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RESUMO

MARINHO, P. E. S. Atividade antiviral de extratos de Maytenus imbricata contra
Flavivirus. 2015. Dissertacdo. Instituto de Ciéncias Bioldgicas — Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

Diferentes familias de virus fazem parte de um grupo conhecido por serem
transmitidos por artropodes, sdo os arbovirus. O género Flavivirus, pertencente a
familia Flaviviridae, possuem arbovirus que sdo problemas de saude publica mundial
com o Dengue virus (DENV) e o Yellow fever virus (YFV), e virus emergentes como
0 St. Louis encephalitis virus (SLEV). Apesar dos esforcos de varios grupos de
estudos, ainda ndo ha vacina contra dengue, diferentemente para febre amarela, em
gque h& uma vacina segura e eficaz. Mas néo esta disponivel nenhuma droga
antiviral aprovada contra nenhum flavivirus. O tratamento consiste em tratamento de
suporte com atencdo a hidratacdo do paciente e o emprego de antitérmicos.
Consequentemente existe uma clara necessidade de medicamentos seguros e
eficazes contra essas viroses. Nesse contexto, as plantas, além de seu uso na
medicina popular com finalidades terapéuticas, tém contribuido para a obtencéo de
varios farmacos até hoje amplamente utilizados na clinica. A espécie Maytenus
imbricata € uma planta endémica no Brasil que ainda néo teve sua atividade antiviral
investigada. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antiviral de M.
imbricata contra DENV-4, SLEV e YFV. Foi feita a triagem dos extratos FSEAT, SEM
e SEAT obtidos de raizes de M. imbricata contra DENV-4, SLEV e YFV empregando
a técnica de MTT. Foram obtidos indices de seletividade (IS) que variavam 7,67 a
10,32 para DENV-4, 3,82 a 6,87 para SLEV; e entre 5,4 a 8,31 contra YFV. Nos
testes de atividade virucida contra esses virus foi possivel obter IS que variavam
entre 13,56 a 20,93 para DENV-4,; 9,07 a 19,41 contra SLEV; e 11,17 a 13,49 contra
YFV, demonstrando a acdo virucida desses extratos. Quando os extratos foram
incubados com os 108 pfu dos virus por 5, 15, 30min e 1h, houve uma diminuicdo de
até 3log (SEAT contra YFV) no titulo viral quando comparados com o controle ndo
tratado, sendo essa acdo crescente com acdo virucida maxima apés 1lh de
incubacdo. Os extratos ndo apresentaram atividade no pré e pos-tratamento de
infeccbes in vitro. Nenhum dos extratos apresentou atividade antiviral significativa
contra outros virus de DNA e RNA, envelopados ou ndo. Essa triagem nos permitiu
especular também que a atividade virucida dos extratos contra DENV, SLEV e YFV
nao é apenas pela presenca do envelope, visto que, com exce¢do do EMC, todos os
outros virus testados apresentavam envelope. Isso sugere que substancias ativas
dos extratos podem ter acdo seletiva no envelope viral de Flavivirus. O mecanismo
de acao da atividade antiviral dos extratos ainda precisa ser elucidado, mas pode-se
concluir que M. imbricata tem potencial para continuar sendo estudada e com a
vantagem de ter apresentado atividade relevante ndo apenas contra DENV, mas
também contra outros flavivirus que ndo apresentam terapia antiviral.

Palavras-chave: Antiviral, Flavivirus, Maytenus imbricata



ABSTRACT

MARINHO, P. E. S. Antiviral activity of Maytenus imbricata extracts against flavivirus.
2015. Dissertation Institute of Biological Sciences — Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte.

Different families of viruses belong to the arboviruses group known to be transmitted
by arthropods. Members of the Flavivirus genus which belongs to the Flaviviridae
family, as Dengue virus (DENV) and the Yellow fever virus (YFV), and emerging
viruses as St. Louis encephalitis virus (SLEV), are arboviruses with high burden in
global public health. Despite the efforts, there is no dengue vaccine, unlike yellow
fever, whose vaccine is safe and effective. Antiviral drugs approved against any
flaviviruses are unavailable. The treatment consists in supportive care with patient
hydration and use of antipyretics. Consequently, there is a clear necessity for safe
and effective drugs against these viruses. In this context, plants, and their therapeutic
use in popular medicine, have provided the development of several drugs today
widely used in the clinic. The Maytenus imbricata species is an endemic plant in
Brazil and its antiviral activity was not investigated yet. This study aimed to evaluate
the antiviral activity of M. imbricata against DENV-4, SLEV and YFV. Screening of
FSEAT, SEM and SEAT extracts obtained from M. imbricata roots against DENV-4,
SLEV and YFV was carried out by means of the MTT technique. Selectivity indexes
(SI) were obtained ranging from 7,67 to 10,32 for DENV-4; 3.82 to 6.87 for SLEV;
and from 5.4 to 8.31 for YFV. In virucidal activity tests against these viruses Sl
ranging from 13,56 to 20,93 against DENV-4; 9.07 to 19.41 against SLEV; and 11.17
to 13.49 against YFV were obtained. When the extracts were incubated with 10° pfu
of virus for 5, 15, 30 minutes and 1 hour, there was a decrease of up to 3 logio
(SEAT against YFV) in viral titer compared to the untreated control, and this action
increased to maximum virucidal action after 1h of incubation. The extracts showed no
activity in the pre- and post-treatment of in vitro infections. None of the extracts
showed significant antiviral activity against other DNA and RNA viruses, enveloped
or not. This screening allowed us to also argue that the virucidal activity of the
extracts against DENV, SLEV and YFV is not only due the envelope presence since,
with the exception of EMC, all other viruses tested presented an envelope. This
suggests that active substances of the extracts may have selective action on the
Flavivirus’ viral envelope. The mechanism of action of the antiviral activity of the
extracts remains to be elucidated, but it can be concluded that M. imbricata has a
potential to continue to be studied. It is advantageous because it presents relevant
activity not only against DENV, but also against other flaviviruses without antiviral
therapy.

Keywords: Antiviral, Flavivirus, Maytenus imbricata.
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1. INTRODUCAO

O Dengue virus (DENV), Yellow fever virus (YFV) e St. Louis encephalitis
virus (SLEV) pertencem a familia Flaviviridae, género Flavivirus, sendo essa familia
também composta por outros 3 géneros: Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus. O
género Flavivirus apresenta o maior numero de espécies, 53 no total, e tem o YFV
como espécie tipo (INTERNACIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES-
ICTV, 2013).

Os flavivirus sao transmitidos por artropodes hematofagos e sdo classificados
Em trés grandes grupos: os virus transmitidos por carrapatos que compreendem
virus como o Tickborne encephalitis virus (TBEV); os virus transmitidos por
mosquitos como o DENV, YFV, Japanese encephalitis virus (JEV), West Nile virus
(WNV), SLEV; e ainda um grupo de espécies sem vetor artrépode conhecido
(GUBLER et al, 2007). No Brasil ja foram identificados 11 espécies de flavivirus:
Bussuquara virus (BUSV), Cacipacoré virus (CPCV), DENV 1 a 4, Iguape virus
(IGUV), llhéus virus (ILHV), Rocio virus (ROCV), SLEV e YFV (FIGUEIREDO, 2000;
FIGUEIREDO, 2008).

Os virus transmitidos por artrépodes sédo conhecidos como arbovirus, que
vem da expressdo da lingua inglesa arthropod borne viruses. Com esse nome
classificam-se virus de diferentes familias, como Togaviridade, Flaviviridade,
Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae, segundo critério epidemioldgico
(FIGUEIREDO, 2010). Os arbovirus mantem-se na natureza em ciclos envolvendo
vetores artropodes (principalmente mosquitos), como o Aedes aegypti e o Culex. Os
virus multiplicam-se e produzem viremia nos vertebrados, multiplicam-se nos tecidos
de artropodes e sdo transmitidos para outros vertebrados pelas picadas de
artrépodes, apdés um periodo de incubacdo (DEFOLIART, 1987; SILVA, 2010).

O DENV possui quatro sorotipos antigenicamente distintos: Dengue virus 1
(DENV-1), Dengue virus 2 (DENV-2), Dengue virus 3 (DENV-3) e Dengue virus 4
(DENV-4). A diversidade antigénica do DENV é de suma importancia, pois a falta de
imunidade cruzada de longo prazo entre os quatro tipos de virus permite multiplas
infeccbes sequenciais (SIMMONS et al, 2012). Dentro de cada sorotipo do DENV
existem varios gendtipos com similaridade de 94% entre os gendétipos do mesmo
sorotipo (RICO-HESSE, 1990; LANCIOTTI et al, 1994).
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Os sorotipos de DENV compartilham 65% de similaridade nas sequéncias
nucleotidicas do genoma, que € aproximadamente a mesma similaridade
compartilhada pelo WNV com o JEV. Apesar destas diferencas, cada sorotipo causa
sintomas semelhantes em seres humanos e circulam no mesmo nicho ecolégico
(GUZMAN et al, 2010).

1.1. Flavivirus

1.1.1. Particula viral

A particula dos flavivirus tem um diametro em torno de 50 nm, forma esférica
e 0 capsideo apresenta simetria icosaédrica e contém um genoma de RNA fita
simples de polaridade positiva com 11000 nucleotideos. O nucleocapsideo é envolto
por uma bicamada lipidica que constitui 0 envelope viral, onde estdo ancoradas as
glicoproteinas de superficie ( WESTAWAY, 1985).

Dimerodaproteinak ProteinaM

< e =) )
/\\ d 1 \I.( Proteinado capsideo
"- Ly >
| XL

P~ \:“‘ "/ \, |
S
II = ‘ ~ — l»
& ”1:1 LA/
e.' ‘& S0
LTIV
\ _,{ Y& :’1'5 .]
& "(' \ S RNA gendmico

FIGURA 1: Representagcdo da particula viral de Dengue virus. A representagdo inclui as trés
proteinas estruturais e o material genético. Fonte: http://viralzone.expasy.org/all_by protein/24.html,
2013 — modificado.

O genoma apresenta apenas uma janela aberta de leitura (open reading
frame - ORF) que codifica proteinas estruturais e proteinas nédo estruturais (Figura
2). A poliproteina produzida é clivada pdés-traducionalmente por proteases celulares
e virais em trés proteinas estruturais: capsideo (C), precursor de

membrana/membrana (prM/M) e envelope (E); e sete proteinas néo estruturais: NS1,
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NS2A, NS2B,NS 3, NS4A, NS4B e NS5 (HENCHAL, PUTNAK, 1990; LINDENBACH,
THIEL, RICE, 2007).
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FIGURA 2: Representacdo esquemética da organizacdo do genoma de flavivirus e
processamento da poliproteina. Sitios de clivagem da poliproteina utilizadas pela protease viral
NS2B/NS3, signalase da célula hospedeira e furina sdo mostradas (SAMPATH; PADMANABHAN,
2009 — modificado).

O genoma de RNA possui regides nao traduzidas (UTR- untranslated regions)
nas porgoes 5 e 3’, com estruturas secundarias que sao essenciais para a iniciacao
da traducéo e replicacdo (LINDENBACH et al., 2007). A extremidade 5’ possui cap

mas a regido 3’ carece de cauda poli-A.

1.1.2. Ciclo de multiplicacao

As células hospedeiras suscetiveis a infeccdo por flavivirus incluem
mondcitos, macrofagos e células dendriticas (revisado por SAMPATH,;
PADMANABHAN, 2009). O virus adsorve-se a superficie celular, mediada pela
proteina E, e é internalizado na célula por endocitose mediada por clatrina (Figura
3). O baixo pH do compartimento endossomal desencadeia a fusdo da membrana da
célula hospedeira com a membrana viral mediada pela reorganizagéo estrutural da
proteina E, o que leva ao desnudamento do virus e liberagdo do RNA e

nucleocapsideo viral no citoplasma. A tradu¢édo do RNA gera uma poliproteina que é
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clivada pela serina-protease codificada pelo virus, NS2B/NS3, e pelas proteases
sinalase e furina, codificadas pelas células hospedeiras (LINDENBACH et al, 2007;
PERERA et al, 2008).
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FIGURA 3: Ciclo multiplicacdo dos flavivirus. (A) Virus adsorvem a receptores na superficie celular
e sao internalizados por endocitose. (B) No pH baixo do endossomo formado, ocorre a fusdo das
membranas viral e celular, permitindo o desnudamento do virus e liberacdo de RNA para o
citoplasma. (C) O RNA viral é traduzido em uma poliproteina que € processada pelas proteases virais
e celulares. (D) As proteinas ndo estruturais virais auxiliam na replicacdo do genoma de RNA. (E) A
montagem do virus ocorre na membrana do RE, onde a proteina do capsideo e o RNA viral sdo
envolvidos pela membrana do RE e glicoproteinas para formar particulas de virus imaturo. (F) As
particulas de virus imaturo sé@o transportadas através da via secretora. No pH baixo da rede trans-
Golgi (TGN) ocorre a clivagem de prM mediada por furina. (G) O virus maduro € liberado para o
citoplasma. Os numeros indicados nas caixas coloridas referem-se ao pH dos respectivos
compartimentos. Fonte: PERERA et al, 2008 - modificado.

As proteinas ndo estruturais participam da replicacdo do RNA viral nos

complexos de replicagcdo associados a membranas celulares (MACKENZIE et al,
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2001). Uma vez que a polimerase viral NS5 (RNA polimerase RNA dependente) foi
sintetizada e liberada a partir do precursor de poliproteina, o0 RNA viral pode ser
replicado, a partir da por¢ao 5’, em um RNA intermediario de cadeia negativa, que é
entdo transcrito em fita positiva. Uma fita dupla de RNA intermediario transitorio é
formada durante este processo, que deve ser separada em fitas individuais, a fim de
dar acesso a NS5 polimerase para outros ciclos de replicacdo do genoma viral
(LESCAR et al, 2008).

A montagem do virus ocorre no reticulo endoplasmatico (RE) conduzindo a
formacgéo de particulas imaturas ndo infecciosas, que séo transportadas através da
via exocitica da célula. O pH &cido na rede trans-Golgi (TGN) provoca um rearranjo
das proteinas do envelope e a clivagem proteolitica de prM em “pr’ e “M” pela
protease furina celular. A por¢cédo peptidica “pr” continua associada a particula para
evitar que a proteina E sofra uma fusdo prematura antes de ser exocitada, havendo
entdo a liberagdo da porgao “pr’ apds o brotamento da particula viral no citoplasma
onde o pH é neutro (LINDENBACH et al, 2007; revisado por HEINZ; STIASNY,
2012).

1.1.3. Proteinas virais

As proteinas estruturais sdo necessarias para a formacdo de particulas do
virus, enquanto as proteinas ndo estruturais ndo sdo detectaveis na particula viral, e
estdo diretamente envolvidas na replicacdo do RNA através da sua associacdo com
as membranas intracelulares (MACKENZIE et al, 2001; TAKAHASHI et al, 2012).

A proteina do capsideo (C) é um pequena proteina muito basica de 12 kDa,
sendo um fator essencial durante montagem viral. Esta proteina estd envolvida na
encapsidacdo adequada do genoma de RNA, resultando no nucleocapsideo esférico
com uma Uunica copia simples de RNA (BHUVANAKANTHAM; NG, 2013). A proteina
C pode ser encontrada no nucleo de células infectadas embora a importancia
biolégica desse achado durante a infecgcdo ainda ndo é totalmente entendida
(COLPITTS et al, 2011; BHUVANAKANTHAM; NG, 2013).

A glicoproteina E é responsavel pela adsor¢cdo e penetracdo do virus nas
células, e é um alvo de anticorpos (Ac) neutralizantes (MURREL, 2011). E uma

glicoproteina de aproximadamente 55 kDa sendo a maior proteina da superficie
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viral. Apresenta trés dominios distintos: o dominio |, que tem uma estrutura
secundéria em forma de B barril; o dominio Il contém uma regido de dimerizacéo e o
peptideo de fusdo, projetando-se ao longo da superficie do virus entre as regifes
transmembrana das subunidades do homodimero (LINDENBACH; RICE, 2003;
CLYDE et al, 2006); e o dominio Ill corresponde a regido de ligacado aos receptores
celulares. Em um virus maduro, a proteina E apresenta-se como homodimero, com
o peptideo de fusdo inacessivel (MODIS et al, 2004; CLYDE et al, 2006).

A prM possui 22 kDa e apo6s sofrer clivagem proteolitica durante a maturacao
viral origina a proteina M, com 8 kDa. A proteina prM funciona como chaperona para
proteina E sendo necessaria para o dobramento correto dessa proteina (LORENZ et
al, 2002). A proteina prM também induz a producao de anticorpos altamente sorotipo
especifico(s), mas no virus maduro apdés a clivagem apenas a proteina M é
encontrada. A importancia de anticorpos anti-prM na montagem da resposta imune
frente a infeccdo de DENV ainda esta sendo avaliada (HERRERO et al, 2013).

A proteina NS1 (=46 kDa) é translocada para o reticulo endoplasmatico (RE)
durante a sintese e clivagem da proteina E pela sinalase do hospedeiro, enquanto
uma enzima do hospedeiro, ainda desconhecida, cliva na jungdo NS1/2A
(FALGOUT, MARKOFF, 1995; LINDENBACH et al, 2007). A proteina NS1 existe sob
trés formas — associada a célula, na superficie da célula e no meio extracelular.
Essa proteina secretada, que é normalmente detectada no inicio de uma infeccéo de
flavivirus, é atualmente utilizada no diagnostico de dengue e febre amarela (ALCON
et al, 2002; HENRIQUES et al, 2013, MONATH, VASCONCELOS, 2014).

A proteina NS2 é primeiramente clivada em duas subunidades, NS2A e
NS2B. A proteina NS2A € pequena e hidrofébica com aproximadamente 22 KDa
sendo necessaria na coordenacdo da replicacdo do RNA e auxiliando no
empacotamento do genoma ( MADRID, 2007).

A proteina NS2B (14kDa) estd4 associada a membrana e possui atividade
proteolitica. Essa proteina forma um complexo com NS3 e é um cofator necessario
para a atividade de serina protease em NS3 (LINDENBACH et al, 2007).

As proteinas NS4A e NS4B ainda ndo foram bem caracterizadas. S&o
proteinas pequenas com 16 e 27 kDa, respectivamente (LINDENBACH; RICE,
2003). Suas estruturas, funcdes e interacdes com outras proteinas ainda precisam
ser melhor entendidas ( ZOU et al, 2015).
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NS3 (70 KDa) e NS5 (104 kDa) sdo as proteinas nao estruturais melhor
caracterizadas, com varias atividades enzimaticas necessarias para a multiplicacdo
viral, e altamente conservadas entre os virus do género Flavivirus (SAMPATH;
PADMANABHAN, 2009). NS3 tem trés atividades distintas: serina-protease,
juntamente com o co-fator NS2B, necessaria para o processamento da poliproteina;
atividade helicase / NTPase, necesséria para desenrolar a forma intermediéria de
cadeia dupla de RNA; RNA trifosfatase, necessaria para adicionar cap aos RNA
virais nascentes (ZHANG et al., 1992; LI et al., 1999; revisado por TAKAHASHI et al,
2012).

A proteina NS5 dos flavivirus no geral serve como a polimerase viral (RNA
polimerase RNA dependente), bem como uma metiltransferase, outra enzima
essencial na via de capping do RNA. Esta proteina também é encontrada
abundantemente no nucleo de células infectadas e parece reprimir a transcricdo
especifica de genes importantes na resposta antiviral do hospedeiro, como
interleucina-8 (PRYOR et al, 2007; CALY et al, 2012), embora sejam necessarias
mais pesquisas para desvendar o verdadeiro papel dessa importacdo nuclear de
NS5 (SELISKO et al, 2014). Por sua atividade enziméatica indispensavel a replicacéao
dos flavivirus, a proteina NS5 tem sido estudada como alvo para o descobrimento de
novas drogas antivirais (SAMPATH; PADMANABHAN, 2009; TAKAHASHI et al,
2012).

1.1.4. Vetores e transmissao

Os seres humanos sé&o infectados com DENV pela picada de um
mosquito infectado. O A. aegypti € o principal vetor, sendo um pequeno mosquito
tropical altamente adaptado ao ambiente urbano e doméstico, que prefere colocar
seus 0vos em recipientes artificiais comumente encontrados dentro e em torno das
casas, por exemplo, vasos de flores, pneus de automoéveis, baldes que coletam a
agua da chuva, ou seja, em locais com agua limpa e parada na regido peridomiciliar
(GUBLER, 1998; SALEEZA et al, 2011).

Um segundo vetor potencial € o Aedes albopictus, que é adaptado as regides
temperadas (América do Norte e Europa), onde podem ocorrer surtos ocasionais de
dengue (ANDRAUD et al, 2012), e as regifes tropicais, onde é vetor de dengue,

febre amarela e de outras arboviroses, como o chikungunya (LI et al, 2014). Apesar
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de A. albopictus mostrar-se menos eficiente para a transmissédo de dengue que o A.
aegypti, o seu papel foi claramente estabelecido em alguns surtos de dengue em
areas livres do vetor primario, como no Havai em 2001 (revisado por GRATZ, 2004).

Um ciclo silvestre de transmissdo existe em florestas da Asia e da Africa
entre primatas ndo humanos e mosquitos Aedes, mas a contribuicdo deste ciclo de
transmissdo em epidemias urbana acredita-se ser minima (GUBLER, 1989;
WHITEHEAD et al, 2007). Atualmente DENV € um arbovirus que ndo necessita de
um ciclo enzodtico para a manutencdo da transmissdo epidémica nos seres
humanos, assim como o ciclo “humano — mosquito — humano” de transmissao nao
responde mais como o DENV se mantém na natureza em periodos interepidémicos
(Figura 4). Thoisy e colaboradores (2009) demonstraram que mamiferos
neotropicais, como roedores, marsupiais e morcegos, estavam infetados com o
DENV. Vilela (2013) pela anélise dos genes ribossomais 12S e 16S do sangue de
repasto sanguineo conseguiu identificar outras espécies de mamiferos onde os
mosquitos A.aegypti se alimentaram, como o camundongo doméstico Mus musculus
e em bovinos da espécie Bos taurus. Estes achados podem auxiliar no entendimento

da manutencao da circulagao do virus em ciclos urbanos.
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FIGURA 4: Ciclo de transmissdo de DENV. O virus € mantido em ciclo epidémico urbano através da
picada do mosquito infectado, assim como o clico silvestre € mantido por primatas ndo-humanos. O
envolvimento de pequenos mamiferos no ciclo de manutencéo do DENV tem sido discutido e ajudaria
a explicar a manutencdo do virus em periodos interepidémicos. (WHITEHEAD et al.,, 2007-
modificado).
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No caso da transmissdao do YFV, observa-se 2 ciclos: um silvestre e um
urbano (figura 5). No ciclo urbano, o virus é transmitido da mesma forma que o
DENV, através da picada da fémea do mosquito A.aegypti infectada pelo YFV. Até
onde se sabe, ndo ocorre participacdo de animais silvestres ou domeésticos e o
homem é o hospedeiro responséavel pela infec¢cdo do mosquito (MONATH, 2011). No
ciclo silvestre, o YFV é mantido entre os macacos pelas picadas de mosquitos de
varias espécies do género Aedes na Africa, e na América do Sul pelas espécies dos
géneros Haemagogus e Sabethes (revisado por HANLEY et al, 2013).

Aedes aegypti
]

Ciclo
silvestre

_Eﬁ Ciclot'ﬁ

Sabethes intermediario

Haemagogus

Aedes aegypti

FIGURA 5: Ciclo de transmisséo de YFV (GUBLER, 2004 - modificado).

Ciclo de transmisséo viral do SLEV ainda € pouco estudado, mas se sabe que
também é enzodtica e aves sdo os hospedeiros naturais de amplificacdo, sendo os
mosquitos do género Culex, 0s mais comuns vetores de transmissdo descritos.
Outros vertebrados, como animais selvagens, cavalos e seres humanos, séo
consideradas acidentais ( DIAZ et al, 2012; ROSA et al, 2013; KOPP etal, 2013)
(FIGURA 6). Mas assim como no ciclo do DENV, suspeita-se que outros mamiferos,
primatas e marsupiais, possam ser reservatério do SLEV, além dos péassaros
(FIGUEIREDO, 2000).
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FIGURA 6: Ciclo de transmissao de SLEV

O melhor mecanismo conhecido de transmissdo dos flavivirus é a
transmissao horizontal (homem-mosquito), porém, a transovariana ou transmissao
vertical, onde o mosquito fémea infectado € capaz de transmitir o virus a sua
progénie, pode proporcionar um mecanismo para compreender como os flavivirus
persistem na natureza, na auséncia de hospedeiros vertebrados ou sob condi¢des
ambientais desfavoraveis a atividade do mosquito, mantendo o virus na natureza e
em periodos interepidémicos (KHIN; THAN K, 1983; ROSEN et al, 1983; MONATH,
2001; MARTINS et al, 2012). A transmissao transovariana permite ao DENV persistir
em geracdes sucessivas de mosquitos, a taxas de 5% a 26% em laboratorio,
embora na natureza ndo deva ocorrer taxa maior que 20%. (JOSHI et al, 2002).

1.1.5 Tratamento

N&o ha tratamento especifico disponivel contra DENV, SLEV ou YFV, assim
como contra outros flavivirus. O tratamento consiste em tratamento de suporte com
atencdo a hidratacdo do paciente e o emprego de antitérmicos (MONATH, 2001,
OMS, 2009; PUJOL et al, 2012; RODRIGUEZ-ROCHE, GOULD, 2013; BEASLEY et
al, 2014; OMS, 2014).

Um dos desafios enfrentados na terapia anti-dengue inclui a identificacéo de
um composto seguro, com alvo nos 4 sorotipos e eficaz mesmo apds o

aparecimento da doenca clinica grave (JULANDER et al, 2011).
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1.2. Dengue

1.2.1. Patogénese e Aspectos Clinicos

A infecgéo pelo virus da dengue clinicamente esta associada com uma gama
de manifestacdes. Apos a picada do mosquito infectado, o virus potencialmente
pode encontrar varias células do sistema imunoldégico, como células dendriticas
(CD), macrofagos e mastocitos (St. JOHN et al, 2013a), sendo que o DENV se liga
ao receptor de manose em macréfagos e DC-SIGN (receptores de lectina tipo-C) em
CD (Figura 4) (St. JOHN et al, 2013b).

Estudos em camundongos mostraram que as proteases de mastdcitos, como
a quimase, sao liberadas durante a infeccdo aguda por DENV, e estas promovem a
permeabilidade vascular. Animais que n&o possuiam mastécitos reduziram a
permeabilidade vascular a niveis basais durante a infec¢do por DENV, comprovando
a importancia dessas células para o inicio de doenca vascular caracteristica de
casos graves de dengue em pacientes humanos (St. JOHN et al, 2013a). Durante a
inflamacéo localizada in vivo, a permeabilidade vascular induzida por mastocitos
promove a entrega de fatores humorais e recrutamento das células imunes, tais
como as células NK e células T para os locais de infeccdo por DENV (St JOHN et
al., 2011).

Estas células infectadas migram para os linfonodos, resultando em infeccéo
de mais células da linhagem mondcito-macréfago. Isto amplifica a infeccéo, que é
entdo difundida através do sistema linfatico e sistema vascular (WHITEHORN,
SIMMONS, 2011), resultando em viremia que pode ser detectavel de 24 a 48 horas
antes do inicio dos sintomas clinicos, podendo, entdo, o DENV ser isolado a partir
do sangue durante a fase aguda da doenca (St. JOHN et al, 2013a).

Apébs viremia primaria, mondcitos em circulacdo no sangue e macréfagos no
figado, no baco e na medula 6ssea séo infectados (MARTINA, 2009; WHITEHORN,;
SIMMONS, 2011). Outra gama de tecidos e tipos de células pode ser infectada com
o DENV, sugerindo que esse virus utiliza varios receptores para ligacdo na célula,
como receptor de ligacdo a manose, sulfato de heparano, sulfato de condroitina e a
DC-SIGN (AVIRUTNAN et al, 2007; MILLER et al, 2008; WANG et al, 2011).

O estudo do tropismo viral in vivo do DENV tem sido dificultado pela falta de
um modelo animal que apresente uma doenca semelhante a encontrada em casos

mais graves de dengue (WHITEHORN; SIMMONS, 2011; St. JOHN et al, 2013b).
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Dengue apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas e pacientes
infectados apresentam sintomas que variam de acordo com a gravidade e idade
(HADINEGORO, 2012). Enquanto a maioria dos pacientes se recupera ap0s um
curso clinico ndo grave auto-limitante, uma pequena propor¢cao progride para
doenca grave, caracterizada principalmente por extravasamento de plasma com ou
sem hemorragia (OMS, 2009). Nao had como definir o grupo que progredira de
doenca nédo grave para doenca grave, mas o tratamento adequado pode prevenir
estes pacientes de desenvolvimento de condi¢des clinicas mais graves (OMS, 2009;
ALEXANDER et al, 2011). Os mecanismos que conduzem as manifestacdes graves
ainda ndo estdo completamente entendidos, mas € provavel que seja multifatorial
(WHITEHORN; SIMMONS, 2011).

A OMS, em 1997, classificou clinicamente a dengue em trés categorias: febre
indiferenciada, febre do dengue (FD) e febre hemorragica do dengue (FHD). Casos
mais graves de FHD séo classificados como sindrome do choque do dengue (SCD).
Apesar da classificacdo de 1997 ainda ser muito utilizada, a atual classificacéo
utilizada pela OMS (2009) considera: dengue sem ou com sinais de alertas; e
dengue grave. Por causa da falta de especificidade dos sinais e sintomas clinicos
apresentados pela dengue, exames laboratoriais e/ou evidéncia epidemiolégica sédo
necessarios para a confirmacdo do diagnéstico (ALEXANDER et al, 2011,
HADINEGORO, 2012; MS, 2013b).

Caracteristicas clinicas atipicas de dengue estdo sendo mais frequentemente
relatadas, mas sao, provavelmente, ainda subestimadas. Estes incluem encefalite,
miocardite, hepatite, pancreatite, retinite, sindrome do desconforto respiratério agudo
e rabdomidlise (GULATI; MAHESHWARI, 2007; revisado por WHITEHORN;
SIMMONS, 2011; MOK et al, 2013).

Um fenbmeno que ajuda a explicar casos mais graves de dengue é o ADE,
antibody-dependent enhancement ou anticorpos potencializadores de infecgéo. Isso
ocorre guando anticorpos pré-existentes presentes no corpo a partir de uma primeira
infeccdo por DENV ligam-se a uma particula viral infectante durante uma infeccao
subsequente com um sorotipo diferente. Os anticorpos da infec¢cdo primaria néao
conseguem neutralizar o virus. Em vez disso, o complexo Ac-virus liga-se a
receptores chamados receptores Fcy (FcyR) em mondcitos circulantes. Os

anticorpos ajudam o virus a infectar monécitos de forma mais eficiente. O resultado
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€ um aumento da replicagdo do virus e um maior risco de dengue grave
(HALSTEAD, 2003; WHITEHEAD, 2003).

Os estudos epidemioldgicos demonstraram que uma infec¢cdo secundaria com
um sorotipo heterdlogo ou infeccdo primaria de recém-nascidos de maes imunes
contra dengue aumentam significativamente o risco de desenvolver doenca grave
(RODENHUIS-ZYBERT et al, 2010).

Apenas o ADE néo explicaria como as formas mais graves da doenca podem
ocorrer em uma primeira infeccdo. Outros fatores como sorotipo e genoétipo
especifico, doencas crbnicas, sexo e idade estdo associados com risco de
manifestacdes mais severas da doenca, demonstrando a complexidade da interagéao
virus-hospedeiro (NISALAK et al, 2003; HALSEY et al, 2012). Altas concentragdes
de citocinas como interferons (IFN), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 6
(IL6) e interleucina 10 (IL-10) tém sido observadas em soro de pacientes com
dengue grave, comprovando o0 envolvimento do sistema imune do hospedeiro em
complicac@es clinicas importantes causadas pelo DENV (GREEN; ROTHMAN, 2006;
WHITEHORN; SIMMONS, 2011).

1.2.2. Epidemiologia

A dengue é um grande problema de saude publica em todas as regifes
subtropicais e tropicais do mundo (Figura 7), sendo provavelmente a doenca viral
transmitida por artrépodes de maior importancia em termos de morbidade e
mortalidade humana (HALSTEAD, 1980; GUZMAN et al, 2010; SIMMONS et al,
2012).

Estima-se que 50 milhdes de infec¢cdes por dengue ocorrem anualmente e
cerca de 2,5 bilhBes de pessoas vivem em paises endémicos de dengue (Figura 7)
(OMS, 2013b), onde é comum ocorrer co-circulacdo dos 4 sorotipos virais, como no
Brasil (FIGUEIREDO, 2000; WHITEHEAD et al, 2007; FIGUEIREDO, 2008).
Oscilagdes na prevaléncia de cada sorotipo sdo comuns em areas endémicas.
Tipicamente ap6s um periodo de 2-4 anos ocorre um declinio do sorotipo prevalente
e este é substituido por um novo sorotipo (WHITEHORN; SIMMONS, 2011).

Segundo dados do Ministério da Saude em 2013, no Brasil, foram registrados
1,4 milhdo de casos de dengue em decorréncia de uma maior circulacdo de DENV-
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4, que respondeu por 60% dos casos (MS, 2013b). Em 2014, formam mais de 500
mil casos de dengue no pais, com 379 o6bitos registrado (MS, 2015).

Controle de vetores, por meio quimico ou bioldgico e remocao de seus locais
de reproducéo, sdo a base da prevencdo da dengue, mas esta abordagem néao foi
capaz de interromper a transmissdo da doenca em quase todos os paises onde a
dengue é endémica (SIMMONS et al, 2012).
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dengue has been reported The contour lines of the January and July isotherms indicate areas at risk, defined by the geographical limits of the northern and

southern hemispheres for year-round survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue viruses

FIGURA 7. Mapa dos paises ou &reas do mundo em risco de infec¢cbes pelo DENV em 2011, de
acordo com a Organizagdo Mundial de Saude. Fonte: OMS, 2013a.

Apesar dos esforcos do Governo brasileiro em tentar reduzir o mosquito vetor
da dengue, principal elo da cadeia de transmissdo, ainda nao foi alcancado um
controle efetivo que reduza a densidade vetorial capaz de limitar ou reduzir a
expansdo da dengue, mesmo com investimento de mais de meio bilhdo de délares
(cerca de R$900 milhdes) por ano (BARRETO et al, 2011).

1.3. Febre Amarela
1.3.1. Patogénese e Aspectos Clinicos

Assim como para dengue, as complexas interacdes entre o YFV e o sistema

imune do hospedeiro ainda ndo estdo completamente elucidadas, ndo sabendo
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ainda, o que leva a casos mais graves de febre amarela (STAPLES; MONATH,
2008; ENGELMANN et al, 2014).

Sabe-se que, apd6s a picada do mosquito, o virus alcanca os linfonodos
regionais, onde ira se replicar em linfécitos e macréfagos, desaparecendo, assim, da
circulacado por 24 horas (FERREIRA et al, 2011; QUARESMA et al, 2013). Apos
amplificacdo, os virus circulam na corrente linfatica até atingirem a corrente
sanguinea, caracterizando o periodo de viremia e atingindo finalmente o figado. Este
€ o principal 6rgdo acometido na febre amarela, onde as células de Kupffer e os
hepatocitos séo infectados (QUARESMA et al, 2013). Neste periodo, o individuo
apresenta febre e o sangue torna-se infectante para os vetores, podendo 0s virus
chegar ao coracéo, rim, timo e, em casos raros, cérebro, 6rgaos pelos quais o virus
possui tropismo tecidual (MONATH, 2001; QUARESMA et al, 2013).

O periodo de incubacdo apés picada de mosquito €, geralmente, entre 3 e 6
dias, seguida pelo inicio de sinais clinicos, tais como dor de cabeca, febre, perda de
apetite, vomitos, bem como dores musculares e articulares. O periodo de remisséo
da doenca comeca 3-4 dias ap0s o0 aparecimento dos primeiros sintomas (MONATH,
2001; MONATH; BARRETT, 2003). Ictericia caracteristica devido ao excesso de
bilirrubina, como resultado de danos as células do figado pode se tornar aparente,
sinal clinico que deu origem ao nome da doenca. Entre os casos graves, a letalidade
da febre amarela esta entre 20 a 50% (MONATH; BARRETT, 2003).

Nos anos de 1930 uma vacina atenuada contra febre amarela foi
desenvolvida (revisado por BEASLEY et al, 2014), e a vacina atenuada da linhagem
17D é utilizada até os dias de hoje, com milhares de doses produzidas e
administradas anualmente, sendo considerada uma vacina segura e altamente
efetiva. Contra febre amarela a vacinacdo ainda é a melhor forma de prevencéo da
doenca (OMS, 2015).

1.3.2. Epidemiologia

A Africa e a América Latina apresentam 45 paises endémicos para febre
amarela, estando em risco uma populagéo de aproximadamente 1bilhdo de pessoas
(VERMA et al, 2014). Estima-se que ocorram anualmente 200.000 casos de febre
amarela em todo mundo, causando 30.000 mortes, com 90% deles ocorrendo na

Africa (OMS, 2015).
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Controle do vetor e a vacinagdo fizeram a febre amarela praticamente
desaparecer de América do Norte e Europa, permanecendo endémica em muitas
partes da Africa e América do Sul, onde co-circula com outros flavivirus, como os
virus da dengue (BEASLEY et al, 2014). Para pessoas que viajam, essas areas sao
consideradas pela OMS é&reas de risco e a vacinagdo prévia € recomendada com o
intuito de proteger o viajante e que o viajante importe o virus o este se dissemine
internacionalmente (JENTES et al., 2011; OMS, 2015).

Segundo boletim epidemiolégico de 2014 do Ministério da Saude, foram
confirmados 2 casos de febre amarela silvestre no Brasil, ambos do estado do
Amazonas, area de mata considerada endémica para a doenca.

1.4. Encefalite de St. Louis

1.4.1. Patogénese e Aspectos Clinicos

Em um pais onde co-circulam os 4 sorotipos de DENV, os sintomas da
encefalite de St Louis podem ser facilmente confundidos com dengue ou outra
arbovirose (MAIA et al, 2014). Grande parte das infec¢gbes causadas por SLEV sao
assintomaticas. Os sintomas classicos sdo febre dor de cabeca, tosse, coriza,
nauseas, vOmito, diarréia e calafrios (GOULD; SOLOMON, 2008), sintomas
semelhantes aos causados por outras flaviviroses, podendo também causar doenca
grave com comprometimento do sistema nervoso central (SNC).

Entre os casos graves, a letalidade da encefalite de St. Louis pode chegar a
20%, relacionado principalmente com o dano ao SNC (DAY, 2001). Os mecanismos
de acesso ao SNC e de patogénese ainda sao desconhecidos (PASTORINO et al,
2010).

1.4.2. Epidemiologia

O SLEV foi isolado pela primeira vez em 1933 durante uma grande epidemia
em St Louis, Missouri, EUA (BREDECK, 1933). Atualmente esta amplamente
distribuido nas Américas, do Canada a Argentina (FIGUEIREDO, 2000). Nos EUA ja
foi o principal arbovirus, antes da introducdo do WNV, tendo sido responsavel por

mais de 100 casos anuais de encefalite. Em 2010 foram confirmados 10 casos de
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SLEV com oito casos que apresentaram neuroinvasdo (MCCARTHY, 2001,

OTTENDORFER et al, 2009; CDC, 2014)

No Brasil, o virus foi isolado pela primeira vez de um paciente humano
suspeito de dengue, em Sao Pedro (SP) (ROCCO et al, 2005). Desde entdo outros
casos foram reportados, mas sempre em pacientes suspeitos de dengue e até
mesmo casos de infeccdo simultanea entre DENV- 3 e SLEV (MONDINI et al, 2007,
TERZIAN et al, 2011), ainda sendo casos raros e pontuais.

J& foi descrito a circulagdo de cavalos soropositivos para SLEV no Brasil
(SILVA et al, 2014), o que demonstra uma circulacao silenciosa desse virus no pais,
gue provavelmente ndo esta sendo detectado porque os exames de rotinas contra
flavivirus sdo apenas para deteccao de dengue.

A epidemiologia do SLEV ainda é desconhecida, precisando-se de mais
estudos, principalmente no Brasil, onde o virus pode emergir como um problema de
salude publica, visto que ja foi comprovada a soroprevaléncia de anticorpos anti-
SLEV em cavalos e humanos brasileiros (revisado por ROCCO et al, 2005; DIAZ et
al, 2012; MAIA et al, 2014; SILVA et al, 2014).

1.5. Drogas antivirais

Diferentemente dos antibidticos que podem ser altamente seletivos e
especificos, visto que as bactérias se multiplicam independente da célula
hospedeira, os virus sao patdégenos intracelulares obrigatérios, o que dificulta a
seletividade dos antivirais que na atualidade sdo poucos e com certo grau de
citotoxicidade.

A historia dos antivirais comeca em 1977 com o desenvolvimento do aciclovir
capaz de inibir a multiplicacdo dos herpesvirus sem comprometer o DNA celular.
Nos anos 80 com o aumento dos casos de HIV, houve um grande namero de grupos
de pesquisadores tentando encontrar outras drogas capazes de inibir o ciclo do virus
sem comprometer o funcionamento da célula (revisado por ANTONELLI;
TURRIZIANI, 2012).

O desenvolvimento de novas terapias antivirais requer conhecimento sobre o
ciclo de multiplicagéo viral. Um alvo potencial para estratégias de intervengéo é a via
de penetracdo na célula infectada, assim como outras etapas do ciclo viral, ou até
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mesmo proteinas produzidas durante a infeccdo viral (VAN DER SCHAAR et al,
2008; JULANDER et al, 2011).

Até 2012 havia 45 drogas aprovadas pelo FDA (Food and Drug
Administration) para uso clinico como antiviral, mais da metade para tratamento do
HIV e as outras para o tratamento de Human herpes virus 1, 2, 3 5, Hepatitis B virus,
Hepatitis C virus, Respiratory syncytial virus e Influenza virus (ANTONELLI,
TURRIZIANI, 2012). Essas drogas atuam em sitios especificos das etapas do ciclo
de multiplicacdo, como adsorcdo (zintevir) e penetracdo (enfuvirtide), sintese de
RNA ou DNA (zidovudine e aciclovir), ou até mesmo sdo direcionadas a outras
enzimas virais (zanamivir) (De CLERCQ, 2002; De CLERCQ, 2004).

Julander (2013) cita o envelope viral como um bom alvo para o
desenvolvimento de drogas antivirais voltadas a flavivirus, visto que bloquearia o
ciclo de multiplicacdo na sua fase inicial, assim como NS3 e NS5, também seriam
bons alvos antivirais, pois sdo proteinas ndo estruturais de suma importancia para o
ciclo de multiplicacdo desse género.

Em regibes endémicas onde h& co-circulacdo dos quatros sorotipos, é
importante a avaliagdo da atividade antiviral de compostos contra todos 0s sorotipos
de DENV para evitar o desenvolvimento de formas graves da doenca (TALARICO et
al, 2005).

N&do h& nenhuma droga antiviral em fase de testes clinicos contra YFV ou
SLEV, mas contra dengue ha uma droga chamada CELADEN, um alcaloide extraido
de folha de Castanospermum australe, que se encontra em fase 1B de testes
clinicos. Especula-se que seu mecanismo de a¢cado seja na morfogénese viral (LOW
et al, 2014).

1.5.1. Atividade antiviral de extratos vegetais

Devido ao pouco ou nenhum efeito adverso oriundo do uso de plantas
medicinais, a utilizacdo destas para tratar muitas doencas esta crescendo em todo o
mundo (KADIR et al, 2013). Segundo a OMS (2013) em muitos paises da Asia e
Africa aproximadamente 80% da populacéo utiliza-se da medicina tradicional para os
cuidados béasicos com a saude.

Desde 1978, quando foi realizada a Conferéncia Internacional sobre Atencao

Primaria em Saude em Alma-Ata (Genebra), a Organizagdo Mundial da Saude
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(OMS) e o Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia (UNICEF) jA demonstravam
seu interesse em aliar a medicina tradicional com a medicina do sistema de saude.
Isso foi reafirmado em 1987 na Assembléia Mundial de Saude onde foi
recomendado aos estados-membros iniciar programas amplos relativos a
identificacdo, avaliacdo, preparo, cultivo e conservacdo de plantas usadas em
medicina tradicional, assegurando a qualidade das drogas derivadas de
medicamentos tradicionais extraidas de plantas (MS, 2006).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de infec¢des virais sem duvida
tem sido amplamente baseado em evidéncias histéricas e medicina tradicional
(JASSIM; NAJI, 2013). Plantas e seus derivados permanecem sendo uma fonte
importante para a descoberta e o desenvolvimento de novas drogas antivirais. 1Sso
ocorre devido aos seus esperados baixos efeitos colaterais e a sua elevada
acessibilidade na natureza, sendo amplamente aceito que os fitoquimicos séo
atoxicos quando usado em quantidades pequenas e manifestam uma ampla gama
atividades bioldgicas (NAITHANI et al, 2008; KUMAR et al, 2012).

Segundo Kadir e colaboradores (2013) existem 31 espécies com potencial
atividade contra o DENV. Muitas outras ainda ndao foram provadas cientificamente,
apenas citadas por conhecimento popular.

Entre essas espécies encontram-se plantas, utilizando extratos de folhas,
flores, caule, raizes e 6leos essenciais (KADIR et al, 2013), assim como substancias
extraidas de algas como polissacarideos sulfatados e carrageninas, que ja foram
descritas por inibir as etapas iniciais do ciclo de multiplicagdo do DENV, como
adsorcdo e penetracdo (TALARICO et al, 2005; TALARICO, DAMONTE, 2007;
PUJOL et al, 2012), conseguindo inibir até 100% dessa etapa do ciclo viral.
Substancias isoladas do metabolismo secundario de diversas plantas como
castanospermina (WHITBY et al, 2005) e flavonoides (MUHAMAD et al, 2010;
ZANDI et al, 2011a; ZANDI et al, 2011b; ZANDI et al, 2012; ) também ja tiveram
sua atividade antiviral contra DENV descritas, mas ainda nao foram elucidados seus
mecanismos de acgao.

Alguns extratos e substancias extraidas de plantas como extrato aquoso de
Houttuynia cordata (LEARDKAMOLKARN et al, 2010), 6leo essencial de Colombian
lippia (OCAZIONEZ et al, 2010) e o extrato diclorometano de Piper retrofractum
(KLAWIKKAN et al, 2011) tém uma potencial atividade antiviral a ser explorada, visto
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que age diretamente sobre a particula do virus, tendo sido demonstrado nos
trabalhos sua atividade contra DENV-2.

Plantas encontradas no Brasil como Phyllanthus sp., Distictella elongata e
Arrabidaea pulchra mostraram ter atividade antiviral promissora contra DENV
quando testadas contra DENV-2 (SIMOES et al, 2011;BRANDAO et al, 2013; LEE et
al, 2013;). Ainda néo foi comprovado como essas plantas interferem no ciclo de
multiplicacdo do virus, mas Lee e colaboradores (2013) especulam que essas
espécies de plantas, conhecidas no Brasil como “quebra-pedra”, interferem na
adsorcdo, penetracdo, ou regulacdo de alguma proteina que interfram na
multiplicag&o viral.

Parida e colaboradores (2002) mostraram a atividade antiviral contra DENV-2
de uma planta de origem indiana, mas que € encontrada no Brasil, chamada
Azadirachta indica. O extrato de diversas partes dessa planta também foi descrita
por ter atividade larvicida (NOUR et al, 2012) e ovicida (MAHESWARAN,
IGNACIMUTHU, 2012) contra o A.aegypti, principal vetor do virus.

N&o ha nada na literatura sobre substancias de origem natural ou sintéticas
descritas como potencias agentes antivirais contra SLEV. E contra YFV h& também
escassez de relatos sobre compostos antivirais de origem vegetal. Esimone e
colaboradores (2007) descrevem em seu trabalho a atividade virucida de Parmelia
perlata contra alguns virus de RNA, incluindo o YFV, assim como Ono e
colaboradores (2003) publicaram sobre a atividade anti-DENV-1 e anti-YFV de
galactomananas extraidas de Mimosa scabrella e Leucaena leucocephala.

A pesquisa de compostos que apresentam atividade antiviral é realizada
usando varias abordagens, inicialmente testando a toxicidade do extrato no sistema
escolhido, seja ele in vitro ou in vivo, e desafiando o virus com o extrato e
analisando sua atividade antiviral por varios métodos, como ensaio de reducéo de
placa ou método colorimétrico com MTT (3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide) (GREEN et al, 2008). O MTT é um sal hidrossoluvel que é
incorporado pelas mitocéndrias de células viaveis onde ¢é reduzido pelas
desidrogenases a sal de formazana. Este sal é armazenado no citoplasma celular e
solubilizado apos adicdo de dimetilsulfoxido (DMSO) ocorrendo formacédo de um

produto de coloracdo roxa, cuja intensidade de cor € lida em espectrofotbmetro a
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540 nm. A absorbancia obtida é diretamente proporcional a viabilidade celular
(MOSMANN, 1983).

1.6. Maytenus imbricata

A espécie Maytenus imbricata (figura 8) pertence ao género Maytenus, familia
Celastraceae, que contém espécies que habitam areas tropicais e subtropicais do
mundo, tendo a espécie M. imbricata distribuicdo ampla em todo territorio brasileiro,
sendo nativa e endémica do Brasil (SIMMONS et al., 2008; LOMBARDI et al, 2014).
Essa espécie é encontrada em areas de cerrado e caatinga dos estados de Minas
Gerais, Bahia e Pernambuco, apresentando-se na forma de arbusto ou subarbusto
(LOMBARDI et al, 2014), tendo sua descricdo botanica realizada ha apenas 20 anos
(RODRIGUES etal, 2011).

Figura 8: Fotografia de raizes, folhas e frutos de Maytenus imbricata (RODRIGUES, 2011)

O género Maytenus € usado popularmente pela sua variada atividade
biolégica incluindo anti-inflamatéria, antiasmatico, doencas gastricas, antitumoral,
antimicrobiana, atividade antiprotozoaria (revisado por RODRIGUES, 2011,
MOMTAZ et al, 2013). Kohn e colaboradores (2012) demonstraram o efeito antiviral
in vitro de Maytenus ilicifolia contra Bovine herpes virus 5 (BHV-5). Em 2013 a

atividade antiprotozoaria contra Leishmania sp., também do extrato de M. ilicifolia,
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mostrou resultados significativos, sugerindo que essa espécie tem um potencial para
desenvolvimento de novas drogas contra leishmaniose (dos SANTOS et al, 2013).

Outras espécies de Maytenus também tém mostrado atividade anti-HIV
(Human immunodeficiency virus). Estudos de 1999 ja apontavam o potencial de
biomoléculas encontradas nesse género contra protease do HIV (HUSSEIN et al,
1999), assim como Rukunga e colaboradores (1992) demonstraram que extratos de
raizes da espécie M. senegalensis inibe 99,83% da atividade da transcriptase
reversa do HIV.

Trabalhos recentes apontam uma gama de atividades biolégicas de extratos
extraidos de raizes de Maytenus imbricata, como efeito antinociceptivo (VELOSO et
al, 2014), inibicdo de acetilcolinesterase (RODRIGUES et al, 2014) e atividade
antimicrobiana (RODRIGUES et al, 2012), sendo que a espécie em questdo ainda
néo teve sua atividade contra virus avaliada.

Rodrigues e colaboradores (2012) isolaram triterpenos pentaciclicos de
extratos de raizes de M. imbricata, sendo esta da mesma classe de metabdlito
secundario que foi isolada de folhas de Syzigium claviflorum e impediu a maturacao
do HIV (FUJIOKA, KASHIWADA, 1994). Atualmente esse triterpeno é produzido
comercialmente com o nome de BEVIRIMAT (Panacos Pharmaceuticals) e encontra-
se em fase de testes clinicos (SMITH et al, 2007), e muitos derivados também estéo
sendo testados contra o HIV no intuito de melhorar sua eficiéncia (CORIC, et al,
2013).

Muito pouco foi descrito para essa espécie até agora, necessitando de mais
estudo fitoquimicos para isolamento dos seus principios ativos e, posterior analise

das suas atividades bioldgicas.
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2. JUSTIFICATIVA

Desde o inicio do século XXI a dengue tem sido a arbovirose mais importante
em seres humanos tendo sido responsavel por grandes epidemias nos tropicos,
desde o século XVII (GUBLER, 2001), e assim como a febre amarela, ocorre
principalmente em paises tropicais e subtropicais onde mais de 2,5 bilhdes de
pessoas correm o risco de infeccdo (OMS, 2013b).

O DENV, YFV e SLEV causam doenca grave, sendo o Unico método atual de
controlar ou prevenir a transmissdo desses arbovirus & combater eficazmente os
mosquitos vetores, uma vez que, ha vacina apenas contra febre amarela e ndo ha
drogas antivirais aprovadas para o0 tratamento de pacientes humanos contra
nenhuma doenca causada por esses virus (OMS, 2009; JULANDER et al, 2011). O
tratamento consiste em hidratacdo e emprego de antitérmicos (OMS, 2009; PUJOL
et al, 2012).

Com presenca de YFV, a emergéncia de SLEV e a rapida expansao da
dengue nos paises tropicais e subtropicais, as pesquisas para desenvolvimento de
uma vacina e drogas antivirais efetivas séo cruciais para a contencdo dessas
arboviroses (TANG et al, 2012). Nesse contexto, a M. imbricata se apresenta como
uma planta nativa do Brasil e que nao teve sua atividade antiviral estudada podendo
apresentar grande potencial para o desenvolvimento de um medicamento antiviral
capaz de tratar essas arboviroses.

Atualmente, 12 medicamentos fitoterapicos sao disponibilizados na rede
publica de saude no Brasil e autorizados pela ANVISA (Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) para dores, inflamacdes, disfuncdes e outras doencgas de baixa
gravidade, ndo havendo nenhum com atividade antiviral relatada (MS, 2013a). Além
disso, ainda ndo existem medicamentos antivirais sendo testados contra a maioria
do flavivirus em qualquer fase de ensaios clinicos (TANG et al, 2012), apenas contra
dengue (LOW et al, 2014).

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma
rica diversidade étnica e cultural dettm um valioso conhecimento tradicional
associado ao uso de plantas medicinais (MS, 2006), possuindo entdo potencial
necessario para desenvolvimento de pesquisas que resultardo no descobrimento de
novos fitoterapicos, eficazes, principalmente contra doencas que sao problema de

saude publica, como a dengue e a febre amarela. E apesar de muitos grupos
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estudarem possiveis drogas antivirais contra dengue, SLEV e YFV carecem de

pesquisas nessa area.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a atividade antiviral de extratos FSEAT, SEM e SEAT de Maytenus

imbricata, in vitro contra flavivirus.

3.2. Especificos

1. Avaliar a atividade antiviral dos extratos de M. imbricata contra Dengue virus 4
(DENV-4), Yellow Fever Virus (YFV) e St. Louis encephalitis virus (SLEV).

1. Determinar a atividade virucida de extratos de M. imbricata contra Dengue virus 4
(DENV-4), Yellow Fever Virus (YFV) e St. Louis encephalitis virus (SLEV).

2. Avaliar a capacidade dos extratos de M. imbricata de induzir estado antiviral

contra flavivirus em células Vero
3. Avaliar a acdo dos extratos de M. imbricata na etapa pos-infeccéo de flavivirus

4. Avaliar a especificidade da atividade antiviral dos extratos de M. imbricata contra

flavivirus.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Estratégia de trabalho

‘ Extratos vegetais |

Amostras positivas
Determinagao da
concentragdo virucida

Avaliacdo da agdo virucida
por titulagdo

4.2. Extratos de Maytenus imbricata

Os extratos das raizes de M. imbricata foram preparados e cedidos pelo
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, tendo sua
metodologia de coleta e preparo descrita por Rodrigues e colaboradores (2012).

41



ApGs a secagem e moagem em moinho de martelos, obteve-se 1,5 kg de
raizes da planta. A amostra foi submetida a extracbes exaustivas em aparelho
Soxhlet, com solventes em ordem crescente de polaridade: Hex-Et2O (hexanico-éter
etilico-1:1), AcOEt (acetato de etila) e MeOH (metanol). Apos filtracdo e remocéo do
solvente por destilacdo a pressao reduzida, foram obtidos os respectivos sélidos e
extratos: SEAT, FSEAT e SEM.

Os materiais testes foram pesados em balanca analitica e diluidos em DMSO
100% (Sigma) para concentracéo final de 10 mg/mL. Os tubos foram armazenados a

4°C até a realizacdo dos ensaios.

4.3. Culturas celulares

Células C6/36

As células C6/36 sdo derivadas de larvas do mosquito Aedes albopictus e foram
cultivadas em meio L15 suplementado com 7% SFB contendo gentamicina (50
pg/mL), penicilina (100 Ul/mL) e anfotericina B (5 pg/mL), em estufa incubadora
B.O.D (demanda bioquimica de oxigénio) a 28 °C. Estas células foram utilizadas na

producado do estoque viral de DENV-4.

Células Vero

Para preparacdo dos estoques virais de SLEV e YVF e realizacdo dos
experimentos foram utilizadas células Vero, que sdo culturas continuas de rim de
macaco verde Africano (Cercopithecus aethiops). As células foram cultivadas em
meio MEM suplementado com 5% SFB contendo gentamicina (50 pg/mL), penicilina
(100 Ul/mL) e anfotericina B (5 ug/mL), em estufa CO2 a 37°C.

4.4. Virus
4.4.1. Estoque viral

O DENV-4 utilizado foi obtido a partir de amostra clinica de Boa Vista cedida
pelo Dr. Mauricio Nogueira. O virus foi amplificado em células C6/36 e titulado em
célula Vero.

O Virus da Febre Amarela utilizado foi a linhagem vacinal 17D, tendo sido

multiplicado e titulado em células Vero.
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Os estoques virais de SLEV-Be-H355964 sdo de amostra clinica, e foram
cedidas pela Dr. Mauricio Nogueira. O virus foi multiplicado e titulado em células

Vero.

4.4.2 Multiplicacao viral DENV-4

Frascos de cultura de células de 75 cm? com monocamada de
aproximadamente 80% de confluéncia, foram preparados 24 horas antes, sendo
entdo infectados com multiplicidade de infeccdo (moi) de 0,01 do estoque viral de
virus semente de DENV-4. A adsorcdo foi realizada por 1h30min, em estufa
incubadora B.O.D, sendo as garrafas homogeneizadas a cada 10 minutos. Apés o
tempo de adsorgéo foi adicionado 12 mL de meio L15 suplementado com 2% de
soro fetal bovino (SFB) nas garrafas e as mesmas foram incubadas em estufa
incubadora B.O.D. a 28°C, sendo observadas diariamente em microscopio optico
para observacdo da formacdo de efeito citopéatico caracteristico: formacbes de
sincicios. ApGs a visualizacdo do efeito citopatico em aproximadamente 90% das
células, o meio das garrafas foi centrifugado por 5 min., a 4°C. O sobrenadante foi

aliguotado em tubos estéreis, congelado a -70°C e, posteriormente, titulado.

4.4.3 Multiplicagéo viral de SLEV e YFV

Frascos de cultura de células de 150 cm? com monocamada de
aproximadamente 90% de confluéncia, foram preparados 24 horas antes, sendo
entdo infectados com moi de 0,01 do estoque viral semente SLEV ou YFV. A
adsorcao foi feita por 1h, sendo as garrafas homogeneizadas a cada 10 minutos.
Apébs o tempo de adsorcéo foi adicionado 25 mL de meio MEM suplementado com
2% de soro fetal bovino (SFB) nas garrafas e as mesmas foram incubadas em estufa
de CO2a 37°C, sendo observadas diariamente. Apos 3 dias, 0 meio das garrafas foi
coletado e centrifugado por 5 min., a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado em tubos

estéreis, congelado a -70°C e, posteriormente, titulado.
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4.4.4. Titulacao viral

Células Vero foram cultivadas em placas de 6 pocos (2x10° células/pocos) e
incubadas a 37°C por 24h. Essas placas foram infectadas com 400uL de diluicbes
seriadas do virus na base 10 (10! a 107). Apdés 1h de adsorcdo a 37°C, com
homogeneizacdo das placas a cada 15 minutos, o meio foi desprezado e foi
adicionado 3 mL de meio 199 suplementado com antibiéticos e 2% de SFB,
contendo 1,5 % de carboximetilcelulose (CMC). As placas foram incubadas por 7
(DENV-4), 5 (SLEV ) ou 6 (YFV) dias em estufa contendo 5% de CO: e, apds esse
tempo, as placas foram fixadas com formol 10% overnight seguido por coloracéo
com cristal violeta 1% por 20 minutos. ApGs esse tempo as placas foram lavadas e
colocadas para secar, sendo contadas a olho nu as placas de lise formadas. Foram
contadas as placas obtidas no poco contendo a diluicdo do virus que apresenta
entre 50 a 100 placas de lise, sendo o titulo viral expresso em unidades formadoras
de placas por mL (UFP/mL).

O titulo foi calculado pela formula T= NPLxIDxV, onde T corresponde ao titulo
viral; NPL ao numero de placas de lise; ID ao inverso da diluicdo em que foram

contadas as placas; V ao volume utilizado para adsorcao corrigido para mL.

4.5. Confirmacéo da espécie viral
4.5.1. Extracdo de RNA

A extracdo do RNA viral foi feita utilizando o kit de extracdo QlAampR Viral
RNA (Valencia Inc.) seguindo-se as instrugbes do fabricante. Resumidamente,
140uL da amostra (sobrenadante ou monocamada celular) foram adicionados a
560uL do tampéao AVL (acrescido do carreador de RNA), incubado a temperatura
ambiente por 10min e entdo foram adicionados 560uL de etanol absoluto. A solugao
foi homogeneizada, aplicada o volume total da amostra (em duas vezes de 630uL) a
coluna de silica que foi centrifugada. Foram feitas duas lavagens com os tampdes
AW1 e AW2 para retirada de outros componentes celulares e possiveis residuos. O
RNA viral foi eluido com 60uL de tampao AVE e armazenado a -80°C. O RNA
extraido serviu de molde para a sintese de cDNA para deteccdo de RNA viral e RNA

intermediario.
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4.5.2. Producao de DNA complementar

Para a producdo de DNA complementar (cDNA), 5ul de RNA extraido
foi incubado a 70 °C, por 5 minutos, juntamente com 2 uL do oligonucleotideo
iniciador senso (2F-5mM). Apés incubacao no gelo, foram adicionados a reacao: 5 pl
de tampéo de RT-PCR 5X (250 mM Tris pH 8.9, 15 mM MgCl2 ,375mM KCI, 50mM
DTT), 1,5 ul de dNTPs (10mM), 0,5 ul (20U) de RNAsin (ribonuclease inhibitor-
Promega) e 1 pl (200U) de enzima M-MLV RT (200U/ul) (Promega Corporation-
EUA), para um volume total de 25uL. Essa mistura foi incubada por 60 minutos a

37°C. Os cDNAs obtidos foram, entéo, submetidos a amplificacdo por gPCR.

4.5.3 Deteccéo de RNA viral

Para confirmacdo da espécie viral a estratégia utilizada foi PCR em tempo
real (QPCR) com iniciadores especificos para DENV-4 e qPCR com iniciadores
desenhados para a deteccdo de membros do género Flavivirus seguida de
sequenciamento para SLEV e YFV.

Para o gPCR, foram utilizados iniciadores descritos na Tabela 1 e foi utilizado
o Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA), iniciadores
especificos (4 mM de cada),1ul de amostra e agua totalizando 10ul de reacdo. As
condi¢cdes térmicas utilizadas para a amplificacdo foram as especificadas pelo
programa padrdo da maquina StepOne (Applied Biosystems, EUA), com

temperatura de pareamento de 60°C.

TABELA 1: Sequéncia dos nucleotideos utilizados na qPCR.

Virus Regido Sequéncia (5' - 3")
DENV-4 (VILELA, 5'UTR TCGGAAGCTTGCTTAACACA
2015-dados néo

publicados)

TTCGTTGGTTCATTTTTCCAG
Flavivirus (CHAO et NS5 TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAAAAA
al, 2006)

GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC
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4.5.4. Sequenciamento nucleotidico

Para determinacdo das sequéncias dos virus SLEV e YFV o produto de PCR
amplificado foi utilizado para obtencédo das sequéncias em sequenciador automatico
modelo ABI 377 (Applied Biosystems) empregando o método de terminacdo de
cadeia descrito por Sanger e colaboradores (1977).

Na reacao de sequenciamento foram utilizados 2 pL do produto de PCR e 3,2
pmoles de oligonucleotideos, ajustados com agua livre de RNase e DNase para um
volume final de 6,5uL e obedecendo as condi¢cdes de reacao e leitura indicadas pelo

fabricante.

4.5.5. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas

Para cada fragmento foram feitas duas reacbes de sequenciamento. As
sequéncias obtidas foram sobrepostas e a obtencdo do consenso foi feita utilizando
a plataforma Asparagin-Cenargen (EMBRAPA, 2014). As sequéncias obtidas foram
comparadas com as depositadas no banco de dados do “National Center for
Biotechnology Information” através do programa BLAST 20
(http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST.- Basic Local Aligment Tool) (ALTSUCHL et al,

1990). As sequéncias de nucleotideos foram analisadas pelo programa BLASTN.

4.6. Avaliacao da citotoxicidade (CCso) em Vero

O ensaio colorimétrico com MTT posposto por Mosmann (1983) foi utilizado
para testar a citotoxicidade dos extratos sobre a linhagem celular Vero.

Placas de 96 pocos contendo 2x10* células/pocos foram preparadas e
incubadas a 37°C por 24h (100 pL/poc¢o). Foram preparadas diluicbes seriadas da
amostra em meio MEM contendo 2% de SFB, utilizando o DMSO (diluente das
amostras) como controle. Foi entdo removido o meio das placas de células e 100 pL
das diluicbes das amostras e 100 pL de meio MEM 2% SFB foi adicionado aos
pocos simultaneamente. As placas foram incubadas por 48 horas em estufa com
atmosfera de CO2 5% a 37°C. O meio foi, entdo, removido e foram adicionados 28
puL de uma solucdo de MTT (2mg/mL) aos pocos, que foram incubadas por 90

minutos. Foram adicionados aos poc¢os 130 pL de DMSO, seguida de agitacédo das
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mesmas em um agitador de placas por 15 min. e posterior leitura em
espectrofotometro a 540 nm. Os valores obtidos da absorbancia das amostras foram
comparados com os valores obtidos para o controle celular. A concentracdo de cada
material testado que reduzir 50% da viabilidade celular € o valor de CCso e foi obtido
por analise de regresséo linear referente as diferentes concentragbes do material
teste, considerando a equacédo da reta adequada quando o valor de R? for igual ou

superior a 0,95.

4.7. Avaliacéo da atividade antiviral - MTT

A triagem da atividade antiviral das amostras foi feita pelo método de MTT
(MOSMANN, 1983), sendo avaliadas concentracfes nao citotoxicas das amostras,
partindo da CCso.

Células foram cultivadas em placas de 96 pocgos (2x10* células/pocos) em
meio MEM 5% SFB. Apo6s 24 horas de incubacéo, a 37°C, o meio de cultura foi
removido e 100 pl das diluicbes das amostras feitas em meio MEM com 2% de SFB,
foram adicionados em cada pogo, juntamente com 100 pl da suspensédo viral do
DENV-2 com moi de 1, também preparado com meio MEM com 2% de SFB. Em
seguida, as culturas foram incubadas em atmosfera umida contendo 5% de CO2, a
37°C, por 72 horas. Apds o tempo previsto, foi feita a com coloragdo por MTT como
descrito no item 4.5.

A concentracdo eficaz, isto é, a concentracdo efetiva a 50% (CEso), €
expressa como a concentracdo que protege 50% das células tratadas do efeito
citopatico causado pelo virus, também sendo calculada por regressao linear.

Com os valores de CCso e CEso calculou-se o indice de seletividade (1S=
CCso/CEso0) de cada amostra. Amostras que apresentaram um indice de seletividade
(IS) = 4 foram consideradas com atividade antiviral e quanto maior esse valor, mais
promissor € considerado o extrato (AMOROS et al, 1992). Os extratos positivos
foram submetidos a outros ensaios para deteccédo da sua acdo nas etapas do ciclo

de multiplicagao viral.

4.8. Avaliacéo da atividade virucida- ensaio de placa

Células Vero foram cultivadas em placas de 6 pogos (2x10° células/pogo) e

incubadas a 37°C por 24h. Os extratos na sua CCso foram incubados com os virus
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por 1h a 37°C, usando como controle o virus incubado apenas com meio e o virus
incubado com DMSO 100%, diluente das amostras, em um volume final de 100pL.
Essas amostras foram entdo diluidas seriadamente na base 10 (10 a 10°) e entéo
400uL foram plaqueadas por poco. Apdés 1lh de adsorcdo a 37°C, com
homogeneizagdo das placas a cada 10 minutos, o meio foi desprezado e foi
adicionado 3 mL de meio 199 suplementado com antibidticos e 2% de SFB,
contendo 1,5 % de carboximetilcelulose (CMC). As placas foram incubadas entre 5 a
7 dias (dependendo do virus) em estufa contendo 5% de CO:2 e, apds esse tempo,
as placas foram fixadas com formol 10% overnight seguido por coloracdo com cristal
violeta 1% por 20 minutos. ApGs esse tempo as placas foram lavadas e colocadas
para secar, sendo contadas a olho nu as placas de lise formadas. O titulo foi

determinado como descrito no item 4.4.4

4.9. Determinacao da concentracdo virucida- CVso

Para avaliacdo da acdo dos extratos vegetais diretamente sobre as particulas
virais, placas de 24 pocos com 7x10* células/poco de VERO foram preparadas e
incubadas a 37°C por 24h. Diluicbes seriadas das amostras, partindo da CCso, foram
feitas em placas de 24 pocos, totalizando sete diluicdes. Foram adicionadas as
amostras diluidas 60 UFP/po¢co de DENV-4, SLEV ou YFV, totalizando 200uL. A
solucao foi incubada por 1h a 37°C. Em seguida, foi feita a adsorcéo dos virus por
1lh a 37°C nas monocamadas celulares. Posteriormente uma solu¢cdo de CMC
(Synth) 1,5% em meio 199 2% SFB foi adicionada as mesmas. Apds incubacéo
entre 5 a 7 dias seguiu fixacao e coloragdo como descrito no item 4.4.3.

O calculo do valor de CVso foi feito utilizando a seguinte formula: % 1= (1-[
NPmt/ NPcv] ) x 100, onde %l corresponde a porcentagem de inibicdo da infeccéo
viral; NPmt ao numero de placas em células tratadas com extratos teste; NPcv ao
namero de placas em células infectadas mas nao tratadas com extratos teste.

Em seguida, os percentuais encontrados foram analisados por regressao
linear e entdo foi possivel a determinacdo dos valores de CVso, € entdo obter os

valores de IS (CCso/CEso) para cada amostra.

48



4.10. Avaliacédo do tempo de acédo virucida- ensaio de placa

Células Vero foram cultivadas em placas de 6 pogos (2x10° células/pocos) e
incubadas a 37°C por 24h. Os extratos na concentracdo de CCso foram incubados
com os virus por 5, 15, 30 min e 1h a 37°C, usando como controle o virus incubado
apenas com meio, em um volume final de 100uL. Essas amostras foram entao
diluidas seriadamente na base 10 (10 a 10°) e entdo plaqueadas. Apdés 1h de
adsorcao a 37°C, com homogeneizacao das placas a cada 10 minutos, o meio foi
desprezado e foi adicionado 3 mL de meio 199 suplementado com antibioticos e 2%
de SFB, contendo 1,5 % de carboximetilcelulose (CMC). As placas foram incubadas
entre 5 a 7 dias em estufa contendo 5% de CO: e, apés esse tempo, as placas
foram fixadas com formol 10% overnight seguido por coloracdo com cristal violeta
1% por 20 minutos. Apds esse tempo as placas foram lavadas e colocadas para
secar, sendo contadas a olho nu as placas de lise formadas. O titulo foi determinado

como descrito no item 4.4.4.

4.11. Avaliacdo da acéo profilatica dos extratos vegetais - pré-tratamento

Células Vero (7x10%poco) foram cultivadas em placas de 24 pocgos,
preparadas 24h antes da utilizacdo. Em seguida o meio foi retirado das placas e foi
adicionado 200uL de meio de cultura contendo diluicdes seriadas de extratos
partindo da CCso, ficando em contato com as células por 1h e 20h a 37°C. Decorrido
esse tempo, o meio foi retirado e aos poc¢os foram adicionados 400uL de meio
contendo 60 UFP de DENV-4, SLEV ou YFV. Células ndo tratadas foram infectadas
com virus como controle da infec¢éo.

Apés 1h de adsorcédo a 37°C, com homogeneizacdo das placas a cada 15
minutos, o meio foi desprezado e foi adicionado 1 mL de meio 199 suplementado
com antibidticos e 2% de SFB, contendo 1,5 % de CMC Apos incubacdo de 5 a 7
dias seguiu-se fixacao e coloragdo como descrito no item 4.4.3.

O calculo de CEso para pré-tratamento foi realizado como descrito no item 4.6,

sendo possivel obter os valores de IS para todas as amostras testadas.
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4.12. Pos-tratamento

Células Vero (7x10%poco) foram cultivadas em placas de 24 pocos,

preparadas 24h antes da utilizagdo. O meio foi retirado das placas e foram

adicionados aos pocos 150uL de meio de cultura contendo 60 UFP de DENV-2. A

adsorcao foi feita por 1h a 37°C. Em seguida o meio foi descartado e aos pocos

foram adicionadas diluicGes seriadas dos extratos partindo da CCso, no volume de

150pL. Células néo tratadas foram infectadas com virus como controle viral. Apés 1h

a 37°C, o meio foi desprezado e foi adicionado 1 mL de meio 199 suplementado com

antibioticos e 2% de SFB, contendo 1,5% de carboximetilcelulose (CMC). Apés

incubacédo entre 5 a 7 dias, seguiu-se a fixacdo e coloracdo como descrito no item

4.4.3.

O célculo de CEso para pos-tratamento foi realizado como descrito no item 4.6,

sendo possivel obter os valores de IS para todas as amostras testadas.

4.13. Avaliacdo da especificidade da atividade antiviral dos extratos de M.

imbricata contra flavivirus.

Utilizando-se a técnica de MTT, outros virus foram desafiados com os

extratos de M. imbricata. Entre os virus testados estdo representantes de DNA e

RNA, envelopados ou ndo (TABELA 2) para avaliar se avaliar a especificidade da

acdo antiviral contra flavivirus.

Tabela 2: Virus testados com extratos de M. imbricata

Familia Genoma Envelopado
Apeu virus (APEUV) Bunyaviridae Segmentado ssRNA Sim
Encephalomyocarditis virus (EMC) Picornaviridae ssRNA+ Nao
Itaqui virus (ITQV) Bunyaviridae Segmentado ssRNA Sim
Human herpesvirus 1 (HHV1) Herpesviridae dsDNA Sim
Vaccinia virus (VACV-WR) Poxviridae dsDNA Sim
Vesicular stomatitis Indiana virus (VSV) | Rhabdoviridae ssRNA- Sim
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5. RESULTADOS
5.1. Titulac&o e confirmacédo das espécies virais

Ap6s multiplicacéo e titulagcdo dos virus, os titulos obtidos estéo discriminados
abaixo foram de 3x10° a 5 x 10° UFP/mL (TABELA 3):

TABELA 3: Titulo dos estoques virais em células Vero.

Virus Titulo viral (UFP/mL)
DENV-4 5x 108

SLEV 3,5x 106

YRV 3x 108

Com a utlizacdo de iniciadores especificos para DENV-4, pode ser
comprovada a espécie viral por gPCR, pois a temperatura de dissociacdo (TM),
74,25°C, na curva para a amostra testada de DENV-4 e o controle positivo de
DENV-4 (RNA de mosquito infectado com DENV-4) foram as mesmas (figura 9).

Melt Curve

40 DENV-4
testada

E

Derivative Reporter (-Rn)

X

85.0 700 75.0 80.0 85.0 90.0 95.0
Tm: 7

ot ahiins °C)
FIGURA 9: Curva de dissociacdo para a amplificacdo de DENV-4 — O cDNA, obtido apos

transcricdo reversa de RNA extraido de DENV-4 e de amostra controle, foi amplificado por qPCR,
empregando iniciadores para regido 5’UTR.
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As sequéncias de nucleotideos geradas no sequenciamento foram analisadas
pelo programa BLASTN, onde se pode entdo constatar que o SLEV utilizado no
trabalho apresenta 99% de identidade com outros isolados dessa espécie, inclusive
com isolado brasileiro original desse estoque viral SLEV-Be-H355964, confirmando
assim a espécie viral (ANEXO 1).

O estoque viral de YFV é procedente da vacina atenuada 17D depois de
passagens em células Vero, e apresentou 98% de identidade com outros isolados
também de origem vacinal, demonstrando assim a autenticidade do estoque viral
(ANEXO 2).

5.2. Avaliacédo da citotoxicidade dos extratos

Com o intuito de estabelecer a dose citotoxica em células Vero, foram
testadas as concentracdes dos extratos que variavam de 1,56 pg/mL a 300 pg/mL e
incubadas com as células por 48h. A CCso obtida por analise de regressao linear
referente as diferentes concentraces do material teste nas células tratadas em
comparacao as células nao tratadas foi de 90,44+1,52 para FSEAT, 86,35+6,85 para
SEM e 116,85+3,97 para SEAT (TABELA 4).

TABELA 4: Concentracéo citotéxica em 50% das células Vero apos 48h.

Extratos CCso (Mg/mL * desvio padrao)
FSEAT 90,44+1,52

SEM 86,35+6,85

SEAT 116,85+3,97

A reducéo da viabilidade celular promovida por todos os extratos avaliados
mostrou-se concentragdo — dependente, sendo que na concentracdo de 300 pg/mL
a citotoxicidade foi maxima e em 6ug/mL ndo houve nenhuma toxicidade significativa

para todas as amostras (figura 10).
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FIGURA 10: Viabilidade celular apds tratamento com extratos de M. imbricata é concentracéo-

dependente Células Vero foram tratadas com diferentes concentra¢des dos extratos e incubadas por

48h.

5.3. Avaliacdo da atividade antiviral dos extratos empregando a técnica

colorimétrica

A triagem inicial dos extratos foi feita pela técnica colorimétrica empregando

MTT, onde foram testadas oito diluicdes seriadas de cada extrato a partir da CCso. A

concentracéo eficaz foi calculada por regresséo linear, isto €, a concentracao efetiva

a 50% (CEso) € expressa como a concentracdo que protege 50% das células

tratadas dos efeitos causados pela infeccao viral. Com os valores de CCso e CEso, 0S

indices de seletividade foram calculados para cada amostra (TABELA 5).

TABELA 5: Avaliacdo da atividade antiviral por método colorimétrico.

Virus Extrato CEso (pg/mL * desvio IS
padrao)

DENV-4 FSEAT 10,02+ 3,6 9,02
SEM 11,25+ 2,89 7,67
SEAT 11,32+ 3,71 10,32

SLEV FSEAT 23,62+0,92 3,82
SEM 19,19+4,88 4,49
SEAT 16,99+1,86 6,87
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YFV FSEAT 14,80+1,26 6,11
SEM 15,98+2,83 5,4

SEAT 14,06+1,06 8,31

Contra DENV-4 os extratos apresentaram IS que variam de 7,67 a 10,32,
tendo o extrato SEAT o maior IS encontrado, 10,32. Contra SLEV o0s extratos
apresentaram IS que variou de 3,82 a 6,87, tendo o extrato SEAT o melhor IS
observado (6,87). Quando os extratos foram testados contra YFV, apresentaram 0s
melhores valores de IS sendo 6,11 para FSEAT; 5,4 para SEM; e 8,31 para SEAT.

Segundo a definicdo de Amoros e colaboradores (1992) as amostras que
apresentarem um indice de seletividade (IS) = 4 sdo consideradas com atividade
antiviral. Todos os extratos testados contra DENV-4, SLEV e YFV apresentaram
atividade antiviral, exceto a amostra FSEAT quando testada contra SLEV (IS= 3,82).
Mas apesar da sua baixa atividade antiviral, ela foi utilizada em experimentos

posteriores.

5.4. Avaliagdo da atividade virucida

Foi avaliada a acdo dos extratos com um potencial virucida pelo método
ensaio de placa. Como todos os extratos apresentavam potencial atividade virucida
com uma hora de incubacéo, eles foram submetidos a variacdo do tempo de acéo.
Foram testados tempos de 5min, 15min, 30 min, 1h de incubacéo virus com extrato.

Como o diluente dos extratos, quando liofilizados, € o DMSO, ele foi utilizado
como controle no experimento virucida na mesma quantidade utilizada dos extratos
de M.imbricata, ndo apresentando qualquer diferenca entre o controle viral tratado
com DMSO e controle viral ndo tratado, demonstrando assim que a ac¢ao virucida

encontrada deve-se a substancias ativas nas amostras em questao.

5.4.1. DENV-4

Os extratos de M. imbricata em contato com o DENV-4 durante uma hora
apresentaram uma diminuicéo de 3 logio no titulo viral quando o virus foi tratado com

0 extrato SEAT, mas com uma reducdo menor mas também significativa dos
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extratos FSEAT (2 logio de reducdo) e SEM ( 2,5 logio de reducdo). Nao foi
observada diferenca no titulo viral em presenca do diluente dos extratos, DMSO, e o
controle viral de DENV-4 (figura 11a).
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FIGURA 11: Atividade virucida de extratos de M. imbricata contra DENV-4. a) os extratos foram
incubados por 1h com DENV-4 e em seguida titulados em células vero. Os virus incubados com meio
e DMSO foram utilizados como controles; O virus foi incubado com os extratos por 5, 15, 30min e 1h
em seguida titulados em células Vero: b) FSEAT; ¢ ) SEM; d) SEAT.

O tempo necessario para acédo virucida dos extratos foi investigado sendo os
virus foram incubados presenca dos extratos por periodos de 5 min a 1 hora e em
seguida titulados. Os extratos testados apresentaram a agdo maxima apos 1h de
incubacéo, mas pode-se observar atividade virucida a partir dos 5min. (figura 11b, c,
d), sendo essa uma atividade crescente com o decorrer do contato entre virus e

extrato.
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5.4.2. SLEV

Para avaliacdo da atividade virucida dos extratos contra SLEV, os mesmos
foram incubados com os virus por 1h a 37°C. Em seguida foram titulados, utilizando
0 virus ndo tratado e o virus incubado com DMSO como controle. Pode-se observar
entdo uma diminuicdo de até 3 logio no titulo viral quando o virus é tratado com o
extrato SEAT, mas com uma reducdo menor mas também significativa do extrato
FSEAT (1 logio). O controle viral e DMSO nao apresentam diferenca no titulo viral
(figura 12a).
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FIGURA 12: Atividade virucida de extratos de M. imbricata contra SLEV. a) os extratos foram
incubados por 1h com SLEV e em seguida titulados em células Vero. Os virus incubados com meio e
DMSO foram utilizados como controles; O virus foi incubado com os extratos por 5, 15, 30min e 1h
em seguida titulados em células Vero: b) FSEAT; c ) SEM; d) SEAT.

O tempo necessario para agdo virucida dos extratos foi determinado. Para
tanto, os virus foram incubados por diferentes tempos pré-determinados e em

seguida titulados. As amostras testadas apresentam sua acdo maxima apos 1h de
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incubagéo, mas pode-se observar nas fragdes SEM e SEAT uma atividade virucida a
partir de 5min de tratamento, com reducéo de até llogio (SEAT) (figura 12b, c, d),
sendo essa uma atividade virucida crescente com o decorrer do contato entre virus e
extrato.

5.4.3. YRV

Assim com para DENV-4 e SLEV para avaliar a atividade virucida dos
extratos contra YFV, os mesmos foram incubados com os virus por 1h a 37°C. Em
seguida foram titulados, utilizando o virus néo tratado e o virus incubado com DMSO
como controle. Pode-se observar entdo uma diminuicdo de até 3 logio no titulo viral
quando o virus é tratado com o extrato SEAT e de 2 logio quando tratado com o0s
extratos FSEAT e SEM (figura 13a).
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FIGURA 13: Atividade virucida de extratos de M. imbricata contra YFV. a) os extratos foram
incubados por 1h com YFV e em seguida titulados em células Vero. Os virus incubados com meio e
DMSO foram utilizados como controles. O virus foi incubado com os extratos por 5, 15, 30min e 1h
em seguida titulados em células Vero: b) FSEAT; c ) SEM; d) SEAT.
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A acdo virucida dos extratos apdés serem incubados por periodos preé-
determinados e em seguida titulados, mostraram que 0s mesmos apresentaram
atividade virucida a partir de 5min de contato virus-extrato, podendo ser essa acao
de até 1 logio (figura 13c), sendo essa uma atividade crescente com o decorrer do
tempo de contato entre virus e extrato, com acgdo virucida méaxima apés 1h de
incubacdo, exceto para o extrato SEM, que em 30min j& apresenta reducéo

praticamente igual a de 1h de incubacéo (figura 13c).

5.5. Determinagéo da concentragédo virucida

7

A concentracdo dos extratos que € capaz de inibir 50% da formacao de
placas de lise foi determinada. Uma quantidade de UFP conhecida de virus foi
incubada com diluicbes seriadas dos extratos testes, a partir da concentracdo da
CCso, por 1h. Foram feitas 6 ou 7 diluicdes seriadas dos extratos, e entdo pode-se
calcular a porcentagem de inibicdo da infeccao viral com auxilio do programa Excel

(Microsoft) e por conseguinte o célculo do IS (TABELA 6).

TABELA 6: indices de seletividade dos extratos de M. imbricata determinadas por
ensaio virucida

Virus Extrato CCso(ug/mL 2 Concentracfes CVso(pug/mL IS
desvio padréo) testadas desvio padréo)
(ng/mL)

DENV-4 FSEAT 90,44+1,52 1,42 a91 4.32 +0.02 20,93
SEM 86,35+6,85 1,31 a86 6.14 +1.4 14,06
SEAT 116,85+3,97 1,8a116 863 +0.38 13,53
SLEV FSEAT 90,44+1,52 1,42 a91 579+ 277 15,89
SEM 86,35+6,85 1,31 a86 952 + 0.68 9,07
SEAT 116,85+3,97 1,8a116 6.20 + 1.88 19,41
YFV FSEAT 90,44+1,52 1,42 a91 6,7 £0,15 13,49
SEM 86,35+6,85 1,31 a86 7,71 +0,79 11,19
SEAT 116,85%3,97 1,8a116 10,46 £0,93 11,17
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ApGs analise pode-se, entdo, observar altos valores de IS variando de 13,56 a
20,93 contra DENV-4; 9,07 a 19,41 contra SLEV; e 11,17 a 13,49 contra YFV, que
comprovam a especificidade de acdo dos extratos na sua acao virucida, sendo que a
atividade foi dose-dependente, isto €, quanto maior a concentracdo utilizada, mais
efetiva é a acdo do extrato sobre a particula viral e menor é sua infectividade
residual, como € possivel observar para o DENV-4 (FIGURA 14a, b, c), SLEV
(FIGURA 15a, b, ¢) e YFV (FIGURA 164, b, c), assim como na menor dose testada,
0s extratos foram capazes de inibir a formacéo de placa viral.

Observa-se que os extratos FSEAT, SEM e SEAT na sua concentragédo CCso,
respectivamente 90, 86 e 116 ug/mL, apresentam uma acao sobre a particula viral
capaz de inibir 100% da infecciosidade viral, sendo que para todos os extratos
(FIGURA 14a, b e c) essa acédo se estende até a concentracdo de 45,43 e 58 pug/mL,
respectivamente.
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FIGURA 14: Curva dose-resposta para atividade virucida dos extratos de M.imbricata contra

DENV-4 representada pela infectividade residual determinada por ensaio de placa; a) FSEAT,;
b) SEM, c) SEAT.
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Contra SLEV observa-se que os extratos FSEAT, SEM e SEAT na sua
concentracdo CCso, respectivamente, 90, 86 e 116 pg/mL, apresentam uma acao
sobre a particula viral capaz de inibir 100% da infecciosidade viral, sendo que para o

extrato SEAT (FIGURA 15c) essa acédo se estende até a concentracdo de 58 pg/mL.
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FIGURA 15: Curva dose-resposta para atividade virucida dos extratos de M.imbricata contra

SLEV representada pela infectividade residual determinada por ensaio de placa; a) FSEAT; b)
SEM, c) SEAT.

Nos testes contra YFV observa-se que os extratos FSEAT, SEM e SEAT na
sua concentracdo CCso, respectivamente, 90, 86 e 116 pg/mL, apresentam uma acéo
sobre a particula viral capaz de inibir 100% da infecciosidade viral, sendo que para
todos os extrato (figura 15a, b, c) essa acao se estende até a concentracéo de 45,43
e 58 pg/mL.
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FIGURA 16: Curva dose-resposta para atividade virucida dos extratos de M.imbricata contra
YFV representada pela infectividade residual determinada por ensaio de placa; a) FSEAT; b)
SEM, c) SEAT.

5.6. Avaliacdo da acdao profilatica dos extratos vegetais - Pré-tratamento

Para avaliar se os extratos seriam capazes de induzir células Vero a um
estado antiviral, ficando, assim, resistente a infeccdo por DENV-4, SLEV ou YFV, as
mesmas foram tratadas com diluicbes seriadas dos extratos, com concentracdes
iguais ou inferiores & CCso, e incubadas por 1h e 20h. Os extratos foram entdo
retirados e a células foram ent&o infectadas com os virus a ser analisado.

N&o foi observada nenhuma diferenca significativa entre as células tratadas
com o0s extratos e o controle viral ndo tratado em nenhuma das concentragbes

analisadas.
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5.7. POs-tratamento

Com o objetivo de avaliar se as amostras testes eram capazes de diminuir a
infeccdo viral pos-infecgdo, células Vero foram infectadas com DENV-4, SLEV ou
YFV e entdo tratadas por 1h com diluicbes seriadas dos extratos, a partir da
concentracdo da CCso.

Ao compararmos a quantificagdo de UFP no controle viral ndo tratado com o
tratado, ndo houve diferenca significativa, ndao apresentando, entdo, atividade

antiviral de pos-tratamento, em nenhuma das concentracdes dos extratos testados.

5.8. Avaliacdo da especificidade da atividade antiviral dos extratos de M.
imbricata contra flavivirus.

A atividade antiviral dos extratos de M. imbricata também foi testada contra
diferentes virus, entre representantes de DNA e RNA, envelopados ou ndo (TABELA
2) para avaliar a especificidade da acao antiviral contra flavivirus.

Nenhum dos extratos apresentou atividade antiviral contra os virus testados

durante a triagem por MTT, exceto para flavivirus (TABELA 7).

Tabela 7: Especificidade dos extratos de M. imbricata para flavivirus

Virus Extrato CEso (Mg/mL % desvio IS
padrao)
APEUV FSEAT 38,73+2,41 2,33
SEM 40,42+2,81 2,13
SEAT 73,08+0,71 1,59
EMC FSEAT NA -
SEM NA -
SEAT NA -
ITQV FSEAT 55,17+1,48 1,63
SEM 54,26+1,69 1,59
SEAT 46,35+2,19 2,52
HHV1 FSEAT NA -
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SEM

SEAT

VACV-WR FSEAT

SEM

SEAT

VSV FSEAT

SEM

SEAT

YRV FSEAT

SEM

SEAT

NA

NA

NA
44,71+1,28
60,53+1,93

NA

NA

NA
14,80+1,26
15,98+2,83

14,06+1,06

1,93

1,93

6,11
54

8,31

(NA: ndo ativo)
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6. DISCUSSAO

O género Flavivirus apresenta muitos arbovirus, entre eles, DENV e YFV, que
podem causar importantes viroses em humanos, e SLEV, que apesar do niumero de
casos relatados serem relativamente pequenos, também pode causar doenca grave
e até mesmo letal em humanos (HEINZ; STIASNY, 2012).

MilhGes de pessoas se infectam anualmente com essas arboviroses e apesar
de esforcos para desenvolvimento de uma vacina contra o DENV, ainda néo existe
uma vacina eficaz. E mesmo existindo a disponibilidade de uma vacina segura e
eficaz contra YFV, em paises africanos, por exemplo, a febre amarela ainda € uma
importante causa de mortalidade (MONATH, 2008).

N&o ha drogas antivirais aprovadas contra dengue, febre amarela ou
encefalite de St. Louis. O tratamento é feito com cuidados de suporte, com 0 intuito
de minimizar os sintomas do paciente. Consequentemente existe uma clara
necessidade de medicamentos seguros e eficazes contra essas viroses.

Nesse contexto, as plantas, além de seu uso na medicina popular com
finalidades terapéuticas, tém contribuido para a obtencdo de varios farmacos até
hoje amplamente utilizados na clinica, como a atropina (alcaloide), acido acetil
salicilico e quinina (alcaloides).

Como teste inicial, foi determinada a citotoxicidade das amostras de extratos
através do ensaio colorimétrico com MTT, com uma curva dose-resposta. O teste
com MTT é um ensaio de viabilidade celular frequentemente usado para determinar
a citotoxicidade apds a exposicdo a determinadas substancias (FOTAKIS,
TIMBRELL, 2005). A viabilidade celular é expressa como uma percentagem de
células vidveis em presenca da substancia testada em relacdo ao controle ndo
tratado, representada pela CCso. Quanto maior o valor o valor de CCso, menos toxica
€ a substancia testada. As amostras de extratos apresentaram concentracao
citotéxica que variaram de 86 a 116 pg/mL. Valores proximos de concentragao
citotoxica foram encontrados por Ahmed e colaboradores (2013) ao testar extratos
de folhas secas de outras espécies do género Maytenus em células Vero, com
valores variando de 87 a 187 pug/mL. As concentragbes encontradas para
citotoxicidade de extratos de Maytenus em células Vero sdo compativeis com os de

drogas comerciais, como a ribavirina, utilizada no tratamento de herpes e hepatites,
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que segundo Arthanari e colaboradores (2012) € de 112 ug/mL no mesmo sistema
celular.

Para uma triagem inicial da atividade antiviral dos extratos contra DENV-4,
SLEV e YFV foi utilizada, também a técnica de MTT, através da qual o percentual de
inibicdo da multiplicacdo viral em presenca dos extratos foi calculado em relag&o ao
controle de células nado infectado e ao controle de virus infectado e nao tratado, por
regressao linear com o auxilio do programa Excel (Microsoft). Todos os extratos
testados contra DENV-4, SLEV e YFV apresentaram atividade antiviral, exceto a
amostra FSEAT quando testada contra SLEV (1S= 3,82). Nosso resultados refutam
os definicdo de Amoros e colaboradores (1992) que afirmam que apenas amostras
que apresentarem um indice de seletividade (IS) = 4 sao consideradas com atividade
antiviral, visto que, o extrato FSEAT apresentou um baixo IS durante a triagem
(3,82), mas se mostrou um extrato com atividade virucida muito forte com IS de
15,89. Isso nos sugere aprofundar os testes com 0s outros virus testados neste
trabalho empregando pela técnica do MTT que apresentaram um IS baixo a ponto
de ser descartada a atividade antiviral dos extratos contra eles, como é o caso do
APEUV, ITQV e VACV (TABELA 7) para confirmar a especificidade.

Essa diferenca entre os IS na triagem antiviral e nos testes de acéo virucida
também é esperada, visto que, o teste virucida é um teste mais especifico. Essa
diferenca de IS também foi observada em outros trabalhos, como de Romero e
colaboradores (2003), que investigando extratos de Phyllanthus orbicularis contra
HHV-1, encontraram uma diferenca de IS do ensaio virucida de até 68 vezes maior
quando comparado o IS da triagem antiviral com MTT em células Vero.

Considerando todas as amostras de extratos com atividade antiviral contra
DENV-4, SLEV e YFV, as mesmas foram testadas para avaliacdo do seu potencial
virucida ap6s 1h de incubacédo dos extratos, na sua CCso, com o0s virus, utilizando o
virus nao tratado e tratado com DMSO como controles. Pode-se perceber que as
suspensdes virais tratados com o diluente das amostras de extratos, o DMSO,
apresentaram um titulo viral semelhante ao controle de virus, podendo-se, entdo,
nas concentracoes testadas, afirmar que foi um solvente inerte, sem interferir na
acao antiviral e virucida dos extratos. Os extratos de M. imbricata contra todos os
virus testados foram capazes de diminuir em até 3 logio a multiplicacdo viral dos trés

flavivirus testados.
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Faz-se ainda necessaria uma avaliagdo contra outros sorotipos de dengue,
pois essa atividade antiviral pode ser variada entre os sorotipos de DENV
(TALARICO et al, 2005; PUJOL et al, 2012). Ocazionez e colaboradores (2010)
encontraram diferencas significativas entre o IS para atividade virucida de Oleo
essencial de Lippia alba contra DENV-2 (1IS=349), enquanto para outros sorotipos os
IS ndo passavam de 14, o que reafirma a necessidade de investigacao de atividade
antiviral contra todos os quatro sorotipos de DENV.

Sabendo-se da acgao virucida das amostras de M. imbricata, foi estabelecida a
concentracdo virucida dos extratos ap6s 1h de incubag¢do com os virus. A CVso € a
concentracdo do extrato necesséria para reduzir 50% da formacao de placa de lise
virais. Intervalos maiores de incubacdo, como 3, 5, 7 e 12h, também foram
avaliados, mas néo foi possivel a determinacdo da concentracdo virucida devido a
instabilidade dos virus testados, que apds longos periodos de incubacdo perdem
infecciosidade. Todos os extratos testados contra os trés flavivirus (DENV-4, SLEV e
YFV) foram capazes de reduzir 100% da infecciosidade viral no ensaio de placa
guando testada na concentracdo a CC50 (FIGURA 15 e 16). Esse resultado é
compativel com muitos relatos na literatura, quando quantidades entre 50 a 200 PFU
sdo incubados com extratos vegetais ou substancias isoladas (TALARICO et al,
2007; JAIN et al, 2008, OCAZIONEZ et al, 2010; ZANDI et al, 2011, ZANDI et al,
2012). Mas na literatura ndo encontramos referéncias suficientes para comparacao
com nossos dados de reducéo do titulo viral quando testados extratos vegetais, mas
encontra-se citacdo para substancias isoladas com a diminuicdo de até 6 logio do
titulo de DENV-2 (MUHAMAD et al, 2010; LOW et al, 2011).

Para avaliar a capacidade dos extratos em induzir as células um estado
antiviral e responder a infeccdo, as células foram tratadas por 1h ou 20h com
diluicbes dos extratos e depois infectadas com o DENV-4, SLEV e YFV. Pouco é
descrito na literatura sobre drogas advindas de extratos vegetais que induzam a
producdo de interferon ou outras substancias antivirais. O pouco que é descrito
dessa atividade de pré-tratamento contra virus, até mesmo contra Flavivirus, € sobre
substancias de origem sintética ou o proprio interferon (revisado por LEYSSEN et al,
2003).

O pés-tratamento foi feito para avaliacdo da eficiéncia dos extratos vegetais

apos a infecgdo viral. Nenhuma das amostras mostrou atividade antiviral contra
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DENV, SLEV ou YFV quando as células ja infectadas foram tratadas por 1h. O
tempo de 1h de tratamento com diluicdes dos extratos talvez nao tenha sido
suficiente para uma acdo efetiva dos extratos. Um tempo mais longo, como
incubacéo até revelacdo da placa, como realizado por Muller e colaboradores (2012)
nos testes de pds-tratamento contra DENV e YFV, seja mais apropriada para essa
avaliacdo do que a metodologia utilizada nesse trabalho de tratamento de apenas
1h.

Os extratos também tiveram sua acdo antiviral avaliada para outros virus de
DNA e RNA, envelopados ou ndo para avaliar a especificidade da agcdo. Nenhum
dos extratos apresentou atividade antiviral significativa contra esses virus (APEUV,
EMC, ITQV, HHV-1, VACV-WR e VSV). Essa triagem nos permitiu avaliar também
gue a atividade virucida dos extratos contra DENV, SLEV e YFV néo € apenas pela
presenca do envelope, visto que, com excecdo do EMC, todos os outros virus
testados apresentam envelope. Isso nos leva a pensar que as substancias ativas
dos extratos de M. imbricata poderiam ter acdo seletiva no envelope viral de
Flavivirus.

O mecanismo de acdo da atividade antiviral dos extratos de M. imbricata
ainda precisa ser elucidado. Para isso seus principios ativos precisam ser isolados e
terem sua agao antiviral avaliada isolada ou simultaneamente. Mas pode-se afirmar
qgue M. imbricata tem potencial para continuar sendo estudada e com a vantagem de
ter apresentado atividade antiviral ndo apenas contra DENV, mas também contra

outros flavivirus que ndo apresentam terapia antiviral.
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7. CONCLUSOES

1) Os extratos de raiz de M. imbricata, FSEAT, SEM e SEAT apresentam atividade
antiviral contra DENV, SLEV e YFV, virus de importancia médica que nao possuem

qualquer medicamento antiviral aprovado.

2) Os extratos FSEAT, SEM e SEAT apresentam acéo virucida a partir de 5 min. de
contato com os virus, sendo essa acdo crescente com o decorrer do tempo, sendo

seu apice em 1h pés-contato.

3) A atividade virucida mostrou-se dose-dependente, apresentando 1S> 9 para todos

0s extratos contra todos o flavivirus testados.

4) Os extratos FSEAT, SEM e SEAT ndo demonstraram acdo antiviral contra o
APEUV, EMC, ITQV, HHV-1, VACV e VSV, apresentando IS< 3 para todos os

extratos, demonstrando uma acéo que parece ser especifica contra Flavivirus.
5) O mecanismo molecular da atividade antiviral dos extratos de raiz de .M imbricata

permanece desconhecido, necessitando de estudos mais aprofundados para sua

elucidagéo.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados deste estudo demonstram a importancia da continuidade da
pesquisa de antivirais, buscando confirmar a atividade antiviral dos compostos in
vitro no seu estado bruto e substancias isoladas. O isolamento e purificacdo dos
componentes biologicamente ativos dos extratos vegetais responsaveis pela
atividade virucida encontrada nesse trabalho € de fundamental importancia para
continuidade dos estudos, ja que 0s extratos avaliados se mostraram promissores

como antivirais.
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ANEXO 1

SLEV-Contig
ACAACATTGGATGAAAGCGAGAGAAAAAGACGGGAGAATTTGGGAAGGCCAAAGGAAGCA

GAGCCATCTGGTACATGTGGCTAGGAGCTCGGTTTTTGGAGTTTGAAGCTCTCGGGTTTC

TAAATGAAGATCACTGGATGAGCCGCGAGAACTCACATGGGGGAGTTGAGGGGAAAGGAC

TCCAAAAACTCGGATACATCCTACAAGAAATCTCCCAAATTCCAGGAGGAAAGATGTATG
CTGATGACACCGCCGGCTGGGACACAACCTTTTTCTCTCGCTTTCCCATCATGTTGTA
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ANEXO 2

YFV-Contig

ATGGTATATGTGGCTGGGAGCGCGGTATCTTGAGTTTGAGGCCCTGGGATTCCTGAATGA
GGACCATTGGGCTTCCAGGGAAAACTCAGGAGGAGGAGTGGAAGGCATTGGCTTACAATA
CCTAGGATATGTGATCAGAGACCTGGCTGCAATGGATGGTGGTGGATTCTACGCTGATGA
CACCGCCGGCTGGGACACAAACCTGTTTTCTCTCTCTCTCTCCCATCATGTTATAATGTT

GTAANNCTTCTTTGCTAGCTCTCTGNTCATGTTGCAAGAATCCCAGGGCCTCAAACTCAA
GATACCGCGCTCCCAGCCACATATACCATATGGCACGGCTTCCCTTTGCTTTCCCAAACT

CTGACAGCTTTTTCTCTCGCTTTCCCATCATGTTGTA
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