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Os herpesvirus sido responsdveis por enfermidades importantes em
humanos e animais. Em animais, estdo associados a doenc¢as que causam
grandes perdas econdmicas. Em humanos, a gravidade da enfermidade ¢é
maior quando os pacientes sdo imunossuprimidos. Além disso, j& existem
cepas mutantes resistentes aos medicamentes disponiveis. Visto as
dificuldades associadas a prevencdo e tratamento das infecgdes por
herpesvirus, a utilizacdo de produtos de plantas como antivirais apresenta-
se como alternativa. O Cerrado Brasileiro é um bioma que localiza-se
praticamente todo no Brasil e apresenta mais de 10.000 espécies de plantas.
Essas plantas podem potencialmente servir de fonte de compostos
farmacologicamente ativos. Assim, o presente trabalho teve como objetivos
avaliar a atividade antiviral, atividade virucida e o indice de seletividade
(SI) de extratos de plantas do Cerrado contra os herpesvirus suino tipo 1
(SuHV-1), equino tipo 1 (EHV-1) e virus do herpes simplex tipo 1 (HSV-1).
Inicialmente, os extratos liofilizados foram submetidos aos testes de
citotoxicidade em células MDBK e Vero para determinar a concentracgio
maxima ndo toxica (CMNT). Dos extratos, quatro apresentaram as mesmas
CMNT s em ambas as linhagens mas, em geral, os extratos foram mais
citotéxicos para células Vero. A seguir, com base na CMNT, foram
realizados os testes de atividade antiviral para os virus HSV-1 e EHV-1 em
células Vero, e SuHV-1 em MDBK. Os resultados demostraram que 50%
dos extratos apresentaram atividade contra pelo menos um dos herpesvirus
estudados, com destaque para as espécies Banisteriopsis variabilis,

Byrsonima intermedia e Xylopia aromatica que foram ativas contra os trés
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herpesvirus, e o extrato da Stryphnodendron adstringens, ativo contra o
HSV-1 e SuHV-1. Os extratos que apresentaram atividade antiviral foram
entdo testados quanto a atividade virucida e os resultados submetidos ao
calculo do SI. O extrato foi considerado ativo quando o indice de inibi¢do
viral (IIV) foi maior ou igual a 1,5 ou apresentou PI% (porcentagem de
inibi¢dao) maior ou igual a 97%. Quanto ao SI, foram considerados ativos os
extratos que apresentaram valores iguais ou superiores a 4. A atividade
virucida foi observada em 75% dos extratos contra pelo menos um dos
herpesvirus testados. As espécies que apresentaram os resultados mais
promissores foram: B. variabilis, X. aromatica, S. adstringens e B.
intermedia. Esta ultima foi entdo utilizada em testes adicionais com a
variacdo da concentracdo, e demostrou atividade antiviral e virucida em
concentragdes inferiores a CMNT contra os herpesvirus testados. Assim, o
presente trabalho demonstra o potencial de plantas do Cerrado como fonte
de compostos com atividade antiviral e virucida. Estudos adicionais sdo
necessarios para avaliar os mecanismos de acdo e os compostos quimicos

responsdveis pela atividade observada.
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Herpesviruses are responsible for important diseases in humans
and animals. In animals, they are associated with economically important
diseases worldwide. In humans, they represent serious threats to public
health, and the severity of the illness increases in immunocompromised
patients. In addition, there are mutant strains that are resistant to available
drugs. Because of the difficulties associated with the prevention and
treatment of herpesvirus infections, the use of plant products as antivirals
can be an alternative. The Brazilian Cerrado is a biome located almost
entirely in Brazil has over 10,000 species of plants. These plants can
potentially be used as a source of pharmacologically active compounds.
Therefor, this study aimed to evaluate the antiviral activity, virucidal
activity and the selectivity index (SI) of extracts from Cerrado plants
against suid herpesvirus type 1 (SuHV-1) equid type 1 (EHV-1) and herpes
simplex virus type 1 (HSV-1). Initially, the lyophilized extracts were tested
for cytotoxicity in MDBK and Vero cells to identify the maximum nontoxic
concentration (MNTC). Of the extracts, four showed the same MNTC for
both cells, but the extracts were generally more toxic to Vero cells. Then,
based on the MNTC, antiviral activity tests were performed against HSV -1
and EHV-1 in Vero cells and SuHV-1 in MDBK cells. The results
demonstrated that 50% of the extracts showed activity against at least one
of the herpesviruses studied. In particular, the extracts from Banisteriopsis
variabilis, Byrsonima intermedia and Xylopia aromatica, were active
against all of the herpesviruses, and the extract from Stryphnodendron

adstringens was active against HSV-1 and SuHV-1. The extracts that

Xvii



showed antiviral activity were also tested for virucidal activity, and the SI
was calculated. An extract was considered active when the viral inhibition
index (VII) was greater than or equal to 1.5 or showed a PI% (percent
inhibition) greater than or equal to 97%. As for the SI, extracts were
considered active when the displayed values greater than or equal to four.
Virucidal activity was observed in 75% of the extracts against at least one
of the herpesviruses tested. The species that showed the most promising
results were: B. variabilis, X. aromatica, S. adstringens and B. intermedia.
Was wused for additional testing with varying concentrations, and
demonstrated antiviral and virucidal activities at concentrations lower than
the MNTC against the herpesviruses tested. Therefore, this study
demonstrates the potential of Cerrado as a source of compounds with
antiviral and virucidal activities. Additional studies are necessary to
evaluate the mechanisms of action and the chemical compounds responsible

for the observed activity.
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1.1 — Herpesviridae

A familia Herpesviridae, da ordem Herpesvirales, é uma grande
familia de virus de DNA de cadeia dupla linear (Dzabic et al., 2010;
Tischer e Osterrieder, 2010), com extensdo que varia entre 130-230 kb e
codifica mais de 70 produtos (Field et al., 2006). Os virions dessa familia
caracterizam-se pela presenca de uma nucleoproteina (core), um capsideo
icosaédrico, uma estrutura tegumentar protéica amorfa (tegumento) e um
envelope lipoprotéico contendo espiculas de glicoproteinas na superficie
(Fauquet et al., 2005; Field et al., 2006).

Os herpesvirus sdo responsdveis por infec¢cdes em quase todas as
espécies animais como hospedeiros naturais. A familia Herpesviridae tem
como caracteristica marcante a capacidade de estabelecer dois tipos de
infecgcdo: a latente e litica. Na infec¢ao latente, ndo ocorre expressdao génica
significativa do genoma viral devido a interrup¢dao do ciclo replicativo
(Paulus et al., 2009). Além disso, durante essa fase ndo ocorrem sinais
clinicos no hospedeiro. A capacidade dos herpesvirus de causar laténcia
duradoura nos hospedeiros, sem causar a doen¢a grave ou mortalidade,
possibilita a transmissdo viral entre hospedeiros de forma eficaz (Flores et
al., 2007). Ja a infeccdo litica (produtiva) caracteriza-se pela expressao de
todos os genes virais, replicacdo viral, producdo de progénie e,
consequentemente, morte celular (Paulus et al., 2009). Dessa forma, uma
vez infectado o hospedeiro torna-se portador do virus por toda a vida na
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forma latente com reativacdes causadas por situacdao de estresse que
permitem a dissemina¢dao, contaminando outros individuos (Miranda et al.,
2002; Szpara et al., 2010)

Membros dessa familia apresentam algumas caracteristicas
comuns entre eles. Além da capacidade de estabelecer laténcia, codificam
muitas enzimas relacionadas a replicacao viral, e por fim, a sintese do DNA
do virus e a montagem do capsideo ocorrem necessariamente no nucleo das
células infectadas (Gershburg et al., 2008).

Os herpesvirus afetam tanto a saide animal como a saide humana
(Cos et al.,2006; Deruelle e Favoreel, 2011). Os herpesvirus em animais
ainda levam a doencas e mortalidade causando prejuizos econdmicos a
pecudria (Siakallis et al., 2009). Mesmo em plantéis vacinados, o seu
impacto € particularmente acentuado em paises em desenvolvimento (Cos et
al.,2006). Ja os herpesvirus em humanos interferem na qualidade de vida
dos infectados, principalmente em pacientes imunocomprometidos
(Schnitzler et al., 2008) e recém-nascidos, podendo por vezes levar a morte
(Brandao et al., 2010). Além disso, um problema grave dos herpesvirus em
humanos é o desenvolvimento de resisténcia viral a drogas disponiveis
comercialmente (Ruffa er al., 2004; Okeke et al., 2005).

A familia Herpesviridae ¢é subdividida em trés subfamilias:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae que diferem
entre si nas propriedades bioldgicas, na organizagao e conteido do genoma,

quanto ao tipo celular no qual estabelecem laténcia e na duracdo do ciclo
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replicativo (Fauquet et al. 2005; Pomeranz et al., 2005; Field et al., 2006;
Pellett e Roizman, 2007; Tischer e Osterrieder, 2010).
Os herpesvirus estudados no presente trabalho pertencem a

subfamilia Alphaherpesvirinae.

1.2 — Alphaherpesvirinae

Membros da subfamilia  Alphaherpesvirinae apresentam
caracteristicas especificas, como a laténcia nos ganglios sensoriais e
autondmicos, o ciclo replicativo curto e aparecimento do efeito citopdtico
em questdo de horas e a ampla gama de hospedeiros (Fauquet et al., 2005;
Pomeranz et al., 2005).

Os alfaherpesvirus sdo divididos em trés gé€neros: Simplexvirus,
Mardivirus e Varicellovirus. O primeiro € responsdvel por infec¢cdes em
mamiferos como, por exemplo, o HSV-1 (virus do herpes simplex tipo 1).
Os Mardivirus afetam aves e, por fim, os Varicellovirus estio associados
principalmente a infec¢des de importancia veterinaria (Flores et al., 2007;
Deruelle e Favoreel, 2011).

Assim como as demais subfamilias da Herpesviridae, os virus da
Alphaherpesvirinae apresentam: a infeccdo litica e a infeccdo latente
(Deruelle e Favoreel, 2011). A primeira ocorre preferencialmente no local
de penetracdo do virus no hospedeiro, enquanto que a segunda acontece

principalmente em neurdnios (Flores et al., 2007; Szpara et al., 2010). Apds
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a infec¢do primdria, o virus € transportado pela inervacdo de células
neuronais e invade o sistema nervoso central (SNC), estabelecendo o estado
de laténcia (Barreca e O Hare, 2004; da Silva et al., 2005).

O presente trabalho foi realizado com as espécies do virus do
herpes simplex tipo 1 (HSV-1), do género Simplexvirus, o herpesvirus suino
tipo 1 (SuHV-1) e equino tipo 1 (EHV-1), ambos do género Varicellovirus
(Fauquet et al., 2005; Flores et al., 2007; Pellett e Roizman, 2007).

Nos herpesvirus de modo geral, a imunidade protetora requer
resposta humoral e celular (Yancey, 1993). As diversas medidas sanitdrias
adotadas para os animais envolvem o controle da doenca pelo do uso de
vacinas (Thiry et al., 2005). As inativadas sdo consideradas seguras embora
induzam principalmente imunidade humoral, ja as vacinas vivas
modificadas, estdo associadas a abortos, lesdes ovarianas e infertilidade
(Yancey, 1993). Em humanos, o problema no tratamento dos herpesvirus
estd associado ao desenvolvimento de resisténcia viral a drogas sintéticas

disponiveis, além de sua toxicidade (Gilbert er al., 2002; Peng, 2010).

1.3 — Herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1)

A doenca de Aujeszky (DA) ou Pseudoraiva (PRV) ¢é um

importante obstidculo a exploragcdo e responsdvel por grandes perdas

econOmicas na suinocultura em todo o mundo, isso devido ao alto indice de
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letalidade em leitdes, queda da produtividade e redu¢dao do desenvolvimento
dos animais em crescimento (Groff er al., 2005; Fonseca Jr. et al., 2010).

O Brasil possui aproximadamente 35 milhdes de suinos (Santana e
Oliveira, 2005). As granjas registradas com diagndstico da infec¢do perdem
a certificacdo para a venda de reprodutores e de material genético, como
s€émen e embrides, baseados na Instru¢do Normativa Numero 19 (IN-19) do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA). Além disso, a
PRV estéd listada como notificagcdo compulséria no Cddigo Zoosanitario da
OIE (Organizac¢do Internacional de Saude Animal) (Ciacci-Zanella et al.,
2008).

O agente etioldgico da doenca de Aujeszky (DA) é o herpesvirus
suino tipo 1 (SuHV-1) (Groff et al., 2005), que possui apenas um sorotipo
mas apresenta quatro diferentes gendtipos. No Brasil sdo encontrados os
genotipos I e II, que estido distribuidos mundialmente. Os gendtipos III e IV
sdo restritos a Dinamarca e Tailandia. A etiologia da doenca foi
determinada no inicio do século XX e a primeira notificacdo no Brasil foi
em 1932 (da Silva et al., 2005; Fonseca Jr. et al., 2010).

O SuHV-1, assim como demais virus da familia Herpesviridae,
possui genoma de DNA fita dupla. O genoma apresenta aproximadamente
150 kb (Nauwynck et al., 2007) que codifica 70 proteinas. Sao

frequentemente utilizados como modelo para o estudo da biologia dos

herpesvirus em geral (Pomeranz et al., 2005; Sui et al., 2010).
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Os hospedeiros primdrios do SuHV-1 sdo os suinos domésticos e
silvestres, embora o virus possa infectar outras espécies de mamiferos
domésticos, como gatos, cdes e bovinos. Nestes animais, o SuHV-1 pode
causar em infec¢des fatais, j4 que sdo hospedeiros acidentais (Flores et al.,
2007; Fonseca Jr. et al., 2010). Os sinais clinicos da infec¢do nos
hospedeiros naturais variam de acordo com fatores epidemioldgicos, como
endemicidade e suscetibilidade dos individuos. A ocorréncia do SuHV-1 em
dreas endémicas estd associada a manifestacdes reprodutivas. A introducdo
do virus em rebanhos livres resulta em sinais clinicos caracteristicos, que
variam de acordo com a faixa etaria, assim como a mortalidade. Em animais
jovens, ha sinais de comprometimento neurolégico e respiratdorio, com taxas
de mortalidade aproximando-se dos 100%. Animais adultos apresentam
febre, taxas varidveis de aborto, reabsorcdo fetal, dificuldade respiratdria e
eventualmente vOmitos. A mortalidade nessa faixa etaria é geralmente baixa
(Groff et al., 2005). Entretanto os animais considerados portadores podem
excretar o virus periodicamente e sdo importantes na manuten¢do da doencga
na forma endémica (da Silva et al., 2005; Flores et al., 2007).

Alguns surtos ja foram descritos no Brasil, nos estados de Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Paranad, Minas Gerais e Sdo Paulo (de Souza et
al., 2002; da Silva et al., 2005). Uma das maneiras de controlar a DA € a
identificacdo dos animais portadores do virus, através da realizacdo de
inquéritos sorolégicos. Nos casos de soropositividade, sdo adotadas

medidas para eliminar os animais (da Silva et al., 2005). A vacina mais
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utilizada € a que contém virus atenuados deletados para a glicoproteina gE
(do envelope). Entretanto, a reativacdo dos virus latentes pode provocar
novas transmissdes nos plantéis e, além disso, javalis e suinos selvagens
ainda representam uma forma de reservatério da PRV (Nauwynck et al.,

2007).

1.4 — Herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1)

O aborto herpético equino € responsdvel por grandes impactos
econdmicos (Moreira et al., 1998), principalmente quando ocorrem abortos
epizoodticos (Diel et al., 2006; Pena et al., 2006). No Brasil, a
soroprevaléncia da infeccdo pode chegar a 84,7% no Rio Grande do Sul
(Cunha et al., 2002; Diel et al., 2006) e 57,3% em Sao Paulo (Moreira et
al., 1998).

O Brasil possui o terceiro maior rebanho de equinos do mundo
(Diel et al., 2006), assim, a prevencdo e o controle de infeccOes em equinos
€ de necessidade comercial e social. A equideocultura é um importante
segmento do agronegdcio brasileiro, visto que o0s equinos s3ao animais
domésticos e de companhia (Diel et al., 2006), sendo amplamente utilizados
em diversos setores ligados ao lazer, cultura, esporte e ecoturismo (Field et
al., 2006).

O agente etiolégico do aborto herpético equino é o herpesvirus

equino tipo 1 (EHV-1) que possui DNA fita dupla (150Kb) contendo 76
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genes (Marconi et al., 2010). A infec¢do pelo EHV-1 é muito comum no
Japao, Austrédlia, Estados Unidos e Europa. No Brasil, a ocorréncia foi
descrita pela primeira vez em 1964 (Cunha et al., 2002).

As infec¢des pelo EHV-1 estdo associadas a abortos, mortalidade
perinatal, doenca respiratdéria e doenca neuroldgica (Allen, 2002; Pena et
al., 2006). O aborto e a doenca neonatal podem ocorrer em qualquer fase da
gestacdo, mas na maioria das vezes, de 20 a 40%, ocorrem no final (Cunha
et al., 2002). Os fetos podem se infectar no utero, levando a morte ainda na
gestacdo, ou, nascem muito fracos e morrem depois (Reed e Toribio, 2004).
Em potros recém-nascidos, infectados durante o primeiro ano de vida,
manifesta-se a doenca febril e aguda que também pode levar a morte, mas
devido a infecc¢Oes secunddrias (Cunha efr al., 2002). As infeccdes clinicas
ou subclinicas do trato respiratério ndo apresentam sinais caracteristicos e
sdo similares aos sinais clinicos causados pela influenza, como febre aguda,
secrecdo nasal e tosse (Pena er al., 2006). Por fim, a infec¢cdo pelo EHV-1
pode acarretar ainda em doenca neuroldgica em equinos com qualquer
idade, e é precedida por febre e doenca respiratdria superior durante duas
semanas antes do inicio dos sinais neurolégicos (Cunha et al., 2002; Reed e
Toribio, 2004) que variam desde uma leve ataxia até o decubito completo
com paralisia dos membros (Patel e Heldens, 2005).

Algumas cepas do EHV-1 variam na sua patogenicidade,
principalmente com relacdo a capacidade de causar abortos ou sinais

clinicos neurolégicos (Pusterla et al., 2009). Atualmente foram descritas
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diferencas moleculares em cepas neuropatogénicas e ndo-neuropatogénicas
em uma regido do genoma que esta diretamente relacionada com a
habilidade de causar doenca neuroldégica nos animais infectados. (Fritsche e
Borchers, 2010).

Estdo disponiveis comercialmente vacinas vivas modificadas e
inativadas, entretanto a eficdcia delas contra os problemas causados pelo
EHV-1 € discutivel (Garré et al., 2007; Lunn et al., 2009). A inducdo de
imunidade protetora contra o EHV-1 ainda € um grande desafio, pois as
vacinas disponiveis nem sempre protegem totalmente e, mesmo entre
animais vacinados, pode haver a disseminacdo sistémica dos virus (Patel e
Heldens, 2005). As medidas adotadas visam a prevencdo e reducdo da
probabilidade de surtos, pelo isolamento dos animais que podem ou estdo
infectados, de fémeas prenhas e reduzir possiveis estresses responsaveis

pela reativacdo do virus (Moreira et al., 1998; Lunn et al., 2009).

1.5 — Virus do herpes simplex tipo 1 (HSV-1)

As lesdes causadas pelo HSV-1 foram descritas pela primeira vez
por Hipdcrates (460/377 a.C.), e em 1968 foram classificados dois tipos de
herpes do género Simplexvirus devido a diferencas antigénicas e bioldgicas:
herpes simplex tipo 1 e tipo 2 (Lazarini et al., 2006). O primeiro ¢
responsdvel por doencgas principalmente na mucosa oral e estabelece

7z

laténcia nos ganglios do nervo trigémio, enquanto que o HSV-2 é o
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principal causador do herpes genital e estabelece infeccdo latente nos
ginglios sacrais. Entretanto, o HSV-1 também pode ser responsdvel por
infec¢cdes genitais, assim como o HSV-2 pode ser encontrado em infec¢des
orofaciais (Khan et al., 2005; Azwa e Barton, 2009).

O herpes labial é uma infec¢do muito comum no mundo todo, com
45% a 98% da populacdo mundial sendo soropositiva (Xiang et al., 2008). A
taxa de soroprevaléncia chega a 39% na infdncia e aumenta na idade adulta
(Conrady et al., 2010). Além disso, a prevaléncia do HSV-1 varia com a
idade, raca, localizacdo geogréfica e status socioecondmico (Miranda et at.,
2002). No Brasil, a prevaléncia de anticorpos para HSV-1 chega a 67,2%
(Clemens e Farhat, 2010).

O agente etiologico do herpes labial € o HSV-1. Os virions
apresentam DNA fita dupla, com tamanho de 152 kb e possui 71 genes
(Conrady et al., 2010; Placek e Berger, 2010). Deles, 36 codificam pelo
menos 84 polipeptideos diferentes responsdveis por proteinas que
contribuem para a replicacdo do virus (Xiang et al., 2008; Conrady et al.,
2010). Os 35 genes restantes codificam proteinas que ndo sdo essenciais
para a replicacdo do virus em cultivo celular (Flores et al., 2007).

O HSV-1 estd associado principalmente a recorrentes infec¢des na
face, boca e ldbios (Reggiori et al., 2008), mas com menor frequéncia, pode
também causar infeccdes genitais (Azwa e Barton, 2009). A maioria dos
problemas causados pelo HSV-1 sdo autolimitadas, com presenca de feridas

e vesiculas na regido orofacial (Alché et al., 2002). Entretanto, podem ser
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um grande problema em pacientes imunocomprometidos, incluindo recém-
nascidos (Harden et al., 2009), pacientes HIV positivos ou que sido
submetidos a tratamento imunossupressor, podendo causar graves doencas
sistémicas e risco de vida (Akhtar e Shukla, 2009). Além disso, o HSV-1
também estd associado a diversas doengas oculares como a ceratite
herpética estromal (HSK) que pode causar cegueira (Branddo et al., 2010).
Os casos de herpes genital causado pela infeccdo por HSV-1 sio menos
severos e tem menor frequéncia de recorréncias sintomdticas quando
comparado ao HSV-2 (principal causador do herpes genital) (Azwa e
Barton, 2009). O herpes humano estabelece infec¢cdo latente em neurdnios
sensoriais e causam lesdes recorrentes perto ou no local da infeccdo
priméria (Bloom et al., 2010).

A transmissdo do HSV-1 ocorre por contato direto da mucosa ou
pele com algum tipo de abrasdo com secrecdes que apresentam particulas
virais. Apo6s a entrada do virus, ele € transportado ao longo dos neur6nios
sensoriais até o ganglio trigémeo, onde estabelece infec¢Oes latentes por
toda vida do hospedeiro (Brady e Bernstein, 2004), podendo ser reativado
por estresse, fisico ou emocional (Akhtar e Shukla, 2009).

O uso de andlogos de nucleosideos como o Aciclovir, podem
aliviar os sintomas e reduzir a duracdo da excre¢do viral, mas nao previne
as recorréncias (Ruffa er al., 2004). Contudo, a utilizacdo desses antivirais
sintéticos levou ao surgimento de cepas mutantes resistentes aos farmacos

(Gebre-Marian et al., 2006) e mesmo com a dose habitual recomentada para
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o uso parenteral ou tdépico, foram relatados efeitos colaterais, tais como
neurotoxicidade e disfunc¢ao renal (Mancini et al., 2009). Além disso, ainda
existem estudos sobre a utiliza¢cdo de laser, mas este também nao elimina o
virus, apenas minimiza o desconforto do infectado e seus efeitos

temporariamente (Reggiori et al., 2008).

1.6 — Produtos Naturais e Antivirais

As plantas medicinais sdo recursos naturais que correspondem as
mais antigas armas empregadas no tratamento de enfermidades humanas e
de animais, pois funcionam como fonte de novas substdncias ativas
utilizadas frequentemente no tratamento de vdarias doencas, entre elas as
causadas por virus (Oliveira et al., 2005; Michelin et al.,2008).

A pesquisa de substancias derivadas de plantas estd baseada no
potencial dos metabdlitos secundarios como fonte de produtos naturais
(Michelin et al., 2008), principalmente nas florestas brasileiras que
possuem grande biodiversidade sendo que poucas espécies de plantas ja
foram estudadas deixando uma vasta fonte de produtos naturais
potencialmente tuteis e grande nimero de espécies vegetais que sdo quimica
e farmacologicamente desconhecidas (Simoni, 2003).

As plantas produzem a maioria dos compostos essenciais a sua
sobrevivéncia e desenvolvimento pelo metabolismo primdario (Lourenco,

2003). Além desses, produzem uma grande variedade de metabdlitos
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secunddrios, porém em pouca quantidade, os quais sdo os principais
responsdveis pelas atividades farmacolégicas (Cos et al., 2006). Esses
compostos biologicamente ativos apresentam uma ampla diversidade
quimica de estruturas e tamanhos, sendo distribuidos e encontrados por todo
o reino vegetal (Acamovic e Brooker, 2005). A maioria deles, tais como
alcaldides, terpendides, antocianinas, esterdides, flavondides, quinonas,
saponinas e ligninas (Chiang ef al., 2002) possuem aplica¢cdes comerciais
como fdrmacos, corantes, aroma, entre outros (Lourenco, 2003).

O uso de produtos naturais como matéria prima para a sintese de
substancias bioativas, especialmente fdrmacos, tem sido amplamente
relatado ha séculos. A propria evolucdo dos conceitos de planta medicinal e
medicamento fitoterdpico traduz esse desenvolvimento, que levou a uma
abordagem interdisciplinar no estudo de vegetais como fornecedores de
matérias primas de interesse terapéutico (Simdes et al. 2010).

Até meados do século XX, os medicamentos de origem vegetal
eram a base da terapia medicamentosa e o desenvolvimento da sintese
quimica introduziu novas drogas na terapéutica. A investigacdo de plantas
medicinais utilizadas na etnofarmacologia resultou em avancos terapéuticos
e atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados sdo de origem
sintética (Clark, 1996), 25% deles sdo provenientes de plantas, isolados
diretamente ou produzidos por semi-sintese, a partir de um precursor
vegetal (Aradjo et al., 2009) e os 25% restantes sdo provenientes de outras

fontes de produtos naturais (Sousa et al., 2008 ).
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A quimioterapia antiviral deve ter um caminho mais racional
utilizando substdncias naturais provenientes de plantas com valor medicinal
e que ja sdo empregadas para tratamento de infec¢des na farmacopéia
popular (Simoni, 2003; Agra et al., 2008).

A descoberta de compostos antivirais pode ser comparada a
revolucdo ocorrida na época do desenvolvimento dos antibidticos e anuncia
uma nova era na medicina atual (Simoni, 2003).

Ainda que centenas de plantas que tenham potencial como agentes
antivirais estejam sendo estudadas, existem inuimeras plantas medicinais
potencialmente uteis esperando para serem avaliadas e exploradas na
aplicacdo terapéutica contra diversas familias virais (Esimoni et al., 2005;
Brandao ef al., 2008).

O aumento do conhecimento a respeito dos eventos moleculares e
bioquimicos da replicagdo viral em muito contribuiu para o surgimento de
novos compostos antivirais (Cos et al., 2006, Hazuda et al., 2009). Alguns
destes exemplos se encontram em pesquisas que conduziram a descoberta de
varios compostos ativos, como por exemplo, aqueles que inibem enzimas-
chave envolvidas na replicagdo do DNA dos virus herpéticos e aqueles que
inibem proteinases do virus HIV (Roberts et al., 1990; Greco et al., 2007;
Billaud er al., 2009).

O antiviral ideal deve interromper seletivamente alguma etapa
especifica e essencial do ciclo de replicacdo, sem afetar de forma

significativa o metabolismo da célula hospedeira (Butera, 2000). Dessa forma,
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os compostos farmacologicamente ativos devem complementar a imunidade
celular e a resposta humoral (Simoni, 2003).

Produtos fitoquimicos ativos que apresentam potencial atividade
antiviral contra herpesvirus tém sido descritos em grande ndmero na
literatura como os alcaldides, proteinas, saponinas, flavondides, entre
muitos outros (Khan er al., 2005; Naithani et al., 2010). Por exemplo, foi
descrito significante efeito inibidor in vitro na replicacio do HSV-1 de
flavonoides 1isolados de folhas e ~caule de V.album ssp. album
(Loranthaceae) (Orhan et al., 2010), bem como a quercetina, encontrada em
muitas plantas como a Hypericum cordatum, € também um composto
flavovonodide que apresenta atividade antiviral (Dourado e Ladeira, 2008).

Além disso, pode-se citar outros exemplos, como 6leos essenciais
isolados da planta Santolina insularis capazes de inibir a dispersao do HSV
célula—célula (De Logu et al.,2000), compostos isolados de ervas como a
Psychotia serpens e Limonium sinense capazes de inibir o HSV em varias
etapas de sua replicacdo (Kuo et al., 2001; Kuo et al., 2002), extratos
isolados de plantas da Tailandia que apresentaram efeito seletivo sobre o
HSV-1 (Lipipun et al., 2003) e sustancias isoladas da erva chinesa
Polygonatum cytonema, as quais apresentaram atividade anti-HSV-2 em
cultura celular (Liu et al., 2004).

Outros experimentos descrevem a proteina denominada PAP
(pokeweed antiviral protein) proveniente do fracionamento dos extratos de

Phytolacca americana. Essa proteina ndo apresenta reacOes adversas e
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apresentou acdo antiviral contra HIV-1. Além disso, os autores relataram
que o tratamento de sémen de coelhos com a proteina PAP foi eficaz contra
o HIV-1, sem causar diminuicdo da motilidade dos espermatozdides e sem
ser toxico ao trato genital masculino e feminino. O mesmo foi observado em
experimentos com sémen humano, proporcionando grande otimismo para
utilizacdo da PAP em reproduc¢do assistida de homens portadores do virus
HIV-1. Tais experimentos demonstraram a importincia da utilizacdo de
antivirais ndo s6 para o tratamento de infec¢des virais j4 instaladas, mas
também para evitar a transmissdo do virus, até mesmo em inseminacao
artificial tanto humana como em animais (D’Cruz et al., 2001 a,b).

No estudo de antivirais o ensaio mais empregado € o de
triagem, no qual é avaliada a atividade de extratos de plantas (Wu et al.,
2011) e, por fim, sdo selecionados os extratos que apresentam resultados
promissores (Cos et al., 2006). Além disso, a triagem permite a realizacdo
de ensaios com um grande numero de extratos a serem analisados (Khan et
al., 2005, Simoni et al.,2007; Brandao et al., 2010).

Os testes antivirais devem, especialmente os de triagem, empregar
uma metodologia que apresente relativa simplicidade, mas com
procedimento confidvel, e gerar informacdes uteis sobre um extrato
escolhido, a fim de realizar estudos mais elaborados (Simoni et al., 2003;
Khan et al., 2005; Cos et al., 20006).

Esses ensaios foram realizados in vitro, isso porque geralmente

sdo testes mais rdpidos e menos onerosos (Cos et al., 2006; Brandao et
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al.,2010). Além disso, os testes in vitro possibilitam realizar experimentos
controles, utilizando as mesmas células de modo a eliminar as variacdes
experimentais (Rogero et al., 2003). Outra vantagem dos estudos in vitro é
analisar com mais facilidade efeitos muito importantes quando se pretende
estudar mais profundamente os mecanismos de acdo de extratos ou de
principios ativos de origem vegetal (Cechinel Filho e Yunes, 1998; Simoni,
2003).

Visto as dificuldades relacionadas as infeccdes causadas pelos
herpesvirus de maneira geral, o estudo de diferentes espécies de plantas que
apresentam atividade antiviral é de suma importancia, além de ser um

caminho promissor (Balbino et al., 2010; Simdes et al., 2010).

1.7 - Cerrado

O Brasil € considerado como um dos paises de maior
biodiversidade do mundo com cerca de 10% de toda a biota terrestre
(Mittermeier et al., 1997). Além do tamanho, o isolamento geogrdfico e a
grande variacdo de ecossistemas podem ser as razdes que explicam tal
diversidade, e um exemplo dessa riqueza € o cerrado (Chattopadhyay et al.,
2009).

O cerrado tem despertado, nos ultimos anos, grande interesse nas

pesquisas cientificas (Simoni et al.,2007). Isso se deve ao fato da vegetacao

de cerrado ser uma das maiores floras vegetais do mundo e cobrir 2 milhdes
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de km? (Durigan et al., 2004; Junior et al., 2009), cerca de 23% da
superficie do Brasil (Melo e Silva et al., 2009) , além disso, o cerrado € um
tipo de vegetacdo confinado ao Brasil, com apenas algumas extensdes que
alcancam a Bolivia e o Paraguai (Neto e Morais, 2003). O cerrado trata-se
de uma vegetacdo savanica muito antiga e altamente diversificada, com um
nimero estimado de 10.000 espécies de plantas superiores (Junior et al.,
2009).

A Savana brasileira, como também é conhecido, é o segundo
maior e mais importante bioma do Brasil (Alves et al., 2000; de Mesquita et
al., 2005). Fica localizado basicamente no planalto central e as espécies
vegetais dessa regido sdo pouco conhecidas, entretanto, sabe-se que o
Cerrado possui uma grande diversidade taxonOmica, ou seja, possui uma
ampla diversidade quimica a ser explorada (Neto e Morais, 2003). Além
disso, as plantas nativas do Cerrado sdo muito utilizadas pela populagdo
local para o tratamento de diversas doencgas infecciosas (Alves et al., 2000).

O clima do cerrado € sazonal com experiéncias de uma estacdo
seca pronunciada. Além disso, os solos sdo dcidos, pobres em nutrientes e
apresentam altos niveis de saturagcdo de aluminio. O cerrado também sofre
frequentes incéndios que consomem principalmente a camada de solo
gramado (Silberbauer, 2006). Tais estresses estimulam a produc¢do dos
metabdlitos secunddrios, ja que esses sdao produzidos e utilizados pela
planta como forma de adequacao da espécie vegetal ao seu meio. (Simdes et

al., 2010).
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Identificar espécies medicinais nativas desse bioma brasileiro se
tornou, nos ultimos anos, uma importante tarefa da pesquisa cientifica
(Durigan et al., 2004). Resultados promissores foram descritos para o
tratamento de diversos problemas de satde publica. Das espécies que foram
testadas, foi encontrada atividade antiplasmdédio (de Mesquita et al.,2007),
antiviral (Simoni et al., 2007; Branddo et al., 2010), anti-ulcerogénica,
antibacteriana, antifungica (Junior et al., 2009), antioxidante, leishmanicida
(Paula-Junior et al., 2006), entre outras, todas de extratos provenientes de
plantas tipicas do Cerrado (Flausino-Jr. et al., 2009; Pavan et al.,2009).

Devido a grande riqueza de compostos farmacologicamente ativos
e as atividades encontradas envolvendo as espécies nativas da regido, o
Cerrado pode ser considerado uma fonte importante de compostos quimicos
(Neto e Morais, 2003; de Mesquita et al., 2009; Pavan et al., 2009) que
podem vir a ser utilizados no tratamento e prevenc¢do de doencas virais,

principalmente aquelas causadas pelo herpesvirus.
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2. OBJETIVOS
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2.1 - Objetivos Gerais

Triagem in vitro de extratos obtidos de espécies vegetais do
Cerrado que apresentem potencial atividade antiviral sobre dois patégenos
de interesse veterindrio € um humano: herpesvirus de suino tipo 1 (SuHV-
1), herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1) e virus do herpes simplex tipo 1

(HSV-1), respectivamente.

2.2 — Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos extratos nas linhagens celulares: Vero e
MDBK

e Realizar triagem dos extratos que apresentam atividade antiviral
contra o herpesvirus suino tipo 1, herpesvirus equino tipo 1 e virus do
herpes simplex tipo 1

e Avaliar a atividade virucida dos extratos que foram ativos

e Calcular o indice de seletividade dos extratos ativos

e Testar a atividade antiviral e virucida em diferentes concentracdes do

extrato que apresentar resultado mais promissor
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 - Amostras virais e linhagens celulares

Os virus utilizados foram: herpesvirus equino (EHV-1), cepa
A4/72 (Moreira et al.,1998), virus do herpes simplex tipo 1 (HSV-1), cepa
KOS (Silva et al., 2010) e o herpesvirus suino (SuHV-1), cepa NP (Nova
Prata) (Fonseca et al., 2010).

As linhagens celulares utilizadas foram a Vero (African green
monkey — ATCC CCL 81) e a MDBK (Madin - Darby bovine kidney —
ATCC CCL 22) (Hay et al., 1994). A primeira foi utilizada para a
inoculacido do virus EHV-1 e HSV-1, j4 linhagem MDBK foi utilizada para
a replicacdo do SuHV-1. As linhagens celulares foram mantidas a 37°C em
ambiente de CO, a 5% em meio essencial minimo (MEM), acrescidos de

10% de soro fetal bovino (SFB) (Fernandes ¢ Simoni, 1995).

3.2 - Material vegetal

As plantas utilizadas no presente trabalho foram descritas
anteriormente por Simoni et al. (2007) e coletadas em Mogi-Guagu na
Fazenda Campininha, Sdo Paulo, Brasil (22°18’S e 47 °20°W). As espécies
foram identificadas pelo botdnico Dr. Eduardo Luis Martins Catharino
através de comparagdes com exsicatas presentes no herbdrio do Instituto de
Botanica, Sdo Paulo. As seguintes espécies foram utilizadas: Banisteriopsis

variabilis B. Gates, Byrsonima intermedia A. Juss., Campomanesia
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xanthocarpa O. Berg, Casearia sylvestris Sw., Cissus erosa Rich.,
Copaifera langsdorffii Desf., Erythroxylum deciduum A. St.-Hil., Gochnatia
polymorpha (Less.) Cabrera, Lacistema hasslerianum Chodat, Lithrea
molleoides (Vell.) Engl., Ocotea pulchella (Nees) Mez, Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville, Styrax ferrugineus Nees & Mart., Trigonia
eriosperma (Lam.) Fromm & J. Vera S., Trigonia nivea Cambess., Xylopia
aromatica (Lam.) Mart.

Os extratos foram preparados anteriormente por Simoni et al.
(2007), a partir de folhas secas trituradas em &4gua destilada, filtrados e
liofilizados. No momento do uso, foram dissolvidos em partes iguais de
dgua deionizada estéril e meio essencial minimo (MEM) sem soro em uma

concentragdo de 4.000 pg/mL, 5.000 pg/mL.

3.3 - Teste de citotoxicidade

O ensaio foi realizado com as duas linhagens celulares, Vero e
MDBK, em microplacas de 96 orificios com 30.000 células em cada
orificio. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C em ambiente de CO, a 5%, o
meio foi descartado e as células foram expostas a concentragdes
decrescentes na base 2 dos extratos. Em seguida, as microplacas foram
incubadas novamente durante pelo menos 72 horas. Foram realizadas
leituras didrias das microplacas. A concentragcdo dos extratos que ndo

induziu alteracdes detectdveis ao microscépio de luz foi considerada a
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concentragdo méaxima nao téoxica (CMNT) do extrato. Foram usadas como

controle monocamadas de células incubadas apenas com MEM sem soro.

3.4 - Teste antiviral

Foram utilizadas microplacas com 96 orificios com 30.000 células
em cada orificio. Os testes com as amostras virais de EHV-1 e HSV-1 foram
realizados em células Vero. A linhagem celular MDBK foi utilizada para os
testes com SuHV-1. As microplacas com as células em suspensdo foram
incubadas por 24 horas a 37°C em ambiente de CO, para a formacdo de
monocamada celular. Com o passar das 24 horas, o meio sobrenadante foi
descartado e em cada orificio foi colocado 100ul de extrato na CMNT
obtida no teste de citotoxicidade. Como controle, foi utilizada monocamada
celular incubada apenas com MEM sem soro. As microplacas foram
incubadas por 1 hora a 37°C em ambiente de CO2, em seguida foi
adicionado 50 pl de suspensdo viral em dilui¢des logaritmicas na base 10,
exceto no controle, e novamente incubadas na estufa. Foram feitas leituras
didrias em microscopio de luz para a observacdo do efeito citopatico (EPC),
até 72 horas ap6s a realizacdo do ensaio. O titulo viral foi calculado pelo
método de Reed e Muench (1938) e expresso como dose infectante para 50%
dos cultivos celulares (TCID50). A avaliacdo da atividade antiviral foi
calculada pela diferenca entre o titulo do tratado, ou seja, células infectadas

e tratadas com extrato (T), pelo titulo do controle, apenas células infectadas
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(C). O resultado foi expresso pelo indice de inibicdo viral (IIV = logT -
logC). Os extratos foram considerados ativos quando o IIV foi maior ou
igual a 1,5. Além disso, também foi realizado a porcentagem de inibicdo
(PI% = [1-(antilogT/antilogC)]X100) e foram considerados ativos os
extratos que apresentaram PI% maior ou igual a 97% (Nishimura et al.,

1997).

3.5 - Ensaio colorimétrico com sal de tetrazolium (MTT)

Para o procedimento deste ensaio, células Vero e MDBK foram
mantidas em placas de 96 orificios. Em metade dos orificios, as células
foram mantidas em contato com os extratos em diferentes concentragdes e
amostra viral na concentragcdo de 100DI (Doses infectantes) e na outra
metade, somente células e extrato. Além disso, alguns orificios foram
utilizados como controle. A microplaca foi para a estufa por 72h a 37°C em
atmosfera com 5% de CO,. Apds esse periodo, adicionou-se MTT a
Smg/mL. Apd6s 4h de incubacdo a 37°C adicionou-se 100 UL da solucdo de
10% de SDS, 0,01N de HCI e apdés 24h os orificios foram analisados em
leitor de ELISA a 540nm. Os resultados foram analisados comparando a
absorbancia dos orificios tratados com os controles celulares, por anédlise de
regressdo (Mosmann, 1983). Os valores obtidos foram representativos de

uma média de trés experimentos realizados.
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3.6 — Calculo do SI (indice de seletividade)

A partir da andlise dos resultados obtidos no teste com MTT foi
possivel encontrar os valores de CCspq, que corresponde a concentracdo do
extrato que reduz em 50% o crescimento celular, e 1Cs5¢¢, concentragdo do
extrato capaz de inibir em 50% a replicagdao viral. Com esses valores ¢é
possivel determinar o indice de seletividade (SI = CCs04/1Cs04), que
expressa o indice de seguranca da substidncia testada e, dessa forma
possibilita a realizacdo de estudos posteriores mais detalhados tanto in
vitro, quanto in vivo (Coen e Richman 2007; Dezengrini et al., 2009). Os
valores de SI acima de 4 sdo considerados positivos e quanto maior é esse

valor, mais promissor € considerado o extrato (Amoros et al., 1992).

3.7 - Teste virucida

O teste virucida € realizado para identificar se o extrato tem acao
direta na particula viral, ou seja, avalia se a acdo do extrato ocorre antes da
infeccdo viral das células hospedeiras (Schuhmacher er al., 2003). Para isso
sdo misturados amostras virais e extratos antes da incubacdo em
monocamada celular.

Novamente foram utilizadas microplacas de 96 orificios, com
camada celular, e os ensaios foram realizados em ambas as linhagens

celulares. Nesse ensaio, partes iguais de suspensdo viral, diluidas de 10" a
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10 em MEM sem soro, foram misturadas a extratos na CMNT, e incubadas
durante 1 hora a 37°C em ambiente de CO,. Apds o término de incubagdo
das misturas (extrato + amostra viral e MEM + amostra viral), foi retirado
da microplaca o meio sobrenadante e adicionado as misturas: amostra viral
e extrato (tratado) e amostra viral e MEM sem soro (controle). Em seguida
as microplacas foram incubadas por no minimo 72 horas e foram realizadas
leituras didrias para observacdao de ECP. O titulo viral, o IIV e o PI1% foram

calculados como descrito no “Teste antiviral”.
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4. RESULTADOS
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O teste de citotoxicidade foi realizado para identificar a concentragao
méxima ndo téxica (CMNT) dos extratos nas linhagens celulares utilizadas
no presente trabalho, MDBK e Vero. Na Fig.1 estdo representados, em

escala logaritmica, os resultados desses ensaios.
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Figura 1: Concentracdes méaximas ndo téxicas (CMNT) dos extratos nas

linhagens celulares MDBK e Vero

CMNT: Concentragdo maxima ndo téxica

Os extratos menos citotoxicos para as células Vero foram das
espécies S. adstringens e X. aromdtica, com CMNT de 1250pug/mL. J& na
linhagem MDBK, a espécie cujo extrato foi menos citotéxico foi da espécie
C. erosa, com CMNT de 2000ug/mL.

Os extratos mais citotéxicos foram das espécies L. molleoides, para

as células MDBK, com CMNT de 12,5 pg/mL, e S. ferrugineus para as
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células Vero, com CMNT de 15,6 pg/mL. Os demais extratos, em células
Vero, apresentaram CMNT entre 31,2ug/mL e 625ug/mL, e para as células
MDBK, as concentracdes variaram de 15,6pug/mL a 625ug/mL.

Dos dezesseis extratos testados, nove deles, apresentaram CMNT
maior em Vero, e somente trés foram menos citotéxicos em MDBK. Os
quatro extratos restantes apresentaram a mesma CMNT em ambas as
linhagens. Dessa forma, a maioria dos extratos apresentou maior
citotoxicidade, ou seja, menor CMNT, em células MDBK. Logo, a linhagem
celular Vero foi mais resistente que a MDBK a presenca desses extratos.

Com a determinacdo das CMNT dos extratos, iniciaram-se os testes
antivirais. Esses ensaios mostraram se os extratos inibem, de alguma forma,
a replicacao viral.

A Tab.1 corresponde aos resultados obtidos na atividade antiviral dos
extratos, nas suas respectivas CMNT s, frente o SuHV-1, EHV-1 e HSV-1.
Foram consideradas ativos os extratos que apresentaram o valor do indice
de inibicdo viral (IIV) maior ou igual a 1,5 e a porcentagem de inibigdo

(PI%) maior ou igual a 97%.
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Tabela 1: Triagem antiviral dos extratos frente o SuHV-1, EHV-1 e HSV-1

IIV: Indice de inibi¢do viral; PI%: Porcentagem de inibi¢do; SuHV-1: Herpesvirus suino tipo 1; EHV-1:

Herpesvirus equino tipo 1; HSV-1: virus do herpes simplex tipo 1

SuHV-1 EHV-1 HSV-1
Espécies Vegetais
v PI(%) | IV | PI (%) mv PI(%)
1) Banisteriopsis variabilis 3,24 99 3,75 99 2,25 99
2) Byrsonima intermedia 5,45 99 4,87 99 3,25 99
3) Campomanesia xanthocarpa 2,0 99 0,62 76 0 0
4) Casearia sylvestris 0 0 0,76 83 0 0
5) Cissus erosa 1,74 99 0 0 0 0
6) Copaifera langsdorffii 0 0 0 0 0 0
7) Erythroxilum deciduum 1,16 93 0,26 45 1,0 90
8) Gochnatia polymorpha 0 0 0 0 0,25 44
9) Lacistema hasslerianum 2,0 99 0,26 45 0,5 68
10)Lithrea molleoides 0 0 0,25 44 0,5 68
11) Ocotea pulchella 1,76 99 0,26 45 0 0
12) Stryphnodendron adstringens 2,0 99 1,0 90 2,75 99
13) Styrax ferrugineus 1,16 93 0 0 0,25 44
14) Trigonia eriosperma 0 0 0,25 44 0,25 44
15) Trigonia nivea 0,5 68 0,26 45 0,25 44
16) Xylopia aromadtica 3,24 99 1,76 99 1,5 97
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A tabela mostra que os extratos das espécies B.intermedia, B.
variabilis e X. aromatica foram ativas frente a todos os herpesvirus
testados. Além disso, o extrato da espécie S. adstringens foi ativa contra
dois dos herpesvirus, o SuHV-1 e HSV-1.

Os extratos das espécies C. erosa, C. xanthocarpa, L.
hasslerianum e O. pulchella apresentaram atividade somente contra o
SuHV-1. Os demais extratos ndo apresentaram valores iguais ou superiores
al,5nolIIVe97% em Pl%.

Por fim, a Tab.1l, mostra que o extrato da espécie B. intermedia
apresentou os maiores valores de IIV e PI1% contra os trés herpesvirus.

Os extratos que apresentaram atividade antiviral foram
submetidos ao ensaio com MTT, para o cédlculo do indice de seletividade
(SI) a partir dos valores do CCsy (concentragdo do extrato capaz de reduzir
em 50% o crescimento celular) pelo valor de ICsy (concentracdao do extrato
capaz de reduzir em 50% a replicagdo viral). Os valores de SI sao
considerados positivos quando sdo maiores ou iguais a quatro, € quanto

maior € esse valor, mais promissor € considerado o extrato. Os resultados

dos ensaios com MTT estdao demostrados na Tab.2.
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Tabela 2: Indice de seletividade dos extratos com atividade antiviral frente o SuHV-1,

EHV-1e HSV-1

*: Ndo foram testados; SI: Indice de seletividade; SuHV-1: Herpesvirus suino tipo 1; EHV-1: Herpesvirus

equino tipo 1; HSV-1: virus do herpes simplex tipo 1

Indice de Seletividade (SI)
Extratos
SuHV-1 EHV-1 HSV-1

1) Banisteriopsis variabilis 307,85 +£0,3 0,8 £0,05 0,5+0,8
2) Byrsonima intermedia 193,97 + 0,09 4,12 +0,1 41,76 = 0,04
3) Campomanesia xanthocarpa 68,76 = 0,05 * *

4) Cissus erosa 26,7 £ 0,07 * *

5) Lacistema hasslerianum 960,23 + 0,5 * *

6) Ocotea pulchella 1,78 £0,01 * *

7) Stryphodendron adstringens 1121,71 £ 0,9 * 14,97 +£ 0,02
8) Xylopia aromatica 864,71 £ 0,9 0,22 + 0,02 0,43 £ 0,03

Dentre todos os extratos que foram ativos frente ao SuHV-1,
somente o extrato de O. pulchella nao apresentou o valor de SI maior que

quatro. Os demais extratos apresentaram valores promissores de SI, com
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destaque para o extrato da espécie S. adstringens, que apresentou valor de
SI de 1121,71+0,9, o maior valor encontrado contra o SuHV-1. Dos trés
extratos ativos na triagem antiviral contra o EHV-1, somente o extrato de B.
intermedia apresentou valor considerado promissor de SI. J4 contra o HSV -
1, dos quatro extratos ativos, dois deles apresentaram valores acima de 4, os
extratos da S. adstringens e de B. intermedia, sendo que este udltimo
apresentou o maior valor de SI contra o HSV-1.

Logo, dos extratos escolhidos na triagem antiviral, os das espécies
S. adstringens, com o maior valor de SI contra o SuHV-1, e B. intermedia,
com os maiores valores de SI contra o EHV-1 e HSV-1, destacaram-se neste
ensaio como extratos mais promissores.

Esses mesmos extratos dos quais foram calculados os valores de
SI, foram submetidos a ensaios de avaliacdo da atividade virucida nas
CMNT’s, a fim de verificar se o extrato possui ag¢do direta na particula
viral. Os resultados obtidos nos testes virucidas estdo demonstrados na
Tab.3.

Os ensaios virucidas mostraram que os extratos de B.variabilis e
B. intermedia, apresentaram atividade frente ao SUHV-1, EHV-1 e HSV-1,
sendo do extrato de B. intermedia os maiores valores de IIV e P1% contra os
trés herpesvirus Além disso, o extrato da espécie X.aromatica apresentou
atividade virucida contra o SuHV-1 e HSV-1. J4 o extrato de espécie S.
adstringens apresentou atividade virucida somente contra o HSV-1. Por fim,

os extratos de C. erosa e O. pulchella foram ativos contra o SuHV-1,
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entretanto, os extratos das espécies C. xanthocarpa, L. hasslerianum e S.
adstringens nao apresentaram atividade virucida contra esse mesmo

herpesvirus, ou seja, esses extratos ndo agem diretamente na particula viral.

Tabela 3: Atividade virucida dos extratos frente o SuHV-1, EHV-1 e HSV-1

*: Ndo foram testados; IIV: Indice de inibicdo viral; PI%: Porcentagem de inibicdo; SuHV-1: Herpesvirus

suino tipo 1; EHV-1: Herpesvirus equino tipo 1; HSV-1: virus do herpes simplex tipo 1

SuHV-1 EHV-1 HSV-1
Espécies Vegetais
v PI(%) v | Pl(%) | IIV | PI(%)
1) Banisteriopsis variabilis 3,34 99 3,67 929 3,0 99
2) Byrsonima intermedia 6,15 99 6,12 99 4,5 99
3) Campomanesia xanthocarpa 0,1 2 * * * *
4) Cissus erosa 1,5 97 * * * *
5) Lacistema hasslerianum 0,08 16 * * * *
6) Ocotea pulchella 2,58 99 * * * *
7) Stryphnodendron adstringens 0,75 82 * * 3,5 99
8) Xylopia aromadtica 1,67 99 0,84 85 1,5 97

Dos resultados obtidos até entdo, as espécies que se destacaram
foram: B. variabilis, com atividade antiviral e virucida contra os trés

herpesvirus estudados e resultado promissor de SI frente ao SUHV-1; a
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espécie X. aromatica, com atividade antiviral contra os trés herpesvirus,
atividade virucida contra o SuHV-1 e HSV-1, e resultado positivo de SI
frente ao SuHV-1; o extrato da espécie S. adstringens, que apresentou
atividade antiviral contra o SuHV-1 e HSV-1, atividade virucida contra o
HSV-1 e o maior valor de SI contra o SuHV-1; e por fim, o extrato da
espécie B.intermedia, que obteve os melhores resultados, com os maiores
valores de IIV e PI% nos ensaios antivirais e virucidas, contra oS trés
herpesvirus estudados, além dos resultados mais promissores de SI contra o
EHV-1 e HSV-I1.

Portanto, a espécie que foi escolhida para a realizacdo de ensaios
antivirais e virucidas adicionais, com a variacdo da concentracdo do
extrato, foi a B. intermedia. Foram realizados ensaios que testaram a
atividade antiviral e virucida de concentracdes menores do que a CMNT. As
concentragdes variaram de 1,9 pg/mL a 250 pg/mL, e os resultados dos
ensalos antivirais e virucidas estdo representados nas Figuras 2 e 3,
respectivamente.

Nos ensaios antivirais, foi possivel verificar que o extrato de B.
intermedia apresenta atividade antiviral em concentragdes menores que a
CMNT, contra os herpesvirus testados. Contra o SuHV-1, o extrato
apresentou valor de IIV acima de 1,5 a partir da concentracdo 31,2 ug/mL, e
frente ao EHV-1 e HSV-1, o extrato foi ativo a partir da concentracdo 62,5

pg/mL.
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Os ensaios virucidas também mostraram atividade do extrato
abaixo da CMNT. Contra o SuHV-1, o extrato foi ativo a partir da
concentragcdo 3,9 pg/mL, a segunda menor concentracdo testada. Os
experimentos com o EHV-1 mostraram atividade a partir da terceira menor
concentragdo testada, de 7,8 pug/mL. J4& contra o HSV-1, o extrato de B
intermedia foi ativo a partir da concentracdo 62,5 pg/mL, a mesma

concentrag¢do encontrada no ensaio antiviral.
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Figura 2: Avaliacdo da atividade antiviral contra SuHV-1, EHV-1 e HSV-1

de diferentes concentracdes do extrato de B. intermedia

IIV: Indice de inibicdo viral; SuHV-1: Herpesvirus suino tipo 1; EHV-1: Herpesvirus

equino tipo 1; HSV-1: Virus do herpes simplex tipo 1
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Figura 3: Avaliacdo da atividade virucida contra SuHV-1, EHV-1 e HSV-1

de diferentes concentracdes do extrato de B. intermedia
IIV: Indice de inibi¢do viral; SuHV-1: Herpesvirus suino tipo 1; EHV-1: Herpesvirus

equino tipo 1; HSV-1: Virus do herpes simplex tipo 1
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5. DISCUSSAO
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O uso de produtos naturais como matéria prima para a sintese de
novos fdrmacos tem sido amplamente relatado ao longo do tempo e
encontra-se em expansao pelo mundo (Balbino et al., 2010). A prépria
evolucao 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 (Simodes et al., 2010).

O Brasil é considerado como um dos paises de maior biodiversidade
do mundo com cerca de 10% de toda a biota terrestre (Mittermeier et al.,
1997). Além do tamanho, o isolamento geografico e a grande variacdo de
ecossistemas podem ser as razdes que explicam tal diversidade, e um
exemplo dessa riqueza é o Cerrado (Vila Verde ef al., 2003), um bioma rico
em espécies vegetais que é confinado praticamente todo ao Brasil e é um
dos maiores biomas do mundo. (Durigan et al., 2004)

O presente trabalho demostrou que algumas espécies vegetais tipicas
do Cerrado podem servir como fonte de compostos farmacologicamente
ativos, que podem vir a ser utilizados na producdo de novos fdrmacos para o
tratamento de doencas causadas pelos herpesvirus. Outras pesquisas também
comprovam isso contra outros problemas de sadde publica, como a realizada
por Pavan et al.(2009) que demostraram a atividade anti-M. tuberculosis de
dezesseis plantas, e de Mesquita et al.(2007) que descreveram a atividade
antiplasmédio de espécies ja utilizadas tradicionalmente. Além disso, ja

foram encontradas muitas plantas tipicas do Cerrado com atividades
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antivirais (Simoni et al., 2007; Branddo et al., 2010) anti-ulcerogénica
(Flausino-Jr. et al., 2009), antimicrobiana (Junior et al., 2009), entre
outras.

Inicialmente, foram realizados os ensaios de avaliacdo da
concentragdo maxima do extrato que nao causa alteragdes celulares visiveis
ao microscopio de luz. Esta etapa ocorre nos estdgios iniciais da pesquisa e
€ fundamental, pois os virions utilizam a maquinaria celular para replicar-
se. Por isso, devemos garantir que o virus tenha condi¢des para sua
multiplicacdo (Putnam et al., 2002).

Muitas moléculas promissoras podem ser descartadas logo no
inicio das avaliac¢des, devido a sua citotoxicidade. Este parametro € que
fornece as primeiras informacdes sobre a seguranca dos compostos em teste,
no qual espera-se um composto antiviral mais téxico para os virus do que
para as células (Flint et al., 2000).

A maioria dos extratos (nove deles) apresentou valores mais
elevados da CMNT em células Vero, quatro apresentaram CMNT igual em
ambas as linhagens celulares, e apenas trés deles apresentaram valores da
CMNT maiores em MDBK. Estes resultados demostram que a linhagem
MDBK foi mais sensivel aos extratos que a linhagem celular Vero. Este
ensaio € importante, pois uma das desvantagens inerentes aos testes
antivirais in vitro € a sensibilidade ambiental das células animais em
cultura (McCutcheon et al., 1995), apesar da metodologia in vitro ser mais

rapida e menos onerosa (Yunes et al., 2001).
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A triagem antiviral foi realizada a fim de identificar os extratos
que possuem principios ativos com propriedades antivirais, ou seja, que
inibem o efeito citopdtico viral (Reed e Muench, 1938). Por definicgao,
efeito citopdtico (ECP) é o conjunto das modificacdes provocadas pelas
particulas virais nas células hospedeiras. No caso dos herpesvirus, o efeito
citopatico se expressa pelo aparecimento de células arredondadas,
brilhantes, frequentemente ligadas umas as outras por prolongamentos
citoplasméticos, formando focos de infeccdo. Esses focos tém aspecto
caracteristico de cachos de uva, que se estendem pelo tapete celular,
desorganizando-o (Girard e Hirth, 1989).

Nesse ensaio destacaram as espécies de B. variabilis, B.
intermedia e X. aromatica, que apresentaram atividade antiviral contra os
trés herpesvirus estudados. Além desses, também destacou-se o extrato da
espécie S. adstringens que apresentou atividade antiviral contra o
herpesvirus suino tipo 1 e o virus do herpes simplex tipo 1.

Em 2007, esses mesmos extratos foram descritos por Simoni et al.
por apresentarem atividade antiviral contra o herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1). Além disso, os extratos de B. variabilis e B. intermedia também
foram ativos contra o reovirus avidrio.

Os extratos que apresentaram atividade antiviral foram avaliados
no ensaio com MTT. A partir desse ensaio, foi possivel calcular o valor de
SI, devido a elucidacdo dos valores de ICsp, que corresponde a inibicao de

50% da producao de particulas virais e do CCsy, que corresponde a
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concentragdao do extrato capaz de reduzir em 50% o crescimento celular.
Com a posse dos valores do ICsp e CCsy, foi possivel determinar o indice de
seletividade (SI= CCsy /ECsp), que expressa o indice de seguranca de
determinada substincia testada (Coen e Richman, 2007). Quanto maior o
valor de SI, mais promissora € a substancia (Amoros et al.,1992), indicando
a viabilidade da realizacdo de estudos posteriores mais detalhados, tanto in
vitro quanto in vivo (Dezengrini et al., 2010).

No ensaio com MTT, novamente destacaram-se os extratos das
espécies B. intermedia, com maiores valores de SI contra o herpesvirus
equino tipo 1 e o virus do herpes simplex tipo 1, e o extrato de S.
adstringens, com maior valor de SI frente ao SuHV-1.

Além dos ensaios colorimétricos, também foram realizados
ensaios virucidas com os extratos ativos na triagem antiviral. Os testes
virucidas foram realizados para identificar se os compostos dos extratos
agem diretamente nas estruturas do envelope viral.

Neste teste, os extratos das espécies de B. variabilis e B.
intermedia apresentaram atividade virucida contra os trés herpesvirus
estudados. O extrato de X. aromatica foi virucida apenas contra o SuHV-1 e
HSV-1. J4 o extrato de S. adstringens apresentou atividade virucida apenas
contra o HSV-1. Os extratos que nao apresentaram atividade virucida, mas
foram positivos na atividade antiviral, provavelmente interferem em alguma

etapa da replicacdo viral.
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O extrato de B. intermedia foi considerado o mais promissor tendo
em vista os maiores valores de IIV, PI% e SI nos ensaios antivirais,
virucidas e com MTT. Portanto, o extrato foi selecionado para a realizagao
de testes antivirais e virucidas com diferentes concentragdes do extrato.
Esses ensaios mostraram que o extrato de B. intermedia possui atividade em
concentragdes menores do que CMNT. Contra o HSV-1, o extrato foi ativo,
tanto no ensaio virucida como no antiviral, a partir da concentracdo de 62,5
pg/mL, o que sugere que este extrato tenha apenas a¢do virucida, em outras
palavras, age diretamente na particula viral.

As espécies que destacaram-se neste trabalho ja tiveram alguns
compostos quimicos identificados, como os alcaloides harmina e harmalina
na B. variabilis (Mcllhenny et al., 2009); terpenos na espécie X. aromatica
(Stashenko et al., 2004); taninos na S. adstringens (Ishida et al., 2009;
Costa et al., 2010); e flavondides na B. intermedia (Sannomiya et al.,
2007). Apesar desses compostos ja terem sido descritos como antivirais
(Simdes et al., 2010), ainda sdo necessdrias avaliacdes mais especificas
para atribuir a atividade encontrada a eles, mesmo porque, o extrato bruto,
como os utilizados no presente trabalho, geralmente possuem efeito
sinérgico dos compostos presentes na planta (Cos et al., 2006)

Espécies do género Banisteriopsis ja foram descritas como
antioxidante, antibacteriana (Bussman et al., 2009), alucin6gena e também
inibem a atividade de monoamino oxidase (MAQO) (Schwarz et al., 2003). A

espécie mais estudada do género é a B. caapi, pois € utilizada em alguns
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rituais religiosos como ingrediente de uma bebida conhecida como
ayahuasca (Wang et al., 2010). Os compostos quimicos presentes nessa
planta sdo, em sua maioria, alcaloides (Mcllhenny et al., 2009; Simdes et
al., 2010).

Extratos de X. aromatica também ja foram descritos como
antimicrobiano, antiparasitdrio (de Mesquita et al., 2007), entre outros
(Rodrigues et al., 2006; Osoério et al., 2007). Muitos compostos dessa
espécie ja foram identificados, mas os triterpenos sdo os que estdo
presentes em maior concentrag¢do (Stashenko et al., 2004).

Na etnofarmacologia, dentre os extratos ativos deste trabalho, o mais
utilizado é da espécie S. adstringens, mas geralmente, sdo utilizados
extratos do tronco (Coelho et al., 2010; Costa et al., 2010). Extratos da
folha, como wutilizado no presente trabalho, foram descritos por
apresentarem atividade tripanocida (de Mesquita et al., 2009).

Por fim, a espécie B. intermedia apresentou os resultados mais
promissores contra os herpesvirus testados neste trabalho. Espécies de
Byrsonima também sdo utilizadas na etnofarmacologia para o tratamento de
febres, infec¢cOes na pele e ulceras (Sannomiya ef al., 2007). Apresenta em
sua composicdo quimica esterdides, triterpenos, flavonoides, 4dcido gdlico,
quercetina e catequinas (Michelin et al., 2008; Rinaldo et al., 2010),
compostos que ja foram citados por apresentarem potencial antiviral

(Simoes et al., 2010).
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Além da B. intermedia, outras espécies desse género jad foram
descritas, como a B. crassifolia, com atividade anti-inflamatéria (Maldini et
al., 2009); B.bucidaefolia, como antioxidante (Castillo-Avila et al., 2009);
e B. crassa, com propriedade antiulcerogénica (Rinaldo et al., 2010). A
espécie B. intermedia, por sua vez, foi descrita por possuir atividade
antimicrobiana contra oito microrganismos diferentes, dentre eles, espécies
de Salmonela e Candida (Michelin et al., 2008).

A triagem realizada neste trabalho possibilitou identificar espécies
promissoras, entretanto ainda sdo necessarios experimentos que associem 0s
compostos quimicos presentes nessas plantas com a atividade encontrada,

além dos mecanismos de acdo envolvidos.
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Para todos os extratos testados obteve-se uma concentraciao ndo citotoxica para cada

cultivo celular, com valores variaveis.

Dos 16 extratos testados na triagem Antiviral, 50% deles apresentaram atividade

contra pelo menos um dos herpesvirus.

o 3 extratos foram ativos contra todos os herpesvirus
o & extratos foram ativos contra o SuHV-1
o 3 extratos foram ativos contra o EHV-1

o 4 extratos foram ativos contra o HSV-1

No ensaio Virucida, 75% dos extratos foram ativos contra pelo menos um dos
herpesvirus.

o 2 extratos foram ativos contra todos os herpesvirus

o 5 extratos foram ativos contra o SuHV-1

o 2 extratos foram ativos contra o EHV-1

o 4 extratos foram ativos contra o HSV-1

Quanto ao SI, destacaram os extratos da S. adstringens (contra SuHV-1) e B.

intermedia (contra EHV-1 e HSV-1) que apresentaram os maiores valores de SI.

O extrato da B. intermedia apresentou atividade antiviral e virucida em

concentracdes menores do que a mdxima nao toxica.
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