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RESUMO

Os produtos naturais sdo uma fonte inesgotavel de compostos com atividades farmacologicas
promissoras, incluindo atividade antiviral. Araucana angustifolia, conhecida como pinheiro-do-
parana, € uma espécie exclusivamente sul-americana, de grande importancia econdmica, ecolégica
e medicinal. A partir de suas aciculas foi preparado um extrato bruto hidroalcoolico (EBH), o qual
sofreu um processo de fracionamento com solventes de diferentes polaridades, onginando oito
fragoes: fragdo éter de petrdleo (FEP), emulséo entre agua e éter de petroleo (eAq/EP), residuo da
fragdo éter de petroleo (rFEP), precipitado da fragéo éter de pefroleo (pptEP), fragdo diclorometano
(FDM), fragao acetato de etila (FAE), fragdo n-butanol (FnBU) e fragdo aquosa (Faq). Esses foram
submetidos a ensaios de avaliagéo da citotoxicidade por alteragdes morfolégicas e atividade antiviral
através da inibigdo do efeito citopatico viral, utilizando o herpes simples humano tipo 1 (HSV-1, cepa
KOS) e poliovirus tipo 2 (polio-2). Nenhuma fragéo se mostrou ativa contra o polio-2 e os ensaios
subseqtientes foram realizados somente com o HSV-1. As fragbes que apresentaram os maiores
indices de seletividade (1S= CCso/ CEso) foram FnBU (1S=11,0), FAE (1S=9,0), eAq/EP (1S=6,3) e rEP
(1S=5,0). Em paralelo aos ensaios descritos acima, foi realizada a padronizagdo do ensaio
colorimétrico com MTT, a fim de avaliar concomitantemente a citotoxicidade e a atividade anti-
herpética de produtos naturais. Este ensaio foi realizado somente com as fragdes que apresentaram
os maiores valores de IS nos ensaios iniciais, a fim de comparar os resultados obtidos nos dois
experimentos. A partir deste momento, deu-se inicio ao fracionamento biomonitorado, onde as
fragbes que nao apresentaram atividade foram descartadas e somente a de maior IS foi fracionada
novamente. Em um primeiro momento, a frag@o FAE havia apresentado o maior valor de IS, porém,
apos o segundo fracionamento realizado, com intuito de obter maior quantidade de material-teste, os
testes foram repetidos e a fragdo FnBU apresentou um valor de IS levemente acima do que o da
FAE. No entanto, o processo de fracionamento ja havia sido iniciado com a fragao FAE e a diferenga
entre os valores de IS foi pequena. Do fracionamento da fragdo FAE, foram obtidas nove sub-
fragdes, SF1 a SF9, as quais foram submetidas aos mesmos ensaios descritos acima e as sub-
fragoes SF2 (1S=7,13), SF3 (7,13) E SF8 (1S=5,76) apresentaram os maiores valores de [S. Apesar
das sub-fragdes SF2 e SF3 apresentarem os mesmos valores de IS, no ensaio com o MTT estes
foram diferentes, 1S=4,24 e 1S=2,31, respectivamente. Portanto, o fracionamento foi realizado com a
sub-fragdo SF2, o qual resultou em quatro outras sub-fragdes, SF2A a SF2D, sendo que SF2D foi a
{inica que se mostrou ativa (1IS=3,17). A atividade antiviral de todas as fragdes que apresentaram os
maiores valores de IS foi avaliada quantitativamente através da redugéo do titulo infeccioso viral,
utilizando MOI de 1000 e 10 e todas mostraram percentuais de inibigdo de 99 e 100%. Como os
valores de IS foram diminuindo ao longo do processo de fracionamento, é possivel que ocorra
sinergismo entre os componentes do extrato bruto (FAE), ja que a hipotese de ter ocorrido
degradagdo da FAE no processo de fracionamento foi descartada. Porém, experimentos mais
detalhados deverdo ser realizados no intuito de verificar qual a relagéo entre os componentes do
extrato FAE, se é sinergistica ou simplesmente aditiva, e também investigar qual o(s) mecanismo(s)
de agdo antiviral desta fragéo.



ABSTRACT

Natural products are inexhaustible source of compounds with promising pharmacological activities,
including antiviral. Araucaria angustifolia, known as pinheiro-do-parana, is a South Brazilian tree
showing important economical, ecological and medicinal aspects. Their leaves were macerated
affording a crude hydroethanolic extract which was submitted to a sequential liquid-liquid extraction
with solvents of increased polarity: petroleum ether, methylene chloride, ethyl acetate, n-buthanol
and water. They were evaluated for cytotoxicity by using microscopic visualization of cell
morphological changes caused by the tested materials and for antiviral activity by using the inhibition
test of cytopathic effects produced by herpes simplex virus (HSV-1, strain KOS) and polioviras type 2
(polio-2). The results permit us to estimate values of CCso and CEso, respectively, for each tested
material. Among the extracts showing the best preliminar results, it means the bigger values of
selectivity indices (SI= CCso/CEso), the ethyl acetate extract (EA) was choosen to perform other tests.
In parallel, the standardization of the colorimetric MTT assay was realized in order to evaluate
concomitantly cytotoxicity and antiviral activity. All the tested extracts were inactive against polio-2
replication, and subsequent experiments were realized only with HSV-1. A bioguided fractionation
was done with the EA extract affording nine sub-fractions (SF1 to SF9) which were submitted to the
same assays described above, and the sub-fractions SF2 and SF3 (SI=7.13), and SF8 (SI=5.76)
showed the best values. In spite of the sub-fractions SF2 and SF3 have showed the same values of
Sl, at the MTT assay these values were smaller: SI=4.24 and 2.31, respectively. As MTT assay is
more sensitive and accurate, this decrease was expected. So, the subsequent fractionation was
realized with SF2 and results other four sub-fractions: SF2A to SF2D, and SF2D was the only active
sub-fraction (SI=3.17). The antiherpetic activity of all extracts and sub-fractions that showed activity in
the preliminar tests was then confirmed quantitatively by using the yield reduction assay, and all of
them inhibited by 99-100% the replication of HSV-1. As usual, the SI values were diminished during
the fractionation process, and it was possible that some kind of synergism has occurred between the
components of the EA extract. Nevertheless, more detailed experiments should be done to detect the
interactions between compounds of this extract and to know if the demostrated antiviral effects are
truly synergistic or merely additive.
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1. INTRODUGAO

A busca de novos agentes farmacologicamente ativos através da triagem de fontes
naturais, como fermentagdes microbianas e extratos de plantas, tem levado a descoberta de
muitos farmacos Uteis clinicamente, que desempenham uma importante fungéo no tratamento de
doengas humanas. Uma recente revisdo apontou que 39% dos 520 novos medicamentos
aprovados entre 1983 a 1994 eram produtos naturais ou derivados destes e que cerca de 60-
80% dos agentes antitumorais e antiinfecciosos, que estdo disponiveis comerciaimente ou
encontram-se nos Ultimos estagios de avaliagdo clinica séo de origem natural (CRAGG et al.,
1997). Por exemplo, o paclitaxel (T axol®), isolado das cascas dos troncos de Taxus brevifolia
Nutt. (Taxaceae), é considerado o agente antitumoral mais promissor desenvolvido nos ultimos
20 anos, sendo utilizado principalmente no tratamento de cancer de mama, ovario e pulm&o
(EISENHAUER & VERMORKEN, 1998). Ele foi isolado na década de 60 (WANI et al., 1971) e
somente agora esta disponivel no mercado, devido a baixa concentragdo de paclitaxel
encontrada na planta (100-300mg/kg). Para viabilizar a sua utilizagao, estudos foram realizados
com a espécie européia T. baccata L. e dela foi isolada a 10-desacetil-bacatina Ill. Esse
composto foi entdo utilizado como matéria-prima para a sintese do paclitaxel e do docetaxel
(Taxotere®), outro importante agente antitumoral (EISENHAUER & VERMORKEN, 1998;
SCHENKEL, GOSMANN & PETROVICK, 2000). ,

A pesquisa na area dos égentes antivirais a partir de produtos naturais, principalmente
de plantas, esta despertando cada vez mais 0 interesse das industrias farmacéuticas (STROHL,
2000). Este fato se deve nao somente a infinidade e diversidade dos compostos metabélicos
vegetais com inumeras atividades bioldgicas e farmacolégicas (incluindo atividade antiviral), mas
também devido ao frequente aparecimento de resisténcia viral aos agentes quimioterapicos
classicos.

A selecdo de plantas com o objetivo de buscar uma potencial atividade antiviral € feita,
principalmente, com base em pesquisas etnobotanicas e etnofarmacoldgicas, ou seja, as plantas
escolhidas sdo usadas na medicina popular para 0 tratamento de afecgBes possivelmente
relacionadas a processos infecciosos. Outro método para a escolha das plantas é a chamada
abordagem randdmica, onde estas plantas sdo escolhidas ao acaso para serem testadas. As
duas metodologias oferecem vantagens e desvantagens e o ideal € que a sele¢do destas plantas
seja baseada em uma andlise combinada dessas abordagens (RATES, 2001).
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Apds a selegdo da planta, o proximo passo & preparar os extratos que serdo testados,
escolhendo a(s) parte(s) da planta e os solventes a serem utilizados para a preparagdo dos
mesmos e, posteriormente, escolher os ensaios para a avaliagao da atividade antiviral.

De maneira geral, os ensaios preliminares realizados na pesquisa da atividade antiviral
de produtos naturais utilizam culturas de células e podem ser aplicados com sucesso para a
determinagdo da atividade antiviral ou agao virucida de qualquer material. S&o considerados
agentes antivirais aqueles materiais capazes de inibir um ou mais dos processos que constituem
o ciclo de replicagdo viral e terdo atividade virucida aqueles que inibem a infectividade viral
extracelularmente, podendo ser utilizados entdo como antissépticos (VLIETINCK, DE BRUYNE E
VANDEN BERGHE, 1997). |

Os métodos comumente utilizados para a avaliagdo da atividade antiviral in vitro sdo
baseados na capacidade dos virus de se replicarem em células cultivadas. A replicagdo viral em
cultura de células pode ser monitorada pela presenga de efeito citopatico ou pela formagao de
placas de lise causados pelo virus ou ainda pela deteccao de determinados elementos virais, tais
como DNA ou RNA génémicos ou polipeptideos, quando os virus nao produzem efeito citopatico
nas células. Outrossim, o teste antiviral selecionado pode ser baseado na inibigao do efeito
citopatico, redugao ou inibigdo da formagao de placas de lise, redugao do titulo viral, etc.

Com o intuito de contribuir com a pesquisa de agentes antivirais a partir de plantas e
com base numa triagem antiviral preliminar de extratos de Araucaria angustifolia (Bert) O.
Kuntze, que revelou resultados promissores, foi realizada uma avaliagdo complementar e mais
aprofundada a respeito da potencial atividade antiviral de varios extratos preparados com este
vegetal. Os ensaios para avaliagao da atividade antiviral e virucida in vitro foram realizados com
0 virus herpético humano do tipo 1 (HSV-1) e com o vifus da poliomielite humana do tipo 2
(polio-2). |

2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-A EVOLUGAO DA PESQUISA DE AGENTES ANTIVIRAIS

Os primeiros compostos com agdo antiviral foram descobertos na década de 50 e
passaram a ser usados clinicamente em 1960. A partir da década de 80, houve um acentuado

avango nesta area, porém, ainda ha poucos agentes antivirais quando comparados a grande
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disponibilidade de compostos antimicrobianos e mesmo antifingicos. Duas principais razdes
contribuiram para que isto ocorresse: primeiramente, a falta de conhecimento sobre o ciclo de
vida dos virus aliado ao fato de que esses sdo parasitas intracelulares obrigatorios, ou seja, um
agente toxico viral & também toxico, em diferentes graus, para as células hospedeiras (VANDEN
BERGHE, VLIETINCK & VAN HOOF, 1986). Entretanto, pesquisas moleculares subseqientes a
respeito dos mecanismos de replicagdo viral revelaram a existéncia de processos que s&0
exclusivos para os virus, facilitando o desenvolvimento de agentes antivirais. O segundo
problema foi a falta de sistemas ou ensaios para testar a atividade antiviral de novos compostos,
que deveria ser de facil reprodutibilidade e permitir a multiplicagdo das particulas virais bem
como a verificacdo da potencial atividade antiviral. Isto se tornou possivel devido ao
desenvolvimento de experimentos com ovos fertilizados, depois ratos e, finalmente, culturas de
células (BOON, 1997). '

De maneira geral, 0s compostos antivirais se enquadram em duas categorias: aqueles |
com agdo indireta ou imunomoduladores, como 0s interferons e as vacinas, e aqueles com agao
direta, como 0s agentes virucidas, que destroem o virus quando este esta fora da célula, e os
compostos antivirais propriamente ditos, que irdo agir sobre uma determinada etapa do processo
de replicagdo viral apos infecgdo da célula hospedeira (CHE, 1991).

A descoberta das vacinas é, sem duvida alguma, uma das mais importantes
contribuigbes para o0 desenvolvimento da virologia, do controle, e até mesmo da erradicagao, de
varias doengas causadas por virus. Como exemplo, pode-se citar a emadicagdo mundial da
variola e o0 desaparecimento quase completo da poliomielite no mundo todo (WOOD, SUTTER E
DOWDLE, 2000). Entretanto, somente com o advento da vacinagdo, ndo foi possivel controlar
todas as doengas infecciosas virais que atingem a espécie humana. Isto se deve, principalmente,
as caracteristicas inerentes a alguns tipos de virus, como por exemplo, a alta freqiiéncia de
mutagdes e a laténcia, que impossibilitaram o desenvolvimento de vacinas para algumas
doengas. Existe também o risco de complicagdes pos-vacinagao, sendo relatados varios casos
de doengas provocadas pela propria reativagado do virus vacinal. Soma-se a isto, 0 problema de
que vacinas elaboradas com virus atenuados constituem um grande risco para pacientes
imunocomprometidos e gestantes (MURRAY et al., 1992).

A partir de 1960, os agentes antivirais propostos eram compostos sintéticos ja existentes
ou novas moléculas, tais como os nucleosideos sintéticos (DARBY, 1993; BOON, 1997) e o
inicio dos programas de pesquisa tratando de tipos especificos de virus permitiu ©
desenvolvimento de varios compostos, por exemplo, contra os virus herpéticos, uma area de

grande sucesso no progresso da terapia antiviral. O primeiro farmaco antiviral licenciado para
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qualquer tipo de virose e o primeiro agente anti-herpético a ser identificado foi a idoxirudina, que
foi sintetizada por Prusoff em 1959 (KAUFMAN, 1964; DARBY, 1994). Devido a sua baixa
seletividade e alta citotoxicidade, ela foi aprovada somente para o tratamento topico de infecgdes
por HSV. Em seguida, foi sintetizada a vidarabina, em 1968 (SCHABEL, 1968).

Porém, foi com a descoberta do aciclovir, um analogo aciclico do nucleosideo 2'-
deoxiguanosina, em 1977, que se iniciou uma nova era na pesquisa de farmacos antivirais
(ELION et al., 1977; SCHAFFER et al., 1978). O sucesso do aciclovir se deve & combinagdo da
sua alta especificidade e eficacia no tratamento de infecgdes pelo HSV-1, HSV-2 e hemes-
zoster, com baixissima toxicidade (WEBER E CINATL, 1996). A fim de aumentar a
biodisponibilidade do aciclovir no tratamento por via oral, outros analogos de nucleosideos foram
sintetizados a partir de sua estrutura, como o ganciclovir (FIELD et al., 1983), o penciclovir e 0
famciclovir, com atividade contra o virus varicela-zoster (BOYD et al., 1987) e o valaciclovir
(LOWANCE, 1999), que juntamente com o ganciclovir possui uma potente atividade inibidora da
replicagdo do citomegalovirus humano (CMV). Os andlogos do pirofosfato, como o acido
fosfonoacético (PAA) e o acido fosfonoformico (foscarnet), também possuem a capacidade de
inibir a replicagdo do HSV (WAGSTAFF E BRYSON, 1994) e sao usados como alternativa no
tratamento de pacientes resistentes ao aciclovir. Porém, sua utilizagdo € limitada devido aos
varios efeitos colaterais da terapia, como disturbios renais, decréscimo dos niveis de ions de
calcio no soro, variagdes nos niveis de fosforo e potassio e ulceragdes vaginais (SAFRIN et al.,
1990). |

Apesar do continuo desenvolvimento de novos farmacos antivirais sintéticos, poucos
vem sendo aprovados pelas autoridades governamentais na area de saude para uso clinico e, a
maioria destes compostos tem aplicagbes limitadas a poucas doengas (VLIETINCK & VANDEN
BERGHE, 1998). Portanto, a descoberta de novos compostos antivirais se faz necessana,
principalmente, para o tratamento de doengas virais responsaveis por alta mortalidade e/ou alta
incidéncia em pacientes imunocomprometidos, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
os virus herpéticos dos tipos 1 e 2, virus da hepatite B e o virus da gripe (SCHINAZI, 1992).

Ainda ha a questdo das vacinas anti-herpéticas. Para a maioria das viroses que
acometem o homem ainda nao foi possivel 0 desenvolvimento de uma vacina eficaz. Isto ocorre
devido a certas caracteristicas dos virus, com destaque para a alta taxa de mutagdes e a
capacidade de laténcia. A familia Herpesvirdae destaca-se por apresentar ambas essas
caracteristicas, o que dificulta a agao das vacinas, além da sua distribuicao ubiqua na populagao
mundial (LUPI, 2000). Porém, muitas pesquisas tém sido realizadas no intuito de se desenvolver

uma vacina anti-herpética que possa conferir prote¢do a populagdo ainda ndo infectada,
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principalmente infantil, ou que controle o aparecimento de recidivas em pacientes ja infectados e,
principaimente, imunodeprimidos, tornando-os portadores séos (BABIUK & ROUSE, 1996). O
problema no desenvolvimento de uma vacina especifica para HSV é que individuos ja infectados
dificilmente poderdo ser curados da doenga devido a laténcia viral. Durante esta fase, o0 HSV
torna-se praticamente indestrutivel porque, além de estar biologicamente inativo, ele aloja-se no
tecido nervoso, que tem wuma capacidade minima de expressao antigénica
(LUPI & PEREIRA JR., 2000). Além disso, 0 HSV & capaz de impedir a agao da IgG anti-HSV e
da ativagdo em cascata do complemento, através de suas glicoproteinas de superficie gE e gl.
As primeiras vacinas anti-herpéticas utilizavam o virus morto ou atenuado. Eram as “vacinas de
primeira geragao”, que predominaram até o fim da década de 70. DUNDAROQV et al. (1982)
descreveram a existéncia de um maior intervalo entre as recorréncias nos individuos vacinados
com a principal vacina da “primeira geragao”, a lupidon, a qual ainda é ministrada a milhares de
individuos, apesar de ter sido muito criticada devido a falta de padronizagdo nos estudos clinicos
e a grande diversidade da populagdo estudada. No inicio dos anos 80 se deu inicio a produgao
de vacinas glicoprotéicas ou de “segunda geragao” e estas representavam uma nova esperanga
na busca de uma vacina anti-herpética eficaz. Algumas ainda se encontram em fase avangada
de estudos em animais e devem entrar brevemente na fase de estudos clinicos. Apesar de
apresentarem resultados encorajadores, possuem algumas restrigbes como poténcia
imunogénica reduzida e durabilidade curta. Seu custo e eficacia ainda ndo se comparam a
terapéutica usando os analogos de nucleosideos (LUP!, 2000). Assim, deu-se inicio as
pesquisas com as vacina génicas ou de “terceira geragdo”. Essas ainda encontram-se em fase
experimental e de padronizagao. A principal diferenga neste tipo de vacina é a maneira como o
antigeno é apresentado ao sistema imunologico. O DNA do HSV ¢ isolado, clonado e veiculado
em microesfer_as lipidicas; uma vez fagocitado pelos macréfagos tissulares, é apresentado na
forma complexada ao HLA de classe Il (LUP!, 2000).

Portanto, as vacinas anti-herpéticas ainda ndo sdo uma realidade na pratica clinica. Elas
nao curam pacientes ja infectados, porém parecem ser promissoras em reduzir a freqiiéncia de
recidivas, e talvez, permitir a manutengao subclinica do HSV. Quanto as vacinas génicas, sdo
uma perspectiva fascinante para o futuro, tdo logo sejam solucionados os problemas
tecnologicos dos processos de fabricagao (BABIUK & ROUSE, 1996; LUPI, 2000).
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2.2-AGENTES ANTIVIRAIS A PARTIR DE PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais originados a partir de microorganismos, animais e, principalmente,
plantas constituem uma fonte inesgotavel de compostos com promissoras atividades biologicas e
farmacoldgicas (HARVEY, 2000; STROHL, 2000), incluindo atividade antiviral (HUDSON, 1990;
CHE, 1991; CHU & CUTLER, 1992; BURKE et al, 1995; HOUGHTON, 1996; ROBIN, 1998;
SHU, 1998; VLIETINCK & VANDEN BERGHE, 1998). A busca de novos compostos a partir de
plantas tornou-se uma abordagem muito freqiiente nas pesquisas realizadas por indistrias
farmacéuticas e em instituigdes de pesquisa e muitos compostos antivirais tém sido obtidos
através de ensaios de fracionamento biomonitorados a partir de extratos de plantas, os quais
tém mostrado propriedades antivirais promissoras em varios programas de triagem in vitro
(HOSTETTMANN, WOLFENDER & RODRIGUES, 1997; VLIETINCK & VANDEN BERGHE,
1998).

Os principais compostos com atividade antiviral obtidos a partir de plantas séo
substancias que fazem parte do metabolismo vegetal, ou seja, sado sintetizados pelas plantas
com diferentes fungdes fisiologicas, tais como proteger contra patégenos, conferir cor e odor as
flores e frutos para atrair polinizadores, conferir maior resisténcia a doengas, etc. (SALISBURY &
ROSS, 1992). Recentemente, com base nos dados obtidos a partir do NAPRALERT (Banco de
Dados de Produtos Naturais), VERPOORTE (1998) relatou a existéncia de mais de 100.000
metabdlitos secundarios ja conhecidos, isolados de um numero limitado de espécies vegetais. A
extrapolagdo do numero de espécies estudadas e do namero de compostos conhecidos sugere
que, de todo o reino vegetal, poder-se-ia isolar, no minimo, um milhdo de diferentes compostos,
0 que demonstra a riqueza desta fonte.

Varios produtos do metabolismo vegetal primario e secundario ja foram estudados e
apresentaram atividade antiviral contra varios virus, incluindo os virus herpéticos e o HIV. Sao
substancias pertencentes ao grupo dos alcaléides (VANDEN BERGHE et al,, 1986; YAMAMOTO
et al., 1989; MONTANHA et al., 1995), carboidratos (YAO, WAINBERG & PARNIAK, 1992;
MARCHETTI et al., 1996), flavondides (SIMOES et al, 1990; AMOROS, SIMOES & GIRRE,
1992; BURKE et al., 1995; ROBIN, 1998; SHAHAT et al., 1998), cumarinas (HUDSON et al,,
1993; HOUGHTON, 1996), compostos fenélicos (VANDEN BERGHE ef al., 1986; CHE, 1991;
HAYASHI, 1997), taninos (FERREA et al., 1993; ERDELMEIER, 1996), saponinas (SIMOES et
al., 1990; SIMOES, AMOROS & GIRRE, 1999a), quinonas (HUDSON et al,, 1991; DIWU, 1995),
. terpenos (DARGAN, 1986), proteinas (DOCHERTY, 1987) e lignanas (MACRAE, 1988;
CHARLTON, 1998). Revisbes mais completas das substancias isoladas a partir de plantas,_que
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possuem agdo antiviral foram realizadas por VLIETINCK et al. (1997) e HUDSON & TOWERS
(1999).

O processo de selegédo das plantas a serem testadas numa triagem antiviral pode partir
de quatro pressupostos: a) escolha randémica das plantas; b) selegdo baseada em estudos
etnobotanicos efou etnofarmacoldgicos, ou seja, escolher plantas a partir do seu uso na
medicina popular; ¢) escolha através de dados ja pré-existentes na literatura; d) abordagens
quimiotaxonémicas (VLIETINCK & VANDEN BERGHE, 1998). A sele¢do de plantas baseada em
dados etnobotanicos e etnofarmacolégicos tem sido freglientemente sugerida quando ndo se
tém informagdes fitoquimicas a respeito das espécies (ROMING et al., 1992; BEUSCHER, 1994,
CAVALLARO et al., 1995; TAYLOR, 1996; ZAVALA et al,, 1997; ROBIN, 1998; SINDAMBIWE et
al., 1999), porém a andlise de extratos de plantas escolhidas ao acaso também pode fornecer
novas substancias com atividade antiviral. A Tabela 1 mostra uma comparagéo da freqiiéncia de
compostos ativos isolados usando as abordagens da indistria farmacéutica Shaman (sele¢ao
etnobotanica) e da industria em geral (selegdo randémica).

Tabela 1: Comparagao da freqiéncia de compostos ativos isolados utilizando duas abordagens.

SHAMAN PHARMACEUTICALS

AREA NODE PLANTAS  N° DE COMPOSTOS % DE COMPOSTOS
TESTADAS ISOLADOS ATIVOS

VRS 97 8 8.2

FLU 123 2 1,6

CMV 231 5 2.2

INDUSTRIA EM GERAL

AREA N° DE PLANTAS  N°DE COMPOSTOS % DE COMPOSTOS
TESTADAS ISOLADOS ATIVOS

HsV 15.000 2 0,013

Legenda: RSV: Respiratory Sryncyatic Virus; FLU: Influenza; CMV: Citomegalovirus;
HSV: Herpes Simplex Virus. (ELISABESTKY, 2000)

Vale a pena ressaltar o grande interesse de grupos de pesquisa, universidades e
industrias farmacéuticas, principalmente, de paises como Estados Unidos, Japdo, Franga,
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Canada, Inglaterra, Bélgica, Alemanha e Espanha, na biodiversidade das florestas tropicais de
regides como América Latina, Africa e Asia (SHU, 1998). A busca de produtos naturais com
alguma atividade farmacoldgica ou de novas moléculas que possam servir de modelo para a
sintese de outras a partir de plantas das florestas tropicais € crescente e muito promissora.
Como exemplos, pode-se citar os trabalhos realizados com plantas do Panama (ROMING et al.,
1992; MATSUSE et al., 1999), Equador (ABAD et al., 1999), Brasil (LAGROTA et al., 1994,
SIMOES et al., 1999b; BARRIO & PARRA, 2000), Colémbia (BENTACUR-GALVIS et al,, 1999),
Cuba (BARRIO & PARRA, 2000), Argentiha (BARBINI et al., 1999; ABAD et al., 2000), Paraguai
(HAYASHI et al., 1993), Egito (SHAHAT et al., 1998), Togo e llhas Mauricio (BEUSCHER et al.,
1994; ROBIN et al., 1998), Benin (SUMMERFIELD et al., 1997), Tanzania, Zimbabue, Nigéria,
Quénia e Africa do Sul (CHAPUIS, SORDAT & HOSTETTMANN, 1988), Ruanda (VLIETINCK et
al., 1995), Tailandia (YOOSOOK et al., 1999), Coréia do Sul (WOO et al., 1997; KANG et al.,
1999), Indonésia (NAWAWI et al., 1999), Sudao (HUSSEIN et al., 2000) e China (KUROKAWA et
al., 1993).

2.3- VIRUS HERPETICO HUMANO DO TIPO-1

(WHITE & FENNER, 1994; ROIZMAN & SEARS, 1996; WHITLEY, 1996, LUPI,
PEREIRA JR. & SILVA, 2000)

Todos os virus herpéticos pertencem a familia Herpesvin'dae e apresentam duas
importantes caracteristicas biolégicas: a neuroviruléncia e a laténcia. Apds o primeiro contato do
virus com o hospedeiro (infecgado primaria), geralmente infectando células das mucosas, 0s virus
herpéticos migram para as células do sistema nervoso e la permanecem latentes até uma nova
infec¢do; este fendbmeno & chamado neuroviruléncia. A capacidade de persistr em seus
hospedeiros indefinidamente, na forma de um episomo no nucleo das células infectadas, é
chamada de laténcia. A infec¢ao latente € um mecanismo de escape da resposta imune celular,
pois permite com que 0$ virus permanegam no interior das células hospedeiras, sem serem
reconhecidas pelo sistema imune. No caso do HSV, como ele tem a capacidade de infectar
células nervosas e essas ndo se replicam mais ou o fazem de maneira muito lenta, o DNA viral
ndo € replicado e ndo fica exposto ao reconhecimento dos anticorpos, vacinas e farmacos
antivirais. A partir de estimulos externos como luz solar, estresse, traumas, etc., a replicagao é
reativada (FLINT et al., 2000). Os virus herpéticos sdo altamente disseminados na natureza e
acredita-se que, praticamente, todas as espécies de vertebrados sejam susceptiveis a pelo

menos um deles. Até o momento, cerca de 100 virus herpéticos j& foram caracterizados e
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destes, oito sdo especificos para humanos (Tabela 2). O virus herpético B de simios pode

também infectar o homem, causando encefalite mortal.

Tabela 2: Virus hermpéticos humanos caracterizados até 0 momento.

NOME COMUM SIGLA

DESIGNACAO

SUBFAMILIA

Virus herpes simples tipo 1 HSV-1
Virus herpes simples tipo 2 HSV-2
Virus da varicela-zoster vzZv

Citomegalovirus CMV
Virus herpes humano tipo 6~ HHV-6

Virus herpes humano tipo 7 HHV-7

Virus Epstein-Barr EBV
Virus herpes humano tipo 8 HHV-8

Herpesvirus humano 1
Herpesvirus humano 2
Herpesvirus humano 3
Herpesvirus humano 4

Herpesvirus humano 5

Herpesvirus humano 6

Herpesvirus humano 7

Herpesvirus humano 8

a-herpesvirinae
a-herpesvirinae
a-herpesvirinae
B-herpesvirinae

B-herpesvirinae

B-herpesvirinae

y-herpesvirinae

y-herpesvirinae

(Fonte: SILVA, 2000).

A importancia destes patdgenos humanos esta aumentando & medida que a medicina se
desenvolve e a cultura sexual se altera. Os virus herpéticos sdo freqlientemente reativados em
pacientes com AIDS e pacientes imunodeprimidos devido a transplantes ou cancer. Sob estas

- condigBes, podem ocorrer infecgdes disseminadas letais. Embora para a maioria destes virus
ainda no tenha sido possivel 0 desenvolvimento de vacinas, os efeitos por eles causados sao
amenizados através da quimioterapia antiviral (WHITE & FENNER, 1994).

Os virus herpéticos sao particulas esféricas e envelopadas, de aproximadamente 150-
250nm de diametro, constituidas de quatro camadas concéntricas: um nucleo, envolvido por um
capsideo icosaédrico, um tegumento amorfo e finalmente um envelope (Figura 1). Eles possuem
um DNA gendmico linear e dupla fita, que € infeccioso sob condigdes apropriadas. Os genomas
da maioria dos virus herpéticos foram seqiienciados e sabe-se que estes codificam 70 a 100
proteinas distintas (LUPI ef al., 2000). Sequéncias de DNA repetitivas geralmente ocorrem nas
duas extremidades e, em alguns virus, também alternativamente, dividindo 0 genoma em duas
seqiiéncias (nicas, chamadas grande e pequena. Quando estas seqiéncias repetitivas sdo

invertidas na sua orientaga@o, 0s componentes grande e pequeno podem se inverter durante a
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replicagdo, originando dois ou quatro isémeros diferentes do genoma em proporgGes
equimolares. Assim, eventos de recombinagao intra e intergendmica podem alterar o niimero de
seqliéncias repetitivas, criando polimorfismo (ROIZMAN, 1996; LUPI et al., 2000).

Figura 1: Esquema do virus herpético humano tipo 1 (HSV-1). Legenda: 1-DNA viral; 2-
. capsideo proteico, com simetria icosaédrica e 162 capsémeros; 3-envelope composto

por uma membrana externa recoberta de glicoproteinas virais; 4-tegumento.

A replicagdo dos virus herpéticos tem sido melhor estudada com o HSV-1. Este é
adsorvido na célula através de uma glicoproteina gC do envelope e forma uma forte associagao
entre a glicoproteina gD e um segundo receptor celular. Entrar no citoplasma requer as
glicoproteinas gB, gD e gH e isto ocorre por fusdo do envelope viral com a membrana plasmaética
da célula hospedeira. As proteinas do tegumento sao liberadas e o capsideo é transportado ao
longo do citoesqueleto até 0 poro nuclear, onde o DNA viral é liberado, entra no nucleo e se
circulariza. ‘Proteinas virais sdo sintetizadas, permitindo que os componentes da particula viral
sejam formados e entdo as particulas virais envelopadas vao se acumulando no citoplasma da
célula hospedeira e os virions maduros sdo liberados por exocitose. O ciclo de multiplicagado do
HSV-1 esta esquematizado na Figura 2.
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Figura 2: Esquema do ciclo de multiplicagdo do HSV-1. Legenda: 1-adsorgao; 2-penetragao; 3-
desnudamento; 4-transcrigdo inicial; 5-tradugdo das proteinas precoces; 6-replicagdo do
DNA viral; 7-transcrigdo e tradugdo das proteinas tardias; 8-reunido das particulas virais
no nicleo; 9-brotamento a partir da membrana do nucleo; 10-liberagdo dos virions.

Patogenia do HSV-1 (MURRAY et al., 1994; LUPI et al. , 2000)

Na infec¢ao primaria, o virus penetra no corpo por invasdo das mucosas ou solugbes de

descontinuidade da pele, sendo que muitos individuos sdo infectados ja em idade precoce.
Quando no organismo, 0 virus replica-se nas células situadas na base do sitio de entrada,
podendo ou nao produzir leses vesiculares. Em seguida, 0s virions se disseminam para as
celulas nervosas adjacentes e nos neurénios estes s@o encaminhados para o nicleo, iniciando a
infecgao latente. Nesta fase, o genoma viral esta reprimido e integrado ao DNA da célula. O virus
pode entdo ser ativado por varios estimulos, tais como estressé, febre, trauma, alteragdes
hormonais, exposi¢ao ao frio e/ou calor excessivos, etc., e depois voltar pelo nervo, causando
lesbes caracteristicas em sitios especificos da pele e mucosas. Os principais sintomas das
infecgbes causadas pelo HSV-1 séo:

-infeccbes cutaneo-mucosas: ocorrem principalmente na boca, labios e faringe; o local

fica coberto por vesiculas que podem romper-se formando ulceras. Pode ocorrer febre, dor
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edema dos ganglios cervicais e imitabilidade. Em criangas recém-nascidas a manifestagao clinica
classica da infec¢do € a gengivomastite;
-querato-conjuntivites: geraimente resuitam da auto-inoculagdo do HSV-1, envolvendo a

cornea e produzindo uma ulceragado dendritica caracteristica. Geralmente, as ocomréncias s&o
unilaterais, podendo levar a cegueira. Mais raramente podem ser causadas pelo HSV-2 com
sintomas ainda mais severos;

-encefalites: manifestagdo rara, porém fatal se ndo tratada (mortalidade de 70%); a
maioria dos sobreviventes permanecem com seqiielas neurolégicas;

-infeccdes genitais: cerca de 80% das infecgdes genitais sdo causadas pelo HSV-2,

porém também podem ser atribuidas ao HSV-1, possivelmente como resultado de préticas de

sexo orogenital, sendo transmitidas geralmente entre adultos jovens. A maior parte das infecgdes

primarias sdo subclinicas, mas quando a doenga ocorre € particularmente severa em mulheres;
-infeccdes neonatais: 0s bebés sdo contaminados por suas maes durante o parto,

geralmente pelo HSV-2, mas tambem pelo HSV-1. Raramente, a infecgdo é adquirida no periodo
pds-ou pré-natal. O herpes neonatal pode estar presente como uma doenga disseminada,
causando encefalite e lesdes na pele, olhos e boca.

Em pacientes imunocomprometidos, tanto nos submetidos a transplantes, quimioterapia
antitumoral quanto nos portadores de AIDS, as infecgdes latentes sdo freqiientemente
reativadas.

2.4-VIRUS DA POLIOMIELITE
(WHITE & FENNER, 1994; TORTORA &t al., 1998)

A familia Picornaviridae € uma das maiores familias de virus e inclui alguns dos mais
importantes virus humanos e animais, com mais de 230 virus diferentes. Apenas os
representantes dos géneros Enterovirus e Rhinovirus causam doengas em humanos.

Os picornavirus sdo pequenos, com material gendmico RNA fita simples e ndo s&o
envelopados. Os principais representantes desta familia sdo os enterovirus, dos quais existem
68 sorotipos humanos, incluindo o virus da hepatite A. Os capsideos dos enterovirus sd0 muito
resistentes, mesmo em condigdes adversas, como por exemplo, em aguas servidas que
passaram pelo tratamento de esgoto, calor, detergentes e acidos. Os poliovirus possuem
aproximadamente 30nm de didmetro e o filamento de RNA (+) circundado por um capsideo
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icosaédrico com 12 vértices pentaméricas. O ciclo de multiplicag&o dos poliovirus € semelhante
ao esquema geral de replicagao dos virus RNA (+) e esta esquematizado na Figura 3.

////_\\\
([ NUCLEO

Figura 3: Esquema do ciclo de multiplicagdo do virus da poliomielite. Legenda: 1-adsorgao; 2-
penetragdo; 3-desnudamento; 4-replicagdo; 5-tradugdo da poliproteina; 6-clivagem da
poliproteina; 7-reunido das proteinas do capsideo; 8-inser¢do do genoma; 9-liberagdo dos

virions.

Patogenia do poliovirus (WHITE E FENNER, 1994; TORTORA et al., 1998):

Geralmente, as infecgdes causadas pelos poliovirus sdo assintomaticas (90%), mas

podem ocorrer sintomas semelhantes aos de uma gripe até uma doenga paralitica. As portas de
entrada para os poliovirus sdo as vias aéreas superiores, orofaringe e trato gastrintestinal. A
viremia primaria dissemina o virus para os tecidos alvo. O poliovirus reconhece um receptor
expresso nas celulas da medula espinhal e neurdnios motores e & citolitico. As mas condi¢des
sanitarias e a alta densidade populacional contribuiram para a transmissao viral, mas, atualmente,
as infecgdes pelos poliovirus em paises desenvolvidos e em desenvolvimento sao raras, gragas as
vacinas Salk e Sabin. A OMS tem como meta erradicar totaimente a poliomielite do globo terrestre
em 2003.
Quando sintomatica, a infec¢ao causada pelos poliovirus pode apresentar-se como:

-poliomielite_menor: doenga inespecifica podendo ocorrer febre, cefaléia, dor de

garganta e vomito;

-poliomielite ndo paralitica (1-2% dos pacientes): o virus evolui para 0 SNC e meninges,

causando meningite asséptica e espasmos musculares, além dos sintomas da doenga menor;
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-poliomielite paralitica ou maior (0,1-0,2% dos individuos infectados): aparece alguns

dias apos o término da doenga menor e a paralisia medular pode envolver ate mesmo os centros

da respiragdo, resultando em morte em 75% dos casos.

2.5- ESPECIE Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze

Araucaria anqustifolia (Bert) O. Kuntze (sinonima botanica: A. brasiliana Richard,
A. brasiliensis London) € uma espécie arbbrea da familia Araucariaceae, conhecida
popularmente como pinheiro-do-Parana, pinheiro-brasileiro, araucéria ou pinheiro e é a unica
espécie do seu género de ocorréncia natural no Brasil (SHIMIZU & OLIVEIRA, 1981). Apresenta
entre 10 a 35 m de altura e possui um aspecto original (Figura 4), com tronco retilineo sem
divisdes, copa alta, estratificada, caliciforme ou em forma de taga nas arvores mais velhas e
conica nas mais jovens. Suas folhas s@o pequenas, coriaceas, lanceoladas e pontiagudas em
forma de agulhas (aciculas), e suas sementes sd@o muito apreciadas como fonte alimentar
(CARVALHO, 1994). Ocorme, principalmente, nos Estados do Parana (40%), Santa Catarina
(31%) e Rio Grande do Sul (25%), podendo ser encontrada até o sul de Minas Gerais € Rio de
Janeiro (CARVALHO, 1994). |

A floresta com araucaria € designada como floresta ombréfila mista e faz parte do
dominio da Mata Atlantica, a qual é constituida por varias outras formagdes florestais (GUERRA
& REIS, 1999).

O pinheiro-do-Parana é amplamente utilizado pelo homem. A sua madeira, de alta
qualidade, produz também celulose e resina. Suas sementes, conhecidas como pinhdo, sdo
muito apreciadas na alimentagdo humana, de animais domésticos e fauna silvestre, por serem
ricas em amido (CARVALHO, 1994). Devido ao uso descontrolado e a exploragado predatéria da
A. angustifolia, os 20 milhdes de hectares ocupados pela espécie no inicio do século XX
praticamente se esgotaram até a década de 70 (MATTOS, 1994).

Com relagdo ao seu uso na medicina popular, até 0 momento, ndo foram encontradas
muitas referéncias na literatura. Sabe-se que este vegetal & empregado por varias tribos
indigenas dos Estados do Parana e Santa Catarina, como 0s guaranis, 0s caingangues € 0s
caiuas, que utilizam principalmente 0s nés, cascas dos caules e brotos para varios fins:
reumatismo, catarata, cortes, feridas, dores renais e doengas venéreas (MARQUESINI, 1995) e
como emoliente, antisséptico das vias respiratérias e da garganta, no tratamento do reumatismo
e de dores ciaticas (PIO CORREA, 1926). Apesar da grande importancia econdmica, da ampla
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ocoméncia na Floresta Tropical Atlantica (FTA) e da utilizagdo na medicina popular, poucos
estudos fitoquimicos e biologicos/farmacologicos foram realizados até o momento. Do éleo
essencial das folhas de A. angustifolia foram identificados terpenéides como germacreno (9%),
os diterpenos hibaeno (30%) e filocladeno (20%) (BROPHY et al., 2000) e monoterpenos como
o- € [B-pineno, mirceno, o-terpineno, limoneno e terpinoleno, os quais também foram
identificados nos brotos (FERNANDES, MOREIRA & MIGUEL, 1991). Também foram
identificadas lignanas, ciclolignanas e norlignanas em varias partes da planta e naresina dos nés
(FONSECA, 1979; OHASHI et al., 1992; CASTRO et al.,, 1995) e lecitinas do pinhdo (DATTA et
al., 1993). Para outras espécies do género Araucaria, 0s estudos fitoquimicos também revelaram
a presenga de compostos, tais como flavonéides para A. araucana, A. cunninghamii e A. cookii
(PARVEEN, 1987; HARADA et al, 1992) e labdanos diterpénicos para A. araucarana
(GARBARINO, 1987). Para a maioria das classes de metabolitos secundarios encontrados em A.
angustifolia e nas outras espécies do género j& foram detectadas potenciais atividades
bioldgicas/farmacoldgicas, iﬁcluindo agao antiviral.

Uma triagem antiviral preliminar realizada com extratos de A. angustifolia revelou
resultados promissores (MOREIRA & SIMOES, 1998; SIMOES et al., 1999b), aumentando assim
aimportancia deste estudo e justificando-o.
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Figura 4: Aspectos gerais de Araucaria angustifolia (Bert) O. Kuntze. Legenda: a)

esquerda superior: planta adulta; b) direita superior: inflorescéncia, sendo o ramo da esquerda
de uma planta masculina e o da direita de uma planta feminina; ¢) esquerda inferior: estrobilo

feminino (pinha) e sementes (pinh&o); d) direita inferior: caule e madeira. Fonte: LORENZI
(1992).
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3.JUSTIFICATIVA

Apesar do grande nimero de compostos sintetizados com potencial atividade antiviral,
poucos tém sido aprovados para uso clinico. Isto ocorre porque geralmente o composto é eficaz ao
inibir a replicagao viral, porém & igualmente toxico para as células, o que o torna inviavel para esta
finalidade. Em virtude da grande necessidade de se obter novos agentes antivirais, pesquisadores
do mundo todo tém buscado nos produtos naturais, principalmente nas plantas, compostos que
possam solucionar esta problematica, ja que o reino vegetal € um gerador permanente de estruturas
quimicas, onde muitos dos compostos encontrados ndo poderiam ser sintetizados pelo mais
imaginativo dos quimicos organicos (CHU & CUTLER, 1992).

Como ja citado anteriormente, este trabalho baseia-se nos resultados preliminares
promissores obtidos com extratos de A. angustifolia, sua ampla ocorréncia na Floresta Tropical
Atlantica (FTA), sua grande importancia econdmica e sua utilizagdo na medicina popular. O HSV-1
foi escolhido para este trabalho por ser um importante patégeno humano, distribuido no mundo todo
e para o qual ainda ndo foi desenvolvida uma vacina totalmente eficaz e economicamente viavel.
Alem disso, algumas cepas isoladas de pacientes se mostraram resistentes ao aciclovir, o principal
farmaco utilizado na tratamento das infecgdes herpéticas. Um outro aspecto é que o HSV-1 € um
virus de genoma DNA, servindo como modelo para outros virus da mesma constituigéo génica.

O poliovirus foi usado neste trabalho apenas como um modelo de virus RNA, podendo ser
comparado a oufros enterovirus, ja que as infecgdes pelo poliovirus estdo sob controle devido ao
esquema de vacinagdo. Ainda, por se tratar de uma cepa vacinal, trabalhar com o poliovirus ndo
apresenta risco a quem o manipula. E um virus muito bem adaptado & cultura celular e possui um

efeito citopatico facilmente visualizavel.
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4. OBJETIVOS

GERAL:

Avaliar a citotoxicidade e a potencial atividade anti-herpética e antipoliovirus de extratos de

folhas (aciculas) de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, Araucariaceae.

ESPECIFICOS:

Avaliar a citotoxicidade dos extratos brutos e das fragdes purificadas, utilizando diferentes

metodologias.

Avaliar a atividade anti-herpética (anti-HSV-1) e antipoliovirus (antipolio) dos extratos brutos e

das fragdes purificadas, utilizando diferentes metodologias.

Padronizar a técnica colorimétrica com sal de tetrazolium (MTT) para células VERO, a fim de
utiliza-la para avaliar concomitantemente citotoxicidade e atividade antiviral de produtos naturais,

nas condigdes do Laboratério de Virologia Aplicada, UFSC.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. COLETA E PREPARAGAQ DOS EXTRATOS DE Araucaria angustifolia

O material vegetal -galhos com aciculas- foi coletado em seu ambiente natural, no municipio
de Lages-SC, pela equipe coordenada pelo Prof. Dr. Mauricio Sedrez dos Reis (Departamento de
Fitotecnia, CCA, UFSC). Apos identificagdo no campo, foi coletado um galho de um individuo adulto
pertencente a uma populagéo ja caracterizada genética e demograficamente. As aciculas foram
retiradas e o material foi encaminhado ao Laboratério de Farmacognosia (Departamento de Ciéncias
Famacéuticas, CCS, UFSC) onde foi preparado um extrato hidroetanolico, que posteriormente foi
fracionado. O processo de maceragéo, preparagdo do extrato e fracionamento foi realizado pelas
bolsistas Renata Alves Barbosa e Maria Tereza Rojo de Almeida, sob orientagéo da Prof’ Dr* Mareni
Rocha Farias (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, CCS, UFSC).

A preparagéo dos extratos seguiu a seguinte metodologia:

a) o material vegetal (aciculas) foi seco a temperatura ambiente e posteriormente moido;

b) ao material seco e moido foi adicionada uma mistura de etanol: agua na proporgéo 80:20

(viv) e este foi macerado a temperatura ambiente por 5 dias; o material foi submetido a

filtracéo e o filtrado designado extrato bruto hidroetanélico, EBHA;

c) o extrato EBHA foi concentrado sob presséo reduzida (t< 40°C) para eliminar o etanol e

entdo submetido a particdo com solventes de polaridade crescente: éter de petroleo,

diclorometano, acetato de etila e n-butanol. O fracionamento do extrato bruto EBHA esta

esquematizado na Figura 5.
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Figura 5. Esquema de fracionamento do extrato bruto hidroetanélico EBH de Araucaria

angustifolia.

EP= éter de petroleo; CH2Cl2= diclorometano; AcOEt= acetato de etila; n-BuOH= n-butanol

EBHA=extrato bruto hidroalcoolico; FEP= fragao éter de petroleo; eAq/EP= emulséo entre

éter de petroleo e agua; rEP= residuo da fragdo FEP; pptEP= precipitado da fragdo FEP;

FDM-= fragéo diclorometano; FAE= fracéo acetato de efila; FBu= fragéo n-butandlica;

FAq-= fragao aquosa.
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Os materiais-teste foram testados para avaliar sua citotoxicidade e potencial atividade
antiviral e os que apresentaram melhores resultados na triagem antiviral foram submetidos a um
novo fracionamento (método do biomonitoramento), com o objetivo de isolar os constituintes
quimicos responsaveis pela atividade antiviral. Apos o fracionamento, cada fragéo foi concentrada
no evaporador rotatério e mantida em dessecador e sala climatizada até o seu uso.

Preparo das solugoes-mée a partir do extrato bruto EBHA e das fragées que foram
obtidas por partigio com diferentes solventes: foram pesados 10mg de cada material seco e
esta quantidade foi diluida em dimetilssulfoxido, concentragéo final 0,5-1% (DMSO- Merck) + qsp
10ml de meio 199 sem soro fetal bovino. A concentragéo final das solugdes-mae foi de 1mg/ml, e

estas foram mantidas sob refrigeragéo a -20° C até o seu uso.

5.2. CULTURAS CELULARES

5.2.1. CELULAS

Foram utilizadas células VERO (n° ATCC: CCL 81), que s&@o culturas continuas de
fibroblastos de rins de macaco verde da Africa (Cercopithecus aethiops). Estas células foram
escolhidas porque sd@o permissivas aos virus selecionados para este trabalho, permitindo sua
multiplicagéo e apresentando efeitos citopaticos bem visiveis, reprodutiveis e de facil observagéo ao

microscopio invertido.

5.2.2. MEIO DE CULTURA E REAGENTES

Meio de cultura: o meio 199 (Sigma) foi utilizado para permitir o crescimento e a manutengéo
das células, complementado com bicarbonato de sodio. A proporgéo de meio/bicarbonato de sodio é
previamente estabelecida para que o pH do meio permanega entre 7,2 e 7,4. Estas condigdes
requerem o uso de uma estufa de CO; ( atmosfera: 5% CO. e 95% de O), uma vez que os frascos
de cultura celular e as placas de microtitulagdo ndo séo totalmente hermeéticos. A regulagédo da
concentragdo de CO; na estufa é de extrema importancia quando o tampéo utilizado for o sistema
HCOs. O CO; influencia também na proliferagéo celular através de sua participag@o na biossintese
das bases puricas e pirimidicas. A atmosfera dentro da estufa deve estar saturada com vapores

d’agua a fim de prevenir a evaporagéo e o aumento da osmolaridade do meio.
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Soro Fetal Bovino (SFB): foi adicionado ao meio 199 para permitir que as células em cultura

ndo apenas sobrevivam, mas também se reproduzam. Sabe-se que a diviséo celular so é possivel
na presenga de um certo nimero de fatores mitbgenos, que séo entio fomecidos pelo soro fetal. E
preferivel a utilizagdo de soro de origem animal, extraido de individuos jovens, ja que o efeito
estimulante do soro é inversamente proporcional a idade do doador. Ao meio 199 foi acrescentado
10% de soro fetal bovino (Gibco BRL) para o crescimento e 5% para manutengéo das células.

Antibioticos e antifiingicos: costumam ser adicionados ao meio para evitar a contaminagéo
das culturas por bactérias, fungos, leveduras e micoplasmas, dependendo do espectro de agéo dos
produtos escolhidos. Foi adicionado 1ml de penicilina/estreptomicina/anfotericina B (Gibco BRL,
proporgdes: 10.000U penicilina, 10.000p.g estreptomicina, 25ug anfotericina B) para cada 100ml de
meio 199.

Tripsina: a tripsina € uma enzima que faz parte do grupo das proteases, que catalisam
reagdes de quebra da cadeia polipeptidica em determinadas seqiiéncias de aminoacidos. A tripsina
rompe a cadeia peptidica quando os aminoacidos da extremidade aminoterminal séo L-lisina ou L-
leucina. Esta enzima nao requer a presenga de co-fatores e & muito utilizada em culturas celulares
que necessitam de um suporte para se fixarem e proliferarem. Ela age entdo sobre as proteinas que
permitem a fixagdo das células no suporte, liberando as células. A tripsina deve ter sua agao
proteolitica inibida, apés o descolamento das células, para evitar a citolise. Esta inibigéo é feita
atraveés da adigdo de SFB as células. Nos experimentos foi utilizada tripsina de pancreas de porco

(Sigma) preparada numa solugdo de EDTA a 0,05%.

5.3. VIRUS

5.3.1. ORIGEM DAS CEPAS
Os virus utilizados nos experimentos foram os seguintes:
++ Virus com genoma DNA:
Herpesvirus simplex humano tipo 1 (HSV-1):
-HSV-1 cepa KOS (Universidade de Rennes, Franca)
%+ Virus com genoma RNA:
Poliovirus humano tipo 2 (polio-2):

-polio-2, cepa vacinal (Instituto Adolpho Lutz, SP)
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5.3.2.PREPARAGAO DAS SUSPENSOES-ESTOQUE VIRAIS

As suspensoes virais foram inoculadas em um frasco de cultura de 75cm? de area contendo
uma monocamada de células VERO, cultivadas em 10ml de meio 199 suplementado com 5% de
SFB e 1% de antibiético/antifingico, e que foram ftripsinizadas 24h antes da infecg&o.
Primeiramente, o meio de cultura 199 foi aspirado e o tapete celular foi lavado 3X com PBS; com o
auxilio de uma micropipeta, foi adicionado 1ml da suspenséo viral. Apés a inoculagéo, o frasco foi
incubado por 1h a 37° C em estufa de CO2 para permitir a adsor¢éo e penetragéo viral e, entdo,
retirou-se o excesso da suspensao viral e foram adicionados outros 10ml de meio 199, nas mesmas
condigbes descritas acima. O efeito citopatico viral foi monitorado com o auxilio de um microscopio
invertido a cada ciclo de replicagéo: 18h para HSV-1 e 8h para polio-2. Quando o tapete celular se
mostrou totalmente infectado pelo virus, o frasco foi congelado a -80°C e descongelado a
temperatura ambiente por 3X, para o rompimento total das células e liberagéo das particulas virais.
O conteldo do frasco de cultura foi aliquotado em tubos estéreis (200ul) e armazenados a -80° C

até sua utilizagéo.

5.3.3. DETERMINAGAO DO TiTULO INFECCIOSO VIRAL
Alguns conceitos basicos devem ser considerados antes de se iniciar a descrigdo do método
propriamente dito. Segundo BURLESON, CHAMBERS & WIEDBRAUK (1992):

-Infectividade viral é a capacidade que uma particula viral possui de invadir uma célula e

parasita-la para se replicar,
-Titulo € o numero de particulas virais infecciosas por unidade de volume;

-Unidade infecciosa & a menor quantidade de virus que produz algum efeito reconhecivel na

célula hospedeira;

-Efeito citopatico (ECP) é o conjunto de todas as lesdes provocadas por uma particula viral

nas células onde ela se multiplica. A maioria dos virus provoca modificagdes celulares especificas e
faceis de observar ao microscopio. No caso dos virus herpéticos, o ECP se expressa pelo
aparecimento de células arredondadas, brilhantes, freqlientemente ligadas umas as outras por
prolongamentos citoplasmaticos, formando os focos. Estes focos tém o aspecto caracteristico de
cachos de uva, que se estendem pelo tapete celular, desorganizando-o (GIRARD & HIRTH, 1989).
O ECP provocado pelo poliovirus se traduz por células arredondadas ou piriformes, que se

destacam do suporte, se vacuolizam e acabam por amebentar-se ou encolher-se em massas
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cristalinas; as células tornam-se refringentes com o citoplasma vacuolizado e granuloso (WHITE &
FENNER, 1994).

O titulo infeccioso é quantificado pelo valor reciproco da diluigdo dos virus que tém a
capacidade de infectar 50% das células hospedeiras inoculadas. O titulo infeccioso é expresso como
a dose infectante a 50% do tecido celular (TCIDso) por ml. A metodologia utilizada para estimar o
TCIDsofoi aquela preconizada por REED & MUENCH (1938). O TCIDso néo revela quantas unidades
infecciosas podem estar presentes na amostra, mas somente se esta dose ou diluigdo produzira
ECP em cerca de 50% das unidades experimentais (no caso, cada cavidade). A partir do valor
estimado de TCIDso (=Dlso), pode-se calcular a multiplicidade de infecgdo (MOI), que é a relagéo
entre o titulo infeccioso e a quantidade de células.

Técnica: a partir de uma suspenséao-estoque viral foi preparada uma série de diluigdes na

razéo de 1:10, em tubos de microfitulagéo, usando meio 199 sem soro fetal bovino (225ul de meio +

25ul de suspensdo viral). Em seguida, 200ul de cada diluigdo foram adicionados ao tapete celular
previamente formado em placas de microfitulagédo de 96 cavidades apos ter aspirado o meio de
cultura. A placa foi entdo incubada a 37°C, em estufa de CO,, durante 72h para o HSV-1 (=4 ciclos
de multiplicagdo). As placas foram observadas diariamente ao microscopio invertido e todas as

cavidades foram analisadas (Figura 6).
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Figura 6: Disposigéo da placa de microtitulagéo para titulagéo da suspensdes-estoque virais
pelo método de REED & MUENCH (1938).
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As diluides da suspenséo viral, bem como os controles foram colocados nas 60 cavidades

internas da placas, enquanto que as cavidades periféricas foram preenchidas com 100pl de tampéo

fosfato (PBS). Este procedimento tem por finalidade evitar o efeito da evaporagéo e da variagéo de

temperatura que pode ocorrer nas cavidades mais extemas da placa. Em cada diluicdo foram

contadas as cavidades infectadas (positivas) e néo infectadas (negativas) e foram calculadas as

porcentagens de cavidades infectadas para cada diluicdo. Caso a diluigdo que infecta 50% das

cavidades variar entre duas dilui¢des, o titulo pode ser calculado através da distancia proporcional

(DP) entre as mesmas, pela seguinte formula:

DP= (% de positivas acima de 50%) -50%
(% de positivas acima de 50%)- (% de positivas abaixo de 50%)

(DP X log do fator de diluigéo) + (log da diluigéo acima de 50%) = log TCIDso
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Entéo, o valor encontrado & multiplicado pelo volume adicionado a cada cavidade, no caso,

200ul e obtém-se o valor de TCIDso/ml.

5.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento utilizado em todos os experimentos, tanto nos de avaliagéo da citotoxicidade
quanto nos de avaliagéo da atividade antiviral, foi o de blocos completamente casualizados (BCC) e
um amanjo multifatorial dos tratamentos, onde cada cavidade constituiu uma unidade experimental e
os tratamentos foram as diferentes fragdes X diferentes concentragdes (SOKAL & ROHLF, 1995).
Os tratamentos foram distribuidos aleatoriamente entre as cavidades e as repeti¢des ficaram em
placas diferentes (3 repeti¢des-triplicata).

A casualizagdo, ou seja, o sorteio dos diferentes tratamentos sobre as unidades
experimentais, aumenta a probabilidade de que possiveis fatores interferentes desconhecidos
fiquem igualmente distribuidos nos blocos e que a estimativa dos valores e médias dos tratamentos
e do emo experimental ndo tomem-se tendenciosas. No caso dos experimentos em placas de 96
cavidades, a casualizagdo permite que cada tratamento tenha a chance de ocupar cavidades
diferentes dentro da placa, as quais podem estar sujeitas a variagdes de temperatura, umidade ou
difusdo de gases dependendo da posigdo que ocupam na placa. O blogueamento agrupa uma
repeticdo de todos os tratamentos, permitindo que estas sejam submetidas as mesmas condigdes
experimentais, diluindo desta forma a variancia atribuida ao erro experimental.

Um erro grave que normalmente € cometido quando se trata de experimentos realizados em
placas de microtitulagéo, & acreditar que colocando as mesmas concentragdes de um material-teste
em duas ou trés colunas dentro da placa, se estaria fazendo uma duplicata ou replicata.
Estatisticamente, este procedimento & considerado apenas uma réplica de um mesmo tratamento e
n&@o uma repeti¢do, pois a varancia devido a fatores extemos (erro experimental) ndo estaria sendo
levado em consideragéo (Sokal & Rohlf, 1995).

A analise estatistica dos dados obtidos foi feita através de analise de regresséo.

5.5. AVALIAGAO DA CITOXICIDADE

Os ensaios para a avaliagdo da citotoxicidade dos materiais-teste foram realizados

anteriormente aos ensaios de atividade antiviral. Isto porque se o material-teste for toxico as células,
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sera inviavel a sua utilizagdo, mesmo que este apresente uma agdo antiviral. Entdo, com

concentragdes néo toxicas, poderdo ser realizados os testes antivirais.

5.5.1. AVALIAGAO DAS ALTERAGOES MORFOLOGICAS

A citotoxicidade se traduz pela desorganizagao do tapete celular bem como pelo aspecto
granuloso e amedondado das células, e conseqgiiente aparecimento de alteragdes morfologicas
quando as células sdo expostas a agentes extemos (STREISSLE et al., 1981).

Técnica: uma suspensao de células VERO contendo aproximadamente 2X105 células/ml foi
obtida através da tripsinizagdo de um frasco de cultura celular. Esta suspenséo foi distribuida em
uma placa de microtitulagdo de 96 cavidades (100ul de suspensédo por cavidade). Apos 24h de
incubagéo, a 37° C, em estufa de CO,, o tapete celular estava confluente. A partir das solugdes-méae
(1mg/ml) de cada um dos materiais-teste foram preparadas diluigdes na razéo de 1:2 em meio 199
sem SFB, em tubos de microtitulagdo. O meio da placa foi descartado por aspiragéo e as diluigées
foram transferidas para a placa. Nos controles celulares foi adicionado somente meio 199. O ensaio
foi realizado em blocos completamente casualizados (BCC), conforme ja detalhado no item 5.4. As
placas foram incubadas, a 37°C, em estufa de CO; e as alteragdes morfologicas foram
acompanhadas diariamente, por 72h.

As alteragdes morfologicas provocadas pelas fragdes foram comparadas com os controles
celulares. Esta técnica permite estimar a concentragéo que causou citotoxicidade a 50% das células
de uma cavidade (CCso) e também a concentragdo maxima nao toxica (CMNT). As alteragées
morfolégicas do tapete celular foram classificadas em cinco categorias, de acordo com a
porcentagem de alteragéo celular:

1 = de 0 a 20% aproximadamente do tapete celular com alteragdes;

2 = de 21 a 40% aproximadamente do tapete celular com alteragoes;

3 = de 41 a 60% aproximadamente do tapete celular com alteragdes;

4 = de 61 a 80% aproximadamente do tapete celular com alteragées;

5= de 81 a 100% aproximadamente do tapete celular com alteragées.

A CCso de cada material-teste foi estimada a partir dos valores das categorias (1 a 5)

plotados em grafico. Um esquema deste experimento &€ mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Disposigéo da placa de microtitulagéo para determinagéo da citotoxicidade dos
diferentes materiais-teste obtidos de Araucana angustifolia, em células VERO. As

concentragdes variaram de 500pg/ml (C1) a 3,9 ng/ml (C8).

J=controles celulares ; A-K= materiais-teste; C1-C8= diferentes concentragdes dos

materiais-teste

5.5.2. ENSAIO COLORIMETRICO COM SAL DE TETRAZOLIUM (MTT)

O sal de tetrazolium MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium] &€ um
composto hidrossoluvel, que em solugédo apresenta coloragdo amarelo-palido e é facilmente
incorporado por células viaveis, que reduzem este composto em sua mitocondrias pelas
desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é convertido em um composto formazan de coloragéo azul-
escuro, ndo soluvel em agua e fica armazenado no citoplasma celular (SLATER et al., 1963). O
ensaio coloriméfrico com MTT mede a quantidade de formazan formado através de
espectrofotometria tipo ELISA e é sensivel e quantitativo, ja que o valor da absorbancia é
proporcional ao nimero de células viaveis. A técnica foi descrita por MOSMANN (1983),
primeiramente para avaliar compostos com atividade antitumoral, que esta intimamente relacionada
com citotoxicidade. Em 1988, PAUWELS et al. modificaram a técnica para avaliar a potencial

atividade antiviral (anti-HIV) e a citotoxicidade de varios compostos, o que representou uma



- Materiais e Métodos 29

inovagdo na metodologia ja existente. Em 1991, TAKEUCHI, BABA & SHIGETA utilizaram o teste
para avaliar a atividade antiviral e citotoxicidade de compostos anti-HSV-1, como aciclovir (ACV),
brovavir (BvaraU), vidarabina (AraA) e sulfato de dextrana.

Padronizagdo: Com o objetivo de verificar se a relagéo entre a quantidade de formazan
formada e a densidade celular se confirmava para as células VERO, nas condigdes experimentais
do laboratério, as células foram cultivadas em placas de 96 cavidades em vérias densidades: 5X102,
5X103; 1X104 2X10% 2,5X10%, 3X10* e 4X10* células/cavidade, com 0, 1,5 e 5% de soro fetal bovino
adicionado ao meio e tempos de incubagéo apds a troca do meio de 48 e 72h. Com estes dois
periodos de tempo, os resultados da padronizagéo ndo foram os esperados e, entdo, foi decidido
realizar a técnica num periodo de até 7 dias, conforme preconizado por TAKEUCHI et al. (1991),
fazendo-se as leituras a partir do 49 até o 79 dia. O MTT (Sigma) foi diluido em PBS em duas
concentragdes diferentes: 5 e 7,5mg/ml. Apdés cada tempo de incubagdo (48 e 72h), foram
adicionados a cada cavidade 10ul da solugdo de MTT e as placas foram incubadas por 4 e 6h.
Apos, 100ul de isopropanol &cido (0,04 N HCI) foram adicionados em todas as cavidades da placa,
que foi agitada levemente por 5min e lida em leitor de ELISA (Bio-Tek, ELx 800) a 540 nm. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

Técnica: células VERO foram cultvadas em placas de 96 cavidades (2X10%
células/cavidade) até confluéncia (24h). Entéo, o meio foi retirado por aspiragéo e foram adicionados
100ul dos materiais-teste diluidos (razéo 1:2) a partir da CMNT estimada anteriormente e 100l de
suspensao viral (1x10* TCIDs¢/ml). Foram realizados controles virais (100wl da suspenséo viral +
100wl de meio), controles celulares (200l de meio), controles positivos (100ul de suspenséo viral +
100ul de solugéo de aciclovir 10ug/ml) e brancos (todos os reagentes exceto celulas). Apods, as
placas foram incubadas a 37°C, por até 7 dias, e no 4%e 70 dia, 20ul de MTT (5 e 7,5mg/ml) foram
adicionados em todas as cavidades da placa e estas foram incubadas por 4h e 6h. Apds, 100ul do
meio foram removidos de cada cavidade, sem danificar as células e 100ul de isopropanol-acido
(0,04 N HCI) foram adicionados em todas as cavidades para solubilizar o formazan. A adi¢éo de HCI
no isopropanol torna o meio de cultura amarelado, devido a presenca do vermelho de fenol e com
isto evita-se que a coloragao rosea original do meio interfira na leitura a 540 nm. Apos, as placas
foram agitadas levemente a temperatura ambiente, por 5-10min, para que todo o formazan fosse
solubilizado e lidas a 540nm em leitor tipo ELISA (Bio-Tek, ELx 800).
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5.6. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL /N VITRO

5.6.1. INIBIGAO DO EFEITO CITOPATICO VIRAL
O efeito citopatico viral foi definido por ENDERS et al. (1949) como sendo todas as lesbes
provocadas por um virus na célula onde ele se replica. A maioria dos virus provoca modificagdes

celulares especificas e faceis de serem detectadas ao microscopio (Figura 8).

Figura 8: Fotografias em microscopio invertido (40X) de uma monocamada de células

VERO normais (A), infectadas com HSV-1 (B) e infectadas com poliovirus-2 (C).

Técnica: uma suspensao celular contendo aproximadamente 2x10° células/ml foi preparada
e distribuida em uma placa de microtitulagéo de 96 cavidades. Apos incubagéo de 24h, a 37°C, as
células atingiram confluéncia. Apos retirar o meio por sucgéo, foram adicionados simultaneamente
100ul dos materiais-teste, em diferentes concentragdes (razéo 1:2), a partir da concentragéo

maxima ndo toxica (CMNT) estimada nos experimentos anteriores, e 100ul da suspenséo viral
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previamente titulada na dose limite que causou 100% de infecgdo no tapete celular (DI=10-3).
Também foram realizados controles virais (para confirmar a viruléncia da suspenséo viral), controles
celulares (para confirmar a integridade do tapete celular na auséncia dos materiais-teste e dos virus)
e controles positivos de inibigao do efeito citopatico do HSV-1 com o aciclovir (10pg/ml). O ensaio foi
realizado em blocos completamente casualizados (BCC), conforme ja detalhado no item 5.4. Apés a
incubagédo, a 37° C/5%CO>, durante 72h para o HSV-1 e 24h para o polio-2, as leituras foram
realizadas ao microscopio invertido e a inibigdo do ECP foi comparada com os controles. O efeito
citopatico viral foi estimado de acordo com uma escala de 1 a §, conforme o grau de destruicdo do
tapete celular:

1 = de 0 a 20% aproximadamente do tapete celular infectado;

2 = de 21 a 40% aproximadamente do tapete celular infectado;

3 = de 41 a 60% aproximadamente do tapete celular infectado;

4 = de 61 a 80% aproximadamente do tapete celular infectado;

5=de 81 a 100% aproximadamente do tapete celular infectado.

A concentragao que inibiu o efeito citopatico em aproximadamente 50% das células (CEso)
foi estimada a partir dos valores de cada categoria plotados em grafico. De posse dos valores
estimados de CCsp e CEsp, calculou-se o indice de seletividade (IS), que é a relagéo entre CCso e
CEso . A disposicdo dos materiais-teste e controles na placa de microtitulag@o esta ilustrada na

Figura 9.
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Figura 9: Disposigéo da placa de microtitulagéo para avaliagéo da inibigéo do efeito citopatico viral

dos diferentes materiais-teste obtidos de Araucaria angustifolia, em células VERO.

=controles celulares ‘=controles virais aciclovir+HSV-1

A-J= materiais-teste; C1-C8= diferentes concentragdes dos materiais-teste

5.6.2. REDUGAO DO TIiTULO INFECCIOSO VIRAL

O ensaio de redugéo do titulo infeccioso viral foi utilizado para avaliar quantitativamente a
inibigéo viral provocada pelos materiais-teste. Os materiais-teste utilizados neste ensaio foram
aqueles que apresentaram uma atividade antiviral expressiva nos testes preliminares. Esta técnica
pode ser realizada em um ou mais ciclos de multiplicagéo viral, de acordo com a metodologia
classica de REED & MUENCH (1938).

5.6.2.1. TECNICA A: UM CICLO DE MULTIPLICAGAO

Uma suspensé@o celular contendo aproximadamente 2X10° células/ml foi preparada e
distribuida em uma placa de microtitulagéo de 96 cavidades. Apos incubagéo de 24h, a 37° C, 100ul
da suspenséo-estoque viral foram inoculados em cada cavidade, resultando numa multiplicidade de
infecgao (MOI) de 1000. Apos incubagéo por 1h, a 37°C, a placa foi lavada com PBS para retirar o
excesso de particulas virais. Em seguida, os materiais-teste diluidos em meio 199, sem SFB, foram

adicionados na placa. O ensaio foi realizado em blocos completamente casualizados (BCC),
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conforme descrito no item 5.4. Na mesma placa, foram ainda adicionados os controles virais,
celulares e positivos (aciclovir). As placas foram entéo incubadas, a 37°C, durante 18h (um ciclo de
multiplicagédo do HSV-1).

Apos incubagéo, as placas foram congeladas a —80°C e descongeladas 3X para que as
células que ainda estavam intactas se rompessem e liberassem as particulas virais. Os contetudos
das cavidades de uma repetigao foram centrifugados a 350Xg para eliminar os restos celulares. Os
titulos infecciosos foram determinados conforme descrito no item 5.3.3. A atividade antiviral dos
materiais-teste foi expressa através da redugdo do titulo infeccioso (em logio) com relagdo aos

controles virais.

5.6.2.2. TECNICA B: VARIOS CICLOS DE MULTIPLICAGAO

Para a realizagdo deste teste, os virus, em duas diferentes multiplicidades de infecgédo
(MOI=10 e 1000) e os materiais-teste (em diferentes concentragdes), foram adicionados
simultaneamente as células. As placas foram entdo incubadas, a 37°C, durante 72h (4 ciclos de
multiplicag@o) para o HSV-1. Apos incubagao, as placas foram congeladas e descongeladas por 3X

e as ftitulagdes foram realizadas conforme descrito no item 5.3.3.

5.6.3. ESTUDO DA AGAO VIRUCIDA

Técnica: em tubos tipo Eppendorf, 100l da suspenséo viral (104 TCIDso/ml) foram mantidos
em contato com 100ul dos materiais-teste em diferentes concentragdes (iguais ou inferiores a
CMNT), por um periodo de 2h a temperatura ambiente. Apos, todas as concentragdes dos materiais-
teste bem como o controle viral (somente suspenséao viral) foram titulados de acordo com o método
proposto por Reed & Muench (1938) e a redugéo do titulo devido a agéo virucida foi calculada em

fungéo de logo.
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6.RESULTADOS

6.1. Avaliacao da citotoxicidade através das alteracdes morfologicas:

A estimativa da citotoxicidade deu-se através da observagao diaria das células frente as
varias concentragdes dos materiais-teste, sendo que os valores utilizados foram os de 72h de
incubagéo (média das 3 repeticdes). De acordo com o grau de desorganizagao dc tapete celular, os
valores foram enquadrados numa das cinco categorias ja descritas anteriormente (item 5.5.1) e os
valores de 1 a 5 foram plotados num gréfico a fim de se estimar a concentragéo que seria citotoxica

a 50% (CCso), através da equagéo que explica o grafico (Figura 10).
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Figura 10: Célculo dos valores das concentragdes citotoxicas a 50% (CCso) dos materiais-teste
obtidos de Araucana angustifolia, a partir de analise de regresséo dos dados plotados nos

graficos (...)
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Figura 10: Calculo dos valores das concentragdes citotoxicas a 50% (CCso) dos materiais-teste
obtidos de Araucana angustifolia, a partir de analise de regressdo dos dados plotados nos

graficos (...)
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Figura 10: Calculo dos valores das concentragdes citotoxicas a 50% (CCso) dos materiais-teste
obtidos de Araucana angustifolia, a partir de analise de regresséo dos dados plotados nos
graficos.

EBH=extrato bruto hidroalcodlico; FEP= fragéo éter de petroleo; eAq/EP= emulsdo entre
éter de petroleo e agua; rEP= residuo da fragdo FEP; pptEP= precipitado da fragdo FEP;
FDM-= fragéo diclorometano; FAE= fragao acetato de etila; Fnbu= fragao n-butanoélica;

FAq= fragéo aquosa.
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6.2.Padronizacao do teste do MTT

Observando-se os valores de absorbancia fica clara a relagdo: quantidade de células viaveis
versus quantidade de formazan, sendo que os tratamentos com 1,5 e 5% de SFB mostraram os
valores mais altos, indicando que o SBF manteve as células viaveis apés 72h de incubagéo. No
entanto, quando se trata de experimentos com virus, a concentragdo de SBF deve ser mais baixa do
que a utilizada normalmente para manter as células em cultura. Isto porque o SBF pode conter
anticorpos especificos, resultado de uma infecgéo natural pelo virus em questio ou de espécies
relacionadas (CARTWRIGHT & SHAH, 1994). Os valores de absorbancia para 200.000 células/ml
foram considerados satisfatorios para a realizagdo dos experimentos, ja que esta é densidade
celular utilizada em todos os experimentos de avaliagéo da citotoxicidade e atividade antiviral no
Laboratério de Virologia Aplicada, UFSC (Figuras 11 e 12).

No entanto, os tempos de 48 e 72h nédo sédo suficientes quando se trata de experimentos
para avaliar a atividade antiviral. Isto se deve a necessidade de obtengéo de valores menores ou
iguais a 0,2 na relagéo (DO) controle viral/(DO) controle celular, indicando que as células do controle
viral foram totalmente infectadas e mortas pelo virus. Esse valor é necessario para a determinagéo
da atividade anti-HSV-1 de compostos e garante a confiabilidade do teste (TAKEUCHI et al., 1991).
As leituras foram entdo realizadas em um periodo de tempo maior. 4 e 7 dias, conforme
preconizado, respectivamente, por SERKEDJIEVA & [VANCHEVA (1999) e TAKEUCHI et al.(1991).
Néo houve diferenga significativa nos valores de DO obtidos quando da utilizagédo de solugdes de
MTT a 5 e 7,5mg/ml (dados ndo mostrados). Também verificou-se que o tempo de incubagéo de 6h
com o MTT n&@o mostrou valores de DO significativamente maiores quando comparados aos obtidos
com 4h de incubagéo (dados ndo mostrados). Inclusive, o tempo de incubagéo de 4h é preconizado
por alguns autores que utilizaram a técnica (MOSMANN, 1983; VISTICA et al., 1991; SIEUWERTS
et al,1995), porém este tempo pode variar de 1h (DA COSTA et al., 1999) até 24h (SUDO et al.,
1994), de acordo com a linhagem celular utilizada e o tipo do experimento realizado.

Em sintese, para obtencéo de dados de (DO)cv / (DO)cc < 0,2, que é ideal para este tipo de
experimento, apos a padronizagao, foram selecionados os seguintes parametros e seus respectivos
valores: densidade celular (células VERO): 2X105 células/ml; concentragédo de SBF: 1,5%;
concentragdo da solugdo de MTT: Smg/ml; tempo de incubagao da placa apos troca de meio: 4 e 7

dias e tempo de incubag&o da placa apds adigéo da solugéo de MTT: 4h
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Figura 11: Relagéo densidade celular X densidade otica (540nm), com células VERO em trés
diferentes condigdes: 0, 1,5 e 5% de soro fetal bovino (SFB) adicionado ao meio 199,

solugéo de MTT a 5mg/ml. Os valores representam a média de trés repeticdes.
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Figura 12: Anélise de regressao dos valores de densidade otica a 540nm para cada percentagem de

soro fetal bovino (SFB) adicionado ao meio em 48 e 72h.
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6.3. Avaliacdo do efeito citopatico viral:

As concentragdes dos matenais-teste foram iguais ou menores do que as
concentragées maximas nao toxicas (CMNT). Os valores estimados das percentagens de inibigdo do
ECP, para cada concentragao dos materiais-teste, foram plotados num grafico a fim de se calcular a
concentragdo efetiva a 50% das células (CEso), através da equagédo que explica o grafico. A partir
dos valores de CCso e CEso foram calculados os indices de seletividade (IS=CCso/CEso) para cada
matenial-teste. Quanto maior for o valor de IS, mais promissora é a atividade antiviral.

Nenhum material-teste se mostrou ativo na inibigao do efeito citopatico viral do poliovirus-2.

Sendo assim, todos os experimentos subseqiientes para avaliar a atividade antiviral foram
realizados somente com o HSV-1. Os valores obtidos de CEso, CCsp € IS estdo sumarizados na
Tabela 3.

Vale a pena ressaltar aqui que o valor de IS encontrado para o aciclovir em todos os
experimentos de avaliagdo da atividade antiviral realizados neste trabalho esta muitissimo abaixo do
seu valor real e que o valor de sua CEso € muito menor do que 10,0ug/ml e, conseqiientemente, seu
IS é também muito maior. Porém, a éoncentragéo de aciclovir utilizada nos experimentos foi sempre

de 10,0.g/ml, ja que o objetivo neste trabalho foi utiliza-lo como controle positivo.
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Tabela 3: Valores de CCsq, CEso, IS @ CMNT dos diferentes materiais-teste obtidos de Araucana

angustifolia.
FRACCES INIBICAO DO ECP VIRAL ENSAIO DO MTT
ouv
FARMACO
CCso CEso IS | CMNT | CCso CEso Is CMNT
(ng/ml) | (ng/ml) (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/mi) (ng/ml)
EBHA 1575 SI - | 1250 NT NT NT NT
FEP 113 SI - 62,5 NT NT NT NT
eAq/EP 1575 248 6,35 | 3125 | 2500 SI --- 31,25
pptAq/EP 1575 SI --- | 1250 NT NT NT NT
rEp 157,5 315 5,00| 2500 | 1875 |93,75*/|2,00*/| 625
13504 | 1,40
FOM 1396 SI --- 62,5 NT NT NT NT
FAE 3149 35,1 9,00 | 1250 | 5000 | 62,5*/ | 8,00*/ 250,0-}
93,75+ | 5,33+
FBu 139,6 12,7 |11,00| 2500 | 2574 | 23,4*/ | 11,0/ | 2500
31,254 | 8,234
Faq >500,0 SI --- |>500,0 | NT NT NT NT
aciclovir »10,0 «<10,0 |>»10 >100 | ««100 [»10 >10,0

*=valores obtidos apds o 4° dia de incubagéo das placas (CV/CC=0,24).
a:=valores obtidos apds o 7° dia de incubagdo das placas (CV/CC=0,197)

NT= n&o testado por ndo apresentar atividade inibitéria do ECP viral nos experimentos

anteriores

Sl= sem atividade inibitéria do ECP viral
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6.2.1. Biomonitoramento:

A partir desta etapa, comegaram os novos fracionamentos através do processo de
biomonitoramento. A metodologia do fracionamento biomonitorado ou biomonitoramento consiste na
realizagdo de fracionamentos sucessivos de acordo com os resultados positivos obtidos nos ensaios
biolégicos (HOSTETTMANN, WOLFENDER & RODRIGUEZ, 1997; HOUGHTON & RAMAN, 1998).
Geralmente, parte-se de extratos brutos ou fragdes semi-purificadas, que sé@o avaliados para
detecgao de alguma atividade farmacolégica e/ou biologica e, de acordo com os resultados, as mais
promissoras sao submetidas a um novo fracionamento, enquanto que aquelas que ndo mostraram
resultados satisfatorios sdo descartadas. O objetivo & isolar e identificar substancias ativas a partir
de dados biolégicos. Esta metodologia foi utilizada para direcionar os experimentos neste trabalho.

Em experimentos iniciais de avaliagdo da atividade antiviral, a fragé@o acetato de etila- FAE
havia mostrado valores de IS mais promissores do que a fragdo n-butandlica- FBu (dados nao
mostrados). No entanto, apds a realizagdo de um segundo fracionamento para obtengdo de uma
maior quantidade de material-teste, a FBu (1IS=11,0) se mostrou levemente mais ativa do que a FAE
(1S=9,0). Porém, como o processo de biomonitoramento ja havia sido iniciado com a FAE, resultando
nas sub-fragées SF1 a SF9 e a diferenga dos valores de IS n&o foi significativa, os experimentos
subseqtientes foram realizados com as sub-fragdes da FAE. Uma investigagdo mais aprofundada a
respéito da atividade antiviral da FBu podera ser realizada futuramente.

O processo de biomonitoramento e as sub-fragdes obtidas s&o mostrados na Figura 13.
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Figura 13: Esquema do biomonitoramento realizado com os materiais-teste que apresentaram

resultados mais promissores nos ensaios de avaliag&o da atividade antiviral.
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O fracionamento da FAE foi realizado em coluna de gel de silica com eluente acetato de etila
e resultou em 9 sub-fragdes semi-purificadas: SF1 a SF9. Também foi feito um fracionamento em
coluna de Sephadex®, onde resultaram 7 sub-fragdes semi-purificadas: SF| a SFVII. Estas sub-
fragdes foram avaliadas para determinar sua citotoxicidade e sua potencial inibigdo do ECP viral,
conforme metodologia ja descrita anteriormente. Os resultados da avaliagdo da citotoxicidade das
SF1 a SF9 estdo demonstrados na Figura 14.
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SF9 obtidas de Araucaria angustifolia, a partir do fracionamento da fragéo acetato de etila-

FAE em coluna de gel de silica {...)
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Figura 14: Caiculo dos valores das concentragdes citotoxicas a 50% (CCso) das sub-fragdes SF1-
SF9 obtidas de Araucaria angustifolia, a partir do fracionamento da fragéo acetato de etila-
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Figura 14: Calculo dos valores das concentragdes citotoxicas a 50% (CCso) das sub-fragdes SF1-
SF9 obtidas de Araucana angustifolia, a partir do fracionamento da fragao acetato de etila-

FAE em coluna de gel de silica.
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A avaliagéo da atividade antiviral das sub-fragdes SF1 a SF9 foi feita através da avaliagéo

do efeito citopatico viral e do ensaio colorimétrico com o MTT. Os valores de CCs, CEso € IS das

sub-fragées SF1 a SF9 estdo sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de CCso, CEso, IS € CMNT das sub-fragdes SF1 a SF9 obtidas do fracionamento

em coluna de gel de silica de Araucaria angustifolia, a partir do fracionamento da fragéo

acetato de etila—FAE.
FRACOES INIBICAO DO ECP VIRAL ENSAIO DO MTT
) ouU CCso CEso | IS | CMNT CCso CEso IS |CMNT
FARMACO | (png/ml) | (ng/ml) (ug/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) (ng/mi
)
SF 1 >1000 SI --- | 500,0 NT NT NT NT
SF 2 445 40 6250 |7,13]| 2500 | 1.7728 | 4178*/ | 4,24*/| 1250
57184 | 3,10a
SF 3 445 40 6250 (7,13 1250 1.321,1 |570,23*/|2,31*/{250,0
695,314 | 1,904
SF 4 680,37 140,31 |5,00] 1250 NT NT NT NT
SF 5 222,70 8505 261 1250 NT NT NT NT
SF 6 561,23 11799 | 4,75 2500 NT NT NT NT
SF 7 680,37 140,31 [ 4,85( 2500 NT NT NT NT
SF8 403,96 70,15 |5,76| 2500 500,0 1875*/ | 2,66*/ {5000
50004 || 1,00
SF9 »5600,0 SI --- | 500,00 NT NT NT NT
Aciclovipr >10,0 «<10,0 |>»1,| >100 >10,0 «<100 | »»10 | »10,0
0

*=valores obtidos apds o 4° dia de incubagdo das placas (CV/CC=0,24).

a=valores obtidos apds o 7° dia de incubagdo das placas (CV/CC=0,197)

SlI=sem inibigdo do efeito citopdtico viral

NT= ndo testado por ndo apresentar atividade inibitéria do ECP viral nos

experimentos anteriores
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A sub-fragdo SF2 mostrou-se mais ativa do que as demais e, por isto, foi novamente
fracionada em coluna de gel de siiica com eluente acetato de etila e, deste processo, resultaram 4
outras sub-fragdes: SF2A, SF2B, SF2C e SF2D. Estas sub-fragdes foram avaliadas-para determinar
sua citotoxicidade e sua potencial inibigdo do ECP viral, conforme metodologia j& descrita
anteriormente. Os resultados da avaliagdo da citotoxicidade dasSF2A a SF2D estdo demonstrados

na Figura 15.
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Figura 15: Calculo dos valores das concentragdes citotoxicas a 50% (CCso) das sub-fragdes SF 2A-

SF2D obtidas de Araucana angustifolia, a partir do fracionamento da sub-fragéo SF2(...)
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Figura 15: Céalculo dos valores das concentragdes citotoxicas a 50% (CCso) das sub-fragdes SF2A-

SF2D obtidas de Araucarna angustifolia, a partir do fracionamento da sub-fragdo SF2.
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Essas foram avaliadas para determinar sua potencial atividade antiviral, e a SF2D

apresentou melhor resultado (Tabela 5).

Tabela 5: Valores de CCso, CEso, IS € CMNT das sub-fragdes SF2A a SF2D obtidas a partir do

fracionamento da sub-fragdo SF2, por sua vez, obtida da fragdo acetato de etila- FAE de

Araucarnia angustifolia.

FRACOES INIBICAO DO ECP VIRAL ENSAIO DO MTT
eV
FARMACO
CCso CEso IS |CMNT| CCso | CEso IS | CMNT
(ng/ml) | (ng/mi) (ng/m)| (ng/ml) | (ng/mi) ~ | (ng/ml)
SF2A 135,00 ST — | 625 | 2200 ST 1300
SF2B 403,90 ST —-- | 1250 | 5300 ST 2000
SF2C 500,00 ST - | 1250 | 7000 ST 2500
SF2D 500,00 15747 | 3,17 | 2500 | 7400 | 250,0*/ | 2,96*/ | 500,0
37504 | 1,97+
Aciclovir »>10,0 «<10,0 >»101 »>100 | »100 | «<100 | »»10 >10,0

*=valores obtidos apés o 4° dia de incubagdo das placas (CV/CC=0,24).

a=valores obtidos apds o 7° dia de incubagdo das placas (CVv/€C=0,197)

SI=sem inibigdo do efeito citopdtico viral

6.4. REDUCAO DO TiTULO INFECCIOSO VIRAL

O ensaio de redugéao do titulo viral foi realizado com dois valores de MOl (multiplicidade de

infecgdo) de 1000 e 10 TCIDso/ml e as concentragdes utilizadas foram as menores concentragoes

que inibiram 100% da replicag&o viral pelo ensaio de inibigdo do ECP. A técnica A, utilizando apenas

um ciclo de multiplicagdo do HSV-1, ndo gerou resultados, pois este periodo ndo foi suficiente para

que o virus se multiplicasse e infectasse todas as células em cultura. Portanto, os resultados abaixo

foram obtidos utilizando-se a técnica B, com 4 ciclos de multiplicagdo do HSV-1. Somente as fragbes

que obtiveram resultados promissores foram utlizadas neste ensaio. Os resultados estdo

sumarizados nas Tabela 6.
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Tabela 6: Redugdo do titulo infeccioso viral expressa em logio, com 4 ciclos de multipiicagéo e

utilizando MOI (multiplicidade de infecgéo) de 1000 e 10.

FRACOES | CONCENTRACOES |REDUCAO DO TITULO INFECCIOSO VIRAL EM
ouv (g/ml) LOG;,
FARMACO (% DE INIBICAO)
MOI 1000 MOI 10
FAE 62,5 > 4logi0 (>99,99%) NT
31,25 > 4log10 (>99,99%) > 4log10 (>99,99%)
15,62 NT > 4logi (>99,99%)
FBU 7,81 > 4logi0 (>99,99%) NT
3,90 > 4logi0 (>99,99%) > 4log10 (>99,99%)
195 NT > 4l0g10 (>99,99%)
rEP 2500 > 4logio (>99,99%) NT
1250 NT > 4logyo (>99,99%)
62,5 NT > 4logyo (>99,99%)
EAQ/EP 7,81 > 4'0910 (>99,99°/o) > 4'0910 (>99,99°/o)
3,9 3logio (99,9%) SR
SF2 625 > 4logio (>99,99%) NT
31,25 SR NT
3,90 NT > 4logio (>99,99%)
195 NT > 4log10 (>99,99%)
SF3 31,25 > 4logi0 (>99,99%) NT
15,62 3logio (99,9%) > 4logio (>99,99%)
_ 7,81 NT > 4logio (>99,99%)
SF8 62,5 > 4logio (>99,99%) ’ NT
31,25 2logio (99%) > 4log10 (>99,99%)
15,62 NT Hlogio (90%)
SF2b 625 > 4logio (99,99 %) NT
31,25 > 4|091o (>99,99°/o) > 4|091o (>99,99°/o)
15,62 NT > 4logy0 (>99,99%)
Aciclovir 100 > 4logio (>99,99%) > 4logyp (>99,99%)

Titulo do HSV-1 (cepa KOS)= 5.10° TCIDso/ml

SR= sem redugdo do titulo infeccioso viral

NT= ndo testado
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6.5. SINERGISMO ENTRE AS FRACOES

Com o fracionamento da fragdo FAE, os valores de IS das sub-fragdes diminuiram em
relagdo a primeira e este fato pode ter ocorrido por dois motivos: perda da atividade antiviral por
degradagéo da FAE durante o fracionamento em coluna de gel de silica ou a perda do sinergismo
existente entre as sub-fragbes. Para verificar se houve ou ndo degradagdo da FAE durante o
fracionamento em gel de silica, as sub-fragGes obtidas do fracionamento em coluna de Sephadex®
(SFI a SFVII) foram submetidas a avaliagdo da citotoxicidade por alteragdes morfologicas e
avaliagdo da atividade antiviral pela inibigdo do efeito citopatico viral e os valores de IS foram
comparados com os das sub-fragdes SF1 a SF9. Os valores de CCso, CEsp e IS estdo sumarizados

na Tabela 7.



- Resultados S5

Tabela 7: Valores de CCso, CEso e IS das sub-fragdes SFI a SFVII obtidas do fracionamento em

coluna de Sephadex® da fragdo acetato de etila (FAE) em comparagao com os valores das

sub-fragdes SF1 a SF9 obtidas do fracionamento em coluna de gel de silica, obtidas de

' Araucaria angustifolia.
FRAGOES- | CCso | CEso Is FRAGOE | CCso CEso Is
SEPHADEX® | (ng/ml | (ng/mi) | (=CCs0/CEs0) | S- GEL | (ug/ml)| (ua/ml) | (=CCs0/CEs0)
) siLica
SFI 1697 | sI sF1 | >1000 SI
SFII 4840 | 1536 3,15 SF2 | 4454 | 625 7.13
SFIII 350,8 | 49,6 7,10 SF3 | 4454 | 625 7,13
SFIV 1984 | 49,6 4,00 SF4 | 6804 | 1403 4,84
SFV 1575 | 111,3 1,41 SF5 | 2227 | 850 2,62
SFVI 1937 | 38,3 5,05 SF6 | 5612 | 1180 475
SFVII 2343 | 1367 1,71 SF7 | 6804 | 1403 4,84
SF8 | 4039 70,1 5,76
SF9 1>5000 sI

SI= sem inibigdo do efeito citopdtico viral

Comparando os valores de IS das sub-fragdes SF1 a SF9 com aqueles das sub-fragdes SFi
a SFVII, obtidas da coluna de Sephadexf@, observou-se que 0s maiores valores de IS s&o similares,
porém ndo necessariamente correspondentes (por exemplo, SFIii, obtida por fracionamento em
coluna de Sephadex®, possui o maior valor de IS, enquanto que as sub-fragdes obtidas por
fracionamento em coluna de gel de silica, possuem o maior valor) e que, provavelmente, ndo houve
degradagédo durante o processo de fracionamento com coluna de gel de silica. Sendo assim, o
proximo passo foi a realizagdo de experimentos de inibigdo do efeito citopatico utilizando

combinagdes das sub-fragbes SF2, SF3, SF8 e SF2D, a partir de suas CMNT e subsegiientes
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diluigbes na razao 1:2. O objetivo foi identificar quais sub-frages contribuem para a atividade ant-

hempética da fragédio FAE. Os resultados encontram-se sumarizados na Tabela 8.

Tabela 8: Valores em porcentagem de inibigdo do efeito citopatico viral (HSV-1) em relagéo ao
controle viral das diferentes combinagdes das fragdes obtidas de sucessivos fracionamentos

da fragdo acetato de etila (FAE), obtida de Araucaria angustifolia.

FRACOES/ | SF2 + || SF2 + | SF3 + | SF2 + | SF3 + | SF8 + SF2 + SF2 +
DILUICAO | SF3 SF8 SFB | SF2D | SF2D | sF2D | SF3 + SF8| SF3 +
~ SF8 +
SF2b

1 Cit Cit Cit Cit Cit Cit Cit Cit

2 Cit Cit 100% Cit Cit Cit Cit Cit

3 100% | 100% | 100% Cit Cit Cit 100% Cit

4 30% | 100% 0% 90% | 100% | 100% 60% 100%

5 10% 10% 0% 20% 40% 0% 0% 100%

6 0% 0% 0% 0% 25% 0% 0% 0%

7 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

8 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

cv 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Titulo viral=: 5.10° TCIDso/ml
Cit= alteragées morfoldgicas (citotoxicidade) em todo o tapete celular

6.6. ESTUDO DA ACAO VIRUCIDA

As sub-fragdes avaliadas neste experimento (SF2A a SF2D) nao revelaram atividade
virucida alguma (dados ndo mostrados). ’
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7. DISCUSSAO

A busca de novos compostos com atividade antiviral se faz necessaria e urgente,
principalmente para doengas virais para as quais ndo existem ainda vacinas e também porque
muitos pacientes apresentam resisténcia a terapéutica existente. Neste ambito, a pesquisa na area
de agentes anti-herpéticos so tende a crescer, ja que o HSV se enquadra nas duas situagdes acima
citadas. Sendo assim, a busca de substancias ativas a partir de produtos naturais, principalmente
nas plantas, representa uma fonte promissora de novas moléculas, ja que somente uma infima
fragdo da biodiversidade mundial ja foi testada e que a diversidade de estruturas encontradas na
natureza € gigantesca. Ainda, os produtos de origem natural tém vantagens sobre os produtos
sintéticos, tais como tamanho relativamente pequeno (>1000Da) e caracteristicas de farmacos,
como,por exemplo, absorgéo e metabolizagdo pelo organismo (HARVEY, 1999). Porém, uma das
principais dificuldades em se utilizar produtos naturais na pesquisa de novos farmacos esta
relacionada com o isolamento e elucidagéo estrutural destes compostos.

Na tentativa de solucionar estas questdes, pesquisadores tém se esforgado para otimizar
técnicas que possibilitem a avaliagdo de muitas amostras ao mesmo tempo, fomecendo resultados
de maneira rapida, reprodutivel e de baixo custo. Por exemplo, o uso do fracionamento
biomonltorado facilita a detecgdo e remog@o de compostos presentes nos extratos e que néo
apresentam atividade farmacologica, e também detecta baixas concentragdes do(s) composto(s)
ativo(s) no extrato, revelando as fragdes que devem ser fracionadas e avaliadas farmacologicamente
(HARVEY, 1999). Além disso, as fragdes ativas podem ser analisadas quimicamente de maneira
rapida e precisa, através de cromatografia liquida em camada delgada (CLCD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) associada a detecgd@o por ultra-violeta (HOSTETTMANN et al.,
1984), espectrometria de massa ou espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(WOLFENDER & HOSTETTMANN, 1995).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a potencial atividade antiviral de Araucaria
angustifolia, que foi escolhida para este estudo através de alguns poucos dados etnobotanicos e
fitoquimicos e também devido a sua grande importancia econdmica e perigo de extingdo. A
avaliagao da atividade anti-herpética foi conduzida através do fracionamento biomonitorado, sempre

acompanhado de técnicas cromatogréficas.
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7.1. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE POR ALTERACOES MORFOLOGICAS

Antes de iniciar os experimentos de avaliagéo da atividade antiviral dos matenais-teste, &
necessario se avaliar quo toxicos serdo estes materiais para as células. O composto antiviral ideal
é aquele que inibe somente as etapas do ciclo de replicagéo viral, sem interferir na célula
hospedeira, possibilitando que essa se recupere da infeccdo e mantenha suas atividades
metabdlicas (VANDEN BERGHE, VLIETINCK & VAN HOOF, 1986).

A citotoxicidade foi definida por NARDONE (1977) como sendo o conjunto de alteragdes da
homeostase celular que leva a uma série de modificagdes que interferem na capacidade adaptativa
das células, bem como na sobrevivéncia, reproducgao e realizagéo de suas fungbes metabdlicas. A
citotoxicidade, ou seja, a reagdo celular frente a um composto ou a uma mistura de compostos
(extratos) se traduz pela desorganizagdo do tapete celular, bem como pelo aspecto granuloso e
amredondado das células (STREISSLE et al., 1981). Esta reagédo frente aos materiais-teste aqui
utilizados foi avaliada microscopicamente, num primeiro momento. Com a padronizagdo do ensaio
do MTT (ltem 7.2), esta verificagdo ganhara um carater mais sensivel e quantitativo, ja que o MTT
avalia a viabilidade metabolica das células, enquanto que a avaliagdo microscopica possui suas
limitagdes, pois consegue detectar somente os efeitos visiveis da toxicidade.

A intensidéde da leséo celular frente a um composto depende de varios fatores, tais como a
concentragdo do material testado, o tempo de exposigao, o tipo de célula, a capacidade do produto
de penefrar na célula, etc. (HU & HSIUNG, 1989). No caso dos materiais-teste utilizados neste
trabalho, extratos brutos e fragdes éemi-pun’ﬁcadas, é sabido que os primeiros, por serem uma
mistura complexa de varios elementos, geralmente sdo mais toxicos do que substancias isoladas e
que muitas vezes ofs) composto(s) que causa(m) toxicidade as células ndo é(séo) o(s) mesmo(s)
responsavel(is) pela atividade antiviral (VLIETINCK, DE BRUYNE & VANDEN BERGHE, 1997). Isto
fica evidente quando se compara os valores de CCsg e CMNT dos materiais-teste utilizados no
trabalho com o aciclovir (ltem 6, Tabelas 4, 5 e 6).

Os resultados de avaliagdo das alteragdes morfoldgicas, valores de CCso e CMNT bem
como os valores das mesmas obtidas pelo ensaio do MTT estdo sumarizados nas tabelas 4, 5 e 6
(Item 6). Nota-se que os valores de CCso e CMNT muitas vezes diferem entre si, o que ja era
esperado devido ao carater estimativo da avaliagdo microscopica e da maior sensibilidade do ensaio
do MTT.
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7.2. PADRONIZACAQ DO ENSAIO DO MTT

O ensaio do MTT vem sendo rotineiramente utilizado para a detecgdo de citotoxicidade e
atividade antiviral de compostos sintéticos e de origem natural, inclusive concomitantemente
(PAUWELS ef al., 1988; TAKEUCHI, BABA & SHIGETA, 1991; SUDO et al., 1994; WOERDENBAG
et al., 1995; WOO et al., 1997; SERKEDJIEVA & IVANCHEVA, 1999; DA COSTA et al, 1999). Isto
se deve a sua alta sensibilidade e rapidez, fomecendo uma altemativa aos métodos que utilizam
compostos radioativos ou muito toxicos. O objetivo desta padronizagéo foi avaliar se, nas condigdes
de infra-estrutura do Laboratério de Virologia Aplicada, da UFSC onde foram realizados os
experimentos, os requisitos necessarios para a utilizagdo do ensaio seriam atendidos e, entao, este
poderia entrar na rotina do laboratério. O primeiro passo foi a verificagdo da relagdo densidade
celular versus densidade tica com as células VERO. E de extrema importancia para a fidelidade do
ensaio que essa relagao de reciprocidade seja observada. De acordo com os resultados obtidos
(Figuras 11 e 12), fica clara a relagao, onde o valor de DO em cada densidade celular aumenta de
acordo com a quantidade de soro fetal bovino (SFB) que foi adicionada ao meio de cultura. Nota-se
que mesmo apos 72h de incubagao, que € o tempo utilizado na maioria dos ensaios realizados neste
trabalho, as células continuam se dividindo e mantendo-se viaveis, exceto quando da nédo adi¢do de
SFB.

No entanto, para os experimentos de avaliagdo da atividade antiviral através do MTT, o
tempo de incubagao da suspensao viral com os materiais-teste pode variar de 4 (TAKEUCHI, BABA
& SHIGETA, 1991), 5 (PAUWELS et al., 1988) ou até 7 dias (SUDO et al., 1994; SERKEDJIEVA &
IVANCHEVA, 1999) e as concenfragdes da solugdo de MTT podem variar de 5 a 7,5mg/ml, assim
como o tempo de incubagdo da placa apds sua adigao. Como ja comentado no item 6.2, a
concentragdo da solugdo de MTT utilizada foi de 5 mg/ml e o tempo de incubagao ap6s sua adigdo
na placa foi de 4h. Um outro requisito importantissimo a ser considerado quando se vai avaliar
atividade antiviral através do MTT, é obter um valor igual ou inferior a 0,2 na razéo (DO)cv / (DO)cc.
Isto significa que a garantia da sensibilidade do ensaio se deve a diferenga entre os valores de DO
(entenda-se viabilidade celular) dos controles viral e celular. O ideal € que, ao final do tempo de
incubagéo da placa, o controle celular esteja viavel enquanto o controle viral totalmente destruido.

Qualquer porcentagem de viabilidade celular detectada nas amostras-teste sera conferida a agéo
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antiviral do extrato ou composto isolado e o grau desta protegdo podera ser calculado para cada
concentragédo do material-teste.

TAKEUCHI et al. (1991) afirmaram que culturas de células aderentes, como é o caso das
células VERO e Hela, nao sédo adequadas para a realizagdo do ensaio com MTT para avaliar
atividade antiviral. Eles infectaram as células do controle viral antes de coloca-las na placa para que
as células do controle celular se proliferassem mais, utilizando suspensdes virais com titulos
bastante elevados. Mesmo assim, apés 4 dias de incubagéo da placa, os valores de (DO)cv/ (DO)cc
permaneceram maiores que 0,3. Contudo, tanto SUDO et al. (1994) obtiveram resultados
satisfatorios utilizando células aderentes MRC-5 quanto SERKEDJIEVA & IVANCHEVA (1999)
utilizando células VERO.

Para verificar se a relagdo (DO)cv/(DO)cc apresentaria o resultado desejado nos
experimentos realizados no laboratorio, as placas foram incubadas por 4 e 7 dias, tomando como
referéncia a maioria dos frabalhos supracitados. O resultado foi o esperado tanto no 49 como no 70
dia de incubagao (ver item 6.2). No entanto, nota-se que os valores de IS obtidos através do ensaio
com MTT, bem como os valores de CEso, diminuem do 49 para o 70 dia (ltem 6.2, Tabelas 1, 2 e 3).
Isto pode significar uma leve perda da atividade antiviral devido a degradagdo pelo calor,
metabolismo celular ou outra causa desconhecida. Vale a pena ressaltar que a maionia dos
pesquisadores que utilizaram um tempo de incubagédo das placas maior (6-7 dias), usaram como
material-teste compostos sintéticos puros de comprovada atividade anti-hempética e alto IS, tais
como aciclovir, arabinofuranosil, sulfato de dextrana e ganciclovir. Como os valores de
(DO)cv/(DO)cc foram ideais nos 2 tempos de incubagéo utilizados neste trabalho, os valores de IS
diminuiram no 7°dia e o objetivo é introduzir na rotina laboratorial um experimento de curta duragéo,
o tempo sugerido para os ensaios subseqientes € de 4 dias de incubagio com os materiais-teste e

a suspensdo viral.

7.3. AVALIACAO DO EFEITO CITOPATICO VIRAL

A partir do primeiro fracionamento das aciculas de A. angustifolia, obteve-se 9 fragdes, que
foram avaliadas quanto a sua citotoxicidade e atividade antiviral pelo ensaio de avaliagao das
alteragdes morfoldgicas e inibigdo do efeito citopatico viral, respectivamente. Conhecendo-se os

valores de CCso e CEso, pode-se calcular o indice de seletividade (IS). Quanto maior for o valor de
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IS, mais ativo sera o material-teste contra o virus e a0 mesmo tempo, menos toxico para as células.
As quatro fragSes que apresentaram os melhores valores de IS: eAq/FEP, r-EP, FAE e FnBU foram
também submetidas & avaliagdo da citotoxicidade e atividade antiviral pelo ensaio do MTT (item 6.2).
Quanto se trata de extratos brutos, valores de IS > 4,0 ja séo considerados promissores (SIDWELL,
1986). Somente a fragdo eAq/FEP n&o mostrou atividade anti-herpética no ensaio do MTT. Os
valores de IS para as outras 3 fragbes foram um pouco menores do que os obtidos nos ensaios
anteriores, o que ja era esperado devido & maior sensibilidade do ensaio com MTT.

Seguindo a metodologia do biomonitoramento, somente os extratos brutos que
apresentaram valores de IS promissores seriam submetidas a novos fracionamentos, enquanto os
outros seriam descartados. Porém, devido ao curto tempo de execugdo do trabalho, somente um
deles, o que apresentou o maior valor de IS, foi submetido ao fracionamento. Em experimentos
iniciais de avaliagdo da atividade antiviral, a fragdo acetato de etila (FAE) havia mostrado valores de
IS mais promissores do que a fragdo n-butanélica (FnBu) (dados ndo mostrados). No entanto, ap6s
a realizagdo de um segundo fracionamento para obtengdo de uma maior quantidade de material-
teste, a FnBu se mostrou levemente mais ativa do que a FAE (item 6, Tabela 1). Porém, como o
processo de biomonitoramento ja havia sido iniciado com a FAE, resultando nas sub-fragées SF1 a
SF9 e a diferenga dos valores de IS ndo era importante, os experimentos subseqiientes foram
realizados com as sub-fragées da FAE. Uma investigagao mais aprofundada a respeito da atividade
antiviral da FnBu podera ser realizada futuramente. Em analises fitoquimicas preliminares, foram
detectados polifendis e cianidinas nas fragdes FnBU e FAE e flavonas, flavondis e xantonas na
fragdo FAE *. Como ja comentado na Introdugéo, a atividade anti-herpética de flavonoides ja é
descrita na literatura (VAN HOOF et al., 1984; ABOU-KARAM & SHIER, 1992; AMOROS, SIMOES &
GIRRE, 1992; MUCSI, GYULAI & BELADI, 1992; HAYASHI et al., 1993; ERDELMEIER et al., 1996),
motivo este que contribuiu para continuarmos os experimentos com a fragdo FAE, com seguranga e
tranquilidade.

A partir do fracionamento da FAE, 9 novas fragdes foram obtidas, SF1 a SF9. Estas foram
submetidas aos experimentos de citotoxicidade e atividade antiviral, sendo que SF2 mostrou o

melhor resultado (item 6, Tabela 2).

* Experimentos realizados pela bolsista de Iniciagdo Cientifica-PIBIC/CNPq/UFSC

Maria Tereza Rojo de Almeida; dados ndo publicados.
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As sub-fragdes que apresentaram os melhores valores de IS: SF2, SF3 e SF8, foram
submetidas também ao ensaio com MTT (ltem 6, Tabela 5). E importante ressaltar aqui que os
valores de IS diminuiram significativamente em relagéo as primeiras fragdes. Mais adiante isto sera
discutido.

Um novo fracionamento foi feito com a sub-fragdo SF2 edela originaram mais 4 sub-fragdes:
SF2A, SF2B, SF2C e SF2D. Essas foram submetidas a avaliagdo da citotoxicidade e atividade
antiviral pelos dois métodos propostos, alteragdes morfologicas e inibigéo do efeito citopatico viral e
ensaio com MTT.Os resultados revelaram atividade anti-herpética somente para a sub-fragdo SF2D
(Item 6, tabela 5).

7.4. REDUCAO DO TiTULO INFECCIOSO VIRAL

Como os experimentos utilizando a técnica A ndo mostraram resultados promissores, pois
os controles virais ndo estavam completamente destruidos devido ao curto espago de tempo (18h),
os resultados a serem discutidos foram obtidos a partir da técnica B, com 4 ciclos de multiplicagéo
viral (72h).

Varias técnicas sdo freqiientemente utilizadas na avaliagdo quantitativa de compostos com
atividade anti-herpética. Alguns dos procedimentos mais freqiientes séo: ensaio de redugéo de
placas, incorporagdo de corante, hibridizagdo de acidos nucléicos e ELISA. Uma técnica menos
utilizada é o ensaio de redugéo do titulo infeccioso viral (SHIPMAN et al., 1976; COLLINS & BAUER,
1977). Embora este ensaio permitisse uma analise quantitativa da atividade antiviral dos materiais-
teste, era muito laborioso para ser incluido como teste rotineiro. Porém, a técnica foi se aprimorando
e hoje € amplamente utilizada pelos pesquisadores (PRICHARD et al., 1990; MONTANHA et al.,
1995; PUJOL et al., 1996; KUROKAWA et al., 1998; DOCHERTY et al., 1999).

A redugéo do titulo infeccioso viral € importante para que se possa visualizar em quanto (%)
o materiai-teste diminuiu a infectividade das particulas virais, ja que é expresso em logio e
comparado com o valor do titulo do controle viral. Neste ensaio, foram utiizadas somente
concentragdes dos materiais-teste que inibiram 100% da replicagéo viral através do ensaio de
inibicdo do efeito citopatico viral. Porém, como geralmente mais de duas concentragbes de cada
material-teste haviam produzido este efeito, foram avaliadas somente as duas menores

concentragdes. Ja era esperado que as concentragdes que inibiram 100% da replicagéo viral
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utilizando MOI de 10 fossem menores do que quando foi utilizado MOl de 1000. O resultado mostra
que praticamente todas as concentragées avaliadas realmente foram capazes de reduzir em quase
100% (>99,99%) o titulo infeccioso viral (Item 6.4, Tabela 6).

1.5. SINERGISMO ENTRE AS FRACOES

A medida que o processo de fracionamento foi ocomendo, uma diminuigdo nos valores de IS
foi acontecendo (Item 6, Tabelas 3, 4 e 5), ou seja, @8 medida que as fragdes foram ficando mais
purificadas, a agdo antiviral foi decrescendo. Duas hipdteses foram levantadas na tentativa de
entender este fato: a primeira é de que houve degradagdo de compostos importantes na agéo
antiviral quando do segundo fracionamento (ltem 6.2.1, Figura 13). Isto pode ter ocornido devido a
interag&o do material com a coluna de gel de silica ou com o solvente. Para tanto, foi realizado um
segundo fracionamento, agora em coluna de Sephadex®, onde foi verificado que ndo houve
degradacdo ja que os valores de IS das sub-fragbes obtidas foram muito semelhantes (ltem 6.5,
Tabela 7). A segunda hipotese foi de que havia sinergismo entre os componentes do extrato bruto
FAE e no momento em que foram separados pelo fracionam_ento; a atividade antiviral ficou
prejudicada. Para fazer esta verificagao, foi montado um experimento utilizando varias combinagdes
de todas as sub-fragdes ativas derivadas de FAE, partindo de suas CMNT e fazendo diluigdes na
razdo de 1:2. Observando os valores de % de inibigdo do efeito citopatico viral expostos na Tabela 8
(tem 6.5), pode-se sumarizar alguns dos efeitos das combinagdes:

a) em todas as combinagdes houve o aparecimento de citotoxicidade nas concentragdes

mais altas; isto ndo era esperado, ja que as concenfragdes utilizadas nos experimentos ndo

apresentaram citotoxicidade quando utilizadas sozinhas;

b) sempre que a sub-fragdo SF2D estava presente, o nivel de toxicidade aumentava;

c) a combinagao que apresentou 0 menor grau de toxicidade foi SF3 + SF8;

d) até a 32 diluigdo, todas as combinagGes que ndo eram citotoxicas, conferinam 100% de

inibigao do efeito citopatico viral;

e) a partir da 42 diluicdo somente as combinagbes SF2+SF8, SF3+SF2D, SF8+SF2D e

todas juntas, mantiveram 100% de inibigao do efeito citopatico viral;

f) a partir da 52 diluigdo, somente as combinagdo SF3+SF2D e todas juntas mantiveram

ainda um nivel de protegéo (40% e 100%, respectivamente);
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g) até a 62 diluigdo a combinagao SF3+SF2D apresentou um certo nivel de protegéo (25%) e
a partir da 72 nao se mostrou mais ativa.

Fica dificil tirar conclusdes muito detalhadas a respeito do possivel sinergismo que
ocorreu entre as sub-fragdes de FAE e de qual combinagdo vieram os melhores
resultados.O esperado era que a combinagdo contendo todas as sub-frag6es apresentasse
o melhor resultado, ja que as sub-fragdes que obtiveram os maiores valores de IS estavam
juntas. Apesar de apresentar 100% de inibigdo do efeito citopatico viral até a 52 diluigao,
onde o maximo que as outras combinagdes atingiram foi 40%, ela se apresentou inativa a
partir da 62 diluigdo, enquanto que a combinagdo SF3+ SF2D apresentou ainda 25% de
inibigdo. Outro problema foi o grau de citotoxicidade encontrado nas trés primeiras diluigdes,
tanto para a combinagdo SF3+ SF2D quanto para todas juntas.

Segundo WILLIAMSON (2000) sinergismo significa a existéncia de algum tipo de
moderagado da atividade farmacologica entre os componentes do extrato, e esta interagao
pode tanto potencializar os efeitos benéficos dos componentes como atenuar seus efeitos
indesejaveis (antagonismo) e esta € a principal caracteristca do sucesso de muitos
fitoterapicos. O termo sinergismo, infelizmente, € muito utilizado para designar toda e
qualquer interagao entre os constituintes de um extrato. A divida é se realmente os efeitos
de um extrato sdo causados pelo sinergismo ou se ocome meramente uma adigdo de
efeitos, o que ndo considerado a mesma coisa pelo autor. Somente pode ser considerado
sinergismo, se o efeito total de uma combinagdo for maior do que o efeito de cada
componente em separado.

Se os valores de CCs, CEso e CMNT da fragdo FAE fossem comparados com os
resultados obtidos com a combinagdo todas juntas, a uma informagdo seria de que a
citotoxicidade na altima interferiia muito no valor de IS (valores de CCso maiores indicam
maior toxicidade), provavelmente diminuindo-o, ja que a toxicidade foi muito pronunciada.

Como foi o primeiro experimento realizado, outras averiguagtes ainda terdo que ser
realizadas, porém estes resultados preliminares indicam que a probabilidade de ocorrer
sinergismo entre os componentes da fragdo FAE é grande e que para a obtengdo de uma
atividade anti-herpética mais eficaz, melhores resultados seriam obtidos utilizando a fragéo

bruta.
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7.6. DISCUSSAO FINAL E PERSPECTIVAS

Este trabalho teve como objetivo principal, contribuir com a busca de novos agentes
antivirais, no caso agentes anti-herpéticos, a partir de fontes naturais. A planta escolhida
para este trabalho foi Araucana angustifolia e esta escolha foi baseada em dados
etnofarmacolégicos e ensaios preliminares promissores.

Como ja citado anteriormente, existem pouquissimos dados na literatura a respeito
da composigao quimica de A. angustifolia, apesar dessa espécie ser de grande importancia
econdmica, ecologica e medicinal na sua restrita area de abrangéncia. Aliado ao fato de se
encontrar praticamente extinta geneticamente, & de grande urgéncia que estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos sejam realizados, que servirao para embasar e solidificar
ainda mais a necessidade de protegdo desta espécie.

A atividade anti-herpética encontrada nos extratos brutos e sub-fragdes, tendo sido a
mais promissora a fragdo acetato de efila (FAE), provavelmente pela presenca de
flavondides, ja que com esse solvente espera-se extrair preferencialmente tais compostos,
que séo conhecido por apresentarem atividade anti-hempética. Os resultados de IS obtidos
com as fragdes de A. angustifolia foram promissores, levando-se em consideragao o fato de
que sao extratos brutos, que contém uma série de compostos.

Alguns aspectos na metodologia do trabalho devem ser aprimoradas, como por
exemplo, os experimentos de detecgéo de sinergismo entre as sub-fragdes. Novos ensaios
devem ser realizados com o intuito de averiguar com maior cuidado e sensibilidade a
verdadeira lagdo dos componentes da fragdo FAE, levando em consideragéo os valores de
CCso, CEsp € IS da fragéo FAE e das sub-fragdes dela derivadas, bem como analisar todos
os fatores que podem estar contribuindo ou ndo para que ocorra um verdadeiro sinergismo
ou somente um efeito aditivo das fragGes.

Outro atividade a ser realizada sera a caracterizagao quimica, através de métodos
espectroscopicos, do(s) componente(s) da sub-fragdo SF2D, que ja estdo em andamento, -
sob superviséo da Profa. Dra. Mareni Rocha Farias.

Com base em resultados obtidos por cromatografia -em camada delgada, foi
revelada a presenga de apenas duas substancias diferentes”. O objetivo seria entdo

conhecer a estrutura dessas moléculas e, a partir das substancias isoladas e purificadas,
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realizar novos ensaios para reafirmar ou ndo a existéncia da atividade anti-herpética
detectada anteriormente. Uma abordagem interessante seria a realizagéo de experimentos
para avaliar essa provavel atividade utilizando uma combinagéo de aciclovir, potente anti-
herpético sintético, com as substancias isoladas da sub-fragdo SF2D. Estes experimentos
podem ser realizados com cepas usuais e cepas resistentes ao aciclovir, com o intuito de
verificar se o efeito combinado pode intensificar a atividade anti-herpética do aciclovir.
Alguns estudos tem sido realizados neste sentido, utilizando tanto combinagdes de
compostos sintéticos (PRICHARD, PRICHARD & SHIPMAN JR., 1993; PRICHARD &
SHIPMAN, 1996; JAVALY et al., 1999) quanto de flavondides e flavonas (AMOROS et al.,
1992) e de flavonéides combinados com aciclovir (MUCSI, GYULAY & BELADI, 1992).

Ainda, apos a elucidagéo estrutural das substancias encontradas na sub-fragao
SF2D, poder-se-a realizar um estudo de relagéo estrutura-atividade antiviral a fim de verificar
se essas podem servir como modelos para a sintese ou modificagdes quimicas, originando
novas moléculas mais ativas e menos citotoxicas. Este estudo podeia ser realizado com
estas substancias associadas a uma série de outros compostos flavonoidicos (65) ja
existentes no laboratorio. _

Como o ftrabalho avolumou-se além previsto, devido as trés etapas de
fracionamento, da grande quantidade de fragdes e sub-fragdes obtidas e também pelo
decréscimo nos valores de IS a medida que as fragdes foram ficando mais purificadas, a
investigagdo sobre o possivel mecanismo de agéo anti-herpética ndo pode ser realizada.
Futuramente, seria interessante realizar esses experimentos com as substéncias isoladas e
purificadas a partir da sub-fragdo SF2D. Porém, se novas pesquisas forem realizadas com a
fragdo FAE, devido ao seu maior valor de IS, o método de fracionamento deve se
padronizado e se poderia pensar também num estudo tecnolégico com o objetivo de
padronizar este extrato, o0 que poderia viabilizar posteriormente a realizagéo de estudos in

vivo e mesmo a incorporagdo desse extrato numa forma farmacéutica.

* Experimentos realizados pela bolsista de Iniciaggo Cientifica-PIBIC/CNPq/UFSC

Maria Tereza Rojo de Almeida; dados ndo publicados.
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8. CONCLUSOES

v

Nenhuma fragdo mostrou-se ativa contra a replicagdo do poliovirus tipo 2 (polio-2), sendo

somente ativas confra a replicagao do herpesvirus simples humano tipo 1 (HSV-1).

A partir da fragdo mais ativa acetato de efila (FAE) foi iniciado o processo de fracionamento
biomonitorado, através de uma coluna de gel de silica, originando mais nove sub-fragées
(SF1 a SF9), as quais foram submetidas a andlise da citotoxicidade e atividade anti-
hempética. Como a sub-fragdo SF2 apresentou o melhor resultado, essa foi fracionada e
originou mais quatro sub-fragées (SF2A a SF2D), sendo que SF2D apresentou os melhores

resultados.

A padronizagao do ensaio colorimétrico com MTT se revelou uma técnica sensivel, rapida e
simples, capaz de avaliar concomitantemente a citotoxicidade e a atividade antiviral de
produtos naturais. Todas as fragdes que apresentaram melhores resultados, obtidos através
dos festes classicos ja citados, foram avaliadas também pelo ensaio com MTT e os

resultados foram confirmados.

Os resultados obtidos através da avaliagdo do efeito citopatico viral e do ensaio
colorimétrico com MTT foram também confirnados através do teste quantitativo de redugao
do titulo infeccioso viral, onde praticamente todas as concentragbes utilizadas foram
capazes de inibir 99,99% (>4log1o) da replicagéo viral quando comparadas aos controles

virais.

As sub-fragdes SF2A, SF2B, SF2C e SF2D néo apresentaram ag&o virucida, nas condiges
testadas.

A comparagdo dos valores de IS das sub-fragdes obtidas através do fracionamento da
fragdo FAE em coluna de gel de silica (SF1 a SF9) e em coluna de Sephadex™ (SFl a SFVII)

revelou que, possivelmente, ndo houve degradagao da fragdo quando essa foi fracionada,
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ndo sendo esta a causa da diminuicdo dos valores de IS, pois os valores obtidos foram

similares.

v" Os experimentos preliminares realizados com intuito de verificar se a diminuigéo dos valores
de IS foi devido ao sinergismo das fragdes revelaram um possivel efeito sinergistico ou

aditivo, o qual deve ser melhor investigado.
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