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RESUMO 

 

Estudos de plantas medicinais com conhecimento tradicional têm sido uma fonte 

potencial de substâncias com atividades farmacológicas e biológicas significantes. 

Guettarda angelica Mart. ex Müll. Arg. (Rubiaceae) é uma planta medicinal no qual 

suas raízes são popularmente utilizadas para diversos fins terapêuticos, incluindo 

veterinário. Estudos antimicrobianos com raízes desta planta também relataram 

uma atividade in vitro contra bactérias. Como as infecções 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 raízes, folhas e sementes 

de G. angelica frente aos herpesvírus bovino (BoHV-1), suíno (SuHV-1) e equino 

(EHV-1), reovírus (ARV) e metapneumovírus aviário (aMPV). A atividade antiviral 

foi testada in vitro em células Vero e MDBK utilizando os ensaios de redução do 

título viral e o ensaio quantitativo colorimétrico através do MTT. Inicialmente, a 

concentração máxima não-citotóxica (MNCC) dos extratos foi determinada nas 

células através da observação de suas alterações morfológicas. Estudos 

realizados através da redução dos títulos 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 determinação do CC50 (concentração citotóxica a 50%), IC50 

(concentração inibitória a 50%) e o SI (índice de seletividade). Os valores de CC50 

do extrato AEs foram 400,60 e 920,50 para células Vero e MDBK, 
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respectivamente. E os valores de IC50 e SI 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 CC50 (50% cytotoxic concentration), 

IC50 (50% inhibitory concentration) and SI (selectivity index). The values of CC50 of 

AEs extract were 400.60 and 920.60 to Vero and MDBK cells, respectively. And 

the values of IC50 and SI 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 



 

 

XVII 

indicate that the seeds from G. angelica contain composts with promising antiviral 

activity and low toxicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. PLANTA  

 

O gênero Guettarda, pertencente à família Rubiaceae, compreende mais de 

10.000 espécies de plantas extensamente distribuídas em áreas tropicais e 

popularmente utilizadas na América do Sul para tratamento de ferimentos e 

inflamações (Barroso, 1986; Capasso et al., 1998; Mongrand et al., 2005). Em 

levantamento bibliográfico realizado no gênero, foi constatado o estudo de apenas 

nove espécies, dentre elas, as espécies brasileiras Guettarda platypoda DC e 

Guettarda angelica Mart. ex Müll. Arg., encontradas nas regiões nordeste e centro-

oeste, utilizadas popularmente como antifebril (Sousa et al., 1984; Bhattacharyya e 

Almeida, 1985). Além disso, há estudos sobre a atividade antiviral de glicosídeos 

de G. platyploda sobre os vírus da estomatite vesicular e rinovírus (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, é uma planta medicinal predominante em 

regiões de caatinga e utilizada para diversos fins terapêuticos. A casca da raiz e 

seu lenho são preparados por decocção e utilizados na medicina popular para 

anemia, dispepsias, febre amarela, febre puerperal e febre tífica. Na medicina 

veterinária é empregada como vulneraria, febrífuga 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 terapêutico, uma vez que, no Brasil, muitas espécies 

do gênero são utilizadas na medicina popular contra infecções. 

A caatinga é um ecossistema predominante no nordeste do Brasil. A 

vegetação compreende uma área de aproximadamente 844.453 km2 e se estende 

pela totalidade do estado do Ceará (100%), mais da metade da Bahia (54%), da 

Paraíba (92%), de Pernambuco (83%), do Piauí (63%) e do Rio Grande do Norte 

(95%); quase metade de Alagoa (48%) e Sergipe (49%); além de pequenas 

porções de Minas Gerais (2%) e do Maranhão (1%) (Silva e Albuquerque, 2005; 

IBGE, 2004).  

Na caatinga encontra-se uma grande diversidade de espécies vegetais que 

apresentam um potencial econômico e são usadas em propriedades rurais como 

forrageiras, frutíferas e madeireiras para diversas finalidades. Muitas destas 

também apresentam uso medicinal, especialmente pelas famílias nas áreas rurais 

(Embrapa, 2004). Sua vegetação típica é seca, espinhosa e adaptada a solos 

mais estéreis devido à escassez de chuvas durante grande parte do ano. 

Entretanto, durante os períodos chuvosos as folhagens voltam a brotar e a 

paisagem fica mais verde. A vegetação da Caatinga também é alvo de grande 

exploração humana pela atividade agrícola desenvolvida, pelo extrativismo na 

extração de madeira e lenha e pelo uso da pecuária extensiva (Albuquerque et al., 

2005; Moreira et al., 2006). A exploração econômica das plantas da Caatinga  de 

maneira predatória está degradando seus recursos naturais e provocando perdas 

quase que irrecuperáveis de espécies vegetais e animais (Embrapa, 2004). 

 



 

 

20 

1.2. PLANTAS MEDICINAIS 

 

  O uso de plantas medicinais na terapêutica é muito antigo e está 

intimamente relacionado com a própria evolução do homem. Dados históricos 

revelam a sua utilização já pelo homem de Neanderthal que usava de suas 

propriedades mágico-simbólicas quando se deparava com algum tipo de malefício. 

Para utilizarem as plantas como medicamentos, os homens antigos valiam-se de 

suas próprias experiências empíricas de acerto e erro, da observação do uso de 

plantas pelos animais e da intervenção divina para determinadas doenças. Em 

suma, percebe-se que mitos, lendas e tradições 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 países em desenvolvimento, o alto custo dos medicamentos sintéticos 

e a falta de acesso para as comunidades distantes limitam a aquisição de 

fármacos a uma parcela privilegiada da população e por isso o uso de plantas 

como medicamento vem aumentando dia a dia em todo o mundo. Por vários 

motivos, sejam de ordem médica, social, cultural, econômica ou filosófica, as 

plantas medicinais têm sido uma opção terapêutica para uma parcela crescente da 

população brasileira, rural ou urbana. Assim, aproximadamente 70 a 80% da 

população de países em desenvolvimento ainda confiam na medicina popular e 

utilizam algum tipo de planta na busca do alívio de alguma sintomatologia dolorosa 

ou desagradável. Sendo que desse total, pelo menos 30% dá-se por indicação 
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médica (Yunes et al., 2001; Veiga Jr. et al., 2005; Peron et al., 2008). Outro fator 

que tem contribuído para o crescente interesse por terapias alternativas e o uso 

terapêutico de produtos naturais, especialmente os derivados de plantas, é a 

existência de estudos científicos para alguns produtos fitoterápicos comprovando 

sua eficácia clínica e segurança (Veiga Jr. et al., 2005). Estima-se que 40% dos 

medicamentos disponíveis na terapêutica foram desenvolvidos de fontes naturais: 

25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais (Calixto, 2000). Vale 

ressaltar que a utilização de plantas medicinais traz vantagens ambientais já que 

são produtos biodegradáveis e seu suprimento é auto-sustentável devido à 

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

A expansão do mercado de medicamentos fitoterápicos no Brasil é bastante 

notória. Entre aqueles com maior número de registros de formulações se 

encontram os extratos de Ginkgo biloba L. que é eficaz no tratamento de doenças 

cognitivas e de Aesculus hippocastanum L. (castanha-da-índia) que possui 

atividade antiedema e é eficaz no tratamento sintomático de pacientes que sofrem 

de insuficiência venosa crônica. 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 antiulcerogênica; Paullinia cupana Kunth 

(guaraná), estimulante do sistema nervoso central (SNC). Além das plantas do 

gênero Passiflora (maracujá), que apresentam atividade sedativa e ansiolítica 

(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 acessíveis à 

população, do que os medicamentos sintéticos importados (Yunes e Calixto, 

2001). 

 

1.3. TERAPIA ANTIVIRAL 

 

Os vírus são chamados de parasitas intracelulares obrigatórios porque 

somente se multiplicam no interior das células. Eles são partículas compostas por 

um cerne interno contendo DNA ou RNA recobertos por uma camada protéica 

protetora, denominada capsídeo. Alguns vírus possuem uma membrana externa 

lipoproteica, denominada envelope ou envoltório, que recobre o capsídeo 

(Levinson e Jawetz, 2006).  

A maioria das doenças infecciosas que afetam o homem e o animal é 

causada por vírus. E as diversas medidas sanitárias adotadas envolvem o controle 

das doenças através de vacinas, o que é difícil quando a doença já está instalada 

ou tratamento com remédios para alívio dos sintomas e em alguns casos, o 

combate direto do vírus 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 após a Segunda Guerra Mundial. Em 

1952, a companhia farmacêutica Boots (Nottingham, Inglaterra) realizou uma 

triagem de 288 plantas à procura de alguma que apresentasse atividade anti-
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influenza. Essa atividade foi encontrada para doze espécies. Desde então, muitos 

são os grupos de pesquisa que realizam programas com esse tipo de seleção, 

avaliação da atividade antiviral in vitro ou in vivo de extratos vegetais (Jassim e 

Naji, 2003; Mukhtar et al., 2008). 

Muitos estudos já demonstraram a importância de extratos e metabólitos 

especiais de plantas como potentes agentes inibidores de vírus. Alguns são 

apontados como alternativas viáveis aos atuais antivirais empregados ou, até 

mesmo, como seus coadjuvantes no combate às doenças 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 substituída pela 

diversidade estrutural dos metabólitos especiais encontrados no reino vegetal. 

Alguns mecanismos de ação e/ou alvos moleculares atribuídos a essas 

substâncias já foram elucidados e incluem: a inibição da entrada do vírus na 

célula, a inibição da síntese de DNA ou RNA e a inibição de enzimas da 

reprodução viral (Jassim e Naji, 2003; Mukhtar et al., 2008; Naithani et al., 2008). 

Muitas plantas da medicina tradicional têm sido relatadas por apresentar 

atividade antiviral e algumas delas já são utilizadas para tratamento de infecções 

virais em animais e humanos. Na literatura é possível 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 metanólicos de 100 espécies vegetais britânicas frente a sete vírus. Doze 

deles apresentaram promissoras atividades em concentrações não citotóxicas. 

Rosa nutkana Presl var. nutkana e Amelanchier alnifolia Nutt. var. humptulipensis 
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(Jones) Hitchc. foram ativas contra um coronavírus entérico; Potentilla arguta 

Pursh inibiu completamente o vírus sincicial respiratório (RSV); Ipomopsis 

aggregata (Pursh) Grant var. aggregata exibiu atividade contra o vírus 

parainfluenza tipo 3; Lomutium dissectum (Nutt.) Math. et Const. var. multifidiun 

(Nutt.) Math. et Const. inibiu o efeito citopático do rotavírus; e os extratos 

preparados com as seguintes espécies foram ativos contra o vírus 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 área veterinária para 

tratamento de doenças como, por exemplo, para a Doença de Newcastle, mas 

nem sempre com respaldo científico (Waihenya et al., 2002). Plantas como Melia 

azedarach, Cedrela tubiflora, Acanthospermum hispidim e o óleo de Minthostachys 

verticillata apresentaram atividade antiviral para o herpesvírus suíno 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 herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1)  (Summerfield et al., 1997; del 

Barrio e Parra, 2000; Felipe et al., 2006). Lupini et al. (2009), estudou três 

diferentes extratos de castanhas (Castanea spp.) a partir de madeira e um 

Quebracho (Schinopsis spp.) também extraído desta maneira, todos contendo 

taninos e atualmente utilizado na indústria de alimentação animal, apresentaram 
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atividade antiviral in vitro contra reovírus aviário (ARV) e metapneumovírus aviário 

(aMPV). 

Uma grande estratégia para a ação antiviral é o desenvolvimento e o uso de 

fármacos capazes de prevenir uma infecção ou de combatê-la, uma vez 

começada. No entanto, apesar de quase 50 anos de pesquisa, o arsenal de 

fármacos antivirais permanece pequeno, em contraste com a enorme quantidade 

de medicamentos antibacterianos e antifúngicos disponíveis (Flint et al., 2000). 

Esses fármacos ainda apresentam graves restrições de uso, tais como reduzido 

espectro de atividade, utilidade terapêutica limitada e vários graus de toxicidade 

(De Clercq, 2004; Arora et al., 2009). Desta forma, ainda é de extrema 

necessidade validar as pesquisas com plantas medicinais, desenvolver novas 

tendências tecnológicas para assegurar uma terapêutica mais segura e 

consequentemente buscar novas alternativas terapêuticas efetivas para doenças 

virais, à base de substâncias com potente atividade, com um mínimo de efeitos 

colaterais e, preferivelmente, com mecanismos de ação diferentes daqueles dos 

medicamentos já existentes (Galina, 2003). 
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1.4. FAMÍLIAS HERPESVIRIDAE, PARAMYXOVIRIDAE E REOVIRIDAE 

UTILIZADAS COMO MODELOS PARA OS TESTES DOS EXTRATOS E 

FRAÇÕES DE Guettarda angelica Mart. ex Müll. Arg.  

 

1.4.1. HERPESVIRIDAE 

  

Os herpesvírus são vírus que contêm uma molécula de DNA linear, fita 

dupla, circundados por uma substância amorfa, o tegumento, possuem um 

capsídeo icosadeltahédrico de aproximadamente 100 nm de diâmetro contendo 

162 capsômeros e um envelope glicoprotéico. A replicação ocorre no núcleo, 

formando inclusões intranucleares, e são os únicos vírus que adquirem o envelope 

mediante brotamento pela membrana nuclear. Os herpesvírus são muito 

importantes devido à sua capacidade de causar infecções latentes no sistema 

nervoso do hospedeiro após a infecção aguda. A infecção latente persiste por toda 

a vida do animal, podendo ser reativada natural e/ou experimentalmente, 

resultando em excreção e transmissão de vírus (Levinson e Jawetz, 2006). 

As doenças causadas pelos herpesvírus pertencentes ao gênero 

Varicellovirus, família Herpesviridae, subfamília Alphaherpesvirinae, são as mais 

comumente observadas em humanos e animais (Levinson e Jawetz, 2006). Em 

animais, os principais representantes desta subfamília são os herpesvírus bovino 

tipo 1 (BoHV-1), suíno tipo 1 (SuHV-1) e equino tipo 1 (EHV-1). 
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1.4.1. 1. Herpesvírus bovino 

 

Os herpesvírus são responsáveis por uma ampla gama de condições em 

ruminantes, incluindo doenças neurológica, respiratória, genital e fetal. As 

infecções podem ser de natureza inaparente a fatal. Existem cinco diferentes 

grupos de herpesvírus bovino que são 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 manifestações 

como: doença respiratória, conhecida como rinotraqueíte infecciosa bovina (IBR); 

vulvovaginite pustular infecciosa (IPV); balanopostite pustular infecciosa (IPB); 

conjuntivite; reabsorção embrionária; abortos; infertilidade temporária; nascimento 

de animais fracos; queda brusca na produção de leite; e infecções sistêmicas 

resultando em meningoencefalite (Cerqueira et al., 2000; Vieira et al., 2003).  

A IBR tem sido identificada na África do Sul, Austrália, Canadá, Estados 

Unidos, Nova Zelândia, Reino Unido e Europa, apresentando-se mais comumente 

em rebanhos confinados e em grandes fazendas de criação (Cavalcante, 2000; 

Straub, 2001). A infecção pelo vírus BoHV-1 vem causando sérias perdas 

econômicas em rebanhos leiteiros e tem sido alvo de estudos em várias partes do 

mundo devido justamente a este impacto extremamente negativo da infecção por 

esse vírus na pecuária 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 

variação relatada, a maioria dos estudos foi realizada ou com número pequeno de 
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amostras englobando poucos municípios ou, muitas vezes, com populações 

específicas ou ambas as situações (Anunciação et al., 1989; Vieira et al., 2003; 

Barbosa et al., 2005). Outra questão a ressaltar é que, no Brasil, há uma 

deficiência de pesquisas que abordem fatores de risco para esta infecção. 

As vacinas previnem o desenvolvimento de sintomas clínicos e reduzem a 

eliminação de partículas virais, no entanto, não impedem a infecção viral e latência 

(Ackermann et al., 1982; Osório, 1998). Países europeus com baixa prevalência 

do BoHV-1 não permitem o uso de vacinas e erradicam a enfermidade utilizando 

sorodiagnóstico e eliminação dos animais reagentes (Ackermann et al., 1990a; 

Ackermann et al., 1990b; Straub, 1991). Quando a prevalência do BoHV-1 é 

elevada, a erradicação torna-se onerosa pelo custo dos descartes, sendo mais 

viável, neste caso, a vacina com marcador genético que permite a diferenciação 

entre animais infectados e vacinados utilizando um teste ELISA (Van Oirschot et 

al., 1996), porém a comercialização desta vacina não está autorizada no Brasil 

(Fava et al., 2003).  

 

1.4.1. 2. Herpesvírus suíno 

 

O herpesvírus suíno tipo 1 (SuHV-1), causador da Doença de Aujeszky 

(DA) ou pseudo-raiva, se constitui em um importante obstáculo à exploração e ao 

comércio internacional de suínos em todo o mundo.  A DA é uma virose altamente 

contagiosa, que acomete principalmente a espécie suína, que é considerada o 

principal reservatório do vírus e o seu mais importante disseminador. A sua 
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ocorrência em outras espécies como ruminantes, felinos, caninos e roedores é 

consequência do contato com suínos infectados (Sobestiansky et al., 1999; Santos 

et al., 2008). 

A DA tem uma distribuição mundial e no Brasil, a dornça foi diagnosticada 

pela primeira vez em 1912 e, posteriormente, foi identificada em todos os estados 

das regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste, além da Bahia e Ceará. Nos últimos 

anos, a infecção tem sido mais frequentemente relatada em Santa Catarina (SC), 

o que fez com que fosse implementado um programa estadual de erradicação. A 

partir deste programa, desde julho de 2004, a DA não é mais identificada em SC 

(Franco e Roehe, 2007). A DA é uma enfermidade de importância sanitária e 

econômica na suinocultura e de notificação anual obrigatória (Groff et al., 2005). 

A DA pode provocar diversos sinais clínicos como: transtornos reprodutivos, 

respiratórios e do sistema nervoso central, causando altas taxas de morbidade e 

mortalidade de leitões, redução da performance dos reprodutores e redução do 

desenvolvimento dos animais em crescimento e terminação (Mettenleiter, 2000; 

Silva et al., 2005, Franco e Roehe, 2007). Os sinais clínicos da infecção pelo 

SuHV-1 variam de acordo com fatores epidemiológicos como endemicidade e 

suscetibilidade dos indivíduos. A ocorrência da DA em áreas endêmicas é 

associada a manifestações reprodutivas. A introdução do vírus em rebanhos livres 

resulta em sinais clínicos característicos, que variam de acordo com a faixa etária. 

Em animais jovens predominam sinais neurológicos com a taxa de mortalidade 

aproximando-se dos 100%. Os animais adultos ou em gestação apresentam febre, 

taxas variáveis de aborto, reabsorção fetal, dificuldade respiratória e, 
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eventualmente, vômitos. A mortalidade nessa faixa etária é geralmente baixa 

(Groff et al., 2005; Zanella et al., 2007). 

Devido à capacidade deste vírus causar infecção latente, os animais 

soropositivos constituem-se em reservatórios e fonte potencial de disseminação 

do vírus da DA na qual é transmitido por contato direto ou indireto de animais 

susceptíveis com secreções contaminadas ou animais infectados (Groff et al., 

2005; Franco e Roehe, 2007).  

As estratégias de combate ao SuHV-1 variam de acordo com a situação 

epidemiológica da infecção nas áreas alvo. Em todas as situações, o papel dos 

portadores latentes se reveste de importância fundamental e deve permear a 

planificação e adoção das medidas adequadas. Em geral, as estratégias são 

baseadas em uma combinação de vacinação, identificação e descarte de 

soropositivos, além de medidas gerais de prevenção (Groff et al., 2005; Franco e 

Roehe, 2007). 

 

1.4.1. 3. Herpesvírus equino 

 

Existem cinco diferentes grupos de herpesvírus equino que são 

classificados como: EHV-1, EHV-2, EHV-3, EHV-4 e EHV-5. O EHV-1 tem sido 

associado a aborto em éguas; doença do trato respiratório superior em cavalos 

jovens que vem acompanhada de aumento do volume de linfonodos locais e 

descarga nasal serosa, que pode se tornar mucopurulenta como consequência de 

infecções secundárias bacterianas; e doença neurológica ocasional. A 
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equideocultura constitui importante segmento do agronegócio brasileiro. Além de 

sua ligação com a pecuária comercial, a atividade possui uma forte inter-relação 

com setores ligados ao lazer, à cultura, ao esporte e ao ecoturismo (Ardans, 2003; 

Groff et al., 2005). 

O EHV-1 é um vírus cosmopolita, distribuindo-se nas diferentes populações 

de cavalos de vários países (Crabb e Studdert, 1995). No Brasil, o EHV-1 foi 

detectado pela primeira vez em 1964 (Corrêa e Nilsson, 1964) sendo 

posteriormente isolado em estados do sul e sudeste (Nilsson e Corrêa, 1966; 

Weiblen et al., 1994; Moreira et al., 1998). No seu conjunto, as informações 

disponíveis indicam que o EHV-1 está circulando de forma significativa nas 

populações de equinos do Sul e do Sudeste brasileiro. O alto índice de animais 

sorologicamente positivos, em contraste com um número baixo de sinais clínicos 

reportados, parece indicar a importância das infecções assintomáticas no ciclo do 

EHV-1 (Cunha et al., 2002). 

A infecção pelo EHV-1 é enzoótica na maioria das populações de equinos e 

uma parcela significativa dos animais de áreas endêmicas apresenta anticorpos 

contra o agente. Entretanto, a maioria dos testes sorológicos não é capaz de 

diferenciar anticorpos contra EHV-1 e EHV-4, devido à extensa reatividade 

cruzada entre os dois vírus. O EHV-1 é transmitido de forma horizontal, por 

contato direto e indireto entre animais susceptíveis e que estão excretando o vírus. 

O vírus é excretado durante a infecção aguda e durante episódios de reativação 

da infecção latente (Ardans, 2003; Franco e Roehe, 2007). 
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A vacinação continua até hoje como uma importante estratégia para 

combater a infecção por EHV-1, em combinação com medidas de gestão. O 

principal tipo de vacina comercialmente disponível é a vacina inativada de EHV-1, 

que oferece diferentes níveis de proteção contra a doença através da indução de 

anticorpos. A eficácia da vacinação contra infecções causadas pelos EHV-1 ainda 

é limitada em intensidade e duração. Mesmo entre animais vacinados pode haver 

a disseminação sistêmica dos vírus, atribuída aos mecanismos de escape viral do 

sistema imune, mas os sinais clínicos tendem a ser mais brandos. Tratamentos, 

incluindo o uso de antibióticos de amplo espectro, são recomendados para 

minimizar o quadro clínico e prevenir infecções secundárias (Franco e Roehe, 

2007; Paillot et al., 2009). 

Programas de manejo adequados ainda se constituem na melhor forma de 

prevenção e controle para o EHV-1. Entre outros, o material derivado de abortos 

deve receber atenção especial, sendo recomendável o correto descarte do feto, 

placenta e camas através da incineração ou enterro (Moreira et al., 1998; 

Gilkerson et al., 1999). 

 

1.4.2. PARAMYXOVIRIDAE 

 

Os vírus da família Paramyxoviridae incluem importantes patógenos do 

trato respiratório de humanos e animais. A família é constituída por vírus 

envelopados que contém genoma RNA de fita simples não segmentado e de 

polaridade negativa (Arns et al., 2007).  
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Os paramixovírus são responsáveis por algumas enfermidades de grande 

relevância na Medicina Veterinária, tanto por sua prevalência como pelo impacto 

econômico na produção animal. Dentre estes destaca-se o metapneumovírus 

aviário (aMPV).  

 

1.4.2.1. Metapneumovírus aviário 

 

O metapneumovírus aviário (aMPV), anteriormente classificado no gênero 

Pneumovirus, foi reclassificado dentro do gênero Metapneumovirus por apresentar 

o genoma com oito genes organizados em uma ordem diferente dos outros 10 

gêneros de pneumovírus de mamíferos. Esses vírus não apresentam atividade 

hemaglutinante e de neuraminidase, sendo incapazes de aglutinar eritrócitos de 

mamíferos e aves. Todas as fases da replicação dos metapneumovírus ocorrem 

no citoplasma e este é constituído 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 rinotraqueíte em perus na França (Lamb e Kolakofsky, 1996; Arns et al., 2007) 

Os primeiros relatos da presença do aMPV em produções avícolas de 

galinhas e perus foram realizados no final dos anos 70, na África 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 introdução da vacina no país (Arns e 

Hafez, 1995). Embora não existam dados disponíveis sobre a circulação do aMPV 



 

 

34 

em diversas áreas geográficas, dois países se declararam livres destes vírus: 

Austrália (Bell e Alexander, 1990) e Canadá (Heckert e Myers, 1993). 

O aMPV é o agente etiológico da rinotraqueíte em perus (TRT) e está 

associado à síndrome da cabeça inchada (SHS) em aves comerciais (Dani et al., 

1999). Este agente causa uma doença aguda e altamente contagiosa do trato 

respiratório em aves comerciais e populações 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 infecção bacteriana secundária. Apesar da 

replicação dos vírus ocorrer na traquéia e pulmões, ela é muito mais limitada ao 

trato respiratório superior, onde as partículas virais podem ser detectadas mais 

facilmente (Cook, 2000). A forma mais grave da doença em galinhas é causada, 

provavelmente, pela associação do aMPV com infecções bacterianas secundárias 

(Gough, 2003). A SHS é caracterizada por apatia, edema de face e seios 

infraorbitais. Além disso, desorientação cerebral, torcicolo e opistótono 

frequentemente são relatados com a progressão da doença (O‟brien, 1985; Hafez, 

1993). Em poedeiras e matrizes de perus, a infecção pelo aMPV provoca queda 

na qualidade e na produção de ovos (Stuart, 1989; Cook et al., 1996). 

A transmissão do aMPV ocorre por contato direto ou indireto entre aves, por 

aerossóis e através de ração, água e cama contaminados. Em condições de baixa 

umidade, má ventilação, calor intenso e poeira, a disseminação da doença entre 

galinhas criadas em cama é rápida (cerca de 24 horas). No caso de aves criadas 
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em gaiolas, em boxes ou galpões separados, a disseminação da doença pode ser 

lenta (cerca de 1 a 2 semanas) (Arns et al., 2007). 

Em galinhas, a morbidade pode chegar a 10%, a produção 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 últimas, a 

evidência do papel do aMPV como agente etiológico primário da enfermidade é 

maior (Cook, 2000). Porém, ele não é o único causador associado à SHS, outros 

agentes também foram descritos, como o vírus 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 variável, dependendo da presença de infecções bacterianas 

secundárias (Arns et al., 2007). 

As boas práticas de manejo e biossegurança são importantes para prevenir 

e minimizar os efeitos da infecção pelo aMPV. Embora a infecção por este vírus 

não possa ser tratada diretamente, a utilização de antibióticos é importante para 

controlar infecções bacterianas secundárias (Stuart, 1989; Hafez e Weiland, 

1990). A forma de utilização dos antibióticos empregados pela indústria avícola 

tem mudado consideravelmente na última década devido, principalmente, às 

preocupações sobre as possíveis consequências negativas à saúde humana 

causadas pela sua utilização excessiva (Singer e Hofacre, 2006; Arns et al., 2007).  

As infecções pelo aMPV podem ser prevenidas pela vacinação. As vacinas 

oferecem uma excelente proteção em perus e também em galinhas quando 

administradas corretamente. Uma única vacinação pode oferecer proteção aos 
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perus durante toda a vida. Entretanto, pode ocorrer reinfecção na fase tardia da 

vida. Por isso, em alguns casos, os perus são revacinados depois de 

aproximadamente 10-12 semanas (Cook, 2000). Em frangos, a proteção durante 

toda a vida também pode ser obtida com uma única dose de vacina. Em galinhas, 

a administração de vacina inativada oferece uma redução dos efeitos da infecção 

pelo aMPV na produção de ovos. Desta forma, recomenda-se a primovacinação 

com vacinas vivas atenuadas, para estimular clones de células de memória, 

obtendo assim uma resposta mais efetiva. A revacinação deve ser realizada com 

uma vacina inativada. Embora a vacina não proteja completamente os animais, os 

sinais respiratórios serão mais brandos em caso de infecção. As vacinas contra os 

subtipos A e B oferecem uma excelente proteção cruzada entre eles (Cook et al., 

1995; Eterradossi et al., 1995; Toquin et al., 1996). Além disso, estas vacinas 

também oferecem proteção contra o isolado Colorado, subtipo C (Cook et al., 

1999) e contra os isolados do subtipo D (Toquin et al., 1999). No Brasil, são 

utilizadas vacinas contra os subtipos A e B. 

 

1.4.3. REOVIRIDAE 

 

A família Reoviridae é composta por vírus que infectam uma ampla 

variedade de hospedeiros, incluindo invertebrados, plantas e vertebrados. As 

infecções de vertebrados afetam principalmente o trato gastrointestinal e 

respiratório. Esta família é constituída por vírus que apresentam um genoma RNA 

fita dupla segmentado, ausência de envelope glicoprotéico, simetria icosaédrica e 
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capsídeo duplo. Esses vírus realizam o seu ciclo replicativo no citoplasma das 

células hospedeiras (Alfieri et al., 2007).  

A família Reoviridae é formada por 15 gêneros, porém apenas cinco 

infectam vertebrados (Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus e 

Aquareovirus). Destes gêneros, destacam-se os Orthoreovirus que apresentam 

uma importância na área veterinária, provocam perdas econômicas para a 

indústria avícola e foram denominados genericamente como reovírus (Alfieri et al., 

2007; ICTV, 2009).  

 

1.4.3.1. Reovírus aviário 

 

O gênero Orthoreovirus é subdividido em duas espécies: ortoreovírus 

(reovírus) de mamíferos e ortoreovírus (reovírus) aviário. Os reovírus aviários se 

caracterizam pela especificidade de hospedeiro, diversidade antigênica e pela 

ausência antigênica de atividade hemaglutinante, o que contrasta com a 

característica hemaglutinante dos reovírus dos mamíferos. Dentre os reovírus 

aviários, são descritos 11 sorotipos distintos que, de acordo com a distribuição 

geográfica, espécie aviária e material clínico de origem, podem apresentar 

considerável reatividade sorológica cruzada devido à presença de antígenos 

comuns (Alfieri et al., 2007).  

O Reovírus aviário (ARV) foi isolado pela primeira vez em 1954, por Fahey 

e Crawley em frangos com problema respiratório crônico sendo posteriormente 

caracterizado por Petek et al. (1967). No Brasil, o primeiro isolamento desse vírus 
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foi realizado por Bottino et al. (1975) a partir de aves reprodutoras com processos 

inflamatórios articulares. O ARV já foi descrito em várias espécies aviárias 

destacando-se entre elas frango de corte, galinha de postura, peru, codorna e 

ganso (Georgieva e Jambazova, 2003). 

As infecções por ARV têm sido associadas com uma variedade de doenças, 

destacando principalmente a tenosinovite ou artrite viral que provoca lesões de 

caráter inflamatório crônico na articulação tibiotársica, ocasionando dificuldade de 

locomoção. Além disso, outras manifestações também estão associadas, como 

doenças respiratórias e entéricas, miocardite, hepatite, anemia, osteoporose, 

hidropericárdio, empastamento da cloaca, mortalidade de pintinhos, síndrome da 

refugagem e síndrome de má absorção. Geralmente, a mortalidade das aves 

ocorre devido à inanição e desidratação (Jones, 2000; Vasconcelos et al., 2001; 

Alfieri et al., 2007). A transmissão do vírus ocorre tanto vertical como 

horizontalmente e está relacionado a uma série de fatores que vão desde a 

grande resistência da partícula viral ao ambiente até a rota de transmissão. O 

controle dessa enfermidade é difícil, 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 vacinação de reovírus de criadores pode ser feita com vacinas vivas ou 

inativadas ou combinações de ambas. As vacinas inativadas são muito mais 

eficientes se precedida pela vacinação 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 Müll. Arg. frente a vírus animais de importância na medicina veterinária. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

a) Avaliar a citotoxicidade de extratos e frações de G. angelica frente à 

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

b) Avaliar a atividade antiviral de extratos e frações de G. angelica em 

concentrações não-citóxicas frente ao herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1), 

herpesvírus suíno tipo 1 (SuHV-1), herpesvírus equino tipo 1 (EHV-1), 

metapneumovírus aviário (aMPV) e reovírus aviário (ARV). 

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

índices de seletividade. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

 

Evaluation of antiviral potential of Guettarda angelica against 

animal herpesviruses 
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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 (SI) of this extract was 

determined by colorimetric MTT assay by calculating the ratio CC50 (50% cytotoxic 

concentration) over IC50 (50% viral inhibitory concentration). AEs showed no 

cytotoxic effect at the inhibitory concentrations (IC50= 91.30±0.03 μg/mL, 

22.79±0.04 μg/mL and 19.95±0.01 μg/mL for BoHV-1, SuHV-1 and EHV-1, 

respectively) with CC50 values of 400.60±0.20 μg/mL for Vero cells and 

920.50±0.19 μg/mL for MDBK cells. The SI 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; Brandão 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 Müll. 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; Brandão 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 Müll. 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 (AEl) were 

prepared by grinding of dried materials in a mixer, followed by addition of distilled 

water (10%, w/v) and maintenance at 4oC for 8 h (AEs) and 24 h (AEl). 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 (AqF) 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 

distilled water and Earle minimum essential medium (MEM-Vitrocell) twice 

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

20ºC. 

 

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 

3x104 cells/well and incubated at 37ºC in a humidified 5% CO2 atmosphere. 

 

Cytotoxicity assay by cell morphology analysis 

  After 24 h of cell seeding, the medium was removed and the cells were 

exposed to 100 µL of increasing concentrations of plant fractions and extracts, 

ranging from 5.0 to 2,500 μg/mL except for AEr (4.0 to 2,000 μg/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 µL of extracts or fractions at dilutions corresponding to each 

MNCC. After 1h of incubation, 50 µL 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-TCID50 

(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 μL/well of increasing concentrations of plant extracts, in 

quadruplicate. After 48-72 h, the medium was removed and 50 μL 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 μL of sodium dodecyl sulfate (SDS-

Merck) in 10% HCl 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 (CC50) 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 µL after putting the extract dilutions. Viral 
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controls consisted of the cells incubated with MEM and virus. The 50% inhibitory 

concentration (IC50) was defined as the concentration of the material that inhibited 

50% of viral replication when compared to virus control. 

  The CC50 and IC50 were obtained from nonlinear regression analysis of 

concentration-effect curves by GraphPad Prism 5 Demo program and represent 

the mean ± standard deviation of three independent experiments. The selectivity 

index (SI) was calculated from the ratio CC50/IC50. 

 

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 (AEl), seeds (AEs) and roots (AEr) was 800 

µg/mL, 400 µg/mL and 250 µg/mL, respectively; meanwhile, the MNCC for the 

methanolic extract from roots (MeOHEr) was 200 µg/mL. In Vero cells, these 

values were 1,250 µg/mL (AEl), 625 µg/mL (AEs), 500 µg/mL (AEr) and 312 µg/mL 

(MeOHEr). The fractions of MeOHEr: AqF, and AcOEtF, showed the highest 

values of MNCC and equals for both cells, corresponding to a low cytotoxicity 

(1,600 µg/mL for MDBK cells and 1,250 µg/mL for Vero cells). On the other hand, 

the HexF fraction presented a higher cytotoxicity with MNCC of 80 µg/mL (Vero 

cells) and 50 µg/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 VII 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 (SI) was calculated only for it (Table 2). The 

IC50 values were 22.79 µg/mL for BoHV-1, 91.30 µg/mL for SuHV-1, and 19.95 

µg/mL for EHV-1. AEs showed no cytotoxic effect at these inhibitory concentrations 

with CC50 values of 400.60±0.20 μg/mL for Vero cells and 920.50±0.19 μg/mL for 

MDBK cells. The SI 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 (Özcelik 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 (Özcelik 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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Gonçalves et al., 2005; Özcelik 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 SI 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 SI 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 IC50 values bellow 100 µg/mL (Cos et al., 2006). Taken together 

the IC50 and SI 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 extract demonstrate a broad 

antiherpesviral spectrum and makes of this plant a promising source of antivirals. 
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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 (EHV-1) 

herpesviruses 1. 

 MNCC (µg/mL)                     VII* 

Extracts 

Vero 

Cells 

MDBK 

Cells  BoHV-1 SuHV-1 EHV-1 

AEr 500 250  0.57 0.11 0.69 

MeOHEr 312 200  0 0.62 0.60 

AqF 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 

AEl 1,250 800  0.63 0.24 1.13 

AEs 625 400  2.30 2.72 1.60 

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

and HexF(hexane) fractions from MeOHEr fractionation; AEl: 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 (SI), 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. 

Extract  
Vero cells     MDBK cells  BoHV-1  SuHV-1  EHV-1 

CC50  (µg/mL)a  IC50(µg/mL)b SIc  IC50(µg/mL) SI  IC50(µg/mL) SI 

AEs  

400.60 ± 

0.20 

920.50 ± 

0.19  22.79 ± 0.04 40.39  91.30 ± 0.03 10.08  19.95 ± 0.01 20.08 

a 50% cytotoxic concentration; b 50% inhibitory concentration; c ratio of CC50 to IC50. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

59 

 

CAPÍTULO 2 

 

 

 

Antiviral evaluation of Guettarda angelica Mart. ex Müll. Arg. 

(Rubiaceae) on avian viruses 

 

Alyne Vieira Barros, Aline Oliveira da Conceição, Isabela Cristina Simoni, Marina 

Aiello Padilla, Maria Judite Bittencourt Fernandes, Clarice Weis Arns 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Artigo em preparação) 



 

 

60 

 

 

Antiviral evaluation of Guettarda angelica Mart. ex Müll. Arg. 

(Rubiaceae) on avian viruses 

 

Alyne Vieira Barrosa,c, Aline Oliveira da Conceiçãob, Isabela Cristina Simonia, 

Marina Aiello Padillaa,c Maria Judite Bittencourt Fernandesa, Clarice Weis Arnsc* 

 

aCentro de P&D de Sanidade Animal, Instituto Biológico, São Paulo, CP 12898, SP, Brazil 

bUniversidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, CP 45662-000, BA, Brazil 

cUniversidade Estadual de Campinas, Campinas, CP 6109, SP, Brazil 

 

*Corresponding author at: Laboratório de Virologia Animal, Departamento de Genética, Evolução e 

Bioagentes, Instituto de Biologia Unicamp, – UNICAMP, Campinas, Brazil. P.O. Box 6109, CEP 

13081-970, Campinas, SP, Brazil. Phone: +55 19 3521-6267, E-Mail address: clarns@gmail.com 

 

 

 

 



 

 

61 

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 Müll. 

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 extract was further evaluated by 

quantitative colorimetric MTT method to determine the 50% cytotoxic concentration 

(CC50), 50% inhibitory concentration (IC50) and the selectivity index (SI) (CC50 

/IC50). The CC50, IC50 and SI 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 Müll. 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 Müll. 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 (AEl) 

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 (AqF) 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 

µm filter) and stored at -20 ºC.  

 

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 3x104 cells/well and incubated at 37ºC in a 

humidified 5% CO2 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 µL 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 μL of MTT solution (1 mg/mL, Sigma) 

prepared in MEM was added to each well of microplate and it was incubated at 37 

ºC for 4 hours. This solution was converted by mitochondrial succinate 

dehydrogenase enzyme into insoluble formazan. The MTT solution was removed 

and replaced with 100 μL of Sodium dodecyl sulfate (SDS - Merck®) in 10% HCl 

0.001N to dissolve formazan crystals. After overnight incubation at 37 ºC, 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 (CC50) 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 µL of extracts at dilutions corresponding to each MNCC and the 

microplates were incubated for 1 h. After this period, 50 µL 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-TCID50 (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 VII was ≥ 1.5 (Simoni et al., 2007). 

 

2.5.1 MTT assay 

 

After 24 h cell monolayer, the medium was replaced by 100 µL of decreasing 

concentrations of plant extracts and 100 µL 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 IC50 

(50% inhibitory concentration) was defined as the concentration of the material that 

inhibited 50% of viral replication when compared to virus control. The SI (selectivity 

index) was calculated from the ratio CC50/IC50 (Cos et al., 2006). 

 

2.6 Data analysis 

 

All data were analyzed using the GraphPad Prism 5 to obtaining of the CC50 

and IC50 values. These values were obtained from nonlinear regression analysis of 

concentration-effect curves and represent mean ± standard deviation of three 

independent experiments.  
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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 µg/mL, when compared to other extracts and fractions of G. 

angelica. Meanwhile, the AEl extracts and the AqF and AcOEtF fractions 

presented a lower toxicity to cells with MNCC of 1,250 µg/mL. The remainder of the 

extracts (AEr, MeOHEr and AEs) showed MNCC varying from 625 µg/mL to 312 

µg/mL. Only AEs extract was also analyzed by MTT method in which obtained 

CC50 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 IC50 and SI values of 23.59 

µg/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; Özcelik 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 CC50 (the 50% cytotoxic concentration) and IC50 (the 50% 

inhibitory concentration) values and consequently the determination of the 

selectivity indexes (SI= CC50/IC50). 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 IC50 ≤ 25 µg/mL and SI ≥ 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 IC50 values below 100 

µg/mL for extracts and SI > 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; Özçelik et 

al., 2005; Gonçalves 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). 

      

Extracts and Fractions 

MNCC (µg/mL) VII 

Vero Cells ARV aMPV 

AEr  500 0.26 0.42 

MeOHEr 312 0.76 0.42 

AqF 1,250 0.76 0.30 

AcOEtF 1,250 0.76 0.17 

HexF 80 0 0.67 

AEl 1,250 0 0.29 

AEs 625 3.24 0.67 

Maximum non-citoxic concentration (MNCC); viral inhibition index (VII); Aqueous extracts from seeds 

(AEs); aqueous extracts from leaves (AEl); aqueous extracts from root barks (AEr); ethanolic extract 

from root barks (MeOHEr); hexane (HexF), ethyl acetate (AcOEtF), and aqueous(AqF) fractions from 

MeOHEr fractionation. 
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Table 2. The 50% cytotoxic concentration (CC50), the 50% inhibitory concentration 

(IC50) and selectivity index (SI) of aqueous extract of seeds from Guettarda 

angelica against avian reovirus by MTT method. 

     

Guettarda angelica 

  Aqueous extract of seeds (AEs) 

CC50 (µg/mL)  400.60 ± 0.11* 

IC50 (µg/mL)  23.59 ± 0.04* 

SI (CC50/IC50)   17.00 

*represent mean ± standard desviation values of three experiments 
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4. DISCUSSÃO 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 país ser detentor da 

maior biodiversidade do planeta, com aproximadamente 20-22% de todas as 

plantas e microorganismos existentes, além da assimilação dos conhecimentos 

indígenas, integrado às contribuições trazidas pelos escravos e imigrantes 

(Simões et al., 1999; Guerra et al., 1998). Esta ampla biodiversidade, combinada 

com a introdução de modelos biológicos in vitro em grande escala, propiciaram 

avanços significativos no estudo de novos fármacos (Houghton, 2000; Nielsen, 

2002).  

As doenças infecciosas de origem viral representam um importante problema 

de saúde mundial tanto na área humana como animal. Embora a procura por 

novos fármacos antivirais seja intensa e de extrema importância, os avanços são 

insuficientes, já que a maioria destes possui aplicações limitadas e pouco 

satisfatórias, e podem produzir efeitos colaterais adversos. Além disso, pode 

ocorrer o surgimento de resistência aos medicamentos antivirais disponíveis, 

portanto é indispensável pesquisas com o intuito de descobrir novas alternativas 

terapêuticas efetivas para doenças virais humanas e veterinárias à 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 necessário primeiramente determinar 

a citotoxicidade dos extratos e frações de Guettarda angelica, pois esta pode ser 
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confundida com uma falsa atividade antiviral, uma vez que ambas levam à morte 

celular. Isso permitiu que o teste de atividade antiviral fosse realizado em 

concentrações subtóxicas determinando-se a CC50 (concentração citotóxica a 

50%) e também a MNCC (concentração máxima não citotóxica) para cada 

material testado. A partir disso, os extratos e frações obtidos da espécie G. 

angelica foram avaliados quanto a sua atividade antiviral frente a cinco vírus de 

grande importância na medicina veterinária (BoHV-1, SuHV-1, EHV-1, ARV e 

aMPV), levando-se em consideração o grau de alteração da monocamada celular 

nas células Vero e MDBK. 

Na literatura é possível observar diversos trabalhos científicos evidenciando 

a ação antiviral de extratos brutos e frações obtidas apartir de plantas, e 

componentes isolados contra estes herpesvírus animais e para humanos também; 

e alguns para determinados vírus aviários (reovírus e metapneumovírus). Dos 

extratos e frações de G. angelica analisados no presente estudo, apenas o extrato 

aquoso de semente (AEs) apresentou uma atividade antiviral significativa para os 

vírus BoHV-1, SuHV-1, EHV-1 e ARV. Além disso, este extrato se mostrou com 

baixa toxicidade, variando entre 400-625 µg/mL, para as linhagens celulares Vero 

e MDBK. 

As raízes de Guettarda angelica apesar de não apresentarem atividade 

antiviral para os vírus estudados neste trabalho, são descritas na literatura como 

um possível agente antimicrobiano. Araújo (2006) observou que raiz de G. 

angelica apresenta uma atividade antibacteriana. E no gênero Guettarda há 
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também estudos sobre a atividade antiviral de glicosídeos isolados da raiz de G. 

platypoda frente aos vírus da estomatite vesicular e rinovírus (Aquino et al., 1989). 

Segundo Ikuno et al. (2003), frações obtidas do extrato etanólico das folhas 

de Sesbania virgata apresentaram um efeito antiherpético contra herpesvírus 

bovino e suíno. Um trabalho desenvolvido por Ahamd et al. (1996) demonstrou 

que o extrato da planta Opuntia streptacantha inibiu significativamente a 

replicação intracelular dos herpesvírus animais EHV-1 e SuHV-1. Além disso, este 

extrato também apresenta uma atividade antiviral satisfatória frente aos 

herpesvírus humanos, como o Citomegalovírus e Vírus sincicial respiratório. 

Segundo Lupini et al. (2009), extratos de castanhas (Castanea spp.) e Quebracho 

(Schinopsis spp.) apresentam uma atividade antiviral significativa in vitro frente a 

reovírus aviário (ARV) e metapneumovírus aviário (aMPV). Os demais materiais 

testados também não apresentaram atividade antiviral. 

As sementes de uma variedade de plantas apresentam diversos compostos 

ativos, como: proteínas e peptídeos, flavonóides, alcalóides, entre outros. 

Um número crescente de peptídeos e antimicrobiano tem sido isolado das 

plantas e em particular da semente (Tailor et al., 1997). Os flavonóides têm 

recebido muita atenção devido a sua excelente atividade antioxidante e anti-

radical. Estudos têm revelado que os flavonóides são bons “limpadores” de 

radicais livres, e consequentemente, eles são usados muito em indústrias 

farmacêutica e de alimento. Mas os flavonóides têm também uma gama de outras 

atividades como antiinflamatória, antialérgica, antimutagênica, antitumoral e 

inclusive antiviral (Kazazic, 2004). A atividade antiviral de flavonóides naturais é de 
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conhecimento a mais de 40 anos e muitas pesquisas vêm sendo realizadas. 

Flavonóides isolados de Rutaceae foram testados frente a vírus DNA e RNA 

(Simões et al., 1990). Estudos de fracionamento biodirecionados de folhas de 

Persea americana frente à doença de Aujeszky (SuHV-1) indicaram que as 

frações ricas em flavonóides foram as mais ativas (Almeida et al., 1998). Em Wei 

et al. (2004), foi possível o fracionamento de extrato etanólico de sementes de 

Aesculus chinensis para isolar dois novos flavonóides que apresentaram uma 

atividade antiviral frente ao vírus sincicial respiratório e parainfluenza tipo A.   

 Estes trabalhos mostram a importância deste tipo de pesquisa e corroboram 

os nossos resultados. A busca por produtos naturais que apresentam atividade 

antiviral é um dos métodos alternativos, tendo em vista a problemática da terapia 

antiviral atualmente disponível, principalmente no que consiste ao 

desenvolvimento de resistência, e as pesquisas nesta área vêm crescendo nas 

últimas décadas na busca de substâncias bioativas. E as sementes de G. angelica 

são promissoras como fonte de novos agentes antivirais uma vez que se mostrou 

ativa contra vírus DNA e RNA, envelopados e não envelopados.  
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5. CONCLUSÕES GERAIS 

 

a) Os extratos e frações testados mostraram uma maior toxicidade frente à 

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 três herpesvírus 

(BoHV-1, SuHV-1, EHV-1) e reovírus aviário.  

 

c) Os índices de seletividade do extrato aquoso de sementes para os vírus 

BoHV-1, SuHV-1, EHV-1 e ARV foram maiores que 4 indicando que são 

promissores como agentes antivirais.  
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