (Figuras 24E e 24F). Esses
resultados estdo condizentes com a literatura existente, que destacam que a
eficacia de diferentes tratamentos antivirais em modelos murinos, s&o
frequentemente limitadas e insuficientes no qual ndo impedem o

comprometimento histopatolégico apds a indugdo da infeccdo (ROSA et al.,
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2023), o que demonstra e reforca que a ribavirina ndo atuaria como agente

protetor eficaz contra a patologia induzida pelo virus.

Os achados histopatolégicos demonstraram menor comprometimento
tecidual nos animais tratados com a fragdo FAC-1 quando comparados aos
grupos tratados com DMSO 1% e ribavirina, sugerindo um possivel efeito
protetor da fragdo FAC-1 contra os danos musculares induzidos pela infeccao
por MAYV. Nesse grupo, 0s animais infectados e tratados com a fracdo FAC-1
da alga apresentaram apenas leve infiltrado inflamatorio (Figuras 24G e 24H). A
capacidade de proteger o tecido assemelha-se ao observado na literatura para
o silimarina, um composto natural que demonstrou diminuir significativamente os
infiltrados inflamatdrios nos musculos esqueléticos e reduzir diferentes danos
teciduais através da modulacdo da resposta inflamatéria em camundongos
BALB/c infectados pelo MAYV (LIMA et al., 2026).

O grupo dos animais néo infectados apresentou tecido muscular preservado,
sem alteracdes histopatologicas evidentes (Figuras 24A e 24B). Em conjunto,
esses resultados demonstram que a fracdo FAC-1 apresentou melhor
preservacao do tecido muscular quando comparada as analises histopatologicas
dos animais do grupo tratado com ribavirina e DMSO 1%, destacando seu
potencial na reducdo dos danos musculares e da miosite inflamatéria induzida

pela infeccdo por MAYV em camundongos BALB/c.

6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSAO

A fracdo FAC 1, derivada da alga marinha Dictyota menstrualis,
apresentou expressiva atividade antiviral contra ao virus Mayaro (MAYV), com

97% de inibicdo na concentracao de 20 ug/mL e ECs, de 4,1 ug/mL.

Em ensaios com neurdnios de retina de embrides de pinto, a fragdo FAC-
1 apresentou efeito protetor contra a infecgéo pelo MAYV, principalmente nas

concentracdes de 20 pg/mL, mantendo a morfologia e a integridade celular.
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No ensaio virucida, a FAC-1 apresentou efeito direto moderado sobre as
particulas virais, promovendo 28% de inibicdo da infectividade do MAYYV,
sugerindo que sua principal atividade antiviral ndo esta associada diretamente a
inativagdo da particula viral, mas possivelmente relacionada a interferéncia em

outras etapas do ciclo de multiplicacéo.

Em contrapartida, no ensaio de adsorcdo, a FAC-1 demonstrou forte
capacidade de interferir na ligacdo do virus as células hospedeiras, atingindo
81% de inibicdo, evidenciando que sua principal agéo antiviral ocorre na etapa
inicial da infecg&o, bloqueando a entrada viral.

Os resultados obtidos demonstram que a fracdo FAC-1 apresenta efeitos
relevantes durante a infecgao experimental por MAYV. O tratamento com FAC-
1 promoveu reducao significativa do edema nas patas, com regressao mais
rapida do inchaco em comparacdo aos demais grupos. Também foi observada
uma recuperac¢ao mais precoce do peso corporal nos animais tratados, porém,
sem diferenca estatistica. Logo, a juncao dos resultados indica uma tendencia
de melhora no estado clinico geral ao longo da infeccdo dos animais tratados

com a fracdo da alga.

A andlise da citometria revelou que a FAC-1 exerceu acao
imunomoduladora. No linfonodo inguinal, observou-se aumento na frequéncia de
linfécitos T CD4* e reducdo de células T reguladoras (Treg). No baco, o
tratamento com a fracdo FAC-1 promoveu reducao de linfocitos totais, CD4",
CD8* e Treg em comparacdo aos grupos infectados tratados com DMSO 1% e

ribavirina.

Na analise histopatolégica do tecido muscular, os animais infectados e
tratados com a fracdo FAC-1 da alga apresentaram leve infiltrado inflamatorio,
demonstrando menor comprometimento tecidual quando comparados aos
grupos tratados com DMSO 1% e ribavirina, sugerindo um possivel efeito
protetor da fragdo FAC-1 contra os danos musculares induzidos pela infeccao
por MAYV.

De forma geral, os dados obtidos indicam que a fracdo FAC-1 possui um

potencial promissor como agente antiviral e imunomodulador contra ao MAYV,
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tanto in vitro quanto in vivo. Sendo assim, esses dados corroboram e justificam
para um futuro investimento na avaliacdo da seguranca da FAC-1 em modelos

mais robustos.

6.2 PERSPECTIVAS

Como perspectiva, é importante avaliar o efeito imunomodulador da FAC-
1 em animais nao infectados, para determinar sua capacidade de modular a
resposta imune na auséncia da infec¢do viral. Também, € necessario repetir 0s
experimentos com camundongos BALB/c machos, a fim de identificar possiveis

diferencas na resposta ao tratamento entre 0s sexos.

Além disso, deve-se investigar o linfonodo popliteo, visto que, quando a
infeccdo ocorre na pata dos animais, este é o principal linfonodo de drenagem
do sitio de infeccdo, a fim de avaliar a possivel migracdo e o recrutamento de

células do sistema imune.
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