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1. RESUMO

Para avaliar a atividade antiviral dos extratos de plantas brasileiras foram eleitos o
Metapneumovirus avidrio (aMPV) e o virus Respiratério sincicial bovino (BRSV)
pertences a familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, géneros
Metapneumovirus e Pneumovirus respectivamente. Tanto o aMPV quanto o BRSV sao
virus semelhantes aos que causam doencas em humanos como o virus respiratdrio
sincicial humano (HRSV) e metapneumovirus humano (hMPV). O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a atividade antiviral de 12 diferentes espécies de plantas: Prerodon
emarginatus Vogel.; Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.; Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen; Virola sebifera Aubl.; Gaylussacia brasiliensis (Spreng.) Meisn.; Maytenus
ilicifolia (Schrad.) Planch.; Bursera aloexylon (Schiede ex Schltdl.) Engl,;
Aspidosperma  tomentosum  Mart.;  Copaifera langsdorffii Desf; Baccharis
dracunculifolia DC.; Arrabideae chica (Humb. & Bonpl.) B.Verl.; Aniba rosaeodora
Ducke (Lin 3). Para realizar os estudos antivirais foi utilizada concentracdes maximas
ndo toxicas para as diferentes linhagens celulares utilizadas frente aos dois virus. Para
os ensaios antivirais foram utilizadas a linhagens CER (Chicken embryo related cells) e
CRIB (bovine viral diarrhea virus-resistant clone of MDBK cells) para o aMPV e
BRSV respectivamente. Os extratos brutos com atividade antiviral foram submetidos a
uma curva concentracdo resposta com diferentes concentragdes de extrato na presenca
de 100 DICC/mL de cada amostra viral através do ensaio colorimétrico MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-z-yl)-2,5 difeniltertrazolim brometo] determinando assim a concentragio
antiviral 50% (ECsg). Para determinar o mecanismo de ac¢do dos extratos e os virus nas
células foram utilizados trés diferentes tratamentos: (i) Pré-tratamento (célula tratada
com extrato e posterior inoculagdo com a amostra viral); (ii) Pés-tratamento (célula
inoculada com a amostra viral e depois tratada com o extrato); (iii) Virucida (extrato e
virus mantidos juntos e posterior inoculacio na cultura celular). O extrato foi
considerado ativo quando houve diminuicdo do titulo viral em 1,5 log em relagdo ao
titulo viral controle. Os resultados mostraram que todos os extratos testados obtiveram
concentragdes ndo toxicas para as diferentes linhagens celulares. Em relagdo a atividade
antiviral o extrato da espécie Aspidosperma tomentosum apresentou atividade frente ao
BRSV e aMPV, ambos no pré-tratamento. Os extratos das espécies Virola sebifera;
Arrabidaea chica; Gaylussacia brasiliensis e Anniba rosaeodora apresentaram

atividade antiviral para o aMPV no pdés-tratamento. Nenhum extrato bruto apresentou



atividade de “virus-inativacao” em relacdo aos virus avaliados. Os demais extratos nao
apresentaram atividade antiviral significativa para nenhum destas espécies virais. O
ensaio antiviral deste estudo podera continuar sendo utilizado como triagem para outras
espécies em busca de substiancias com potencial medicinal. As diferentes atividades de
acdo dos extratos sugerem a ocorréncia de mecanismo de agdo distinto entre os virus

avaliados.
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1. ABSTRACT

To evaluate the antiviral activity of extracts from Brazilian plants two different viruses
were elected Avian metapneumovirus (aMPV) and bovine respiratory syncytial virus
(BRSV) members of the family Paramyxoviridae, subfamily Pneumovirinae,
Pneumovirus and Metapneumovirus genera respectively. Both viruses are similar to
those that cause humans diseases such as respiratory syncytial virus (HRSV) and human
metapneumovirus (hMPV). The purpose of this study was to assess the antiviral activity
of 12 different plant species: Pterodon emarginatus Vogel; Kielmeyera coridcea
Mart. & Zucc.; Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen; Virola sebifera Aubl.;
Gaylussacia brasiliensis (Spreng.) Meisn.; Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch. ex.
Reiss; Bursera aloexylon (Schiede ex Schltdl.) Engl.; Aspidosperma tomentosum Matrt.;
Copaifera langsdorffii Desf.; Baccharis dracunculifolia DC.; Arrabideae chica (Humb.
& Bonpl.) B.Verl.; Aniba rosaeodora Ducke. (Lin 3). To perform the antiviral assay we
used non toxic maximum concentrations of the plants extracts with different cell lines
used against the two viruses. The cell lines used were CER (Chicken embryo related
cells) and CRIB (bovine viral diarrhea resistant clone of MDBK cells) for AMPV and
BRSV, respectively. The extracts with antiviral activity were subjected to a
concentration response curve with varying concentrations of extract in the presence of
100 TCID / mL of each viral sample by colorimetric MTT assay [3 - (4,5-
dimethylthiazol-z-yl) -2 , 5-diphenyltetrazolium bromide] to identify the antiviral 50%
concentration (EC50). To define the mechanism of action of extracts and viruses in cells
three different treatments were used: (i) pre-treatment (cells treated with plants extracts
and subsequent inoculation with a viral sample), (ii) Post-treatment (cells inoculated
with the viral sample and afterwards treated with the extract), (iii) Virucidal (viruses
and plants extracts were kept together and after that inoculated into cell cultures). The
extract was considered active when there was a decrease of virus titers by 1.5 log in
contrast to the control viral titer. The results revealed that all tested extracts had no toxic
concentrations for the different cell lines and detected the antiviral activity of the extract
of the species Aspidosperma tomentosum against the BRSV and aMPV, both in the pre-
treatment conditions. The extracts of the species Virola sebifera; Arrabidaea chica;
Gaylussacia brasiliensis and Anniba rosaeodora (Lin 3) exhibited antiviral activity for
aMPYV after treatment. The other extracts showed no significant antiviral activity for any

of these viral species. The antiviral test of this study may still be used as screening for
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other species in search for substances with medicinal potential. The varied action
activities of the extracts suggest that the occurrence of distinct mechanism of action

between the viruses evaluated.
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2. INTRODUCAO

As doencgas infecciosas causadas por bactérias, fungos, virus e parasitas sio
ainda uma grande ameaca a satide publica, apesar do enorme progresso na medicina
humana. O impacto das doencas infecciosas € particularmente grande nos paises em
desenvolvimento devido a inacessibilidade aos medicamentos e o aparecimento da
resisténcia a drogas disponiveis na clinica (Okeke et al., 2005).

O virus Respiratério sincicial bovino (em inglés, “Bovine Respiratory Syncytial
virus” - BRSV) pertence ao género Pneumovirus, da familia Paramyxoviridae, ordem
Mononegavirales (Pringle, 1999). Essa ordem compreende virus dotados de genoma
composto de RNA de fita simples (“mono”) com sentido negativo (“nega”, nsRNA)
(Rodhain, 1995). O BRSV estd intimamente relacionado ao virus respiratério sincicial
humano (HRSV) (Alm et al., 2008), bem como aos virus respiratorios sinciciais ovino e
caprino (ORSV e CRSV) (Larsen, 2000; Valentova, 2003). O BRSV possui intimeras
similaridades com o HRSV, especialmente no que se refere a organizacdo gendmica,
estrutura viral e antigenicidade (Baker, 1991; Vanderpoel et al., 1994; Kovarcik, 1997).
BRSYV e HRSV sio virus pleomérficos, envelopados, de tamanho varidvel: as particulas
esféricas medem entre 80 e 350nm de diametro; as particulas filamentosas medem entre
60 e 100 nm de didmetro com aproximadamente 1 um de comprimento (Baker et al.,
1997, Larsen, 2000).

O BRSYV, isolado pela primeira vez em 1967 (Paccaud & Jacquier, 1970) tem
distribuicdo mundial e causa grave doencga respiratéria em bovinos jovens, caracterizada
por bronquiolite e pneumonia intersticial (Larsen, 2000), de forma similar a
enfermidade decorrente da infeccdo pelo Virus Respiratério Sincicial Humano (HRSV)

em criangas (Van der Poel et al., 1994).
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A transmissdo do BRSV provavelmente ocorre por via aérea e contato direto
entre animais infectados com animais sadios (Larsen, 2000). A infeccdo primadria pelo
BRSYV induz grave doenca respiratéria do trato inferior em bovinos suscetiveis, tanto
jovens quanto adultos; todavia, ocorrem também infec¢cdes assintomdticas (De Jong et
al., 1996; Larsen, 2000). Em &reas endémicas, doenga clinica é mais aparente nos
animais jovens, a semelhanca do que ocorre em criangas infectadas pelo HRSV (Van
der Poel et al., 1994).

Ap6s infeccdo natural pelo BRSV, a protecdo contra reinfeccdes é de curta
duracdo e estas sdo miultiplas e comuns (Collins et al., 1988; Van der Poel et al., 1997).
Em bovinos, sinais clinicos evidentes normalmente sé sdo observados na primeira
infeccdo (Van der Poel ef al., 1994).

Por outro lado, hd o Metapneumovirus avidrio (em inglés, “avian
Metapneumovirus”’- aMPV), que era classificado no género Pneumovirus e, foi
designado como a espécie Metapneumovirus aviario dentro do género
Metapneumovirus (Collins et al., 2001). Divide entdo a mesma familia e género com o
BRSV. Estes virus apresentam o genoma RNA, fita simples, negativa e contendo aMPV
oito genes, organizados de forma diferente (Easton er al, 2004). No genoma dos
pneumovirus, o fragmento gendmico F-M2 situa-se entre os genes G e L, enquanto que,
nos metapneumovirus, esse mesmo fragmento apresenta-se em translocagdo e se
localiza entre os genes M e SH (Collins et al., 2001; Randhawa et al., 1997; Pringle,
1998). Os metapneumovirus sao virus envelopados, com um genoma RNA de sentido
negativo, com aproximadamente 13 Kb em extensdo (Ling et al., 1992; Fenner et al.,
1993).

O aMPV ¢ classificado em quatro subtipos A, B, C e D baseado na andlise de

sequéncias de nucleotideos e aminodcidos. Inicialmente, acreditava-se que havia apenas
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um sorotipo de aMPV, contendo dois subtipos A e B diferenciados pela andlise da
seqiiéncia de nucleotideos da glicoproteina ou utilizando anticorpos monoclonais
(Collins et al., 1993; Juhasz & Easton, 1994). Apds quase 20 anos do primeiro
isolamento de aMPV, o subtipo C foi descrito em perus nos Estados Unidos pelo
seqlienciamento dos genes das proteinas M (Seal, 1998), F (Seal, 2000; Tarpey et al.,
2001), N e P (Dar et al., 2001). Finalmente um subtipo D, geneticamente distinto dos
subtipos A, B e C, foi descrito na Franga (Bayon-Auboyer et al., 2000), onde também
foi identificada uma variante do subtipo C em patos (Toquin et al., 2006). No Brasil, as
amostras de aMPV isoladas e caracterizadas até 2005 sdao descritas como subtipo A
(Dani et al., 1999; D’ Arce et al., 2005) e apresentaram identidade de 95,8 a 99% com as
sequéncias de nucleotideos de outras amostras disponiveis no GenBank para este
mesmo subtipo (Ferreira, 2007).

O aMPV foi relatado pela primeira vez no fim dos anos de 1970 (Buys & Du
Pereez, 1980) e no Brasil por Arns & Hafez (1995), é o agente etiolégico da
Rinotraqueite em perus (TRT) e estd associado também a Sindrome da Cabeca Inchada
(SHS) em frangos e poedeiras comerciais (Gough & Jones, 2008). Inicialmente,
somente dois subtipos eram reconhecidos, A e B, diferenciados pela andlise da
sequéncia de nucleotideos de uma das glicoproteinas de superficie, a proteina G (Juhasz
& Easton, 1994). Em 1996 um terceiro subtipo bastante diverso dos dois primeiros,
nomeado subtipo C, foi identificado nos EUA em perus (Seal, 1998). Finalmente um
quarto subtipo, chamado subtipo D, mais préximo dos subtipos A e B foi descrito na
Franca (Bayon-Auboyer et al., 2000), onde também foi identificada uma variante do
subtipo C em patos (Toquin et al., 2006).

A replicacdo do virus ocorre nos tecidos nasais e sinusais, na traquéia e pulmdes,

porém ela é mais limitada ao trato respiratério superior, onde as particulas virais podem
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ser detectadas mais facilmente até dez dias ap6s a infeccdo (Cook, 2000; Van De Zande
etal., 1999).

Em perus jovens a enfermidade € caracterizada por espirros, corrimento nasal,

estertores traqueais, edema dos seios infraorbital, nasal e muitas vezes frontal, com
descarga ocular. O corrimento nasal pode se tornar muco purulento se houver infeccio
bacteriana secunddria. Algumas variagdes sdo observadas na descricdo dos sinais
clinicos, isto € atribuido a condi¢gdes precdrias de manejo ou a presenca de outros
agentes infecciosos que frequentemente estdo associados ao aMPV na TRT provocando
0 agravamento quadro clinico, além do aumento da morbidade e da mortalidade (Cook
et al., 1991; Gough, 2008).
O Brasil é o maior exportador mundial de carne bovina (ABIEC, 2010). E possui o
maior rebanho bovino comercial do mundo com mais de 180, 3 milhdes de cabecas de
gado, segundo USDA (United States Department of Agriculture), e € o segundo pais em
produ¢@o mundial de carne, ficando atrds apenas dos Estados Unidos (USDA, 2010).
Em relacdo ao mercado de carne de frango, o Brasil encerrou o ano como terceiro maior
produtor, mesma colocacido de 2008, perdendo apenas para Estados Unidos e China,
primeiro e segundo lugar no ranking mundial, respectivamente (UBA, 2009).

No decorrer dos tltimos anos foi observado o aparecimento de mais de 40 novos
virus capazes de infectar humanos, algumas vezes sem importincia médica conhecida
como o virus da hepatite G, mas em outros casos com conseqii€éncias devastadoras
(virus da imunodeficiéncia humana- HIV). Ao mesmo tempo em que as doencas virais
previamente conhecidas apresentaram episodios de recorréncia, como € o caso da Ebola
e da febre hemorragica da dengue. Como resultado destas mudancas, um consideravel

interesse tem ocorrido na pesquisa de potenciais substiancias com atividade antiviral
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(Institute of medicine, 1992; Hughes et al., 1993; Mahy & Peters, 1996; Mahy. &
Murphy, 1997).

Um dos grandes problemas no desenvolvimento de novos antivirais é o fato da
obrigatoriedade dos virus em utilizar a maquinaria metabdlica da célula hospedeira para
sua multiplicacdo. Esse fato € considerdvel para o desenvolvimento de drogas antivirais,
porque a maioria das drogas que interfere na multiplicacio viral pode interferir também
na fisiologia da célula hospedeira podendo apresentar graves efeitos colaterais no
paciente (Wagner & Hewlett, 1999; Jassim & Naji, 2003 e Abou-Karam & Shier, 1990).
Além disso, o desenvolvimento de novas drogas antivirais torna-se dificil quando se
levam em consideracgdo a baixa toxicidade seletiva e a rdpida selecdo de variantes virais
resistentes as drogas (Kott et al, 1999).

Até meados do século XX, os medicamentos de origem vegetal constituiam a
base da terapia medicamentosa e o desenvolvimento da sintese quimica introduziu
rapidamente novas drogas na terapfutica. A investigacdo de plantas medicinais
utilizadas popularmente resultou em alguns avancos terapéuticos e atualmente cerca de
50% dos medicamentos utilizados s@o de origem sintética, 25% sdo provenientes de
plantas, isolados diretamente ou produzidos por semi-sintese, a partir de um precursor
vegetal e 0s 25% restantes referem-se as outras fontes de produtos naturais (marinhos,
microbioldgicos, entre outros). Alguns exemplos de farmacos obtidos de espécies
vegetais sdo os glicosideos cardiotonicos (digitdlicos), agentes colinérgicos
(pilocarpina), anticolinérgicos (alcaléides da beladona), analgésicos (6pio),
antihipertensivos (reserpina) e antimaldricos (artemisinina) (Clark, 1996; Pezzuto,
1997).

Estudar os aspectos bioldgicos da diversidade de plantas e relaciond-las com o

seu uso tradicional como medicamento pode levar-nos a compreender como eles atuam
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e para assegurar o uso racional da exploracdo dos recursos e seu desenvolvimento como
fitoterdpicos. Plantas medicinais continuam a ser utilizadas culturalmente como
tratamentos para vdrias doencas e é de fundamental importancia documentar seus usos e
realizar estudos sobre suas atividades farmacoldgicas e toxicidade garantindo sua
eficécia e seguranca (Andrade-Cetto et al., 2009).

Além das moléculas obtidas através da sintese quimica, os produtos naturais
continuam a ser uma das maiores fontes de novas drogas para as diferentes patologias,
incluindo as doengas infecciosas (Clardy & Wlsh, 2004). Apenas uma pequena porcao
da biodiversidade disponivel (fungos, bactérias, plantas, fauna e flora marinas) tem sido
estudada, assim grandes oportunidades de se encontrar uma nova molécula sao perdidas
(Verpoorte et al., 2005).

As plantas medicinais tém sido utilizadas hd muito tempo em tratamentos de
doencas infecciosas humanas em varios paises. A triagem de espécies vegetais in vitro
tem demonstrado que algumas plantas distribuidas em vdrias regides do mundo
apresentam atividade antiviral com baixo ou nenhum efeito colateral (McCutcheon et
al., 1995; Vlietinck et al., 1995; Namba et al., 1998; Ma et al,, 2002; Fernandez-
Romero et al., 2003). Varios compostos naturais presentes nessas plantas demonstram
ter uma forte atividade anti-HSV e anti-RSV, tanto in vitro e/ou in vivo (Wyde et al.,
1993; Namba et al., 1998; Kinjo et al., 2000; Cheng et al., 2002; Chiang et al., 2002;
Ma et al., 2002; Yaolan Li et al., 2007).

O uso da etnofarmacologia, que estuda o conhecimento popular sobre plantas
utilizadas por determinado grupo étnico ou social, € o caminho mais promissor na
descoberta de novas drogas (Patwardhan, 2005; Cordell & Colvard, 2005). Assim, a
confirmacdo da atividade e seu uso como uma das possiveis fontes de antivirais, t€ém

levado a descoberta de potentes compostos inibidores do crescimento viral in vitro, tais
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compostos sdo utilizados na medicina tradicional, como os compostos pertencentes aos
grupos dos polissacarideos, flavondides, terpenos, alcaldides, fendis e aminodacidos.
(Vlietinck & Vanden, 1991; Baker et al., 1995; Cos et al., 2006).

E cada vez maior o nimero de pessoas no mundo que preferem o uso de
produtos a partir de fontes naturais para tratamento e preven¢do de problemas médicos.
Isso tem influenciado véarias companhias farmacéuticas a encontrar novos
medicamentos a partir de plantas e ervas (Vlietinck & Vanden, 1991; Baker et al,
1995).

Além disso, a utilizacdo de produtos naturais para prevenir e tratar doengcas em
animais de producdo de carne para a alimentacdo humana é beneficiada, possuindo
maior valor e aceitacdo de mercado, principalmente o mercado externo.

Nos tltimos anos, o Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA) da Unicamp desenvolveu projetos de avaliagdo do potencial anti-
cancer de espécies vegetais da Amazonia e do Cerrado do Estado de Sdo Paulo através
de projetos financiados pelo CNPq (630009/95-3), Fapesp (1995/09607-5) e verbas
obtidas com a prestacao de servicos. Neste projeto foram avaliados alguns dos extratos
de plantas utilizados no projeto BIOTA- 04/07 943-9, que foram botanicamente
identificadas e suas exsicatas estdo depositadas no herbario do Instituto de Biologia (IB-
Unicamp). Os extratos foram produzidos pela Divisao de Fitoquimica do CPQBA sob a
coordenacdo da Prof(a). Dra. Mary Ann Foglio e Prof(a) Dra. Carmem Licia Queiroga.

A escolha em utilizar o BRSV e o aMPV neste projeto foi determinada pela
larga experiéncia do Laboratério de Virologia Animal - Unicamp com estes virus e pelo
fato de estarem intimamente relacionados aos virus da mesma familia e que infectam

humanos, podendo assim serem utilizados como modelos (Domingues, 2002; Arns,
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2003; Almeida, 2004; Almeida, 2005; Almeida, 2006; Spilki, 2006a; Spilki, 2006b;

Spilki, 2006c).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Verificar a atividade antiviral de extratos de plantas utilizando o virus Respiratorio

Sincicial Bovino (BRSV) e o Metapneumovirus Avidrio (aMPV).

3.2. Especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos extratos em diferentes cultivos celulares, através do
Ensaio de Sulforrodamina B (SFB).

e Padronizar ensaio antiviral, através do Ensaio de MTT.

e Avaliacdo do tipo de inibi¢do viral.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Botanica

Para realizar este estudo, foram avaliadas as partes subterraneas e aéreas (folhas e
cascas) das plantas.
Plantas utilizadas para teste de atividade antiviral foram: Pterodon emarginatus Vogel,
Kielmeyera coriacea Mart. & Zucc.; Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen; Virola
sebifera Aubl.; Gaylussacia brasiliensis (Spreng.) Meisn.; Maytenus ilicifolia (Schrad.)
Planch.; Bursera aloexylon (Schiede ex Schltdl.) Engl.; Aspidosperma tomentosum
Mart.; Copaifera langsdorffii Desf.; Baccharis dracunculifolia DC.; Arrabidae chica
(Humb. & Bonpl.) B.Verl.; Aniba rosaeodora Ducke (Lin 3).

4.2. Preparo dos extratos brutos

Os extratos brutos utilizados no presente trabalho foram preparados e cedidos
gentilmente pela Divisdo de Fitoquimica do CPQBA pertencendo também ao projeto
FAPESP — BIOTA.

Resumidamente, o material vegetal seco e moido (folhas) de Aspidosperma tomentosum
Mart, Virola sebifera Aubl., Gaylussacia brasiliensis (Spreng.) Meisn., Pfaffia glomerata
(Sprengel) Pedersen e Maytenus ilicifolia (Schrad) Planch (Celastraceae), Pterodon
emarginatus Vogel foram extraidos com diclorometano seguido da extracdo com etanol 70% a
frio por maceracdo. Utilizando diferentes solventes como, por exemplo, a acetona foi extraida
de uma nova partida de material vegetal. O 6leo de Copaifera langsdorff Desf. (Fabaceae) foi
retirado do tronco da arvore, o da Baccharis dracunculifolia DC. (Asteraceae) através de arraste
a vapor e o da Bursera aloexylon (Shiede ex. Schlecht) Engler (Burseraceae) foi extraido das
folhas in natura em aparelho tipo Clevenger por 1h.

Para a realizacdo do processo de extracdo o material vegetal, Arrabidaea chica (Humb.
& Bonpl.) B.Verl. foi submetido a um tratamento enzimdtico com xilase seguido da extragdo

com metanol mais 3,0 g de 4cido citrico resultando no extrato com enzima (CE) e em paralelo
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foi realizado a extracdo do material sem tratamento prévio resultando no extrato sem enzima

(SE).

4.3. Diluicio das Amostras de Extrato Bruto

As amostras foram diluidas em dimetilsulféxido de sédio (DMSO) na
concentracdo de 0,1b/mL resultando em solucdes estoque. As solucdes estoque das
amostras a serem adicionadas nas placas de 96 compartimentos dos experimentos foram
entdo diluidas 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina, sendo assim obtida a
concentracdo ideal de DMSO na solucdo final para ser adicionada nas células sem
toxicidade, segundo Skehan & Cols (1990). A concentracdo final da amostra teste nos

pogo da placa é 125ug/mL.

4.4. Farmacologia das Plantas Selecionadas

Muitos métodos foram desenvolvidos para o estudo de antivirais em cultivo
celular, porém diferentes virus necessitam de diferentes sistemas celulares para se
replicar, dificultando a padronizacdo de um unico teste que se aplicaria para todos os
virus. O método mais utilizado é a avaliag@o in vitro da atividade antiviral baseando-se
na habilidade do virus replicar-se intracelularmente (Cos et al., 2006 & Smee et al.,
2002).

A atividade antiviral foi avaliada inicialmente em dose tnica na Concentragcdo
mdxima ndo-téxica (CMNT) frente a diferentes concentragdes virais (item 4.6). O
extrato € considerado ativo quando hd diminuicdo do titulo viral em 1,5 log. Para
confirmacdo da atividade antiviral foi realizada uma curva concentracio resposta com
diferentes concentragdes de extrato na presenga de 100 DICC/mL determinado através

do ensaio do MTT determinando assim a concentracio antiviral 50% ( ECs).
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4.5. Cultivo Celular

As células CRIB (bovine viral diarrhea virus-resistant clone of MDBK cells) e as
células CER (Chicken embryo related cells) foram cultivadas em garrafas de 75 cm?
(Corning®) com meio essencial minimo Eagle (MEME- Cultilab®) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB- Sigma Chemical Company®) com densidade inicial de

2 x 10° células/mL em estufa a 37°C, (figuras 1 e 2).

FIGURA 1: Fotomicrografia O6ptica, em aumento 100X, de cultura em
monocamada da linhagem celular CRIB.

Barra de escala= 200um

FIGURA 2: Fotomicrografia Optica, em aumento 100X, de cultura em
monocamada da linhagem celular CER.

Barra de escala= 100um

24



4.6. Titulacao Viral:

As titulagdes virais foram realizadas de acordo com metodologias usuais deste
laboratério. Diluigdes sequénciais na base 10 foram colocadas em volumes de
50uL/compartimento, em quadruplicata, em microplacas de cultivos celulares. Foram
entdo adicionados 50uL de células com uma concentragio de 1,5 a 3,0 x 10* células/
pogo. As placas foram incubadas em estufa 2 37°C com 5% de CO,. As leituras foram
feitas 24, 48, 72 e horas ap6s a inoculacdo, em busca do efeito citopdtico caracteristico.
Os titulos foram calculados com base no método de Spearman & Karber (Lorenz &

Bogel, 1973).

4.7. Determinacao da Concentracao Maxima nao téoxica (CMNT)

Para iniciar os estudos foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade dos extratos
frente ao cultivo celular, para determinar a concentragdo maxima nao téxica (CMNT),
ou seja, a maior concentracdo do extrato a ser utilizada que nédo apresenta toxicidade ao
cultivo celular.

Foi realizado o teste de citotoxicidade de cada extrato com base na observacao
do efeito citotoxico em microscopio invertido, utilizando nos cultivos celulares
diferentes concentracdes dos extratos diluidos em meio de cultura até atingir 250; 25;
2,5 e 0,25ug/mL, cada extrato em duplicata. A concentracdo mdxima ndo téxica foi
aquela em que nao causou efeito citotéxico da monocamada de cultivo celular frente aos
extratos. Foram observadas diferentes concentragdes mdximas ndo téxicas em um
mesmo tipo de extrato com diferentes tipos de solventes, assim como entre extratos
brutos de espécies diferentes. Foi realizado, em seguida, o ensaio sulforodamina B
(SRB) para quantificar as células. As células foram cultivadas em placas de 96

compartimentos onde foram adicionados 100 puL do extrato diluido em dimetilsulfoxido
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de s6dio (DMSO) puro, na concentragdo de 0,Img/mL. Esta solugcdo foi diluida em
meio de cultura para chegar nas concentragdes de 250; 25; 2,5 e 0,25ug/mL; o volume
final no poco foi de 200 pL de meio.

Ap6s 72hs as células foram fixadas com S0uL de acido Tricloroacético (TCA)
50% a 4°C e incubadas por 1h a 4°C. A seguir foram lavadas por quatro vezes em dgua
destilada para remocéo dos residuos e submetidas a secagem em temperatura ambiente
(Skehan & Friedman, 1985).

Ap6s a secagem as células foram coradas por 30 minutos com SRB a 0,4% em
1% de 4cido acético. Decorrido este periodo, o excesso de corante foi removido por
inversdo e as placas lavadas com 4cido acético 1% por 3 vezes. Apds secagem das
placas o corante ligado a proteina foi solubilizado em Trisbase 10 umM com pH 10,5
durante 5 minutos em agitador de placas ou ultra-som. A leitura da absorbancia em

560nm foi realizada em espectrofotdmetro.

4.8. Ensaio da Sulforrodamina B (SRB)

Ao final dos testes, as placas de 96 compartimentos foram centrifugadas por 3
minutos a 2000 rpm, e foram fixadas com 50uL de uma solucdo a 50% 4cido
tricloroacético (TCA) para as células aderidas e 80% para as células em suspensdo a
4°C. Para completar a fixacdo celular, as placas foram incubadas por 1 hora a 4°C.

As placas foram entdo submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua
destilada para a remog¢do dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundérios e
mantidos a temperatura ambiente até a secagem completa.

Em seguida, as placas foram coradas pela adi¢do de 50uL. SRB a 0,4%
(peso/volume) dissolvidos em &cido acético a 1%, e mantidas a 4°C por 30 minutos.

Logo, foram lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solucdo de 4cido acético 1%. O
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residuo da solugdo de lavagem foi removido e as placas foram novamente secas a
temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma
solucdo de Trizma Base (Sigma®) na concentracdo de 10uM e pH 10,5 por 5 minutos
em ultrassom. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560nm em

um leitor de microplacas (Labsystems Multiskan®).

S. Ensaio Antiviral

A atividade antiviral dos extratos foi avaliada a partir do conhecimento prévio
do titulo viral, calculados com base no método Spearman & Karber (Lorenz & Bogel,
1973), da determinacdo da concentracdo maxima ndo téxica e do cultivo celular da
linhagem CRIB.

Os extratos, utilizados de trés formas distintas, sdo considerados eficazes contra
o virus quando a titulacdo apresenta diminuicdo de 1,5 log em relagdo ao titulo do
controle, assim como o percentual de inibicdo (PI) do efeito citopatico for de 97%.

Para analisar o possivel efeito antiviral dos extratos, os mesmo foram incubados
da seguinte forma: (i) pré-tratamento (preventiva), onde a mono camada celular é
incubada com o extrato por uma hora em estufa a 37°C com 5% de CO,. Apés o tempo
de incubagdo, as células foram infectadas com o virus; (ii) pés-tratamento (curativo),
onde a monocamada celular € incubada junta ao virus por uma hora em estufa com 5%
de CO, a 37°C e posteriormente foi adicionado o extrato; (iii) virucida, onde o virus é
previamente incubado junto ao extrato por uma hora em estufa com 5% de CO, a 37°C e
apds este tempo, a monocamada de células € infectada.

Para cada tratamento acima descrito foram realizadas leituras de 24-96 horas, em
busca do ECP caracteristico. Os titulos foram calculados com base no método de

Spearman & Karber (Lorenz & Bogel, 1973).
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6. RESULTADOS

6.1. Cultivo do BRSV

A amostra autéctone de BRSV, BRSV-25-BR, isolada de animais provenientes de
casos clinicos ocorridos no Rio Grande do Sul, foi utilizada no presente trabalho (Arns
et al., 2003).

A linhagem CRIB, em relagdo a CER, se apresenta mais permissiva a infec¢éo
com diferentes isolados de BRSV, dando origem a uma eficiente replicacdo e aumento
da infecgcdo em titulo viral apds trés passagens em célula. Nesta linhagem, infectada
pela amostra BRSV-25-BR, houve 75% de efeito citopético observado na monocamada
3-4 dias ap6s a infeccdo (Spilki et al., 2005). Desta forma considerou-se mais adequada
a utilizacdo da linhagem CRIB para a producdo de estoques virais com a amostra
BRSV-25-BR em detrimento da linhagem celular CER, inicialmente escolhida para este
projeto.

A amostra viral foi multiplicada em células CRIB. As amostras virais foram
inoculadas em garrafas de cultivo celular de 25 cm’ e quando a monocamada apresentou
70% de efeito citopatico (Figura 3) caracteristico foi procedida a raspagem da
monocamada e agitacdo vigorosa até a dissolucdo dos grumos celulares; apds, aliquotas
de 1 a 2 mL contendo a mistura virus-célula foram separadas em tubos de
crioconservacdo. Estoques de virus portando 10> doses infectantes para 50% dos
cultivos celulares (DICCsp) por 50uL foram estocados a -70°C para uso posterior

seguindo métodos usuais (Arns et al., 2003).
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FIGURA 3: Fotomicrografia OJptica, em aumento 200X, de cultura em
monocamada da linhagem celular CRIB apresentando efeito citopdtico caracteristico do
BRSV.

Barra de escala= 200pm

6.2. Cultivo do aMPV

Foi utilizado uma estirpe aMPV designado ch/A/BR/668/03, isolada no Brasil
(D’Arce et a.l, 2005). As amostras virais foram inoculadas em garrafas de cultivo
celular de 25 cm® e quando a monocamada apresentou 70% de efeito citopatico
caracteristico foi procedida a raspagem da monocamada e agitacdo vigorosa até a
dissolucdo dos grumos celulares; apos, aliquotas de 1 a 2 mL contendo a mistura virus-
célula foram separadas em tubos de crioconservacdo, realizado da mesma que o
BRSV. Passagem do virus foi realizada em células CER observado na monocamada 2-3
dias apds a infeccdo, com 75% de efeito citopatico (Figura 4). As células foram
cultivadas a 37 ° C sob atmosfera de 5% de CO2 em meio minimo essencial de Eagle
(MEME) livre de antibidticos e suplementado com soro bovino fetal a 10% (SFB).

Estoques de virus portando 10> doses infectantes para 50% dos cultivos celulares
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(DICCsp) por 50uL foram estocados a -70°C para uso posterior seguindo métodos

usuais (Arns et al., 2003).

FIGURA 4: Fotomicrografia Optica, em aumento 200X, de cultura em
monocamada da linhagem celular CER apresentando efeito citopatico caracteristico do
BRSV.

Barra de escala= 100pm

6.3. Concentracio Maxima nao téxica (CMNT)

Todos os extratos testados mostraram-se, em diferentes concentragdes, ndo
toxicos para as células utilizadas no presente estudo. Desta forma, todos os extratos
podem ser utilizados para os experimentos subseqiientes para a investigacdo da possivel
atividade antiviral. Esta etapa foi fundamental para estabelecer a concentracdo inicial

para a utilizag@o dos diferentes extratos.
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Figuras SA - 5U: Curva concentracdo resposta dos diferentes extratos frente as

diferentes linhagens celulares (CRFK*, MDCK*, CER e CRIB)

*As células Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) e Crandell Rees Feline Kidney (CRFK) foram acrescentadas

apenas para este ensaio e serdo utilizadas para estudos futuros.
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linhagens celulares. Valores em pg/mL. celulares. Valores em pg/mL.
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Figura 5S: Curva concentracdo resposta do extrato obtido da P.
paniculata frente as diferentes linhagens celulares.

Valores em pg/mL.
—m— CRFK
30— —e— MDCK
—A-CER
— —v—CRIB
2,5
.\
T 207 -/ "
=y
o
<
© 1,5
I
2 v
g 10+
b . s
< 0,5
0,0
T T T T
0,1 1 10 100

Concentragdo wmL
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A andlise destes graficos permitiu determinar as concentracdes que foram
utilizadas nos ensaios antivirais, escolheu-se aquela que ndo apresentava nenhum efeito
téxico, ou seja, utilizando a maior concentragdo ndo téxica. Todas as placas foram
visualizadas ao microscépio 6tico e as diferentes concentragdes estdo listadas na tabela
1.

Tabela 1. Concentracdo Maxima Nao Téxica para todas as espécies vegetais avaliadas
em relacdo aos cultivos de células CER e CRIB. Valores em pg/mL.

Espécies Vegetais CER CRIB
Aspidosperma tomentosum | 25 pg/mL 25 ug/mL
Pterodon emarginatus 2,5 ug/mL 2,5 ug/mL
Kielmeyera coriaceae 0,25 ug/mL | 0,25 pg/mL
Virola sebifera 25ug/mL | 2,5pg/mL
Gaylussacia brasiliensis 25 pg/mL 25 pg/mL
Pfaffia glomerata 250 ug/mL | 250 pg/mL
Bursera aloexylon 250 pg/mL 25 pg/mL
Baccharis dracunculifolia | 250 pg/mL 25 pg/mL
Maytenus ilicifolia 250 pg/mL 25 pg/mL
Copaifera langsdorff 250 pg/mL 25 ug/mL
Arrabidaea chica 25ug/mL | 2,5pg/mL
Aniba rosaeodora 25 pg/mL 25 pg/mL
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6.4. Ensaio Antiviral

Foram testadas 12 espécies de plantas, algumas com diferentes solventes e ou
métodos de extracdo, a saber: Sucupira extreito; Sucupira percolato; Sucupira elomar;
Sucupira cariona; Pfaffia glomerata; Aspidosperma tomentosum acetato; Aspidosperma
tomentosum diclorometano; Aspidosperma tomentosum acetona; Arrabidecae chica
Verlot.; Gaylussacia brasiliensis 7:3; Gaylussacia brasiliensis 6:4; G. brasiliensis
acetato, G. brasiliensis acetona e G. brasiliensis diclorometano,; Kielmeyra coriaceae;
Virola sebifera diclorometano; Virola sebifera ETOH; Bursera aloexylon; Baccharis
dracunculifolia; Maytenus ilicifolia, Copaifera langsdorff; Mili ETOH e Aniba
rosaeodora Ducke. (Lin3). Os resultados utilizando os extratos acima ndo apresentaram
atividade antiviral ou a diferencga entre o titulo viral apresentado foi muito baixo em
relacdo ao titulo viral do controle (titulos que variaram de 0,25 a 1,25) e, portanto ndo
foram considerados ativos contra o BRSV e o aMPV nas condi¢des aqui estipuladas.

Entretanto, o extrato Aspidosperma tomentosum em dois diferentes solventes
utilizados (acetato e diclorometano) foram ativos para o BRSV e aMPV. As espécies
vegetais Virola  sebifera Aubl.; Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B.Verl.;
Gaylussacia brasiliensis (Spreng.) Meisn. e Anniba rosaeodora Ducke (Lin 3)
apresentaram atividade antiviral para o aMPV no pés-tratamento, conforme
demonstrado nas tabelas abaixo.

Em relacdo a tabela 2, podemos verificar a atividade antiviral de 97% de
inibi¢do do efeito citopatico em relacdo ao controle de células ndo tratadas com o
extrato. Esse efeito ocorreu no pré-tratamento, onde as células CRIB ja estabelecidas na
microplaca de cultura em uma monocamada confluente receberam a dilui¢io méaxima
ndo téxica do extrato A. tomentosum — solvente acetato e acetona e depois decorrido o

tempo de 1 hora foi inoculado a amostra viral de BRSV.
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Tabela 2. Avaliacdo da atividade antiviral da espécie Aspidosperma tomentosum
frente a0 BRSV utilizando os resultados da CMNT.

DICCs()/mL)

BRSV
Leitura
Concentragdo ) ) )
Amostra/solvente 3° dia 5° dia 7° dia
CMNT
acetato 10°/90% | 10**/94 | 10°**/97
2,5ug/mL A.tomentosum acetona 1090 | 10*%/94 | 10*%/68
diclorometano | 10°/90 | 10**/94 | 10>%/97
Controle do virus (titulo viral
104 104,5 104,75

* titulo do virus na presenca do extrato/porcentagem de inibicdo, no tratamento: E+V
(pré tratamento). Os resultados marcados em amarelo foram considerados ativos.
Em relacdo a tabela 3, podemos verificar a atividade antiviral de 4 espécies de

plantas com inibi¢do do efeito citopético em relagdo ao controle de células ndo tratadas

com o extrato. Esse efeito ocorreu no poés-tratamento, onde as células CER ja

estabelecidas na microplaca de cultura em uma monocamada confluente receberam a

amostra viral aMPV 668 e depois de 1 hora foram colocados o extrato nas dilui¢cdes

mdaximas ndo toxicas dos extratos A. tomentosum — solvente acetona; V. sebifera —

Etanol 70%; G. brasiliensis em trés diferentes solventes e da espécie Arabidea chica.
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Tabela 3: Avaliacdo da atividade antiviral das espécies vegetais frente ao aMPV

utilizando os resultados da CMNT.

aMPV 668
Concentragdo
CMNT Amostra/Solvente 1° dia 2° dia 3° dia
acetato 10*°/0*% | 10*°/90 10*/83
A.tomentosum diclorometano | 10*°/83 | 10°°/44 10°>%/0
acetona 10> /83 10%/97 10*°/83
V. sebi Dicloro 10>°/83 | 10°/68 10°/44
. Sevifera
Etanol 70% 10°/0 | 10*°/99 10°/44
— Etanol 70% 10-°/83 | 10%°/90 | 10*%/90
,Spg/m
6:4 Etanol :dgua | 10*>°/83 | 10>*/99 | 10%%94
G. brasiliensis Acetato de etila | 0/100 10°° /99 10°°/98
diclorometano 0/100 | 10*%/99 | 10*"/97
acetona 10%°/83 | 10*%2/99 | 10**/90
SE 10>7/68 | 10*%/99 | 10*7/68
Arabidea chica
CE 10>°/0 | 10%7°/83 | 10*"/68
M. ilicifolia Etanol 70% 10%°/83 | 10%%/94 | 10™/44
25ug/mL B. aloexylon 6leo 10>°/83 | 10%/83 | 10*"/68
A.rosaeodora 6leo 10°/83 | 10*7/83 10°/83
2,5ug/mL B.dracunculifolia 6leo 10'°/98 | 10%*/94 | 10%*/90
25ug/mL P. Glomerata Etanol 70% | 10%%/90 | 10**/94 | 10*/68
diclorometano 10>’ /0 10°°/68 10°/44
P. pubenses diclorometano | 10*°/83 | 10™°/90 10*/83
0,25ug/mL percolagio 10*7/68 | 10*°/90 | 10*7/68
K. coreacea diclorometano | 10*°/44 | 10%/90 | 10*7/68
P. pubenses diclorometano | 10*°/44 | 10%"/83 | 10*"/68
Controle do virus (titulo viral
103,25 105,5 105,25
DICCs()/mL)

* titulo do virus na presenga do extrato/porcentagem de inibigcdo, nos diferentes
tratamentos : E+V (pré tratamento), V+E ( pos tratamento) e VE (virus Inativagdo)
Os resultados marcados em amarelo foram considerados ativos

A figura 6 correlaciona os titulos virais obtidos com os tratamentos com as

diferentes espécies vegetais (Maytenus ilicifolia, Bursera aloexylon (Bur), Baccharis
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dracunculifolia (Bacc), Aniba rosaedora (Lin), Gaylussacia brasiliensis (gl e Copaifera
langsdorff (Cop); controle do titulo viral), nas suas respectivas CMNT sendo que
apenas o extrato bruto obtido da Aniba roseadora (Lin) apresentou atividade antiviral

com porcentagem de inibi¢do viral de 98% frente ao aMPV.

W controle WMaytenus MBur MBacc MLin gl Wcop
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03

Titre Viral

1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00

day 1 day 2

Day after incubation

Figura 6: Atividade Antiviral de amostras vegetais frente ao aMPV no P6s tratamento.
No 1° e 2° dia a pds a inoculacdo. Plantas: Maytenus ilicifolia; Bursera aloexylon;
Baccharis  dracunculifolia; Aniba rosaeodora; Pfaffia glomerata; Copaifera
langsdorffii; Inibicdo de 1,5 log do titulo viral em células tratadas com extrato em
relacdo ao titulo viral controle, ou seja, diminui¢do de 97% do efeito citopatico do virus

no primeiro dia pés inoculagdo.Controle: titulo viral DICCsomL.

A figura 7 correlaciona os titulos virais obtidos com os tratamentos com 0s

diferentes solventes na espécie vegetal Aspidosperma tomentosum; (controle do titulo

viral), nas suas respectivas CMNT sendo que a atividade antiviral ocorreu no extrato
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bruto com os solventes acetato e acetona para o virus BRSV e acetona para aMPV com

porcentagem de inibicdo viral de 97% para todos.

m controle acetato mdicloro macetona
1,00E+08 -

1,00E+07 -

1,00E+06 -

o
1,00E+05 - 7o

o 0
1,2!0|5+04 1 7% 97%
'—

1,00E+03 -

1,00E+02 -

1,00E+01 -

1,00E+00 -
AMPY BRSV

Virus

Figura 7: Atividade Antiviral Aspidosperma tomentosum (solventes: acetato; dicloro;
acetona) frente ao aMPV e BRSV. Inibicdo de 1,5 log do titulo viral em células tratadas
com extrato em relacdo ao titulo viral controle, ou seja, diminuicdo de 97% do efeito

citopatico do virus. Controle: titulo viral DICCsomL.

A figura 8 correlaciona os titulos virais obtidos com os tratamento com as
diferentes espécies vegetais (Maytenus ilicifolia, Bursera aloexylon (Bur), Baccharis
dracunculifolia (Bacc), Aniba rosaedora (Lin), Gaylussacia brasiliensis (gl) e
Copalifera langsdorff (Cop), controle do titulo viral), nas suas respectivas CMNT sendo
que apenas o extrato bruto obtido da Aniba roseadora (Lin) apresentou atividade

antiviral com porcentagem de inibicdo viral de 98% frente ao aMPV.
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Wcontrole W Maytenus WBur MBacc WLin gl Wcop
1,00E+07 ~
1,00E+06 A
1,00E+05 -
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1,00E+03

Titre Viral

1,00E+02 A
1,00E+01 -

1,00E+00 -

day 1

Figura 8: Atividade Antiviral da espécie vegetal Aniba rosaeodora frente ao aMPV,
inibicdo maior que 1,5 log do titulo viral em células tratadas com extrato em relagcdo ao
titulo viral controle, ou seja, diminui¢do de 98% do efeito citopatico do virus no 1° dia

p6s inoculacgao. Controle: titulo viral DICCsomL.

A figura 9 correlaciona os titulos virais obtidos com os tratamentos com 0s
diferentes solventes na espécie vegetal Virola sebifera; (controle do titulo viral), nas
suas respectivas CMINT sendo que a atividade antiviral ocorreu no extrato bruto com o

solvente etanol para o virus aMPV com porcentagem de inibi¢ao viral de 97%.
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W controle dicloro M etanol
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100E+06 -
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Titre Viral
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1,00E+01 -

1,00E+00 —
AMPY

Figura 9: Atividade Antiviral da espécie vegetal Virola sebifera (nos solventes: dicloro
e etanol) frente ao aMPV. Inibi¢do de 1,5 log do titulo viral em células tratadas com
extrato em relagdo ao titulo viral controle, ou seja, diminuicdo de 97% do efeito

citopéatico do virus. Controle: titulo viral DICCsomL.

A figura 10 correlaciona os titulos virais obtidos com os tratamento com 0s
diferentes solventes na espécie vegetal Arrabidaea chica; (controle do titulo viral), nas
suas respectivas CMNT sendo que a atividade antiviral ocorreu no extrato bruto com o
solvente se (sem tratamento enzimatico) para o virus aMPV com porcentagem de

inibi¢do viral de 97%.

42



M controle se Mce
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Figura 10: Atividade Antiviral da espécie vegetal Arrabidaea chica (em duas amostras
diferentes: sem enzima e com enzima xilase) frente ao aMPV. Inibi¢do de 1,5 log do
titulo viral em células tratadas com extrato em relagc@o ao titulo viral controle, ou seja,

diminui¢do de 97% do efeito citopatico do virus.Controle: titulo viral DICCsomL.

A figura 11 correlaciona os titulos virais obtidos com os tratamentos com o0s
diferentes solventes na espécie vegetal Gaylussacia brasiliensis; (controle do titulo
viral), nas suas respectivas CMNT sendo que a atividade antiviral ocorreu nos extratos
brutos com os solventes/dilui¢des: 7:3; 6:4; acetato; dicloro e acetona para o virus

aMPV com porcentagem de inibicao viral de 99%.
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Figura 11: Atividade Antiviral da espécie vegetal Gaylussacia brasiliensis nas
dilui¢des dos solventes 7:3 (70% etanol:30% 4agua); 6:4 (60% etanol: 40% 4agua);
acetato; dicloro e acetona frente ao aMPV. Inibic¢do de 2 log do titulo viral em células
tratadas com extrato em relacdo ao titulo viral controle, ou seja, diminui¢do de 99% do

efeito citopdtico do virus.
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7. DISCUSSAO

O Brasil € considerado como um dos paises de maior biodiversidade no mundo,
pois se calcula que nada menos do que 10% de toda a biota terrestre encontram-se no
pais (Mittermeier et al., 1997 apud Debprasad, 2009). Embora as estimativas de riqueza
variem enormemente, o universo das espécies de conhecidas para os principais grupos
taxonOmicos ja é suficiente para colocar o pais no primeiro lugar mundial em termos de
espécies. Além do tamanho, o isolamento geografico observado no passado remoto e a
grande variacdo de ecossistemas seriam as razdes que explicam tal diversidade.

O uso de produtos naturais como matéria prima para a sintese de substancias
bioativas, especialmente farmacos, tem sido amplamente relatado ao longo do tempo. A
préopria evolugdo dos conceitos de plantas medicinais e medicamentos fitoterdpicos
traduzem esse desenvolvimento, que levou a uma abordagem interdisciplinar no estudo
de vegetais como fornecedores de matérias primas de interesse terapéutico (Simdes et

al., 2003).

Cerca de 25% das drogas prescritas no mundo vem de plantas, 121 como
compostos ativos em uso corrente. Das 252 drogas consideradas como essenciais e
basicas pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS), 11% s@o de origem exclusivamente
de plantas e um ndmero significante é de drogas sintéticas obtidas de precursores

naturais (Rates, 2001).

A maioria das plantas, como por exemplo, a Aspidosperma tomentosum e
Arrabidaea chica, utilizadas neste trabalho, é oriunda do cerrado brasileiro, maior
regido de savana na América e ocupava cerca de 2.000.000 km?, principalmente no
Planalto Central Brasileiro (Silberbauer, 2006). Areas disjuntas também ocorrem nos

limites do sul de seu dominio, como no estado de Sao Paulo (Durigan et al., 2003). O

cerrado tem um clima sazonal e experiéncias de uma estacdo seca pronunciada
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(Silberbauer, 2006). Os solos sdo dcidos e pobres em nutrientes com capacidade de
troca de cétions baixos e altos niveis de satura¢do de aluminio (Silberbauer, 2006). O
cerrado também sofre freqiientes incéndios que consomem principalmente a camada de
solo gramado, prejudicando o desenvolvimento de mudas de espécies lenhosas
(Silberbauer, 2006). Apesar destas limitacdes ambientais, no entanto, o cerrado
apresenta uma das floras mais ricas dos trépicos (Mittermayer et al., 1999). Esta rica
flora do cerrado € espacialmente distinta e heterogénea, com mais da metade de suas
espécies arboreas, sendo encontrado em provincias floristicas restrito (Bridgewater et
al., 2004). Assim, compreender a riqueza floristica do cerrado repousa, em parte, a

compreensdo da estrutura filogenética das comunidades de cerrado local.

Por este motivo, o cerrado tem despertado nos dltimos anos um grande interesse
nas pesquisas cientificas (Simoni et al., 2007). O cerrado € um tipo de vegetacdo
confinado ao Brasil, com apenas algumas extensdes que alcangam a Bolivia e o
Paraguai. O cerrado trata-se de uma vegetacdo savanica muito antiga e altamente
diversificada, com um ntumero estimado de 10.000 espécies de plantas superiores
(Durigan et al., 2004). Segundo Vila Verde et al. (2003) o bioma Cerrado possui uma
das maiores floras vegetais do mundo.

Recentemente, foi relatada uma série de compostos com agdo antiviral isolados
de plantas, que estdo sendo utilizados na medicina tradicional incluido polissacarideos,
flavondides, terpenos, alcaldides, fendis e aminodcidos, observando inibicdo da
replicacdo de alguns virus tais como: Herpes simples (HSV), imunodeficiéncia humana
(HIV), Hepatite B (HBV) e a Sindrome respiratéria aguda severa (SARS) (Cos et al.,
2006; Mukhtar et al., 2008; Bufalo et al., 2009).

O objetivo dos testes antivirais é parar a replicacdo viral antes que esta seja

muito extensa e sem causar danos as células sobreviventes. Para isto, agentes antivirais
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efetivos devem penetrar na célula e prevenir a multiplicagdo viral, sem interferir nos
mecanismos normais de defesa da célula contra a infec¢do viral. Estes devem
complementar a imunidade celular e a resposta humoral. Os testes antivirais devem
especialmente o de triagem, empregar uma metodologia que apresenta relativa
simplicidade, mas com procedimento confidvel, e gerar informagdes uteis sobre um
extrato escolhido, a fim de realizar estudos mais elaborados. O principal enfoque é
escolher um extrato que reduz ou inativa a replicag@o viral numa concentragdo que nao
seja téxica (Hu & Hstiung, 1989; Simoni, 2003).

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho mostraram-se permissivas aos
extratos testados, chegando a concentra¢des ndo téxicas para serem utilizadas nos testes
antivirais. A linhagem celular CER demonstrou menos sensibilidade a toxicidade dos
extratos em relacdo a linhagem celular CRIB. O maior nimero de resultados
considerados positivos, ou seja, extratos que inibem ou diminuem atividade antiviral foi
obtido através de ensaios em células CER, uma vez que houve a potencializacdo desta
acdo antiviral pelo uso de maiores concentragdes do extrato. Destaca-se Pfaffia
glomerata, espécie que apresentou menor toxicidade ao cultivo celular, e Kielmeyera
coriacea, espécie que apresentou a maior toxicidade ao cultivo celular.

A metodologia de triagem in vitro utilizada neste trabalho, com algumas
modificagdes, e preconizada pelo Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos
permite a avaliacdo das substincias-teste em diversas linhagens celulares, possibilitando
a descoberta de novas drogas. Outra vantagem ¢é sua rapidez, eficiéncia e
reprodutibilidade dos resultados (Monks ef al., 1991 & Shehan et al., 1990).

Para o desenvolvimento deste trabalho, inicialmente foi realizada a padronizagdo
das linhagens celulares através do perfil de crescimento de cada uma delas, com

finalidade de determinar o tempo correto para inoculagcdo dos diferentes virus utilizado
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no experimento. Esta determinacdo ¢ fundamental, j4 que as células devem estar
confluentes e apresentarem a monocamada homogénea na placa de cultura celular para a
montagem dos ensaios antivirais, uma vez que o virus utiliza a maquinaria metabdlica
da célula para replicar seu material genético e formar a progénie viral. Esta densidade
de inoculag@o foi definida através de um experimento utilizando cada linhagem celular,
sendo selecionada aquela densidade que fornecesse os melhores resultados. Todas as
linhagens celulares testadas mostraram-se permissiveis e resistentes aos extratos no
ensaio de citotoxicidade.

Os virus sdo ultramicroscépicos, acelulares, particulas nucleoproteicas
metabolicamente inertes contendo “fitas” de gene RNA ou DNA, com ou sem envelope
lipidico (Chattopadhyay et al., 1999). Os virus possuem numerosas estratégias de
invasdo e cada espécie tem sua prdpria e unica configuracdo de moléculas de superficie
(Wagner & Hewlett, 1999; Chattopadhyay & Bhattacharya, 2008), permitindo-lhes
entrar nas células hospedeiras pois necessita adsor¢do de suas moléculas de superficie
com as moléculas da célula-alvo. Por exemplo, o virus que causa febre de Lassa e AIDS
se espalha facilmente, rapidamente e matam, ndo tem cura ou vacina. Cada isolado do
virus € Unico em sua estrutura de superficie antigénica, seus receptores nas células e seu
ciclo de vida. Como conseqiiéncia da variacdo genética, a variedade no modo de
transmissdo, replicacdo e eficiente capacidade de persistir no hospedeiro, os virus t€ém-
se adaptado a todas as formas de vida e de ter ocupado numerosos nichos ecolégicos,
resultando em doencas comuns em seres humanos, animais e plantas (Wagner &
Hewlett, 1999; Chattopadhyay, 2007).

A descoberta de novos medicamentos antivirais exige grandes esforcos. Existem

vdrias opinides que foram publicadas nos tltimos anos, indicando descoberta de novas
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drogas contra diferentes infec¢des virais a partir de espécies vegetais (Khan et al., 2005;
Naithani et al., 2008).

A espécie vegetal que apresentou atividade antiviral, tanto para aMPV quanto
para BRSV, neste trabalho foi a Aspidosperma tomentosum Mart., selecionada apds
triagem de espécies provenientes do cerrado brasileiro, em um projeto de pesquisa
financiado pela FAPESP (Processo n°® 95/09607-5).

Os resultados mostraram que todos os extratos testados obtiveram concentragdes
ndo toxicas para as diferentes linhagens celulares. Os extratos brutos obtidos das
espécies vegetais utilizadas neste trabalho foram submetidos aos trés diferentes ensaios
antivirais in vitro utilizando as linhagens celulares CER para o aMPV e CRIB para o
BRSV. A andlise dos resultados demonstrou que a espécie A. tomentosum Mart.
apresentou atividade antiviral, nas determinadas linhagens celulares, com PI de 98%
para o aMPV no pés-tratamento (solvente acetona) e, P1 de 97% para o BRSV no pré-
tratamento (solventes acetato de etila e dicloro metano), ou seja, quando o extrato bruto
¢ adicionado junto as células e mantido por 1 hora em estufa a 37°C com 5% CO; e ap6s
€ adicionado o virus. Além disso, V. sebifera L. (solvente etanol), A. chica Verlot., G.
brasiliensis Meisn. (nos solventes: 6:4; acetato; dicloro e acetona) e A. rosaeodora
Ducke. (6leo) foram ativa com PI de 98% para o aMPV no pds-tratamento, ou seja, a
linhagem celular CER ¢ inoculada com o virus e mantida por 1 hora em estufa a 37°C
com 5% CO, e ap6s € adicionado o extrato bruto.

Na tentativa de elucidar qual componente do extrato foi responsdvel pela
diminui¢do do titulo viral nas células tratadas, em relacdo ao controle do virus, os
extratos foram fracionados e as fragcdes comparadas em um novo ensaio, porém, oS
testes ndo demonstraram atividade antiviral significante (tabela 12). Tendo em vista a

sazonalidade da produgdo de metabdlitos secunddrios das plantas, a falta de atividade
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antiviral neste ensaio pode ser explicada pelas diferentes datas de coleta da planta, que
influenciam a producdo destes metabdlitos secundérios (que provavelmente sdo os
responsaveis pela atividade antiviral).

Entretanto, as demais espécies testadas ndo apresentaram, ou apresentaram
menor, em relacdo atividade antiviral para os virus em questdo, sendo, portanto nio
considerados ativos. Nenhum extrato bruto apresentou atividade de “virus-inativacido”
em relacdo aos virus avaliados.

Paula-Junior et al, (2006) testaram o extrato hidroetandlico das folhas de
Caryocar basiliense (Caryocaraceae), uma planta muito encontrada no cerrado
brasileiro. Como resultado foram identificadas atividade antimicrobiana, antioxidante e
leishmanicida. Além disso, o trabalho relata a utilizacdo dos frutos dessa planta na
culindria por conter grande quantidade de vitaminas e a aplicacdo do 6leo dos frutos no
tratamento da influenza e doengas pulmonares. No presente estudo, a planta
Aspidosperma  tomentosum, que também possui atividade antimicrobiana e
leishmanicida, apresentou atividade antiviral. Este resultado demonstra que plantas com
potenciais terapéuticos dividem atividades tanto antibacteriana, antiviral e
antiparasitdria, simultaneamente.

Em 2007, Simoni et al., realizaram um estudo explorando plantas presentes na
regido do cerrado. Nesse trabalho foi testada a atividade antiviral de 16 espécies de
plantas e obtiveram-se resultados promissores contra o herpesvirus de bovino tipo 1
(BoHV-1) e o reovirus avidrio.

As plantas produzem a maioria dos compostos essenciais a sua sobrevivéncia e
desenvolvimento pelo metabolismo primdrio. Além desses, elas produzem uma grande
variedade de metabdlitos secundarios, porém em pouca quantidade, os quais sdo os

principais responsdveis pelas atividades farmacoldgicas. Esses compostos apresentam
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uma ampla diversidade de estruturas e tamanhos, sendo distribuidos e encontrados por
todo o reino vegetal. A maioria deles, tais como alcaldides, terpendides, antocianinas,
esterdides, flavondides, quinonas e ligninas t€m aplicacdes comerciais como farmacos,
corantes, aroma, entre outros (Lourenco, 2003).

A pesquisa de substincias derivadas de plantas estd baseada no potencial dos
metabdlitos secundarios como fonte de produtos naturais principalmente nas florestas
brasileiras que detém grande biodiversidade, porém poucas espécies de plantas ja foram
estudadas deixando uma vasta fonte de produtos naturais potencialmente tteis e grande
nimero de espécies vegetais que sdo quimica e farmacologicamente desconhecidas
(Simoni, 2003).

A quimioterapia antiviral deve ter um caminho mais racional utilizando
substancias naturais provenientes de plantas com valor medicinal e que ji sdo
empregadas para tratamento de infecgdes na farmacopéia popular (Simoni, 2003).

Ainda que centenas de plantas que tenham potencial como agentes antivirais
estejam sendo estudadas, existem indimeras plantas medicinais potencialmente fteis
esperando para serem avaliadas e exploradas na aplicacdo terapéutica contra diversas
familias virais (Esimone et al., 2005). Uma vez que ndo ha registros de atividade
antiviral de A. tomentosum os dados obtidos incentivam a descoberta de outros
compostos que, em sinergismo, intensificam sua atividade antiviral; além de estudos
para a determinacio dos mecanismos de acdo envolvidos nesta atividade.

No entanto, o extrato bruto natural geralmente possui "efeito sinérgico" e,
frequentemente, o fracionamento causa a perda da atividade (Cos et al., 2006). O
interesse crescente na procura de novas abordagens para o controle de
metapneumoviroses avidria é evidente ao olhar para algumas publicacdes recentes por

Munir et al., (2006) e Ferreira et al., (2007). Os resultados estdo de acordo com esta
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tendéncia de investigacdo confirmando que alguns extratos vegetais naturais contendo
terpenos tem atividade antiviral in vitro contra aMPV. A luz desta evidéncia pode-se
supor que a sensibilidade do aMPV a terpenos podem ser estendida a outros membros
da familia Paramyxoviridae, como Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV),
abrindo novas aplica¢des, economicamente relevantes de extratos naturais. Além disso,
os resultados in vitro sugerem que complementar a dieta de aves de poedeiras com
extratos naturais que contém terpenos poderia contribuir para o controle de infec¢des
entéricas de aves por outros virus. Devido a complexidade do trato digestério de aves,
mais estudos sdo necessarios para confirmar em ensaios in vivo assim como a atividade
antiviral observada in vitro, e para encontrar a concentracdo dos compostos necessarios
para acrescer a dietas das aves para ter eficcia antiviral.

Embora ndo haja evidéncia de que essas plantas tém sido usadas como agentes
antivirais, vérias plantas medicinais pertencentes ao género tém sido muito utilizadas na
medicina popular (Pio Correa, 1978; DerMarderosian & Beutler, 2002). Antes da
avaliacdo da atividade antiviral, os efeitos citotoxicos dos extratos selecionados /
fracdes em CER e células CRIB foram investigados. Para este propdsito, o ensaio
colorimétrico MTT foi utilizado, e para cada material testado um valor CC50 apds 96h
de incubacdo foi calculado. Este ensaio tem vdérias vantagens: € de facil execucdo, as
avaliagdes s@o objetivas, que pode ser automatizado usando um computador pessoal e
da avaliacdo da citotoxicidade pode ser feita em paralelo com a avaliagdo da atividade
antiviral (Takeuchi et al., 1991; Andrighetti Frohner et al., 2005; Palomino et al., 2005).

As estruturas quimicas mais encontradas de muitos dos agentes antivirais
naturais pertencem a metabolitos de plantas superiores, incluindo as classes mono / di /,
sesquiterpenos, alcaldides, saponinas, cardenolides, fendlicos, quinonas, flavonéides,

taninos e outros (Colegate & Molyneux, 1993). Os inquéritos fitoquimicos anteriores
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das plantas mais ativas relataram a presenca de Oleos voldteis, taninos, monoterpeno
cetonas e lactonas sesquiterpénicas em Achillea fragrantissima (Batanouny, 1999; Al
Gaby, 2000; Al Samarrai et al., 2003). A interessante atividade antiviral de
Aspidosperma tomentosum contra o aMPV e BRSV que foi aqui relatado pode ser
atribuido ao seu conteido de (tipo do extrato: 6leo, EB), que é tradicionalmente
utilizado como anti-séptico e tem propriedades relaxantes, por exemplo.

Outros trabalhos com plantas medicinais afirmam alta atividade antiviral, como
por exemplo, as espécies Arabica Globularia e Tanacetum sinaicum que possuem
atividade antiviral contra poliomielite, mas sdo espécies raras, dificultando assim a
coleta para pesquisas futuras (DerMarderosian & Beutler, 2002).

Tanto quanto se sabe, até agora, este é a primeira pesquisa de atividade antiviral
das espécies analisadas. Devido aos resultados da atividade antiviral das espécies de
plantas e seus usos correspondentes na medicina popular, hd necessidades de fazer
novos estudos fitoquimicos de monitoramento por fracionamento antiviral
biomonitorado seguido pelo isolamento e identificacdo afim de alcancar novas
substancias naturais com atividade antiviral a partir de novas espécies de plantas.

Ha estudos que demonstram a atividade antiviral contra HSV-1 e o HSV-2 a
partir do 6leo essencial, obtido da espécie A. arborescens. Experimentos apresentaram
uma inibi¢do do titulo viral, na CMNT, quando os virus foram expostos ao Oleo
essencial, antes de adsorcdo (virus inativac¢do), e adicionados em monocamadas de
células, indicando que a atividade antiviral de A. arborescens é essencialmente devido
aos efeitos diretos sobre o virion (Saddi et al., 2007). Entretanto, ndo houve atividade
antiviral, neste modo de tratamento nas espécies testadas em relacdo ao aMPV e ao

BRSV.
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Segundo Lupini et al. (2009); ha evidéncias que sugerem que um extrato natural,
contendo taninos, pode ser eficaz contra infec¢des virais entérica em aves. Além disso,
estudos anteriores demonstraram que os taninos vegetais podem ter atividade antiviral
contra virus humano. Com base neste conhecimento, 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 alimentagdo animal, apresentaram atividade antiviral in vifro contra
reovirus avidrio (ARV) e metapneumovirus aviario (aMPV).

De forma geral, analisando a literatura podemos concluir que a triagem de
plantas medicinais € de enorme importancia na descoberta de novas drogas para o
combate de agentes antivirais, assim como antibacterianos, antiprotozodrios e
antifungicos. As plantas medicinais podem apresentar atividade para inimeros virus em
diferentes sistemas celulares, sendo assim, estudos buscando essa atividade nestes
diferentes sistemas sdo de fundamental importancia, tendo em vista a grande
biodiversidade de espécies vegetais presentes em nosso pais.

A citotoxicidade dos extratos frente as diferentes linhagens celulares
provavelmente esta relacionada diretamente com a diferenca dos resultados obtidos no
que diz respeito a investigacdo antiviral. A linhagem celular CRIB apresentou uma
maior porcentagem de extratos podendo ser utilizados em uma concentragdo méaxima
ndo-téxica de até 25mg/mL mostrando de certa forma alguma sensibilidade aos
extratos-brutos das plantas. Por outro lado, a célula CER demonstrou ser mais eficiente
nos testes antivirais visto que apresentou menor sensibilidade em relagdo a CRIB para
os extratos testados, podendo ser utilizados na concentracdio maxima, desta forma

potencializando assim o efeito antiviral.
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O ensaio antiviral padronizado para o Laboratério de Virologia Animal - LVA/
Unicamp poderd ser utilizado como triagem para outras espécies em busca de
substancias com potencial medicinal. As diferentes atividades de acdo dos extratos
sugerem a ocorréncia de mecanismo de acdo distinto entre os virus avaliados. A
continuidade deste trabalho terd como objetivo o isolamento das substincias presentes
nos extratos vegetais, assim como a identificacdo daquela(s) responsdvel(eis) pela

atividade antiviral.
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8. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados sugerem atividade antiviral das espécies: Aspidosperma
tomentosum Mart. frente ao BRSV e aMPV, ambos no pré-tratamento; Virola sebifera
Aubl.; Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B.Verl.; Gaylussacia brasiliensis (Spreng.)
Meisn. e Anniba rosaeodora Ducke (Lin 3) apresentaram atividade antiviral para o
aMPV no poés-tratamento. Os demais extratos ndo apresentaram, ou apresentaram

pouca, atividade antiviral significativa para os virus em questao.

8.1. CONCLUSOES ESPECIFICAS

B Este foi o primeiro estudo realizado utilizando estas espécies vegetais para esses
dois diferentes virus;

B Para todos os extratos testados obteve-se uma concentragdo nio citotdxica para
cada cultivo celular;

B O ensaio antiviral padronizado pode ser utilizado como triagem em busca de
plantas com potenciais substancias medicinais;

B A relacdo entre o ensaio antiviral e o ciclo replicativo do virus sugere uma idéia

sobre 0 mecanismo de acdo desses extratos.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo 1: Tabela da Concentracdo Maxima Nao Téxica nas diferentes
linhagens celulares.

10.2. Anexo 2: Grafico da Atividade Espécies Vegetais Testadas.

10.3. Anexo 3: Tabela dos Resultados Finais do Estudo Avaliando Atividade

Antiviral de Espécies Vegetais.
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ANEXO 1

Tabela da Concentracdo Maxima Nao Toxica nas diferentes linhagens celulares.
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ANEXO 2

Atividade das Espécies Vegetais Testadas

aMPV
33%

[nativos
59%

BRSV

8%

O aMPV B BRSV O Inativos
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ANEXO 3
Tabela dos Resultados Finais do Estudo Avaliando Atividade Antiviral de

Espécies Vegetais.

Plantas aMPV BRSYV Indice Inibicdo Viral/
Percentagem de Inibicao

Pterodon emarginatus

Kielmeyera coriacea

Pfaffia glomerata
Virola sebifera ATIVO 1,5/ 97%
Gaylussacia brasiliensis ATIVO 2/ 99%

Maytenus ilicifolia

Bursera aloexylon

Aspidosperma tomentosum ATIVO ATIVO 1,5/ 97%
Copaifera langsdorffii
Baccharis dracunculifolia
Arrabidae chica ATIVO 1,5/ 97%
Aniba rosaeodora ATIVO 1,5/ 97%
Total: 12 espécies 33% Ativas | 8% Ativas
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