


ALYNE VIEIRA BARROS

AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL ANTIVIRAL DE EXTRATOS
DA PLANTA Guettarda angelica Mart. ex Mull. Arg. FRENTE A

VIRUS ANIMAIS

Campinas, 2011

II



/N

— A
=Y

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Ciéncias Médicas

AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL ANTIVIRAL DE EXTRATOS
DA PLANTA Guettarda angelica Mart. ex Mull. Arg. FRENTE A

VIRUS ANIMAIS

Alyne Vieira Barros

Dissertacdo de Mestrado apresentada a P6s-Graduagao da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para Obtengdo do titulo de Mestre em Clinica
Médica, Area de Concentracdo Ciéncias Basicas. Sob

orientacéo da Prof2. Dr?. Clarice Weis Arns

Campinas, 2011

III



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROSANA EVANGELISTA PODEROSO ~ CRB8/6652
BIRLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Barros, Alyne Vieira, 1986 -

B278a Avalizzéo in vitro do potencial antiviral de extratos da
planta Gueftarga angefica Mart. Ex MUll. Arg.frente a
virus anirnais, / Alyn= Vizira Barros. — Campinas, SP :
[s.nl] 2011,

Orantador - Clarice Weis Ams
Disserlacio (Meastrads) - Universidace Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciénrias Médicas.

1. Agentes antivirais. 2. Extratos vegetais. 3,
Herpesvirus. 4. Metapneumovirus. 5. Orthoreovirus
avigiio. | Arms, Clarice Weis. I, Universidade Estadual
de Campinas. Faculdads oe Ciéncias Médicas. L.
Tituia,

Informacdes para Bibiiolecs Diaiial

Titulo em inglés: /n vitro antiviral evaluation of plant extracts of Guettarda Guettarda
angelfiza Mart. Ex MU Arg. aganst animal viruses

Palavia-chave em inglés:

Didanosine

Plant extracts

Herpesviruses

Avian metapneumovirus

Crthorecvirus, Avian

Lrea de Coientragis: Sientas 3asicas
Titulagdo: Mestre em Clinica Medica
Banca examinadora;

Clarice Weis Arns [Orientadci]

Viviane Fongaro Botosse

Luciana Kohn Konecny

Data da defesa: C5-02-2011

Programa de P33-Graduacio: Faculdace de Ciérciag Médicas



Orientador (a) PROFA. DRA. Clarice Weis Arns % é/¥

uuuuu

Membros: e

M, /
1. PROFA. DRA. VIVIANE FONGARO BOTOSSO \[ gfe [ " [

2, PROFA. DRA. LUCIANA KONECNY KOHN ;.|

3. PROFA. DRA. CLARICE WEIS ARNS M s

Programa de P6s-Graduagdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas

Data: 05 de agostode 2011




Dedicatoéria

Dedico esta dissertagdo de mestrado a Maria Helena e Carlos Alberto, que em
nenhum momento mediram esforgos para realizagdo dos meus sonhos, que me
guiaram pelos caminhos corretos, me orientaram a fazer as melhores escolhas,
me mostraram que a honestidade e o respeito sdo essenciais a vida, e que
devemos sempre lutar pelo que queremos. A eles devo a pessoa que me fornei,
sou extremamente feliz e tenho muito orgulho por chamd-los de pai e mde.

AMO VOCES!
V1



Agradecimentos

A Professora Dr. Clarice Weis Arns, pela orientagdo, por sempre estar pronta a
nos atender, pelo carinho, dedicacéo, respeito e acima de tudo por acreditar na
minha capacidade.

A minha querida “Co-orientadora” Dr?. Maria Judite, pelo companheirismo, pela
dedicacgao, por me aceitar, por me ajudar e por me acalmar quando muitas vezes
o desespero falou mais alto, ah se nao fosse vocé!

A Dr®. Luciana Konecny Kohn, pela atencdo, pelo carinho, pelo conhecimento
transmitido, e por estar sempre disposta a ajudar.

A Dr. Isabela Cristina Simoni, pela paciéncia e ensinamento.

A Dr®. Aline O. Conceicdo, do Departamento de Ciéncias Biolégicas, da
Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus - Bahia que auxiliou para a
realizacdo deste trabalho fornecendo os extratos e as fracbes de Guettarda
angelica Mart. ex Mill. Arg.

Aos amigos Daniel, Luciana Antoniassi, Marina, Matheus e Paulo pelas étimas
histérias vividas e longos papos, pela amizade e por ajudar a tornar a vida
académica muito mais divertida. Agradeco também aos grandes funcionarios da
UNICAMP, Paula (Paulet) e Geneci, por toda a ajuda e risadas.

Ao meu incrivel namorado, Guilherme, por todo amor e companheirismo nos
momentos de conquistas e perdas.

Aos grandes amigos Camila (Camis), Erika, Equipe PP7, Fabiola, Gabys, Loreni

(Loly), Mauricio, Renata Grisoli, Rita, Thais e Will Lioto por tornarem meus finais

VII



de semana mais alegres. Vocés sempre terdo um lugar especial em minha vida.
VALEU!

A minha mae Maria Helena, meu pai Carlos Alberto, a minha “vovézinha” querida
e toda familia pelo amor, afeto, incentivos constantes e por acreditarem em mim.
Aos funcionarios do laboratério de Biologia Celular do Instituto Biol6gico em Séo
Paulo pela compreensao e colaboragéo.

A Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pelo apoio
financeiro.

Agradeco a Deus, por todas as oportunidades, por olhar por mim e por toda a
minha familia. Obrigada Senhor por colocar tantas pessoas boas em meu caminho
que me fizeram ter forgcas para chegar até aqui.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para que eu chegasse a

conclusao deste trabalho.

Muito Obrigada!!

VIII



"Para ser bem sucedido no trabalho, a primeira coisa
a fazer é apaixonar-se por ele."

Mary Lauretta

IX



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Planta
1.2. Plantas Medicinais

1.3. Terapia Antiviral

PAG.

X1l

XV

17

17

19

21

1.4. Familias Herpesviridae, Paramyxoviridae e Reoviridae utilizadas como

modelos para os testes dos extratos e fracoes de Guettarda angelica Mart. ex

Muill. Arg.

1.4.1. Herpesviridae

1.4.1. 1. Herpesvirus bovino

1.4.1. 2. Herpesvirus suino

1.4.1. 3. Herpesvirus equino

1.4.2. Paramyxoviridae

25

25

26

27

29

31



1.4.2.1. Metapneumovirus aviario

1.4.3. Reoviridae

1.4.3.1. Reovirus aviario

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3. CAPITULOS

CAPITULO 1

CAPITULO 2

4. DISCUSSAO GERAL

5. CONCLUSOES GERAIS

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

32

35

36

38

38

38

39

58

77

81

82

X1



LISTA DE ABREVIATURA

SuHV-1
BoHV-1
EHV-1
ARV
aMPV
CPE

MNCC

nm
CCso
ICso

Sl
MTT
VERO
MDBK
CER
IBR
DA
SHS
TRT

Vi

Mg

Herpevirus suino tipo 1
Herpesvirus bovino tipo 1
Herpesvirus equino tipo 1
Reovirus aviario
Metapneumovirus aviario

Efeito citopatico

Maximum non-citotoxic concentration (concentragdo maxima
nao-citotoxica

Nandmetro

Concentracgao citotéxica a 50%
Concentragdo inibitoria a 50%
indice de Seletividade
[3-(4,5-dimethylthiazol-z-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]
African green monkey kidney cells
Madin Darby kidney bovine cells
Chicken embryo related cells
Rinotraqueite infecciosa bovina
Doenca de Aujeszky

Sindrome da cabeca inchada
Rinotraqueite dos perus

indice de inibigao viral

Micrograma
XII



uL
SFB
MEM
DMSO
SDS
HCI

TCIDsg

Microlitro

Soro fetal bovino

Meio Eagle Minimo
Dimetilsulfoxido de sodio
Dodecil sulfato de sédio
Acido Cloridrico

Dose que infecta 50% da cultura de tecido

XIII



RESUMO

Estudos de plantas medicinais com conhecimento tradicional tém sido uma fonte
potencial de substancias com atividades farmacoldgicas e biolégicas significantes.
Guettarda angelica Mart. ex MUll. Arg. (Rubiaceae) é uma planta medicinal no qual
suas raizes sao popularmente utilizadas para diversos fins terapéuticos, incluindo
veterinario. Estudos antimicrobianos com raizes desta planta também relataram
uma atividade in vitro contra bactérias. Como as infeccdes virais ainda continuam
sendo um sério problema mundial, a etnofarmacologia fornece uma abordagem
alternativa para descoberta de novos agentes antivirais. O objetivo do presente
trabalho foi o estudo antiviral de extratos da casca das raizes, folhas e sementes
de G. angelica frente aos herpesvirus bovino (BoHV-1), suino (SuHV-1) e equino
(EHV-1), reovirus (ARV) e metapneumovirus aviario (aMPV). A atividade antiviral
foi testada in vitro em células Vero e MDBK utilizando os ensaios de reducédo do
titulo viral e o ensaio quantitativo colorimétrico através do MTT. Inicialmente, a
concentragdo maxima nao-citotoxica (MNCC) dos extratos foi determinada nas
células através da observacdo de suas alteragcbes morfoldgicas. Estudos
realizados através da reducdo dos titulos virais mostrou que apenas o extrato
aquoso de sementes (AEs) apresentou uma atividade antiviral contra o BoHV-1,
SuHV-1, EHV-1 e ARV. Assim, esse extrato foi posteriormente avaliado pelo
método MTT para determinagdo do CCso (concentragéo citotoxica a 50%), ICso
(concentragao inibitéria a 50%) e o Sl (indice de seletividade). Os valores de CCsg

do extrato AEs foram 400,60 e 920,50 para células Vero e MDBK,
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respectivamente. E os valores de ICsy e Sl foram 22, 79 e 40,39 para BoHV-1;
91,30 e 10,08 para SuHV-1; 19,95 e 20,08 para EHV-1; e 23,59 e 17,00 para ARV.
Esses resultados indicam que a semente de G. angelica contém compostos com

atividade antiviral promissora e baixa toxicidade.
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ABSTRACT

Study of medicinal plants with traditional knowledge has been a potential source of
substances with significant pharmacological and biological activities. Guettarda
angelica M. (Rubiaceae) is a medicinal plant where its roots are popularly used for
various therapeutic purposes including veterinary. In vitro antimicrobial studies also
related antibacterial activity of these roots against bacteria. Like viral infections still
remain a serious worldwide problem, the ethnopharmacology provides an
alternative approach for discovery of new antiviral agents. The aim of the present
work was the antiviral study of extracts from roots bark, leaves and seeds of G.
angelica against bovine (BoHV-1), swine (SuHV-1) and equine (EHV-1)
herpesviruses, avian reovirus (ARV) and metapneumovirus (aMPV) The antiviral
activity was tested in vitro on Vero and MDBK cells using the viral titer assay and
the quantitative colorimetric assay through MTT. Initially, the maximum non-
citotoxic concentration (MNCC) of extracts was determined in cells by observation
of their morphological alterations. Studies through the reduction of viral titers
showed that only the aqueous extract from seeds (AEs) presented an antiviral
activity against BoHV-1, SuHV-1, EHV-1 and ARV. Then, this extract was further
evaluated by MTT method to determine the CCsp (50% cytotoxic concentration),
ICs0 (50% inhibitory concentration) and Sl (selectivity index). The values of CCs of
AEs extract were 400.60 and 920.60 to Vero and MDBK cells, respectively. And
the values of ICsp and Sl were 22.79 and 40.39 for BoHV-1; 91.30 e 10.08 for

SuHV-1; 19.95 and 20.08 for EHV-1; 23.59 and 17.00 for ARV. These results
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indicate that the seeds from G. angelica contain composts with promising antiviral

activity and low toxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1. PLANTA

O género Guettarda, pertencente a familia Rubiaceae, compreende mais de
10.000 espécies de plantas extensamente distribuidas em areas tropicais e
popularmente utilizadas na América do Sul para tratamento de ferimentos e
inflamagdes (Barroso, 1986; Capasso et al., 1998; Mongrand et al., 2005). Em
levantamento bibliografico realizado no género, foi constatado o estudo de apenas
nove espécies, dentre elas, as espécies brasileiras Guettarda platypoda DC e
Guettarda angelica Mart. ex Mill. Arg., encontradas nas regiées nordeste e centro-
oeste, utilizadas popularmente como antifebril (Sousa et al., 1984; Bhattacharyya e
Almeida, 1985). Além disso, ha estudos sobre a atividade antiviral de glicosideos
de G. platyploda sobre os virus da estomatite vesicular e rinovirus (Aquino et al.,
1989) e especificamente sobre G. angelica, estudos mostraram uma atividade
antibacteriana (Bispo et al., 2004).

Guettarda angelica, conhecida popularmente como Angélica-do-mato,
Angélica-da-terra ou Angélica-mansa, € uma planta medicinal predominante em
regides de caatinga e utilizada para diversos fins terapéuticos. A casca da raiz e
seu lenho sdo preparados por decocgédo e utilizados na medicina popular para
anemia, dispepsias, febre amarela, febre puerperal e febre tifica. Na medicina
veterinaria é empregada como vulneraria, febrifuga e adstringente, e na cura de

diarréias de bovinos e equinos (Herbarium, 2011). Esta espécie foi escolhida com
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base em seu potencial valor terapéutico, uma vez que, no Brasil, muitas espécies
do género sao utilizadas na medicina popular contra infecgdes.

A caatinga € um ecossistema predominante no nordeste do Brasil. A
vegetacdo compreende uma area de aproximadamente 844.453 km? e se estende
pela totalidade do estado do Ceara (100%), mais da metade da Bahia (54%), da
Paraiba (92%), de Pernambuco (83%), do Piaui (63%) e do Rio Grande do Norte
(95%); quase metade de Alagoa (48%) e Sergipe (49%); além de pequenas
porcdes de Minas Gerais (2%) e do Maranhao (1%) (Silva e Albuquerque, 2005;
IBGE, 2004).

Na caatinga encontra-se uma grande diversidade de espécies vegetais que
apresentam um potencial econémico e sdo usadas em propriedades rurais como
forrageiras, frutiferas e madeireiras para diversas finalidades. Muitas destas
também apresentam uso medicinal, especialmente pelas familias nas areas rurais
(Embrapa, 2004). Sua vegetacédo tipica € seca, espinhosa e adaptada a solos
mais estéreis devido a escassez de chuvas durante grande parte do ano.
Entretanto, durante os periodos chuvosos as folhagens voltam a brotar e a
paisagem fica mais verde. A vegetacdo da Caatinga também ¢é alvo de grande
exploracdo humana pela atividade agricola desenvolvida, pelo extrativismo na
extracdo de madeira e lenha e pelo uso da pecuaria extensiva (Albuquerque et al.,
2005; Moreira et al., 2006). A exploragcao econémica das plantas da Caatinga de
maneira predatoria esta degradando seus recursos naturais e provocando perdas

qguase que irrecuperaveis de espécies vegetais e animais (Embrapa, 2004).
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1.2. PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais na terapéutica € muito antigo e esta
intimamente relacionado com a propria evolugdo do homem. Dados histéricos
revelam a sua utilizagdo ja pelo homem de Neanderthal que usava de suas
propriedades magico-simbdlicas quando se deparava com algum tipo de maleficio.
Para utilizarem as plantas como medicamentos, os homens antigos valiam-se de
suas proprias experiéncias empiricas de acerto e erro, da observagao do uso de
plantas pelos animais e da intervencéo divina para determinadas doencas. Em
suma, percebe-se que mitos, lendas e tradicbes apontam para o emprego amplo
de plantas medicinais em todos os tempos, em todas as camadas sociais e quase
em toda a humanidade (Roman Jr., 2003; Oliveira et al., 2006; Turolla e
Nascimento, 2006).

Nos paises em desenvolvimento, o alto custo dos medicamentos sintéticos
e a falta de acesso para as comunidades distantes limitam a aquisicdo de
farmacos a uma parcela privilegiada da populagdo e por isso 0 uso de plantas
como medicamento vem aumentando dia a dia em todo o mundo. Por varios
motivos, sejam de ordem meédica, social, cultural, econébmica ou filosofica, as
plantas medicinais tém sido uma opc¢éao terapéutica para uma parcela crescente da
populacao brasileira, rural ou urbana. Assim, aproximadamente 70 a 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento ainda confiam na medicina popular e
utilizam algum tipo de planta na busca do alivio de alguma sintomatologia dolorosa

ou desagradavel. Sendo que desse total, pelo menos 30% da-se por indicacao
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médica (Yunes et al., 2001; Veiga Jr. et al., 2005; Peron et al., 2008). Outro fator
que tem contribuido para o crescente interesse por terapias alternativas e o uso
terapéutico de produtos naturais, especialmente os derivados de plantas, € a
existéncia de estudos cientificos para alguns produtos fitoterapicos comprovando
sua eficacia clinica e seguranga (Veiga Jr. et al., 2005). Estima-se que 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica foram desenvolvidos de fontes naturais:
25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais (Calixto, 2000). Vale
ressaltar que a utilizacdo de plantas medicinais traz vantagens ambientais ja que
sdo produtos biodegradaveis e seu suprimento é auto-sustentavel devido a

diversidade da flora medicinal (Hammond et al., 1997).

A expansao do mercado de medicamentos fitoterapicos no Brasil é bastante
notéria. Entre aqueles com maior numero de registros de formulagcbes se
encontram os extratos de Ginkgo biloba L. que é eficaz no tratamento de doencas
cognitivas e de Aesculus hippocastanum L. (castanha-da-india) que possui
atividade antiedema e é eficaz no tratamento sintomatico de pacientes que sofrem
de insuficiéncia venosa crbnica. Entre os extratos de plantas nativas ou
domesticadas no Brasil, destacam-se os preparados de Mikania glomerata
Sprengel (guaco), que apresenta atividade expectorante; Maytenus ilicifolia Schrad
(espinheira-santa), com atividade antiulcerogénica; Paullinia cupana Kunth
(guarana), estimulante do sistema nervoso central (SNC). Além das plantas do
género Passiflora (maracujd), que apresentam atividade sedativa e ansiolitica

(Ribeiro et al., 2005; Carvalho et al., 2008).
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Com isso, os trabalhos de pesquisa com plantas medicinais podem originar
novos medicamentos em menor tempo, mais baratos e mais acessiveis a
populagdo, do que os medicamentos sintéticos importados (Yunes e Calixto,

2001).

1.3. TERAPIA ANTIVIRAL

Os virus sdao chamados de parasitas intracelulares obrigatérios porque
somente se multiplicam no interior das células. Eles sdo particulas compostas por
um cerne interno contendo DNA ou RNA recobertos por uma camada protéica
protetora, denominada capsideo. Alguns virus possuem uma membrana externa
lipoproteica, denominada envelope ou envoltério, que recobre o capsideo
(Levinson e Jawetz, 2006).

A maioria das doencas infecciosas que afetam o homem e o animal é
causada por virus. E as diversas medidas sanitarias adotadas envolvem o controle
das doencas através de vacinas, o que é dificil quando a doencga ja esta instalada
ou tratamento com remédios para alivio dos sintomas e em alguns casos, 0
combate direto do virus ou de seus produtos, os chamados agentes antivirais
(Simoni, 2003).

O primeiro interesse, que se tem registro, no desenvolvimento de novos
agentes antivirais a partir de plantas surgiu ap6s a Segunda Guerra Mundial. Em
1952, a companhia farmacéutica Boots (Nottingham, Inglaterra) realizou uma

triagem de 288 plantas a procura de alguma que apresentasse atividade anti-
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influenza. Essa atividade foi encontrada para doze espécies. Desde entdo, muitos
sd0 0s grupos de pesquisa que realizam programas com esse tipo de selegao,
avaliacado da atividade antiviral in vitro ou in vivo de extratos vegetais (Jassim e
Naji, 2003; Mukhtar et al., 2008).

Muitos estudos ja demonstraram a importancia de extratos e metabdlitos
especiais de plantas como potentes agentes inibidores de virus. Alguns séo
apontados como alternativas viaveis aos atuais antivirais empregados ou, até
mesmo, como seus coadjuvantes no combate as doencas virais. Espera-se que a
necessidade de novas classes de antivirais que atuem em alvos moleculares
distintos ou ainda simultaneamente em mais de um alvo possa ser substituida pela
diversidade estrutural dos metabdlitos especiais encontrados no reino vegetal.
Alguns mecanismos de acdo e/ou alvos moleculares atribuidos a essas
substancias ja foram elucidados e incluem: a inibicdo da entrada do virus na
célula, a inibicdo da sintese de DNA ou RNA e a inibicdo de enzimas da
reproducao viral (Jassim e Naji, 2003; Mukhtar et al., 2008; Naithani et al., 2008).

Muitas plantas da medicina tradicional tém sido relatadas por apresentar
atividade antiviral e algumas delas ja sédo utilizadas para tratamento de infec¢des
virais em animais e humanos. Na literatura é possivel encontrar diversos estudos
baseados na atividade antiviral de extratos ou compostos isolados de plantas.
McCutcheon e colaboradores (1995) publicaram os resultados dos testes de
extratos metanodlicos de 100 espécies vegetais britanicas frente a sete virus. Doze
deles apresentaram promissoras atividades em concentragdes nao citotoxicas.

Rosa nutkana Presl| var. nutkana e Amelanchier alnifolia Nutt. var. humptulipensis
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(Jones) Hitchc. foram ativas contra um coronavirus entérico; Potentilla arguta
Pursh inibiu completamente o virus sincicial respiratério (RSV); Ipomopsis
aggregata (Pursh) Grant var. aggregata exibiu atividade contra o virus
parainfluenza tipo 3; Lomutium dissectum (Nutt.) Math. et Const. var. multifidiun
(Nutt.) Math. et Const. inibiu o efeito citopatico do rotavirus; e os extratos
preparados com as seguintes espécies foram ativos contra o virus herpes simplex
tipo 1 (HSV-1): Conocephalum conicum (L.) Dum. (Conocephalaceae), Lysichiton
umericunum Hulten et St. John (Aracaceae), Polypodium glycyrrhizu D.C. Eaton
(Polypodiaceae) e Verbuscum thapsus L. (Scrophulariaceae).

O uso de plantas medicinais também se aplica na area veterinaria para
tratamento de doencas como, por exemplo, para a Doenca de Newcastle, mas
nem sempre com respaldo cientifico (Waihenya et al., 2002). Plantas como Melia
azedarach, Cedrela tubiflora, Acanthospermum hispidim e o éleo de Minthostachys
verticillata apresentaram atividade antiviral para o herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-
1) (Descalzo e Coto, 1989; Cordoba et al., 1991; Summerfield et al., 1997; Zanon
et al.,, 1999; Primo et al., 2001) enquanto que Acanthospermum hispidim,
Phyllanthus orbicularis e Stryphnodendron adstringens apresentaram atividade
antiviral para o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) (Summerfield et al., 1997; del
Barrio e Parra, 2000; Felipe et al., 2006). Lupini et al. (2009), estudou trés
diferentes extratos de castanhas (Castanea spp.) a partir de madeira e um
Quebracho (Schinopsis spp.) também extraido desta maneira, todos contendo

taninos e atualmente utilizado na industria de alimentacdo animal, apresentaram
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atividade antiviral in vitro contra reovirus aviario (ARV) e metapneumovirus aviario
(aMPV).

Uma grande estratégia para a agao antiviral € o desenvolvimento e 0 uso de
farmacos capazes de prevenir uma infecgdo ou de combaté-la, uma vez
comecgada. No entanto, apesar de quase 50 anos de pesquisa, o arsenal de
farmacos antivirais permanece pequeno, em contraste com a enorme quantidade
de medicamentos antibacterianos e antifungicos disponiveis (Flint et al., 2000).
Esses farmacos ainda apresentam graves restricbes de uso, tais como reduzido
espectro de atividade, utilidade terapéutica limitada e varios graus de toxicidade
(De Clercq, 2004; Arora et al, 2009). Desta forma, ainda & de extrema
necessidade validar as pesquisas com plantas medicinais, desenvolver novas
tendéncias tecnoldgicas para assegurar uma terapéutica mais segura e
consequentemente buscar novas alternativas terapéuticas efetivas para doencas
virais, a base de substancias com potente atividade, com um minimo de efeitos
colaterais e, preferivelmente, com mecanismos de agao diferentes daqueles dos

medicamentos ja existentes (Galina, 2003).
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1.4. FAMILIAS HERPESVIRIDAE, PARAMYXOVIRIDAE E REOVIRIDAE
UTILIZADAS COMO MODELOS PARA OS TESTES DOS EXTRATOS E

FRACOES DE Guettarda angelica Mart. ex Mill. Arg.

1.4.1. HERPESVIRIDAE

Os herpesvirus sdo virus que contém uma molécula de DNA linear, fita
dupla, circundados por uma substancia amorfa, o tegumento, possuem um
capsideo icosadeltahédrico de aproximadamente 100 nm de didmetro contendo
162 capsémeros e um envelope glicoprotéico. A replicagdo ocorre no nucleo,
formando inclusdes intranucleares, e sao 0s Unicos virus que adquirem o envelope
mediante brotamento pela membrana nuclear. Os herpesvirus s&o muito
importantes devido a sua capacidade de causar infecgbes latentes no sistema
nervoso do hospedeiro apds a infecgdo aguda. A infeccao latente persiste por toda
a vida do animal, podendo ser reativada natural e/ou experimentalmente,
resultando em excrecao e transmissao de virus (Levinson e Jawetz, 2006).

As doencas causadas pelos herpesvirus pertencentes ao género
Varicellovirus, familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, sao as mais
comumente observadas em humanos e animais (Levinson e Jawetz, 2006). Em
animais, os principais representantes desta subfamilia sdo os herpesvirus bovino

tipo 1 (BoHV-1), suino tipo 1 (SuHV-1) e equino tipo 1 (EHV-1).
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1.4.1. 1. Herpesvirus bovino

Os herpesvirus sao responsaveis por uma ampla gama de condicées em
ruminantes, incluindo doencas neuroldgica, respiratoria, genital e fetal. As
infecgbes podem ser de natureza inaparente a fatal. Existem cinco diferentes
grupos de herpesvirus bovino que séo classificados como: BoHV-1, BoHV-2,
BoHV-3, BoHV-4 e BoHV-5 (Ardans, 2003). O BoHV-1 é um dos agentes virais
mais importantes no rebanho bovino podendo causar diversas manifestagbes
como: doenga respiratoria, conhecida como rinotraqueite infecciosa bovina (IBR);
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV); balanopostite pustular infecciosa (IPB);
conjuntivite; reabsorgdo embriondria; abortos; infertilidade temporaria; nascimento
de animais fracos; queda brusca na produgédo de leite; e infecgdes sistémicas
resultando em meningoencefalite (Cerqueira et al., 2000; Vieira et al., 2003).

A IBR tem sido identificada na Africa do Sul, Australia, Canad4, Estados
Unidos, Nova Zelandia, Reino Unido e Europa, apresentando-se mais comumente
em rebanhos confinados e em grandes fazendas de criacao (Cavalcante, 2000;
Straub, 2001). A infeccdo pelo virus BoHV-1 vem causando sérias perdas
econdmicas em rebanhos leiteiros e tem sido alvo de estudos em varias partes do
mundo devido justamente a este impacto extremamente negativo da infecgéo por
esse virus na pecuaria bovina (Junqueira et al., 2006).

No Brasil, os coeficientes de soropositividade variam de 10,6% a 96% (Lage
et al., 1996; Melo et al.,, 1997; Vieira et al., 2003) porém, apesar da grande

variacao relatada, a maioria dos estudos foi realizada ou com namero pequeno de
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amostras englobando poucos municipios ou, muitas vezes, com populacoes
especificas ou ambas as situagdes (Anunciacao et al., 1989; Vieira et al., 2003;
Barbosa et al., 2005). Outra questdo a ressaltar é que, no Brasil, ha uma
deficiéncia de pesquisas que abordem fatores de risco para esta infecgao.

As vacinas previnem o desenvolvimento de sintomas clinicos e reduzem a
eliminagao de particulas virais, no entanto, ndo impedem a infecgao viral e laténcia
(Ackermann et al., 1982; Osério, 1998). Paises europeus com baixa prevaléncia
do BoHV-1 ndo permitem o uso de vacinas e erradicam a enfermidade utilizando
sorodiagnostico e eliminacdo dos animais reagentes (Ackermann et al.,, 1990a;
Ackermann et al., 1990b; Straub, 1991). Quando a prevaléncia do BoHV-1 é
elevada, a erradicacdo torna-se onerosa pelo custo dos descartes, sendo mais
viavel, neste caso, a vacina com marcador genético que permite a diferenciacao
entre animais infectados e vacinados utilizando um teste ELISA (Van Oirschot et
al., 1996), porém a comercializagdo desta vacina ndo esta autorizada no Brasil

(Fava et al., 2003).

1.4.1. 2. Herpesvirus suino

O herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1), causador da Doenca de Aujeszky
(DA) ou pseudo-raiva, se constitui em um importante obstaculo a exploracao e ao
comércio internacional de suinos em todo o mundo. A DA é uma virose altamente
contagiosa, que acomete principalmente a espécie suina, que é considerada o

principal reservatério do virus e o seu mais importante disseminador. A sua

28



ocorréncia em outras espécies como ruminantes, felinos, caninos e roedores é
consequéncia do contato com suinos infectados (Sobestiansky et al., 1999; Santos
et al., 2008).

A DA tem uma distribuicdo mundial e no Brasil, a dornga foi diagnosticada
pela primeira vez em 1912 e, posteriormente, foi identificada em todos os estados
das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, além da Bahia e Ceara. Nos ultimos
anos, a infecgdo tem sido mais frequentemente relatada em Santa Catarina (SC),
o que fez com que fosse implementado um programa estadual de erradicagao. A
partir deste programa, desde julho de 2004, a DA ndo é mais identificada em SC
(Franco e Roehe, 2007). A DA é uma enfermidade de importancia sanitaria e
econdmica na suinocultura e de notificacdo anual obrigatoria (Groff et al., 2005).

A DA pode provocar diversos sinais clinicos como: transtornos reprodutivos,
respiratérios e do sistema nervoso central, causando altas taxas de morbidade e
mortalidade de leitdes, reducdo da performance dos reprodutores e reducédo do
desenvolvimento dos animais em crescimento e terminacdo (Mettenleiter, 2000;
Silva et al., 2005, Franco e Roehe, 2007). Os sinais clinicos da infeccao pelo
SuHV-1 variam de acordo com fatores epidemiol6gicos como endemicidade e
suscetibilidade dos individuos. A ocorréncia da DA em areas endémicas é
associada a manifestacdes reprodutivas. A introdugéo do virus em rebanhos livres
resulta em sinais clinicos caracteristicos, que variam de acordo com a faixa etaria.
Em animais jovens predominam sinais neurolégicos com a taxa de mortalidade
aproximando-se dos 100%. Os animais adultos ou em gestacao apresentam febre,

taxas variaveis de aborto, reabsorcdo fetal, dificuldade respiratéria e,
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eventualmente, vémitos. A mortalidade nessa faixa etdria é geralmente baixa
(Groff et al., 2005; Zanella et al., 2007).

Devido a capacidade deste virus causar infec¢do latente, os animais
soropositivos constituem-se em reservatorios e fonte potencial de disseminagéo
do virus da DA na qual é transmitido por contato direto ou indireto de animais
susceptiveis com secre¢gdes contaminadas ou animais infectados (Groff et al.,
2005; Franco e Roehe, 2007).

As estratégias de combate ao SuHV-1 variam de acordo com a situagao
epidemioldgica da infecgdo nas areas alvo. Em todas as situagdes, o papel dos
portadores latentes se reveste de importancia fundamental e deve permear a
planificagdo e adogcdo das medidas adequadas. Em geral, as estratégias séo
baseadas em uma combinagcdo de vacinagdo, identificacdo e descarte de
soropositivos, além de medidas gerais de prevencao (Groff et al., 2005; Franco e

Roehe, 2007).

1.4.1. 3. Herpesvirus equino

Existem cinco diferentes grupos de herpesvirus equino que séao
classificados como: EHV-1, EHV-2, EHV-3, EHV-4 e EHV-5. O EHV-1 tem sido
associado a aborto em éguas; doenga do trato respiratdrio superior em cavalos
jovens que vem acompanhada de aumento do volume de linfonodos locais e
descarga nasal serosa, que pode se tornar mucopurulenta como consequéncia de

infeccbes secundarias bacterianas; e doenca neuroldégica ocasional. A
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equideocultura constitui importante segmento do agronegocio brasileiro. Aléem de
sua ligagdo com a pecuaria comercial, a atividade possui uma forte inter-relacao
com setores ligados ao lazer, a cultura, ao esporte e ao ecoturismo (Ardans, 2003;
Groff et al., 2005).

O EHV-1 é um virus cosmopolita, distribuindo-se nas diferentes populagbes
de cavalos de varios paises (Crabb e Studdert, 1995). No Brasil, o EHV-1 foi
detectado pela primeira vez em 1964 (Corréa e Nilsson, 1964) sendo
posteriormente isolado em estados do sul e sudeste (Nilsson e Corréa, 1966;
Weiblen et al., 1994; Moreira et al., 1998). No seu conjunto, as informacodes
disponiveis indicam que o EHV-1 estd circulando de forma significativa nas
populagcées de equinos do Sul e do Sudeste brasileiro. O alto indice de animais
sorologicamente positivos, em contraste com um numero baixo de sinais clinicos
reportados, parece indicar a importancia das infecgées assintomaticas no ciclo do
EHV-1 (Cunha et al., 2002).

A infeccéo pelo EHV-1 é enzodtica na maioria das popula¢des de equinos e
uma parcela significativa dos animais de areas endémicas apresenta anticorpos
contra 0 agente. Entretanto, a maioria dos testes sorolégicos ndo é capaz de
diferenciar anticorpos contra EHV-1 e EHV-4, devido a extensa reatividade
cruzada entre os dois virus. O EHV-1 é transmitido de forma horizontal, por
contato direto e indireto entre animais susceptiveis e que estdo excretando o virus.
O virus é excretado durante a infeccdo aguda e durante episédios de reativacao

da infeccao latente (Ardans, 2003; Franco e Roehe, 2007).

31



A vacinacado continua até hoje como uma importante estratégia para
combater a infeccdo por EHV-1, em combinagdo com medidas de gestdo. O
principal tipo de vacina comercialmente disponivel € a vacina inativada de EHV-1,
que oferece diferentes niveis de protecao contra a doencga através da indugéo de
anticorpos. A eficacia da vacinagao contra infecgées causadas pelos EHV-1 ainda
é limitada em intensidade e duracdo. Mesmo entre animais vacinados pode haver
a disseminacao sistémica dos virus, atribuida aos mecanismos de escape viral do
sistema imune, mas o0s sinais clinicos tendem a ser mais brandos. Tratamentos,
incluindo o uso de antibiéticos de amplo espectro, sdo recomendados para
minimizar o quadro clinico e prevenir infeccées secundarias (Franco e Roehe,
2007; Paillot et al., 2009).

Programas de manejo adequados ainda se constituem na melhor forma de
prevencdo e controle para o EHV-1. Entre outros, o material derivado de abortos
deve receber atencdo especial, sendo recomendavel o correto descarte do feto,
placenta e camas através da incineracdo ou enterro (Moreira et al., 1998;

Gilkerson et al., 1999).

1.4.2. PARAMYXOVIRIDAE

Os virus da familia Paramyxoviridae incluem importantes patégenos do
trato respiratério de humanos e animais. A familia é constituida por virus
envelopados que contém genoma RNA de fita simples ndo segmentado e de

polaridade negativa (Arns et al., 2007).
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Os paramixovirus sdo responsaveis por algumas enfermidades de grande
relevancia na Medicina Veterinaria, tanto por sua prevaléncia como pelo impacto
econdmico na producdo animal. Dentre estes destaca-se o metapneumovirus

aviario (aMPV).

1.4.2.1. Metapneumovirus aviario

O metapneumovirus aviario (aMPV), anteriormente classificado no género
Pneumovirus, foi reclassificado dentro do género Metapneumovirus por apresentar
0 genoma com oito genes organizados em uma ordem diferente dos outros 10
géneros de pneumovirus de mamiferos. Esses virus ndo apresentam atividade
hemaglutinante e de neuraminidase, sendo incapazes de aglutinar eritrécitos de
mamiferos e aves. Todas as fases da replicacdo dos metapneumovirus ocorrem
no citoplasma e este é constituido de quatro subgrupos distintos (A, B, C e D),
sendo os tipos A e B os mais prevalentes. O subgrupo C foi identificado apenas
nos Estados Unidos da América e o subgrupo D surgiu isoladamente em um surto
de rinotraqueite em perus na Franca (Lamb e Kolakofsky, 1996; Arns et al., 2007)

Os primeiros relatos da presenca do aMPV em producbes avicolas de
galinhas e perus foram realizados no final dos anos 70, na Africa do Sul (Buys e
Du Preez, 1980; Buys et al., 1989). No Brasil, seu isolamento foi realizado a partir
de material proveniente de matrizes antes da introdugéo da vacina no pais (Arns e

Hafez, 1995). Embora ndo existam dados disponiveis sobre a circulagao do aMPV
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em diversas areas geograficas, dois paises se declararam livres destes virus:
Austréalia (Bell e Alexander, 1990) e Canada (Heckert e Myers, 1993).

O aMPV é o agente etiolégico da rinotraqueite em perus (TRT) e esta
associado a sindrome da cabeca inchada (SHS) em aves comerciais (Dani et al.,
1999). Este agente causa uma doenga aguda e altamente contagiosa do trato
respiratério em aves comerciais e populagbes de aves silvestres em todas as
partes do mundo (Munir e Kapur, 2003).

A TRT é caracterizada por espirros, estertores traqueais, edema dos seios
infraorbital, nasal e muitas vezes frontal, com descarga ocular. A descarga nasal
pode se tornar mucopurulenta devido infeccdo bacteriana secundaria. Apesar da
replicagdo dos virus ocorrer na traquéia e pulmdes, ela € muito mais limitada ao
trato respiratério superior, onde as particulas virais podem ser detectadas mais
facilmente (Cook, 2000). A forma mais grave da doenca em galinhas é causada,
provavelmente, pela associacao do aMPV com infec¢des bacterianas secundarias
(Gough, 2003). A SHS é caracterizada por apatia, edema de face e seios
infraorbitais. Além disso, desorientacdo cerebral, torcicolo e opistétono
frequentemente sao relatados com a progressao da doenga (O’brien, 1985; Hafez,
1993). Em poedeiras e matrizes de perus, a infeccdo pelo aMPV provoca queda
na qualidade e na produgao de ovos (Stuart, 1989; Cook et al., 1996).

A transmiss&o do aMPV ocorre por contato direto ou indireto entre aves, por
aerossois e através de racdo, agua e cama contaminados. Em condicdes de baixa
umidade, m& ventilagao, calor intenso e poeira, a disseminagado da doenga entre

galinhas criadas em cama é rapida (cerca de 24 horas). No caso de aves criadas
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em gaiolas, em boxes ou galpdes separados, a disseminacédo da doencga pode ser
lenta (cerca de 1 a 2 semanas) (Arns et al., 2007).

Em galinhas, a morbidade pode chegar a 10%, a produgdo de ovos de
matrizes é frequentemente afetada e a mortalidade raramente excede 2%. A SHS
é relatada tanto em frangos de corte como em matrizes e, nessas ultimas, a
evidéncia do papel do aMPV como agente etiolégico primario da enfermidade é
maior (Cook, 2000). Porém, ele ndo € o unico causador associado a SHS, outros
agentes também foram descritos, como o virus da bronquite infecciosa (VBI)
(Morley e Thomson, 1984) e Escherichia coli (Droual e Woolcock, 1994). Em
contrapartida, a morbidade em perus é elevada, podendo chegar a 100% e a
mortalidade é variavel, dependendo da presenca de infeccbes bacterianas
secundarias (Arns et al., 2007).

As boas praticas de manejo e biosseguranca sao importantes para prevenir
e minimizar os efeitos da infeccao pelo aMPV. Embora a infec¢cao por este virus
ndo possa ser tratada diretamente, a utilizagdo de antibidticos € importante para
controlar infec¢cdes bacterianas secundarias (Stuart, 1989; Hafez e Weiland,
1990). A forma de utilizacdo dos antibiéticos empregados pela industria avicola
tem mudado consideravelmente na ultima década devido, principalmente, as
preocupacoes sobre as possiveis consequéncias negativas a saude humana
causadas pela sua utilizacao excessiva (Singer e Hofacre, 2006; Arns et al., 2007).

As infeccdes pelo aMPV podem ser prevenidas pela vacinacdo. As vacinas
oferecem uma excelente protecdo em perus e também em galinhas quando

administradas corretamente. Uma Unica vacinagdo pode oferecer protecdo aos
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perus durante toda a vida. Entretanto, pode ocorrer reinfeccdo na fase tardia da
vida. Por isso, em alguns casos, 0s perus sdo revacinados depois de
aproximadamente 10-12 semanas (Cook, 2000). Em frangos, a protecao durante
toda a vida também pode ser obtida com uma unica dose de vacina. Em galinhas,
a administracdo de vacina inativada oferece uma reducao dos efeitos da infeccao
pelo aMPV na producdo de ovos. Desta forma, recomenda-se a primovacinagao
com vacinas vivas atenuadas, para estimular clones de células de memodria,
obtendo assim uma resposta mais efetiva. A revacinagado deve ser realizada com
uma vacina inativada. Embora a vacina néo proteja completamente os animais, o0s
sinais respiratorios serdo mais brandos em caso de infecgdo. As vacinas contra os
subtipos A e B oferecem uma excelente protecéo cruzada entre eles (Cook et al.,
1995; Eterradossi et al., 1995; Toquin et al., 1996). Além disso, estas vacinas
também oferecem protecdo contra o isolado Colorado, subtipo C (Cook et al.,
1999) e contra os isolados do subtipo D (Toquin et al., 1999). No Brasil, sao

utilizadas vacinas contra os subtipos A e B.

1.4.3. REOVIRIDAE

A familia Reoviridae é composta por virus que infectam uma ampla
variedade de hospedeiros, incluindo invertebrados, plantas e vertebrados. As
infeccbes de vertebrados afetam principalmente o trato gastrointestinal e
respiratério. Esta familia é constituida por virus que apresentam um genoma RNA

fita dupla segmentado, auséncia de envelope glicoprotéico, simetria icosaédrica e
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capsideo duplo. Esses virus realizam o seu ciclo replicativo no citoplasma das
células hospedeiras (Alfieri et al., 2007).

A familia Reoviridae é formada por 15 géneros, porém apenas cinco
infectam  vertebrados (Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus e
Aquareovirus). Destes géneros, destacam-se os Orthoreovirus que apresentam
uma importancia na area veterinaria, provocam perdas econdémicas para a
industria avicola e foram denominados genericamente como reovirus (Alfieri et al.,

2007; ICTV, 2009).

1.4.3.1. Reovirus aviario

O género Orthoreovirus é subdividido em duas espécies: ortoreovirus
(reovirus) de mamiferos e ortoreovirus (reovirus) aviario. Os reovirus aviarios se
caracterizam pela especificidade de hospedeiro, diversidade antigénica e pela
auséncia antigénica de atividade hemaglutinante, o que contrasta com a
caracteristica hemaglutinante dos reovirus dos mamiferos. Dentre 0s reovirus
aviarios, sao descritos 11 sorotipos distintos que, de acordo com a distribuicdo
geografica, espécie aviaria e material clinico de origem, podem apresentar
consideravel reatividade soroldgica cruzada devido a presenga de antigenos
comuns (Alfieri et al., 2007).

O Reovirus aviario (ARV) foi isolado pela primeira vez em 1954, por Fahey

e Crawley em frangos com problema respiratério crénico sendo posteriormente

caracterizado por Petek et al. (1967). No Brasil, o primeiro isolamento desse virus
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foi realizado por Bottino et al. (1975) a partir de aves reprodutoras com processos
inflamatérios articulares. O ARV ja foi descrito em varias espécies aviarias
destacando-se entre elas frango de corte, galinha de postura, peru, codorna e
ganso (Georgieva e Jambazova, 2003).

As infecgoes por ARV tém sido associadas com uma variedade de doengas,
destacando principalmente a tenosinovite ou artrite viral que provoca lesdes de
carater inflamatorio crdénico na articulacdo tibiotarsica, ocasionando dificuldade de
locomogéo. Além disso, outras manifestagdes também estdo associadas, como
doencas respiratérias e entéricas, miocardite, hepatite, anemia, osteoporose,
hidropericardio, empastamento da cloaca, mortalidade de pintinhos, sindrome da
refugagem e sindrome de ma absorcdo. Geralmente, a mortalidade das aves
ocorre devido a inanigdo e desidratacdo (Jones, 2000; Vasconcelos et al., 2001;
Alfieri et al., 2007). A transmissdo do virus ocorre tanto vertical como
horizontalmente e esta relacionado a uma série de fatores que vao desde a
grande resisténcia da particula viral ao ambiente até a rota de transmissdo. O
controle dessa enfermidade é dificil, a taxa de morbidade pode chegar a 100% e a
taxa de mortalidade é relativamente baixa (em média 5%) (Jones, 2000; Alfieri et
al., 2007).

A vacinacao de reovirus de criadores pode ser feita com vacinas vivas ou
inativadas ou combinagdes de ambas. As vacinas inativadas sdo muito mais
eficientes se precedida pela vacinagdo com vacinas vivas (Van der Heide, 1996;

Rosenberger, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a atividade antiviral de extratos da planta Guettarda angelica

Mart. ex MUll. Arg. frente a virus animais de importancia na medicina veterindria.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a citotoxicidade de extratos e fracoes de G. angelica frente a

linhagem celular de rim de macaco verde africano (Vero) e de rim bovino (MDBK).

b) Avaliar a atividade antiviral de extratos e fracbes de G. angelica em
concentragbes nao-citdxicas frente ao herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1),
herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1), herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1),

metapneumovirus aviario (aMPV) e reovirus aviario (ARV).

c) Avaliar os extratos inibidores pelo ensaio colorimétrico (MTT) e obter os

indices de seletividade.
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CAPITULO 1

Evaluation of antiviral potential of Guettarda angelica against

animal herpesviruses

Alyne Vieira Barros, Lorena Mendes Araujo, Fernando Faustino de Oliveira, Aline
Oliveira da Conceicao, Isabela Cristina Simoni, Maria Judite Bittencourt

Fernandes, Clarice Weis Arns

(Artigo submetido para publicagéo, Research in Veterinary Science, Maio de 2011)
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ABSTRACT

Many medicinal plants have been screened for their antiviral properties in order to
find novel and alternative antiviral agents. Guettarda angelica is a plant from
Brazilian Caatinga region which roots are popularly used for various therapeutic
purposes including veterinary. These roots also demonstrated an in vitro
antibacterial activity. The aim of this work was to investigate the in vitro antiviral
activity of root barks, leaves, and seeds from G. angelica against the bovine
(BoHV-1), swine (SuHV-1) and equine (EHV-1) herpesviruses. Firstly, extracts of
plant parts were screened through the virus yield reduction assay. Only the
aqueous extract from seeds (AEs) showed a significant antiviral activity (p<0.01)
against all herpesviruses. Thus, the selectivity index (Sl) of this extract was
determined by colorimetric MTT assay by calculating the ratio CCsp (50% cytotoxic
concentration) over 1Csy (50% viral inhibitory concentration). AEs showed no
cytotoxic effect at the inhibitory concentrations (ICso= 91.30+£0.03 pg/mL,
22.791£0.04 pg/mL and 19.95+0.01 pg/mL for BoHV-1, SuHV-1 and EHV-1,
respectively) with CCso values of 400.60+0.20 pg/mL for Vero cells and
920.50£0.19 pg/mL for MDBK cells. The Sl values were 10.08 (SuHV-1), 20.08
(EHV-1), and 40.39 (BoHV-1). Considering these results, G. angelica seeds are

promising as antiviral source encouraging further investigation.

Key-words: Guettarda angelica; bovine herpesviruses 1; swine herpesviruses 1;
equine herpesvirus 1; antiviral activity; MTT method.
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Introduction

The therapeutic use of plants is known since the beginning of the civilization
and even today medicinal plants are used for peoples all over the world. Many
times, they are the only accessible remedy source in developing countries and
considered as an important source of drugs discovery (Rates, 2001; Agra et al.,
2008; Brandao et al., 2010). The selection of plants by the ethnopharmacological
criteria increases the probability to find new substances with significant
pharmacological and biological activities (Rates, 2001; Chattopadhyay & Naik
2007). Thus, in this context, Brazil takes advantage due to its wide biodiversity and
ethnological diversity.

Even though advances on medical strategies to control viral infections have
been taking place, these agents are still a cause of concern and represent a risk
for public health. The synthetic antiviral drugs that are available in the market are
often of high costs and unsatisfactory with restricted range and adverse effects
(Martim & Ernst, 2003; Cos et al., 2006; Chattopadhyay & Naik, 2007; Agra et al.,
2008). Also, mutant viruses resistant to the existing antiviral agents arise upon
treatment (Rates, 2001; Cos et al., 2006). Therefore, higher plants may serve as
promising sources of novel antiviral compounds (Cowan, 1999; Rates, 2001;
Jassim & Naji, 2003).

In the veterinary field, the herpesviruses are responsible for important
diseases in almost all domestic animal species and like all members of the
Herpesviridae family, they establish latent, life-long infections. Bovine herpesvirus
1 (BoHV-1) is the major pathogen of cattle and can cause serious economic losses
in dairy herds. Among diverse diseases, this virus is responsible for the infectious
bovine rhinotracheitis (IBR) as well as abortions and neonatal systemic infections
(Murphy, 1999; Muylkens, 2007). The swine herpesvirus 1 (SuHV-1) causes a
disease in pigs, known as Aujeszky’'s disease being pigs reservoir for other
secondary host species as bovine. Its economic impact on the pig industry
worldwide is due the high rates of morbidity and mortality leading to restrictions on
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international trade of swine products. The virus affects the nervous system of
young animals and also causes abortion, fetal loss, mummification, and stillbirth
(Murphy, 1999). Equine herpesvirus 1 (EHV-1) is an important ubiquitous enzootic
equine pathogen. The infected horses may exhibit either milder clinical respiratory
signs or serious neurological illness and abortion in pregnant mares (Murphy,
1999; Ostlund, 1993).

Guettarda angelica Mart. ex MUll. Arg. belonging to the Rubiaceae family is
found in “Caatinga” region of the northeast of Brazil and is known as Angélica do
mato, Angélica da terra, or Angélica mansa (The New York Botanical Garden,
2006; Agra et al., 2008). The medicinal use of its roots includes the treatment of
anemia, dyspepsia, pains and fever, and in veterinary medicine it is used against
fever and to “cure” bovine and equine diarrhea (Bispo et al., 2007; Agra et al.,
2008). Diverse plants of this family are also used in Brazilian traditional medicine
(Agra et al., 2008). Furthermore, Guettarda platypoda, other species of this genus,
and Uncaria tomentosa, other genus of this family, exhibited in vitro antiviral effect
(Aquino et al., 1989). In our previous studies, methanolic and aqueous extracts
from G. angelica roots bark showed in vitro antibacterial activity against Gram

positive bacteria (Bispo et al., 2007).

The antiviral studies with plant extracts have increased in the last decades
and the results have shown that plants are potential sources of compounds that
are able to inhibit and/or decrease the viral infection (Cowan, 1999; Jassim & Naji,
2003; Martim & Ernst, 2003; Brandao et al., 2010). Thus, herein, we reported the
evaluation of in vitro antiviral activity of Guettarda angelica extracts on bovine,

swine, and equine herpesviruses 1.
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Material and Methods
Plant material

The root barks, leaves and seeds of Guettarda angelica Mart. ex Mull. Arg.
(Rubiaceae) were collected at Lomanto small beach, in the region of Jequié (13°
51'S, 40° 14' W), Bahia State , Brazil, in December, 2003 . The voucher specimen
was deposited on Herbarium of the Centro de Pesquisa do Cacau (BA) and
identified as NY Specimen ID 1015301.

Preparation of extracts

The crude aqueous extracts from seeds (AEs) and leaves (AEIl) were
prepared by grinding of dried materials in a mixer, followed by addition of distilled
water (10%, w/v) and maintenance at 4°C for 8 h (AEs) and 24 h (AEI). To prepare
the aqueous extract from the root barks (AEr), the material was boiled for 15
minutes. All aqueous extracts were filtered on filter paper and freeze-dried. The
methanolic extract from the root barks (MeOHEr) and its subsequently partition
with organic solvents obtaining the hexane (HexF), ethyl acetate (AcOEtF) and
aqueous (AgF) fractions were also prepared. Briefly, 5 g of each powdered root
barks was initially soaked in 50 mL of methanol for 24 h being soaked again for
another 24 h. The resultant extract was filtered and concentrated in a rotary
evaporator under reduced pressure at a temperature of 30°C. Organic extracts
were solubilised at a 45% proportion of dimethyl sulfoxide (DMSO; Merck) and
freeze-dried. The preparation of extracts and fractions of G. angelica is

schematized in Fig. 1.
LOCAL - FIGURE 1

All freeze-dried fractions and extracts were solubilised in equal parts of
distiled water and Earle minimum essential medium (MEM-Vitrocell) twice

concentrated to reach a concentration of 5,000 ug/mL excepting for the EAr (4,000
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Mg/mL). After that, they were sterilized by filtration (0.22 um filter) and stored at -
20°C.

Viruses and cell lines

The Los Angeles strain of BoHV-1 and Nova Prata strain of SuHV-1 were
propagated in Madin Darby bovine kidney cells - MDBK (ATCC-CCL 22). The
A4/72 strain of EHV-1 was propagated in African green monkey kidney cells — Vero
(ATCC-CL 81). The MDBK and Vero cells were maintained in MEM with 10% fetal
calf serum. To perform the tests, the cells were seeded in 96 sterile microplates at
3x10* cells/well and incubated at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere.

Cytotoxicity assay by cell morphology analysis

After 24 h of cell seeding, the medium was removed and the cells were
exposed to 100 pL of increasing concentrations of plant fractions and extracts,
ranging from 5.0 to 2,500 ug/mL except for AEr (4.0 to 2,000 yg/mL), in triplicate.
Controls consisted of cells incubated with MEM only. In order to determine the
maximum non-cytotoxic concentration (MNCC), the cell morphology alterations
were observed until 96 h after the treatment by inverted light microscopy.

Antiviral assay

Antiviral screening was based in viral yield reduction technique (Cos et al.,
2006). Briefly, 24 h after cell seeding and withdrawal of the medium, the cells were
treated with 100 pL of extracts or fractions at dilutions corresponding to each
MNCC. After 1h of incubation, 50 pL of logarithmic dilutions of each virus were
added, in triplicate, and the microplates were incubated again. Controls consisted
of untreated infected cells (virus titer), untreated non-infected cells (cell control)

and the positive antiviral control (Acyclovir - SQRFB). The cells were observed for
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the presence of cytopathic effect (CPE) every day, up to 4-6 days after treatment.
The viral titers were determined by 50% infective dose in tissue culture-TCIDs
(Reed & Muench, 1938). The antiviral activity was determined by the difference of
the viral titers between treated-infected cells and untreated-infected cells and
expressed as viral inhibition index (VII). A plant extract was considered inhibitor
when the VII was = 1.5 (Simoni et al., 2007). ANOVA followed by Tukey test was
used to evaluate the difference between the VII values. A p value of less 0.01 was
considered statistically significant. The inhibitor extracts were further assessed by
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide-Sigma)

colorimetric method.

MTT colorimetric assay

Both cell viability and antiviral activity were evaluated by MTT technique
described in Zandonai et al. (2010) with minor modifications. For the cell viability
assay, after 24 h of cell seeding and withdrawal of the medium, the cells were
incubated with 100 pL/well of increasing concentrations of plant extracts, in
quadruplicate. After 48-72 h, the medium was removed and 50 pL of MTT solution
(1 mg/mL, Sigma) prepared in MEM was added to each well. After incubation of 4
h, the MTT solution was removed and 100 uL of sodium dodecyl sulfate (SDS-
Merck) in 10% HCI 0.001N was added to dissolve formazan crystals. The
microplates were incubated overnight and the intensity of the color (absorbance)
was automatically measured using the spectrophotometer (Spectra Max Plus 384)
and a wavelength of 540 nm. Controls consisted of cells incubated with MEM
only.The 50% cytotoxic concentration (CCso) was defined as the material
concentration that reduced the cell viability by 50% when compared to untreated

controls.

This same procedure was used to obtain the minimal concentration of
extracts required to inhibit 50% of viral growth except by addition of viral

suspension containing 200 TCID/100 uL after putting the extract dilutions. Viral
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controls consisted of the cells incubated with MEM and virus. The 50% inhibitory
concentration (ICso) was defined as the concentration of the material that inhibited

50% of viral replication when compared to virus control.

The CCsyp and 1Csy were obtained from nonlinear regression analysis of
concentration-effect curves by GraphPad Prism 5 Demo program and represent
the mean t standard deviation of three independent experiments. The selectivity
index (Sl) was calculated from the ratio CCso/ICsy.

Results

The maximum non-cytotoxic concentration (MNCC) of the each plant extract
and fraction from G. angelica is shown in Table 1. In MDBK cells, the MNCC for
aqueous extracts from the leaves (AEIl), seeds (AEs) and roots (AEr) was 800
ug/mL, 400 pg/mL and 250 pg/mL, respectively; meanwhile, the MNCC for the
methanolic extract from roots (MeOHEr) was 200 pg/mL. In Vero cells, these
values were 1,250 ug/mL (AEl), 625 pg/mL (AEs), 500 ug/mL (AEr) and 312 pg/mL
(MeOHEr). The fractions of MeOHEr: AgF, and AcOEtF, showed the highest
values of MNCC and equals for both cells, corresponding to a low cytotoxicity
(1,600 pg/mL for MDBK cells and 1,250 ug/mL for Vero cells). On the other hand,
the HexF fraction presented a higher cytotoxicity with MNCC of 80 pg/mL (Vero
cells) and 50 pg/mL (MDBK cells).

LOCAL TABLE 1

The antiviral screening of plant extracts and fractions was carried out in
MDBK cells infected with BoHV-1 and SuHV-1, and in Vero cells infected with
EHV-1. As can be seen in Table 1, AEs had an antiviral activity against the three
viruses showing VIl of 2.30 (BoHV-1), 2.72 (SuHV-1) and 1.57 (EHV-1). Unlike, the

remaining extracts and fractions obtained VII lower than 1.5 and without antiviral
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effect on any viruses. The three virus strains were resistant to acyclovir (data not

shown).

As the AEs extract was the only to present significant antiviral activity in the
screening assays, the selectivity index (Sl) was calculated only for it (Table 2). The
ICso values were 22.79 pg/mL for BoHV-1, 91.30 pg/mL for SuHV-1, and 19.95
ug/mL for EHV-1. AEs showed no cytotoxic effect at these inhibitory concentrations
with CCsp values of 400.60+£0.20 pg/mL for Vero cells and 920.50+£0.19 pg/mL for
MDBK cells. The Sl values obtained from these data were 40.39, 10.08 and 20.08
for BoHV-1, SuHV-1, and EHV-1, respectively.

LOCAL TABLE 2

Discussion

The initial strategy of the present work was based on ethnopharmacology
approach of G. angelica focusing on the antiviral activity of different parts of this
plant against animal herpesviruses. The antiviral screenings are made firstly using
cell cultures to measure cytotoxic and antiviral effects (Jassim & Naji, 2003; Cos et
al., 2006). Firstly, the MNCC of extracts and fractions from G. angelica were
established through cellular morphological alterations (Ozcelik et al., 2005; Simoni
et al.,, 2007). Comparatively, it could be attributed a higher degree of toxicity to
HexF fraction, however for application purposes in antiviral field, no matter the kind
of extraction we have but the antiviral activity obtained from a nontoxic
concentration. The data reported here show for the first time the in vitro toxic effect
of G. angelica on cells.

After obtaining the MNCC of each material, the antiviral screening was done
based on the viral yield reduction assay. This assay as well as other techniques
options as plaque reduction/inhibition assay (Felipe et al., 2006; Cos et al., 2006),
inhibition of virus-induced cytopathic effect (Ozcelik et al., 2005; Cos et al., 2006),

and endpoint titration technique (Cos et al., 2006) have been reported for in vitro
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determination of antiviral activity of plant extracts or compounds. The ACV was
used as positive control in this screening. However, all herpesvirus strains showed
a resistance to this drug. Reports describe either a resistance or a susceptibility of
BoHV-1 and SuHV-1 to this antiviral (De Clercq 1982; Thiry et al. 1983); Garré et
al. (2007) related an in vitro moderate effect of ACV against EHV-1. Therefore,
other nucleoside analogues should be used as positive control in future antiviral
assays. Anyway, the ACV has been used on a limited basis in veterinary medicine.
In this context, the researches on antiviral compounds from plant origin that
overcome the conventional antiviral agents against ACV-resistant viral strains are

worth.

Early studies using the root barks from G. angelica demonstrated a potential
in vitro antimicrobial action showing antibacterial activity against Staphylococcus
aureus, Enterococcus foecalis and Salmonella spp validating its specific traditional
therapeutic use against bacterial diseases (Bispo et al., 2007). Other studies using
the roots from another species of Guettarda, G. platypoda showed antiviral activity
against vesicular stomatitis virus and rhinovirus (Aquino et al., 1989). Also, recent
studies reported the antiviral activity of roots or stem barks of some other Brazilian
plants against the BoHV-1 (Felipe et al., 2006) and SuHV-1 (Melo et al., 2008;
Hsuan et al., 2009). Leaves extracts of other plant families presented promissory
antiviral results on the bovine and swine herpesviruses (Summerfield et al., 1997;
del Barrio & Parra, 2000; Ikuno et al., 2003; Hsuan et al., 2009). However all these
reports revealed the potential of either roots or herpesvirus susceptibility to plant
products, in our initial screening, neither roots nor leaves extracts of G. angelica

showed antiviral activity against the animal herpesviruses.

Otherwise, the aqueous extract of the G. angelica seeds (AEs)
demonstrated antiviral activity against the three animal herpesviruses. This could
be attributed to the presence of compounds such as proteins and peptides and
flavonoids, known for their antiviral properties (Cowan, 1999; Jassim & Naji, 2003).
As regard the antiviral activity specifically from seed extracts, many studies have
been published both on human and other animal viruses (Wei et al., 2004;
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Gongalves et al., 2005; Ozcelik et al., 2005; Soltan & Zaki, 2009). Against the
herpesviruses studied here, Lombardo et al. (2004) described an inhibition of
BoHV-1 by proteins extracted from seeds of Senna occidentalis. Camargo Filho et
al. (2008) isolated a peptide from Sorghum bicolor with virucidal activity against

diverse viruses including BoHV-1.

The results obtained with the seeds of G. angelica were promising in the first
level and moved us to continue their studies. AEs was also evaluated by MTT
method in order to obtain its SI. The Sl is fundamental to discard any possible toxic
effect of the extract on the cells that could be confused with an antiviral activity.
According with the Sl value, it can conclude that the antiviral activity of a plant
extract is true and not a result of its cytotoxic effect on cells, so expresses a safety
index of the material tested. Moreover, an antiviral activity is relevant when the
extract tested has ICsg values bellow 100 pg/mL (Cos et al., 2006). Taken together
the 1Cso and Sl values of AEs extract are in accordance with these data
encouraging its further bioassay-guided fractionation to identify the compounds
responsible for its antiviral effects.

Conclusion

This is the first description of antiviral activity of G. angelica. The inhibition of
the three animal herpesviruses by its seed exiract demonstrate a broad
antiherpesviral spectrum and makes of this plant a promising source of antivirals.
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Guettarda angelica

Aqueous extract
of seeds (AEs)
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Ethyl acetate
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(ACOEIF)
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(AqF)

Figure 1. Preparation of extracts and fractions from Guettarda angelica.
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Table 1. Cytotoxicity of Guettarda angelica extracts and fractions and their antiviral

activity against bovine (BoHV-1), swine (SuHV-1) and equine
herpesviruses 1.
MNCC (pg/mL) Vil
Vero MDBK
Extracts Cells Cells BoHV-1 SuHV-1 EHV-1
AEr 500 250 0.57 0.11 0.69
MeOHEr 312 200 0 0.62 0.60
AgF 1,250 1,600 0.50 0.50 0.50
AcOEtF 1,250 1,600 1.13 0 0.56
HexF 80 50 0 0 0.13
AEI 1,250 800 0.63 0.24 1.13
AEs 625 400 2.30 2.72 1.60

(EHV-1)

AEr: aqueous extracts from root barks; MeOHEr: ethanolic extract from root barks; AgF(aqueous), AcOEtF (ethyl acetate),

and HexF(hexane) fractions from MeOHEr fractionation; AEIl: aqueous extracts from leaves; AEs: aqueous extracts from

seeds. MNCC: maximum non-cytotoxic concentration; VII: viral inhibition index; *p<0.01 by Anova followed by Tukey test.
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Table 2. Selectivity index (Sl), and cytotoxic and antiviral activities of aqueous

extract from Guettarda angelica seeds (AEs) against bovine (BoHV-1), swine

(SuHV-1) and equine (EHV-1) herpesviruses 1 by MTT assay.

Vero cells MDBK cells BoHV-1 SuHV-1 EHV-1
Extract
CCsp (pg/mL)? ICso(ng/mL)°  SI° ICs50(pg/mL)  SI ICs50(pg/mL) Si
400.60 + 920.50 +
AEs 0.20 0.19 22.79+0.04 40.39 91.30 +0.03 10.08 19.95+0.01 20.08

*50% cytotoxic concentration; ®50% inhibitory concentration; °ratio of CCs to ICs.
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ABSTRACT

Natural products, specially plants, are an inexhaustible source of compounds with
promising biological activities, including antiviral action. The cytotoxic and antiviral
activities of root barks, leaves and seeds from Guettarda angelica Mart. ex Mull.
Arg. (Rubiaceae) were evaluated against two avian viruses: reovirus (ARV) and
metapneumovirus (aMPV). Initial studies by reduction method of viral titer
demonstrated that only the aqueous extract from seeds (AEs) showed an antiviral
activity against the ARV. From this, the AEs exiract was further evaluated by
quantitative colorimetric MTT method to determine the 50% cytotoxic concentration
(CCso), 50% inhibitory concentration (ICso) and the selectivity index (Sl) (CCso
/ICs0). The CCso, ICs0 and Sl values of AEs extract were 400.60, 23.59 and 17.00,
respectively. These results demonstrated that the seeds from G. angelica inhibited
to ARV infection with low toxicity. Studies more detailed should be continued in
order to elucidate the mechanism of action and to isolate the active principle
responsible for this activity.

Key-words: Guettarda angelica; avian reovirus; avian metapneumovirus; antiviral
activity; MTT method.
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1. Introduction

The use of natural products began there thousands of years with the
purpose to treat several diseases and as an alternative or complement to synthetic
drugs. Particularly the plants have an important role in global heath and despite
advances in modern medicine is estimated that about 25% to 30% of all drugs
evaluated as therapeutic agents are derived from natural products (Cordell, 1995;
Rates, 2001, Newman et al. 2003; Calixto, 2000; Veiga Jr. and Mello, 2008).

Guettarda angelica Mart. ex Mull. Arg. known as “Angélica do mato” is a
member of Rubiaceae family and found in Caatinga regions of the northeast of
Brazil (Flora Brasiliensis, 2011). The traditional therapeutic usage of its root barks
includes the treatment of anemia, dyspepsia, typhoid, yellow and puerperal fevers;
in veterinary medicine, it is used against fever and to “cure” bovine and equine
diarrhea (Herbarium, 2011). Specifically, in our previous studies it showed an
antibacterial activity against Staphylococcu aureus, Enterococcus foecalis and
Salmonella spp (Bispo et al., 2007) and their seeds presented an antiviral activity
against animal herpesviruses (Barros et al., 2011).

The viral infections are associated with considerable economic losses and
animal welfare problems in commercial turkey and chicken flocks. Avian reovirus
(ARV), member of the Reoviridae family, Orthoreovirus genus, is an RNA virus and
an important pathogen of birds (Rosenberger et al., 1989; Attoui et al., 2000;
Mertens, 2004). This virus was initially discovered as pathogenic agent that
induced viral arthritis syndrome or tenosynovitis in young chickens. Subsequently,
it was found to be ubiquitous among poultry flocks causing in the most
asymptomatic infections. ARV has also been associated with a variety of others
illness including enteric and respiratory diseases, myocarditis, hepatitis and the
malabsorption syndrome. Meanwhile, a direct relation between the presence of the
virus and the disease has only been conclusively demonstrated for the
tenosynovitis (Jones, 2000; van der Heide, 2000).
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Avian metapneumovirus (aMPV), also called turkey rhinotracheitis virus, is
classified in the Paramyxoviridae family, Pneumovirinae subfamily, within the new
genus Metapneumovirus (Fauquet et al., 2005). The aMPV, an RNA virus, causes
an upper respiratory tract infection in turkeys and in some other avian species is
involved in the etiology of multi-factorial disease such as swollen head syndrome of
chickens (Gough and Jones, 2008). The infection for aMPV is also associated to
egg drop in turkeys and ducks (Gough, 2003).

The most effective strategy to prevention of viral diseases is vaccination,
which can provides resistance to infections, as well as synthetic antiviral drugs.
However, there is still great need to develop new antiviral drugs that can substitute
for or complement therapy with currently available drugs (Cos et al., 2006;
Chattopadhyay and Naik, 2007; Orhan et al., 2009). Therefore, new types of
antiviral agents from natural sources, especially those that have high efficacy on
resistant mutant viral strains and low toxicity to host, are considered to be most
promising (Cordell, 1995; Cowan, 1999; Rates, 2001; Jassim and Naji, 2003).

Thus, the present investigation was the antiviral evaluation of Guettarda

angelica Mart. against avian reovirus and metapneumovirus.

2. Material and Methods
2.1 Plant material

Guettarda angelica Mart. ex Mill. Arg. was collected on December 2003, in
Jequié, State of Bahia, Brazil. The voucher specimen was deposited in the
Herbarium of the Centro de Pesquisa do Cacau, in the state of Bahia (NY
Specimen ID: 1015301).
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2.2 Preparation of extracts

The preparation of crude aqueous extracts from seeds (AEs), leaves (AEI)
and root barks (AEr) from Guettarda angelica as well as its methanolic extract from
the root barks (MeOHEr) and respective fractions: hexane (HexF), ethyl acetate
(AcOEtF) and aqueous (AgF) are described in Barros et al. (2011).

Finally, all freeze-dried fractions and extracts were solubilised in equal parts
of distilled water and Earle minimum essential medium (MEM-Vitrocell) twice
concentrated to obtain a final concentration of 5 mg/mL excepting for the EAr
which was solubilised at 4 mg/mL. After that, they were sterilized by filtration (0.22
um filter) and stored at -20 °C.

2.3 Cell line and Viruses

African green monkey kidney cells — Vero - were maintained in Eagle's
medium (MEM) enriched with 10% fetal calf serum. To perform the tests, the cells
were seeded in 96 sterile microplates at 3x10* cells/well and incubated at 37°C in a
humidified 5% CO, atmosphere for 24 h. The S1133 strain (Biovet) of avian
reovirus (ARV) and SHS-BR-121 strain of avian metapneumovirus (aMPV).

2.4 Cytotoxicity assays

After 24 h of cell monolayer, the medium was removed and the Vero cells
were treated with 100 pL of decreasing concentrations of plant extracts and
fractions, ranging from 2.5 to 0.005 mg/mL except for AEr which was from 2.0 to

0.004 mg/mL. The toxicity of the extracts and fractions was tested by two methods.
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1. Morphological changes were observed until 96 h after the treatment by inverted
light microscopy for the purpose of determine the maximum non-citotoxic
concentration (MNCC) (Simoni et al, 2007). 2. MTT assay was performed as
previously described by Mosmann (1983) and Zandonai et al. (2010), with minor
modifications. Briefly, between 48 to 72h of incubation of extracts and fractions in
Vero cells, the medium was removed and 50 yL of MTT solution (1 mg/mL, Sigma)
prepared in MEM was added to each well of microplate and it was incubated at 37
°C for 4 hours. This solution was converted by mitochondrial succinate
dehydrogenase enzyme into insoluble formazan. The MTT solution was removed
and replaced with 100 pL of Sodium dodecyl sulfate (SDS - Merck®) in 10% HCI
0.001N to dissolve formazan crystals. After overnight incubation at 37 °C, the
absorbance was measured at 540 nm by using spectrophotometer (Spectra Max
Plus 384), indicating the metabolic activity of the cells. The 50% cytotoxic
concentration (CCsp) was defined as the material concentration which caused a
50% reduction in the number of viable cells (Cos et al., 2006). The controls to both

methods consisted of the cells incubated with MEM only.

2.5 Antiviral activity assays

2.5.1 Viral titer reduction assay

The antiviral activity of plant extracts was performed by evaluating the
cytopathic effect (CPE). Briefly, 24 h after cell monolayer, the medium was
replaced by 100 uL of extracts at dilutions corresponding to each MNCC and the
microplates were incubated for 1 h. After this period, 50 uL of logarithmic dilutions
of each virus were added in triplicate and the microplates were incubated again.
Controls consisted of untreated infected (virus titer) and untreated non-infected
(cell control) cells. The cells were observed for the presence of CPE every day up

to 4-6 days after treatment. The viral titers were determined by 50% infective dose
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in tissue culture-TCIDsy (Reed and Muench, 1938) and the antiviral activities
expressed as viral inhibition index (VII) were calculated by the difference between
the viral titer in treated infected cells (T) and control infected cells (C). The plant

extract was considered inhibitor when the VIl was = 1.5 (Simoni et al., 2007).

2.5.1 MTT assay

After 24 h cell monolayer, the medium was replaced by 100 pL of decreasing
concentrations of plant extracts and 100 pL of virus suspension (200 TCID), in
quadruplicate. After that, the microplates were incubated for 48 h. Viral control
consisted of the cells incubated with MEM and virus. Cell viability was evaluated by
MTT colorimetric assay as described above for the cytotoxicity assay. The 1Cso
(50% inhibitory concentration) was defined as the concentration of the material that
inhibited 50% of viral replication when compared to virus control. The Sl (selectivity
index) was calculated from the ratio CCs¢/ICso (Cos et al., 2006).

2.6 Data analysis

All data were analyzed using the GraphPad Prism 5 to obtaining of the CCs
and ICs values. These values were obtained from nonlinear regression analysis of
concentration-effect curves and represent mean + standard deviation of three

independent experiments.

66



3. Results

3.1 Cytotoxicity

The assays to evaluate the cytotoxic concentration of the extracts and
fractions were performed before the antiviral activity assay. In Table 1 is described
the values of the maximum non-cytotoxic concentration (MNCC) of the each plant
extract and fraction of G. angelica that was established by cell morphological
alterations. The HexF fraction showed a higher toxicity to Vero cells, with MNCC in
the values of 80 pg/mL, when compared to other extracts and fractions of G.
angelica. Meanwhile, the AEl extracts and the AgF and AcOEtF fractions
presented a lower toxicity to cells with MNCC of 1,250 ug/mL. The remainder of the
extracts (AEr, MeOHEr and AEs) showed MNCC varying from 625 pg/mL to 312
ug/mL. Only AEs extract was also analyzed by MTT method in which obtained
CCsp of 400.60 to Vero cells (Table 2).

3.2 Antiviral activity assays

The antiviral activity evaluation of plant extracts and fractions of G. angelica
was held in Vero cells infected with ARV and aMPV. The screening test illustrated
in Table 1 showed that only AEs extract presented an antiviral activity against ARV
with VII of 3.24. The remaining extracts and fractions obtained VII lower to 1.5 for
ARV and aMPV (Table 1). Therefore, the AEs extract was evaluated by MTT
method. This extract was effective against ARV with ICsg and Sl values of 23.59
ug/mL and 17.00, respectively (Table 2).
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4. Discussion

In research of biological activity of plants extracts or fractions should be
included a preliminary study of toxicity to ensure its use therapeutic. The factors of
quality, safety and efficacy of the material tested are essential requirements and of
extreme importance.

The antiviral screenings are made firstly in cell cultures. The cells are great
tools that allow a detailed study of viral diseases (Jassim and Naji, 2003; Cos et
al., 2006). In this work, the metapneumovirus avian (aMPV) that is usually
propagated in the CER cells, was adapted in Vero cells in order to standardization
assay the viruses strains (ARV and aMPV) in the same cell line. Both virus strains
used were successfully propagated to the Vero cell line featuring the characteristic
CPE of each virus (Robertson and Wilcox, 1986; Goyal et al., 2000; Cook, 2000;
Easton et al, 2004). Thus, we established the MNCC values of extracts and
fractions from G. angelica in Vero cell cultures. The MNCC value of HexF was
lower than the others materials. Comparatively, it could be attributed high degree
of toxicity to this fraction, but for application purposes, the most important is to use
an extract or fraction in a concentration below its toxic concentration regardless of

which it is.

The antiviral activity screening of this study was based on inhibition of CPE
by inverted light microscopy to determine the viral inhibition index (VII) through of
the difference between the viral titers (Koseki et al., 1990; Ozcelik et al., 2006;
Simoni et al., 2007). None root barks and leaves materials from G. angelica
presented an antiviral activity against the ARV and aMPV although the roots have
presented an antibacterial activity against Gram-positive bacteria (Bispo et al.,
2007). There are few reports in literature of the antiviral activity of roots or stem
barks and leaves of other plant families against the ARV and aMPV. Meyer et al.
(1997) studying in vitro antiviral activity of galangin, a compound isolated from the
shoots of Helichrysum aureonitens, verified an inhibition of ARV. Simoni et al.

(2007) observed an antiviral activity against ARV of aqueous extracts of leaves
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from Lithraea molleoides and Gochnatia polymorpha. Three different Chestnut
(Castanea spp.) and one Quebracho (Schinopsis spp.) wood extracts were tested
for antiviral activity against ARV and aMPV. All compounds had an extracellular
antiviral effect against both viruses and Quebracho extracts had also intracellular
anti-ARV activity (Lupini et al., 2009).

Unlike, the AEs (aqueous extracts of seeds) from G. angelica only showed
an antiviral activity against ARV. Thus, the study of EAs extract was continued in
order to elucidate the CCsy (the 50% cytotoxic concentration) and ICsy (the 50%
inhibitory concentration) values and consequently the determination of the
selectivity indexes (Sl= CCs¢/ICs0). When comparing the results of cytotoxicity
between the microscopic visualization and MTT assays was observed small
differences in values, but not significant. Although the assay of microscopy is a
subjective test, it is appropriate in the screening tests. The MTT, tetrazolium salt
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), assay is a more
accurate and sensitive method for the quantification of cell viability and evaluation
of the antiviral activity. This assay involves the ability of viable cells to convert a
soluble tetrazolium salt into an insoluble formazan precipitate (Slater et al., 1963;
Mosmann, 1983). The AEs extract obtained ICsg < 25 pg/mL and Sl = 17 against
ARV. According to Amoros et al. (1992) and Cos et al. (2006), a relevant and
selective antiviral activity of natural products relates to ICso values below 100
ug/mL for extracts and Sl > 4 for extracts. So, this study demonstrated that the
results are in accordance with these data and the AEs extract is promising for
future studies more detailed like the mechanisms of action, fractionation

techniques to isolate and purify the active principle, etc.

In our previous paper (Barros et al., 2011), the aqueous extracts of seeds
from G. angelica presented effective antiviral activity against other animal viruses
as bovine, swine and equine herpesviruses type 1. Many reports on the effect of
compounds and extracts from the seed of diverse plant families against viral
infections have been published (Tailor et al., 1997; Shahat et al., 2001; Ozcelik et
al., 2005; Gongalves et al., 2005; Camargo Filho et al., 2008; Chen et al., 2009;
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Javed et al.,, 2011; Lee et al., 2011). However, there are no reports of the antiviral
activity of seeds of other plants against ARV and aMPV. Therefore, the seeds from
G. angelica could be promising source of new antiviral agents since it showed

antiviral activity against the DNA or RNA viruses, enveloped or not enveloped.
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Table 1. Cytotoxicity of Guettarda angelica extracts and fractions and their antiviral
activity against avian reovirus (ARV) and metapneumovirus (aMPV).

MNCC (pg/mL) Vil
Extracts and Fractions Vero Cells ARV aMPV
AEr 500 0.26 0.42
MeOHEr 312 0.76 0.42
AgF 1,250 0.76 0.30
AcOEtF 1,250 0.76 0.17
HexF 80 0 0.67
AEI 1,250 0 0.29
AEs 625 3.24 0.67

Maximum non-citoxic concentration (MNCC); viral inhibition index (VIl); Aqueous extracts from seeds
(AEs); aqueous extracts from leaves (AEl); agueous extracts from root barks (AEr); ethanolic extract
from root barks (MeOHEr); hexane (HexF), ethyl acetate (AcOEtF), and aqueous(AgF) fractions from
MeOHEtr fractionation.

76



Table 2. The 50% cytotoxic concentration (CCsp), the 50% inhibitory concentration
(ICs0) and selectivity index (Sl) of aqueous extract of seeds from Guettarda
angelica against avian reovirus by MTT method.

Guettarda angelica

Aqueous extract of seeds (AEs)

CCso (pg/mL) 400.60 £0.11°
ICs0 (ng/mL) 23.59 +0.04°
SI (CCso/ICs0) 17.00

*represent mean + standard desviation values of three experiments
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4. DISCUSSAO GERAL

O Brasil possui uma medicina popular rica e original, na qual o uso de
plantas ocupa lugar de destaque. Isto se deve ao fato do pais ser detentor da
maior biodiversidade do planeta, com aproximadamente 20-22% de todas as
plantas e microorganismos existentes, além da assimilacdo dos conhecimentos
indigenas, integrado as contribuicbes trazidas pelos escravos e imigrantes
(Simdes et al., 1999; Guerra et al., 1998). Esta ampla biodiversidade, combinada
com a introdugdo de modelos biolégicos in vitro em grande escala, propiciaram
avancgos significativos no estudo de novos farmacos (Houghton, 2000; Nielsen,
2002).

As doencas infecciosas de origem viral representam um importante problema
de saude mundial tanto na area humana como animal. Embora a procura por
novos farmacos antivirais seja intensa e de extrema importancia, os avangos sao
insuficientes, j& que a maioria destes possui aplicagcdes limitadas e pouco
satisfatorias, e podem produzir efeitos colaterais adversos. Além disso, pode
ocorrer 0 surgimento de resisténcia aos medicamentos antivirais disponiveis,
portanto é indispensavel pesquisas com o intuito de descobrir novas alternativas
terapéuticas efetivas para doencas virais humanas e veterinarias a base de
compostos naturais com potente atividade antiviral e baixa toxicidade (Hasui et al.,
1995; Benencia e Courreges, 1999; Rebora, 2002).

Para os testes da atividade antiviral, foi necessario primeiramente determinar

a citotoxicidade dos extratos e fracées de Guettarda angelica, pois esta pode ser
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confundida com uma falsa atividade antiviral, uma vez que ambas levam a morte
celular. Isso permitiu que o teste de atividade antiviral fosse realizado em
concentracdes subtéxicas determinando-se a CCsg (concentragdo citotdxica a
50%) e também a MNCC (concentracdo maxima nao citotdxica) para cada
material testado. A partir disso, os extratos e fracbes obtidos da espécie G.
angelica foram avaliados quanto a sua atividade antiviral frente a cinco virus de
grande importancia na medicina veterinaria (BoHV-1, SuHV-1, EHV-1, ARV e
aMPV), levando-se em consideragdo o grau de alteragcdo da monocamada celular
nas células Vero e MDBK.

Na literatura é possivel observar diversos trabalhos cientificos evidenciando
a acao antiviral de extratos brutos e fragdes obtidas apartir de plantas, e
componentes isolados contra estes herpesvirus animais e para humanos também;
e alguns para determinados virus aviarios (reovirus e metapneumovirus). Dos
extratos e fracoes de G. angelica analisados no presente estudo, apenas o extrato
aquoso de semente (AEs) apresentou uma atividade antiviral significativa para os
virus BoHV-1, SuHV-1, EHV-1 e ARV. Além disso, este extrato se mostrou com
baixa toxicidade, variando entre 400-625 ug/mL, para as linhagens celulares Vero
e MDBK.

As raizes de Guettarda angelica apesar de ndao apresentarem atividade
antiviral para os virus estudados neste trabalho, sdo descritas na literatura como
um possivel agente antimicrobiano. Araujo (2006) observou que raiz de G.

angelica apresenta uma atividade antibacteriana. E no género Guettarda ha
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também estudos sobre a atividade antiviral de glicosideos isolados da raiz de G.
platypoda frente aos virus da estomatite vesicular e rinovirus (Aquino et al., 1989).

Segundo Ikuno et al. (2003), fracdes obtidas do extrato etanodlico das folhas
de Sesbania virgata apresentaram um efeito antiherpético contra herpesvirus
bovino e suino. Um trabalho desenvolvido por Ahamd et al. (1996) demonstrou
que o extrato da planta Opuntia streptacantha inibiu significativamente a
replicagéo intracelular dos herpesvirus animais EHV-1 e SuHV-1. Além disso, este
extrato também apresenta uma atividade antiviral satisfatéria frente aos
herpesvirus humanos, como o Citomegalovirus e Virus sincicial respiratério.
Segundo Lupini et al. (2009), extratos de castanhas (Castanea spp.) e Quebracho
(Schinopsis spp.) apresentam uma atividade antiviral significativa in vitro frente a
reovirus aviario (ARV) e metapneumovirus aviario (aMPV). Os demais materiais
testados também nao apresentaram atividade antiviral.

As sementes de uma variedade de plantas apresentam diversos compostos
ativos, como: proteinas e peptideos, flavonoides, alcalbides, entre outros.

Um numero crescente de peptideos e antimicrobiano tem sido isolado das
plantas e em particular da semente (Tailor et al., 1997). Os flavonb6ides tém
recebido muita atencdo devido a sua excelente atividade antioxidante e anti-
radical. Estudos tém revelado que os flavonéides sdo bons “limpadores” de
radicais livres, e consequentemente, eles sdao usados muito em industrias
farmacéutica e de alimento. Mas os flavonéides tém também uma gama de outras
atividades como antiinflamatéria, antialérgica, antimutagénica, antitumoral e

inclusive antiviral (Kazazic, 2004). A atividade antiviral de flavonoides naturais é de
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conhecimento a mais de 40 anos e muitas pesquisas vém sendo realizadas.
Flavonoides isolados de Rutaceae foram testados frente a virus DNA e RNA
(Simbes et al.,, 1990). Estudos de fracionamento biodirecionados de folhas de
Persea americana frente a doenca de Aujeszky (SuHV-1) indicaram que as
fracdes ricas em flavondides foram as mais ativas (Almeida et al., 1998). Em Wei
et al. (2004), foi possivel o fracionamento de extrato etandlico de sementes de
Aesculus chinensis para isolar dois novos flavondides que apresentaram uma

atividade antiviral frente ao virus sincicial respiratorio e parainfluenza tipo A.

Estes trabalhos mostram a importancia deste tipo de pesquisa e corroboram
0S nossos resultados. A busca por produtos naturais que apresentam atividade
antiviral € um dos métodos alternativos, tendo em vista a problematica da terapia
antiviral atualmente disponivel, principalmente no que consiste ao
desenvolvimento de resisténcia, e as pesquisas nesta area vém crescendo nas
ultimas décadas na busca de substancias bioativas. E as sementes de G. angelica
sdo promissoras como fonte de novos agentes antivirais uma vez que se mostrou

ativa contra virus DNA e RNA, envelopados e ndo envelopados.
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5. CONCLUSOES GERAIS

a) Os extratos e fragdes testados mostraram uma maior toxicidade frente a

linhagem celular MDBK quando comparados com a linhagem celular Vero.

b) Dentre os materiais estudados, extrato aquoso da semente de Guettarda
angelica apresentou uma atividade antiviral para os trés herpesvirus

(BoHV-1, SuHV-1, EHV-1) e reovirus aviario.

c) Os indices de seletividade do extrato aquoso de sementes para 0s virus
BoHV-1, SuHV-1, EHV-1 e ARV foram maiores que 4 indicando que sao

promissores como agentes antivirais.

82



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ackermann MP, Eterhans E, Wyler R. DNA of the bovine herpesvirus type 1 in the
trigeminal ganglia of latently infected calves. Am. J. Vet. Res. 1982; 43 (1):

36-40.

Ackermann M, Elak BS, Itsch BV, Dwards ES, Moussa A, Rockborn G. et al.
Round table on infectious bovine rhinotracheitis/infectious pustular
vulvovaginites virus infection diagnosis and control. Vet. Microbiol. 1990a;

23 (1-4): 361-363.

Ackermann M, Muller HK, Bruchner L, Kihm U. Eradication of infectious bovine
rhinotracheitis in Switzerland: review and prospects. Vet. Microbiol. 1990b;

23 (1-4): 365-370.

Ahmad A, Davies J, Randall S, Skinner GR. Antiviral properties of extract of

Opuntia streptacantha. Antiviral Research. 1996, 30: 75-85.

Albugquerque UP, Silva ACO, Andrade LHC. Use of plant resources in a seasonal

dry Forest (northeastern Brazil). Acta Bot. Brasilica 2005, 19: 27-38.

Alfieri AA, Alfieri AF, Takirichii E, Lobato ZIP. Reoviridae. In: Flores EF. Virologia

Veterinaria. Santa Maria: Ed. UFSM; 2007. p.775-805.

Almeida AP, Miranda MMFS, Simoni IC, Wigg MD, Lagrota MHC, Costa SS.
Flavonol monoglycosides isolated from the antiviral fractions of Persea

Americana (Lauraceae) leaf Infusion. Phytother. Res. 1998, 12: 562-567.
83



Anunciacdo AVM, Antonio VM, Leite RC, Moreira EC, Reis R. Presenca de
anticorpos para o herpesvirus bovino 1 (BHV-1) em bovinos nos Estados de
Minas Gerais, Goias e Rio de Janeiro através da prova de hemoaglutinacao
passiva. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia 1989; 41

(5): 433-441.

Aquino, R., De Simone, F., Pizza, C., Cobti, C., Stein, M.L.. Plant metabolites.
Structure and in vitro antiviral activity of quinovic acid glycosides from
Uncaria tomentosa and Guettarda platypoda. Journal of natural products.

1989; 52 (4): 679-685.

Ardans AA. Herpesviridae. In: HIRSH DC, ZEE YC. Microbiologia Veterinaria. Sao

Paulo: Guanabara; 2003. p.330-335.

Armns CW e Hafez HM. Isolation and identification of Avian Pneumovirus from
broiler breeder flocks in Brazil. In: M.M. Jensen (Ed) Proceedings of the 44st
Western Poultry Diseases conference, 1995. Sacramento, California; 1995.

p.124-125,

Arns CW, Spilki FR, Almeida RS. Paramyxoviridae. In: Flores EF. Virologia

Veterinaria. Santa Maria: Ed. UFSM; 2007. p.679-682.

Arora P, Dixit NM. Timing the emergence of resistance to anti-HIV drugs with large

genetic barriers.PLoS Comput Biol. 2009; 3: 305-10.

84



Barbosa ACV, Brito WMD, Alfaia B.T. Seroprevalencia and risk factors to the
infectious by bovine herpesvirus 1 in Goias state Brasil. Ciéncia Rural 2005;

35 (6): 1368-1373.

Barroso, G.M. Sistematica de Angiospermas do Brasil. Vol 3. Minas Gerais:

Editora UFV; 1986. 326p.

Bell IG, Alexander DJ. Failure to detect antibodies to turkey rhinotracheitis virus in

Australian poultry flocks. Australian Veterinary Journal 1990; 67: 232-233.

Benencia F, Courreges MC. Antiviral activity of sandalwood oil against herpes

simplex -1 and -2. Phytomedicine. 1999, 6 (2): 119-128.

Bhattacharyya J, Almeida MZ. Isolation of the constituents of the root-bark of

Guettarda platypoda. J Nat Prod. 1985; 48: 148-149.

Bispo NJ, Costardi NMA, Schmitt AC. Atividade antimicrobiana in vitro do extrato
metandlico da planta Guettarda angelica sobre bactérias gram-positivas e
gram-negativas. In Anais do VIl Simpésio de Biologia do Sul da Bahia e V

Workshop de Biomedicina, 2004. Ilhéus, Bahia; 2004.

Bottino JA, Hipolito D, July JR, Pinto AA. Agente viral isolado de casos de artrite
em Frangos de corte e em galinhas de postura. O Biologico. 1975, 41: 168-

169.

85



Buys SB, Du Preez JH. A preliminary reporto n the isolation of a virus causing
sinusitis in turkey in South Africa and attempts to attenuate the virus.

Turkeys 1980; 28: 36-46.

Buys SB, Du Preez JH, Els HJ. Swollen head syndrome in chickens: a preliminary
report on the isolation of a possible aetiological agent. Journal of South

African Veterinary Association 1989; 60: 221-222.

Calixto JB. Efficacy, safety, quality control, marketing and regulatory guidelines for
herbal medicines (phytotherapeutic agents). Brazilian Journal of Medical

and Biological Research 2000; 33: 179-189.

Capasso A, Balderrama L, Sivila SC, De Tommasi N, Sorrentino L, Pizza C.
Phytochemical and pharmacological studies of Guettarda acreana. Planta

Medica, 64 (4): 348-352, 1998.

Carvalho ACB, Balbino EE, Maciel A, Perfeito JPS. Situacdo do registro de
medicamentos fitoterapicos no Brasil. Rev. Bras. Farmacogn. 2008; 18 (2):

314-319.

Cavalcante FA. Rinotraqueite infecciosa bovina (Nariz vermelho), diagnostico e

controle. Embrapa Brasileira de Pesquisa Agropecudria 2000; 28: 1-2.

Cerqueira RB, Carminati R, Silva JM, Soares GC, Meyer R, Sardi S. Serological
survey for bovine herpesvirus 1 in cattle from different regions in the state of
Bahia, Brazil. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science

2000; 37 (6): 1-8.
86



Cook JKA. Avian Pneumovirus Infections of Turkeys and Chickens. The Veterinary

Journal 2000; 160: 118-125.

Cook JKA, Huggins MB, Wood MA, Orbell SJ, Mockett APA. Protection provided
by a commercially available vaccine against different strains of turkey

rhinotracheitis virus. Veterinary Record. 1995; 136 (15): 392-393.

Cook JKA, Huggins MB, Orbell SJ, Senne DA. Preliminary antigenic
characterization of an avian pneumovirus isolated from commercial turkeys

in Colorado, USA. Avian Pathology 1999; 28: 607-617.

Cook JKA, Orthel F, Orbell S, Woods MA, Huggins MB. An experimental turkey
rhinotracheitis (TRT) infection in breeding turkeys and the prevention of its
clinical effects using live-attenuated and incativated TRT vaccines. Avian

Pathology 1996; 25: 231-243.

Cérdoba MA, Cotto CE, Damonte EB. Virucidal activity in aqueous extract obtained

from Cedrala tufiflora leaves. Phytotherapy Research 1991; 5: 250-253.

Corréa WM, Nilsson MR. Observacoes preliminares sobre o aborto equino a virus

no Brasil. Arquivos do Instituto Biologico 1964; 31: 13-15.

Crabb BB, Studdert MJ. Equine herpesviruses 4 (equine rhinopneumonitis virus)
and 1 (equine abortion virus). Advances in Virus Research. 1995, 45: 153-

190.

87



Cunha EMS, Ferrari CIL, Lara MCCSH, Silva LHQ. Presenca de anticorpos contra
o0 herpesvirus equino 1 (HVE-1) em equinos no noroeste do Estado de Séao

Paulo. Arquivos do Instituto Bioldgico 2002; 69: 1-5.

Dani MA, Durigon EL, Arns CW. Molecular characterization of Brazilian avian
pneumovirus isolates: comparison between immunochemiluminescent
Southern blot and nested PCR. Journal of Virological Methods 1999; 79:

237-241.

De Clercq E. Antivirals and antiviral strategies. Nat. Rev. Microbiol. 2004; 2: 704-

720.

del Barrio G, Parra F. Evaluation of the antiviral activity of an extract from

Phyllanthus orbicularis. Journal of Ethnopharmacology 2000; 7: 317-322.

Descalzo AM, Coto C. inhibicién del virus de pseudorrabia (Suid herpesvirus 1) por
accion de un antiviral aislado de hojas de Melia azedarach. Revista

Argentina de Microbiologia 1989; 21: 338-341.

Droual R, Woolcock PR. Swollen head syndrome associated with E. coli and
infectious bronchitis virus in the Central Valley of California. Avian Pathology

1994, 23: 733-742.

Embrapa. Pesquisador defende planejamento para preservar a caatinga.
Disponivel em:

http://www.embrapa.br/imprensa/noticias/2003/maio/bn.2004-11-

88



25.1034191543/7?searchterm=caatinga. Acesso em: 03/05/2011 as 11:38h.

2004.

Eterradossi N, Toquin D, Guittet M, Bennejean G. Evaluation of different turkey
rhinotracheitis viruses used as antigens for serological testing following live

vaccination and challenge. Zentralbl Veterinarmed B. 1995; 42 (3): 175-186.

Fahey JE, Crawley, JF. Studies on chronic respiratory disease of chickens. Il.
Isolation of a virus. Canadian Journal of Comparative Medicine. 1954, 18:

13-21.

Fava CDel, Arcaro JRP, Pozzi CR, Arcaro Junior |, Fagundes H, Pituco EM et al.
Manejo sanitario para o controle de doengas da reprodu¢do em um sistema

leiteiro de produg&o semi-intensivo. Arg. Inst. Biol. 2003; 70 (1): 25-33.

Felipe AMM, Rincdo VP, Benati FJ, Linhares REC, Galina KJ, de Toledo CEM et
al. Antiviral effect of Guazuma ulmifolia and Stryphnodendron adstringens
on Poliovirus and Bovine Herpesvirus. Biological & Pharmaceutical Bulletin

2006; 29 (6): 1092-1095.

Flint SJ, Enquist LW, Krug RM, Racaniello VR, Skalka AM. Principles of virology:
molecular, biology, pathogenesis and control. Washington: ASM; 2000.

804p.

Franco AC, Roehe PM. Herpesviridae. In: Flores EF. Virologia Veterinaria. Santa

Maria: Ed.UFSM; 2007. p.435-485.

89


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Toquin%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guittet%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bennejean%20G%22%5BAuthor%5D

Galina KJ. Guazuma ulmifolia Lam., Sterculiaceae: Estudo Botanico, Quimico e
Microbiolégico. [tese-Mestrado]. Araraquara (Sao Paulo): Unviersidade

Estadual de Sao Paulo - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas; 2003.

Georgieva MV, Jambazova N. Serological surveys on broiler breeder flocks for
antibodies against chicken infectious anaemia virus and avian reoviruses.

Institute of Experimental. Pathology and Parasitology. 2003, 40 (6): 84-86.

Gilkerson JR, Whalley JM, Drummer HE, Studdert MJ, Love DN. Epidemiological
studies of equine herpesvirus 1 (EHV-1) in Thoroughbred foals: a review of
studies conducted in the Hunter Valley of New South Wales between 1995

and 1997. Veterinary Microbiology 1999; 68: 15-25.

Goren E. A 'new disease’ in chickens; diagnostic findings. Tijdschr Diergeneeskd

1985; 15: 1076-1077.

Gough RE. Avian Pneumoviruses. In: Calnek BW, Barnes HJ, Beard CW.

Diseases Of Poultry. Ames: lowa University Press; 2003. p.92-100.

Groff, F.H. S.; Merlo, M.A.; Stoll, P.A.; Stepan, A.N.; Weiblen, R.; Flores, E.F.
Epidemiology and control of pseudorabies outbreaks in the state of Rio

Grande do Sul, Brazil, 2003. Pesq. Vet. Bras. 2005; 25 (1): 25 — 30.

Guerra MP, Nodari RO, Reis MS, Schimidt W. Agriculture, Biodiversity, and
“Appropriate Biotechnologies” in Brazil. Ciéncia e Cultura. 1998, 50: 408-

416.

90



Hafez HM. The role of pneumovirus in swollen head syndrome of chickens: review

Archiv fur Gefligelkunde 1993; 57: 181-185.

Hafez HM, Weiland F. Isolation of turkey rhinotracheitis virus from turkeys.

Tierarztiliche Umschau. 1990; 45: 103-111.

Hammond JA, Fielding D; Bishop SC. Prospects for plant anthelmintics in tropical
veterinary medicine. Veterinary Research Communications 1997; 21 (3):

213-28.

Hasui M, Matsuda M, Okutani K. In vitro antiviral activities of sulfated
polysaccharides from a marine microalga (Cochlodinium polykrikoides)
against human immunodeficiency virus and other enveloped viruses.

International Journal of Biological Macromolecules. 1995, 17: 293-297.

Heckert RA, Myers DJ. Absence of antibodies to avian pneumovirus in Canadian

poltry. Veterinay Record 1993; 132: 172.

Herbarium. Available on: http://www.coluna-da-

sal.com/herbarium/herba_1a_2.htm. Accessed March, 15", 2011.

Houghton P. Use of small scale bioassays in the discovery of novel drugs from

natural sources. Phytotherapy Research. 2000, 14: 419-423.

IBGE. IBGE lan¢a o Mapa de Biomas do Brasil e 0 Mapa de Vegetacao do Brasil,

em comemoracdao ao Dia Mundial da Biodiversidade. Disponivel em:

91



http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/noticia_visualiza.php?id_n

oticia=169. Acesso em: 03/05/2011 as 11:32h. 2004.

ICTV. Virus Taxonomy 2009: Release. Disponivel em:
http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version=2009. Acesso em:

05/09/2011.

lkuno AA, Braggio MM, Haraguchi M. Antiherpes activities of fractions from

Sesbania virgata leaves. Arqg. Inst. Biol. 2003, 70 (2): 183-185.

Jassim SAA, Naji MA. Novel antiviral agents: a medicinal plant perspective.

Journal of Applied Microbiology 2003; 95: 412-427.

Jones RC. Avian reovirus infections. Rev. Sci. Tech. Off. Int. Epiz. 2000, 19: 614-
625.

Junqueira JRC, Freitas JC, Alfieri AF, Alfieiri AA. Avaliacdo do desempenho
reprodutivo de um rebanho bovino de corte naturalmente infectado com o
BoHV-1, BVDV e Leptospira hardjo. Semina. Ciéncias Agrarias 2006; 27(3):

471-480.

Kazazic SP. Antioxidative and antiradical activity of flavonoids. Arh. Hig. Rada.

Toksikol. 200, 55 (4): 279-290.

Lage AP, Castro RS, Melo MI, Aguiar PH, Barreto Filho JB, Leite RC. Prevalence
of antibodies to bluetongue, bovine herpesvirus 1 and bovine viral

diarrhea/mucosal disease viruses in water buffaloes in Minas Gerais State,

92



Brazil. Revue d’Elevage et de Médecine Vétérinaire des Pays Tropicaux.

1996; 49 (3): 195-197.

Lamb RA, Kolakofsky D. Paramyxoviridae: The viruses and their replication.

In: . Fields Virology. Philadelphia: Linppincott-Raven Publishers; 1996.
p.1177-1204.
Levinson W, Jawetz E. Virologia basica. In: . Microbiologia médica e

Imunologia. 7.ed. Porto Alegre: Artmed, 2006. p.183-187.

Lupini C, Cecchinato M, Scagliarini A, Graziani R, Catelli E. In vitro antiviral activity
of chestnut and quebracho woods extracts against avian reovirus and

metapneumovirus. Research in Veterinary Science, 2009, 87: 482-487.

McCutcheon AR, Roberts TE, Gibbons E, Ellis SM, Babuik LA, Hancock REW,
Towers GHN. Antiviral screening of Britisch Columbian medicinal plants.

Journal of Ethnopharmacology. 1995, 49: 101-110.

Melo CB, Oliveira AM, Figueiredo HCP. Prevaléncia de anticorpos contra
Herpesvirus bovino-1, virus da diarréia bovina e virus da leucose enzodtica
bovina em bovinos do Estado de Sergipe, Brasil. Revista Brasileira de

Reproducao Animal 1997; 21 (2): 160-161.

Mettenleiter TC. Aujeszky’s disease (pseudorabies) virus: the virus and molecular

pathogenesis-state of the art. Veterinary Record 2000; 31: 99-115.

93



Mongrand S, Badoc A, Patouille B, Lacomblez C, Chavent M, Bessoule JJ.
Chemotaxonomy of the Rubiaceae family based on leaf fatty acid

composition Phytochemistry 2005; 66 (5): 549-59.

Moreira JN; Lira MA; Santos MVF; Ferreira MA; Aratjo GGL; Ferreira RLC; Silva
GC. Caracterizagdo da vegetacdo de Caatinga e da dieta de novilhos no

Sertdo de Pernambuco. Pesq. Agropec. Bras. 2006; 41 (11): 1643-1651.

Moreira N, Kruger ER, Warth JFG, Biesdorf SM, Goularte MMM, Weiss RR.
Aspectos etiolégicos e epidemioldégicos do aborto esquino. Arch. Vet.

Scienc. 1998; 3 (1): 25-30.

Morley AJ, Thomson DK. Swollen head syndrome in broiler chickens. Avian

Diseases 1984; 28: 338-343.

Mukhtar M, Arshad M, Ahmad M, Pomerantz RJ, Wighdahl B, Parveen Z. Antiviral

potentials of medicinal plants. Virus Res. 2008; 131: 111-120.

Munir S, Kapur V. Regulation of host cell transcriptional physiology by the avian
pneumovirus provides key insights into host-pathogen interactions. Journal

of Virology 2003; 77: 4899-4910.

Naithani R, Huma LC, Holland LE, Shukla D, Mccormick DL, Mehta RG, Moriarty
RM. Antiviral activity of phytochemicals: a comprehensive review. Mini Rev.

Med. Chem. 2008; 8: 1106-1133.

94


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Mongrand+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Badoc+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Patouille+B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Lacomblez+C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Chavent+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Bessoule+JJ%22%5BAuthor%5D

Nielsen J. Combinatorial synthesis of natural products. Current Opinion in

Chemical Biology. 2002, 6: 297-305.

Nilsson MR, Corréa WM. Isolamento do virus do aborto eqlino no estado de Sao

Paulo. Arquivo do Instituto Biolégico de Sdo Paulo 1966; 33: 23-25.

O’brien JD. Swollen head syndrome in broiler breeders. Veterinary Record 1985;

117:619-620.

Oliveira MJR, Simées MJS, Sassi CRR.Fitoterapia no Sistema de Saude Publica
(SUS) no Estado de Sao Paulo, Brasil. Rev. Bras. Pl. Med. 2006; 8 (2): 39-

41.

Osério, F.A. Latency of Bovine Herpesvirus -1. In: Simpdsio Internacional
Herpesvirus bovino e Diarréia viral bovina, 1998. Santa Maria (RS); 1998.

p.117-126.

Paillot R, Sharp E, Case R, Nugent J. Herpes virus infection in Equid species. In:
Gluckman TR. Herpesviridae viral structure, life cycle and infections. New

York: Nova Science Publishers; 2009. p.17-85.

Peron AP, Marcos MC, Cardoso SC, Vicentini VEP. Avaliacdo do potencial
critotéxico dos chas de Camellia sinensis L. e Cassia angustifolia vahl em

sistema teste vegetal. Arg. Ciénc. Saude Unipar. 2008; 12 (1): 51-54.

Petek M, Felluga B, Borghi G, Baroni A. The Crawley agent: An avian reovirus.

Arch. Ges. Virusforsch. 1967, 21: 413-424.

95



Primo V, Rovera M, Zanon S, Oliva M, Demo M, Daghero J, Sabini L.
Determination of the antibacterial and antiviral activity of the essential oil
from Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling. Revista Argentina de

Microbiologia 2001; 33 (2): 113-117.

Ribeiro AQ, Leite JPV, Dantas-Barros AM. Perfil de utilizacdo de fitoterapicos em
farmacias comunitérias de Belo Horizonte sob a influéncia da legislacao

nacional. Rev. Bras. Farmacogn. 2005; 15 (1): 65-70.

Rebora A. Antiviral drugs: unapproved uses, dosages, or indications. Clinics in

Dermatology. 2002, 20: 474-480.

Roman Junior WA. Identificacdo de nitrocomposto e Di-Hidroflavonadis, atividades
antibacteriana, antifungica e antiviral de substancias isoladas dos extratos
liofiizados das raizes de Heteropteris aphrodisiaca O. Mach.,
Malpighiaceae, No-decachorro. [Tese-Mestrado]. Araraquara (SP):
Universidade Estadual de S&o Paulo - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas; 2003.

Rosenberguer JK. Reovirus Infeccion. In: Safe YM. Disease of Poultry. 11. ed.

Ames, lowa State: University Press; 2003. p. 283-293.

Santos WRM, Inforzato GR, Massei RA, Piccinin A, Lot RFE. Doenga de Aujeszky:
Revisdo de literatura. Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria

2008; VI (10): 1-5.

96



Silva ACO, Albuquerque UP. Woody medicinal plants of the caatinga in the state of

Pernambuco (Northeast Brazil). Acta Bot. Bras. 2005; 19 (1): 17-26.

Silva AD'avila, Sortica VA, Braga AC. Antigenic and molecular characterization of
eight samples of Aujeszky's disease virus isolated in the state of Rio Grande

do Sul, Brazil, in 2003. Pesq. Vet. Bras. 2005; 25 (1): 21-24.

Simbées CMO, Falkenberg M, Aulermentz L, Schenkel EP, Amoroso M, Girre L.
Antiviral activity of south Brazilian medicinal plant extracts. Phytomedicine.

1999, 6 (3): 205-214.

Simoni IC. Tratamentos Antivirais. Arquivo Instituto Bioldgico 2003; 65 (1-2): 41—

44,

Singer RS, Hofacre CL. Potential impacts of antibiotic use in poultry production.

Avian Diseases 2006; 50: 161-172.

Sobestiansky J, Barcellos DESN, Moraes N, Carvalho LFOS, Oliveira SJ, Moreno

AM, Roehe PM. Clinica e Patologia Suina. 2% Ed. Goiania; 1999. 464p.

Sousa MP, Matos MEO, Machado MIL, Braz-Filho R, Vencato |, Mascarenhas YP.

Triterpenoids from Guettarda angelica. Phytochemistry 1984; 23: 2589-2592.

Straub OC. Advances in BHV1 (IBR) Research. Deutsche Tierarzliche

Wochenschrift 2001; 108: 419-422.

97



Stuart JC. Rhinotracheitis: turkey rhinotracheitis (TRT) in Great Britain. In: Recent
Advances in Turkey science, Poultry Science Symposium, 1989. London,

Butterworth; 1989. p.217-224.

Summerfield A, Keil GM, Mettenteiter TC, Rziha HJ, Saalmuller A. Antiviral activity
of an extract from leaves of the tropical plant Acanthospermum hispadium.

Antiviral Research 1997; 36: 55-62.

Tailor RH, Acland DP, Attenborough S, Cammue PA, Evans IJ, Osborn RW, Ray
JA, Rees SB, Broekaert WF. A novel family of small cysteine-rich
antimicrobial peptides from seed of Impatiens balsamina is derived from
single precursor protein. J. Biol. Chem. 1997, 272 (39): 24480-24487.

Toquin D, Eterradossi N, Guittet M. Use of a related ELISA antigen for efficient
TRT serological testing following live vaccination. Veterinary Record. 1996;

139: 71-72.

Toquin D, Bayon-Auboyer MH, Jestin V, Eterradossi N. Réponse sérologique et
protection croisée vis-a-vis de l'infection par une souche non-A non-B du
virus de la rhinotrachéite infectieuse de la dinde. In: Comptes-rendus des 3°

Journées de la recherche avicole, 1999. St Malo, France; 1999. p.223-224.

Turolla MSR, Nascimento ES. Informagdes toxicol6gicas de alguns fitoterapicos
utilizados no Brasil. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas 2006; 42

(2): 289-306.

98



Van der Heide L. Introduction on avian reovirus. Proc. International Symposium on
Adenovirus and Reovirus Infection in Poultry. Rauischholzhausen,

Germany. 1996. 138142.

Van Oirschot JT, Kaashoek MJ, Rijsewijk FAM. Advances in development and
evaluation of bovine herpesvirus 1 vaccines. Vet. Microbiol. 1996; 53 (1/2):

43-54.

Vasconcelos SBS, Bottino JA, Guerra JL, Jerez JA. Lesdes articulares em frangos
de corte (Gallus gallus) na infeccao experimental pelo reovirus aviario.
Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science. 2001, 38: 80-

83.

Veiga Junior FV, Pinto AC, Maciel MAM. Plantas medicinais: Cura segura?.

Quimica nova 2005; 28 (3): 519-528.

Vieira S, Brito WMED, Souza WJ, Alfaia BT, Linhares DCL. Anticorpos para o
herpesvirus bovino 1 (BHV-1) em bovinos do Estado de Goias. Ciéncia

Animal Brasileira 2003; 4 (2): 131-137.

Waihenya RK, Mtambo MMA, Nkwengulila G. Evaluation of the efficacy of the
crude extract of Aloe secundiflora in chickens experimentally infected with

Newcastle disease virus. Journal of Ethnopharmacology 2002; 79: 299-304.

Wei F, Ma SC, Ma LY, But PP, Lin RC, Khan IA. Antiviral flavonoides from seeds

of Aesculus chinensis. J. Nat. Prod. 2004, 67 (4): 650-653.

99



Weiblen R, Rabuske M, Rebelatto MC, Nobre VMT, Canabarro TF. Abortion due to
equine herpesvirus in southern Brazil. Brazilian Journal of Medical and

Biological Research 1994; 27: 1317- 1320.

Yunes RA, Calixto JB. Plantas medicinais sob oética da quimica medicinal

moderna. Chapec6: Argos, 2001.

Yunes RA, Pedroso RC, Cechinel Filho V. Farmacos e fitoterapicos: a
necessidade do desenvolvimento da industria de fitoterapicos e fito

farmacos no Brasil. Quimica Nova. 2001, 24: 147-152.

Zanella JC, Morés N, Sobestiansky J. Doenca De Aujeszky. In: Reis AT, Moreno
AM, Silva CA, Mallmann CA, Driemeier D, Barcellos DESN et al Doencas

dos Suinos. Goiania: Canone Editorial; 2007. p.228 — 238.

Zanon SM, Ceriatti FS, Rovera M, Sabini LJ. Ramos, B.A. Search for antiviral
activity of certain medicinal plants from Cordobra, Argentina. Rev. Latinoam.

Microbiol. 1999; 41 (2): 59-62.

100



