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RESUMO

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae. J4 foram identificados 7 grupos (A-G),
sendo o grupo A predominante na natureza e responsavel pelos casos de diarréia
em humanos. O rotavirus é o principal agente causador de diarréia e mortalidade em
criangas menores de 5 anos, com uma incidéncia anual de 100 milhées de casos. A
transmissao ocorre por via oral-fecal, pessoa/pessoa ou por ingestdo de alimentos e
agua contaminados. O tratamento é paliativo e busca manter e recuperar o equilibrio
hidroeletrolitico do paciente. Neste sentido, a busca por tratamentos especificos séo
areas em potencial no campo de pesquisas. Sabe-se que muitos medicamentos
fitoterapicos podem melhorar os processos de fagocitose e ainda possuem atividade
microbicida, mostrando-se capazes de inibir a replicacédo viral. A busca por novas
drogas antivirais € uma das estratégias para controlar esse tipo de diarréia, e as
plantas e compostos naturais apresentam grande aplicabilidade para uso na terapia
contra o Rotavirus. Sendo assim, este trabalho tem por objetivo avaliar a atividade
antiviral dos extratos bruto e fracionados do murici (B. verbascifolia) contra rotavirus.
Para determinar a maxima concentracao nao citotoxica (MCNT) dos extratos bruto e
fracionados, células MA-104 foram incubadas com diferentes concentracdes dos
mesmos. A analise foi realizada mediante observacdo em microscopio optico da
alteracdo morfolégica, comparando as células tratadas com as nao tratadas. A
maxima concentracdo dos extratos que ndo gerou mudancas morfologicas foi
considerada ndo toxica. Para o ensaio antiviral, 20 TCIDs, da amostra viral de
referéncia SA-11 foram incubadas juntamente com os extratos bruto e fracionados
na concentracdo de 25ug/mL em monocamada de células MA-104. O menor efeito
citotoxico dos extratos foi observado na concentracdo de 50ug/mL para o extrato
bruto e para suas fracdes. Os ensaios antivirais com o extrato bruto demonstraram
100% de atividade antiviral contra o rotavirus. Posteriormente este foi fracionado (F1
a F4) e submetido aos ensaios antivirais. A porcentagem de inibicdo (Pl) dos
extratos foi verificada através das técnicas de RT-PCR e titulacdo viral. Observou-se
uma reducédo da atividade antiviral apos o fracionamento, sendo que as fracdes F1 e
F3 apresentaram as maiores atividades com Pl de 69% e 75%, respectivamente. A
caracterizacao fitoquimica destes extratos revelou a presenca de flavondides,
taninos, saponinas e terpenos. A maior atividade antiviral do extrato bruto e a
diminuicdo da atividade apds o fracionamento pode estar relacionada com a



proporcdo dos constituintes e a um possivel sinergismo existente entre eles. Os
nossos resultados abrem perspectivas para o desenvolvimento de um tratamento
para as infec¢bes causadas por rotavirus, com a possibilidade de disponibilizagédo
pelo Sistema Unico de Salde (SUS). Esse sistema visa garantir o acesso a saude,
de forma integral, universal e gratuito a toda populacao brasileira.

ABSTRACT

Rotaviruses belong to the family Reoviridae. Seven groups have been identified (A-
G). The group A predominates in nature and is responsible for cases of diarrhea in
humans. Rotavirus is the major causative agent of diarrhea and mortality in children
under 5 years with an incidence of 100 million cases. Transmission occurs through
fecal-oral route, person / person or by ingestion of contaminated food and water.
Treatment is palliative and aims to maintain and restore the electrolyte balance of the
patient. In this sense, the search for specific treatments are potential areas in the
field of research. It is known that many herbal medicines may improve the processes
of phagocytosis and still have microbicidal activity, being able to inhibit viral
replication. The search for new antiviral drugs is one of the strategies to control this
type of diarrhea, and plants and natural compounds have great applicability in
therapy against Rotavirus. Thus, this study aims to evaluate the antiviral activity of
crude and fractionated extracts of murici (B. verbascifolia) against Rotavirus. To
determine the maximum concentration not cytotoxic crude and fractionated extracts,
MA-104 cells were incubated with different concentrations of the extracts. The
analysis was performed by optical microscope observation of morphological
alterations, comparing cells treated and untreated. The maximum concentration of
the extract that did not cause morphological changes were considered non-toxic. In
the antiviral assay, 20 TCIDs, of the reference virus (SA-11) were incubated in a
monolayer of MA-104 cells, with crude and fractionated extracts at concentration of
25ug/mL. The lowest cytotoxic effect was observed at concentrations of 50ug/mL for
crude extract and for its fractions. The antiviral assays with the crude extract showed
100% of antiviral activity against rotavirus. Afterwards the crude extract was
fractionated (F1-F4) and new antiviral tests were performed. The percentage of
inhibition (PIl) of the extracts was verified using RT-PCR and virus titration
techniques. There was a reduction in antiviral activity after the extract was
fractionated, and the fractions F1 and F3 showed the highest activities with Pl of 69%
and 75%, respectively. The phytochemical characterization of these extracts
revealed the presence of flavonoids, tannins, saponins and terpenes. The greater
antiviral activity of crude extract and the decrease of activity after the fractionation
may be related to the proportion of constituents and to a possible synergism between
them. Our results open perspectives for the development of a treatment for rotavirus
infection. Which could be need in the Unique System of Health (SUS). This system
aims to guarantee access to health, in full, universal and free to all brazilian
population.



INTRODUCAO




A diarréia € uma das principais e mais comuns enfermidades que acometem
criangcas em todo o mundo, correspondendo a um grande problema de Saude
Publica (CARMO, 2006). Estima-se que, anualmente, cerca de 1,3 bilhdes de
episodios de diarréia ocorram em criangas de até cinco anos de idade em todo o
mundo e que aproximadamente quatro milh8es destes casos evoluam para o 0Obito.

A etiologia das doencas diarréicas envolve diferentes agentes como virus,
bactérias, parasitas e toxinas (GLASS & BERN, 1994). Os rotavirus séao
reconhecidamente 0s agentes virais mais importantes associados as doencas
diarréicas agudas que atingem aves e varias espécies de mamiferos, incluindo os
humanos, contribuindo para elevada morbidade hospitalar e mortalidade (VRANJAC,
2004; CARMO, 2006). A morbidade associada a diarréia responde por importante
impacto social, traduzido pelos danos a saude, pelo comprometimento do
desenvolvimento infantii e pelos altos custos gerados com hospitalizacoes,
medicamentos e perda de dias na escola e trabalho (CARMO, 2006).

N&o existe tratamento especifico para diarreias, principalmente as virais. O
tratamento utilizado € o de suporte, que busca o restabelecer o equilibrio hidro-
eletrolitico do paciente com a administracdo de solucdo com concentracfes
diferentes de sais.

A busca por novas drogas antivirais tem se tornado freqiiente e nos ultimos
anos houve grandes avancos na quimica organica sintética. Apesar dos avancos
conseguidos com os produtos sintéticos, a medicina natural ainda constitui um amplo
campo de pesquisas e 0 Brasil, neste sentido, apresenta uma extensa diversidade
biologica como principal fonte para o desenvolvimento de substancias bioativas.

A pesquisa por substancias provenientes de plantas esta baseada na
identificacdo dos metabdlitos secundarios. Como fonte de produtos naturais as
florestas brasileiras detém grande biodiversidade, sendo que muitas espécies de
plantas ainda permanecem quimica e farmacologicamente desconhecidas.

O arsenal quimioterapico descrito para infeccbes virais consiste em
aproximadamente 40 farmacos antivirais licenciados pelas autoridades
governamentais. Cerca de 20 deles sao utilizados para o tratamento da infec¢éo
pelo HIV. Os demais antivirais sao utilizados contra os virus das hepatites B e C,

virus influenza, virus respiratorio sincicial, virus herpéticos, incluindo neste altimo



grupo o virus da varicela zoster, o citomegalovirus e os virus herpes simplex (DE
CLERCQ, 2005).

A descoberta de novos compostos biologicamente ativos representa um
avanco da medicina moderna e constitui uma alternativa aos tratamentos

convencionais, desde estes compostos sejam devidamente elucidados.



JUSTIFICATIVA




Os rotavirus do grupo A sdo 0s maiores causadores de gastroenterites em
criangas em todo o mundo. (GOUVEIA et al, 1994; TAVARES et al, 2008). Estima-se
qgue cerca de 130 milhdes de casos de diarréia com origem etioldgica por rotavirus,
600.000 a 800.000 mortes de criangas abaixo de cinco anos de idade e dois milhdes
de hospitalizacfes de criancas na faixa etaria de zero a quatro anos. Nos paises em
desenvolvimento aproximadamente 1.200 criangas morrem diariamente de diarréia
por rotavirus. (LINHARES, 2000; VRANJAC, 2004; ANDREASI et al, 2007).

Buscando reduzir a morbidade e mortalidade, muitos esforgcos tém sido
realizados para prevenir e controlar a diarréia causada por rotavirus. Os farmacos
antivirais descritos até o presente momento ndo tém apresentado beneficio clinico
evidente. Neste sentido a busca por novas drogas se faz necessario e deve-se
investir em pesquisas que sejam aplicaveis e de baixo custo na identificacdo de
Novos compostos que possuam atividade antimicrobiana.

Apesar da existéncia de uma vacina eficiente, a mesma sO0 abrange um
sorotipo G1[P8] da cepa RIX4414 e ¢é apenas disponibilizada para criancas na faixa
etaria de seis a 24 meses. Além disso, em regides onde a extrema pobreza é
prevalente, o acesso a vacina se da de forma ineficiente. O tratamento para estas
infeccbes é paliativo, buscando apenas reestabelecer o equilibrio hidroeletrolitico do
paciente. Neste sentido, o tratamento e a prevencao das infec¢des virais ainda sao
um grande desafio para a industria farmacéutica. Sendo assim, esta realidade
constitui um obstaculo para a reducdo do numero de casos de infeccdes por
rotavirus.

Devido a grande diversidade biolégica existente em nosso Pais, as plantas
medicinais aparecem com um grande potencial para a descoberta de novos
compostos com possivel atividade antiviral.

Com indicacdo na medicina popular, as folhas e cascas de algumas espécies
de Byrsonima sao utilizadas para o tratamento de disfunces gastricas, infeccdes
cutaneas, picadas de cobra e ainda como antidiarreicos (AMARQUAYE et al., 1994).

Deste modo, no presente trabalho, buscou-se estudar a potencial atividade
antiviral do extrato bruto e fracionado “in vitro” da planta medicinal Byrsonima

verbascifolia contra rotavirus.



REVISAO DE LITERATURA




3.1 Propriedades gerais do rotavirus

Apesar da magnitude do problema causado por diarréia infantil, a busca por
importantes agentes etiologicos causadores das doencas diarréicas (enterais) —
bactérias, virus ou parasitas — foi evidenciada apenas em 1970 (ESTES &
KAPIKIAN, 2007).

Os rotavirus foram identificados pela primeira vez por Bishop e colaboradores
em 1973, na Austrdlia. Naquela época os quadros de diarréia aguda eram
frequentes, entretanto seu agente causador ainda era desconhecido. O grupo de
pesquisas de Bishop analisou bidpsias de tecido do duodeno e do intestino delgado
de criancas com diarréia e, com o auxilio da microscopia eletrbnica, encontrou
particulas de virus com formato circular nas células epiteliais da parede do intestino
(GLASS, 2006). Estes patdégenos, apos varios estudos, foram denominados
Rotavirus, em alusdo ao aspecto radiado que este virus apresenta (FIG 1)
(LINHARES; ARAUJO; JUSTINO, 2005).

FIG 1: Microscopia eletrdnica de rotavirus, visualizados em amostras fecais de criangas com diarréia.
Fonte: UNIVERSITY OF LIVERPOOL, 2011.

No Brasil, os primeiros achados datam de 1976, através de um estudo-piloto
conduzido em Belém, no Estado do Pard, envolvendo 25 criancas sob atendimento
ambulatorial ou hospitalizadas, com quadro diarreico agudo. Com o uso da

microscopia eletrbnica e, subsequentemente, do ensaio imunoenzimatico, foi



possivel a deteccdo dos rotavirus em amostras fecais de quatro (16%) pacientes
(LINHARES, 2000).

Os rotavirus sao virus nao envelopados, pertencem a familia Reoviridae e seu
genoma consiste de 11 segmentos de RNA fita dupla que codificam seis proteinas
estruturais (VP1-VP4, VP6 e VP7) e seis proteinas nao-estruturais (NSP1-NSP6)
totalizando 18.550 pares de base (pb) (FIG 2). Tal genoma € envolvido por trés
camadas protéicas concéntricas, formando assim um capsidio de morfologia
icosaédrica, medindo cerca de 75 — 100nm (LEE et al, 2000; FERNANDES et al,
2000; VRANJAC, 2004; LUZ et al, 2005; ANDREASI, 2007).
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3 T wpa @ Guaniltransferase
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FIG 2: Representacdo esquemaética da particula de Rotavirus e seus segmentos de RNA, com o0s
respectivos produtos. Fonte: Lima, 2007.

A particula viral madura possui uma tripla camada proteica concéntrica; a
camada interna denominada de nucleo é composta pela proteina VP1, VP2 e VP3 a
gual envolve o material genético (BENATI et al, 2010). A proteina VP6 forma a

camada intermediaria, sendo ela a determinante de grupo (A-G) e subgrupos e



atualmente séo conhecidos quatro subgrupos (I, Il, I e 1l, ndo | e ndo Il) (KANG et al,
2004). A camada externa € formada pelas proteinas VP4, que determina o tipo P (de
sensivel a Protease) e pela VP7, que determina o tipo G (G de Glicoproteina) (LEE
et al, 2000; MUNFORD et al, 2007; ZUCOTTI et al, 2010).

Sabe-se que a VP4 sob a acdo da tripsina pancreatica € clivada em duas
novas proteinas estruturais, a VP5 e a VP8, as quais estdo envolvidas diretamente
no processo de multiplicagdo viral (VRANJAC, 2004; LINHARES; ARAUJO;
JUSTINO, 2005; MAGALHAES, 2007; MACEDO, 2007, ANDREASI, 2007; ESTES &
KAPIKIAN, 2007).

Além das proteinas estruturais o genoma do rotavirus codifica outras seis
proteinas nao-estruturais (NSP). Destas, cinco estdo envolvidas na replicacao viral
(NSP1, NSP2, NSP3, NSP5 e NSP6) e uma (NSP4) na morfogénese e viruléncia
viral (ESTES, 2001).

Baseado na diversidade antigénica e genética, até o presente momento 19
tipos G e 28 tipos P ja foram identificados provenientes de amostras de rotavirus de
origem humana e animal (CHANDRAN, 2010).

O principal sitio de multiplicacdo do rotavirus € o intestino delgado, mais
precisamente o jejuno. A ligacdo dos rotavirus € mediada pela VP4, que € clivada
pela acdo da tripsina pancreatica em VP5 e VP8. A VP5 - acido-sialico
independente — interage na ligacdo com enterécitos humanos. A penetracdo na
célula é mediada por VP4 e VP7 e pode acontecer diretamente, através da
membrana celular ou por endocitose (COSTA et al, 2005).

Apés a internalizacdo, o virion € transportado ao lisossomo onde ocorre a
perda do seu revestimento externo através da acdo de enzimas lisossomais. Em
seguida, ocorre a ativacdo da transcriptase viral, produzindo os RNA mensageiros
(RNAms). As proteinas codificadas pelo genoma viral sdo sintetizadas em
ribossomos livres, a excecdo de VP7 e NSP4, que sao sintetizadas em ribossomos
ligados ao reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (COSTA et al, 2005; ESTES &
KAPIKIAN, 2007).

A montagem das particulas de duplo capsideo (nucleo viral e VP6) parece
ocorrer em estruturas eletrodensas perinucleares denominadas viroplasmas. Essas
particulas atravessam para o interior do reticulo endoplasmatico (RE) por acédo da

NSP4, que atua como um receptor interno. A maturacédo final das particulas virais



ocorre no interior do RE, na dependéncia de ions Ca®’, sendo transitoriamente
envelopadas. Finalmente, as particulas recebem o capsideo externo (VP4 e VP7).
Quando liberadas apos a lise celular, infectam outros enterécitos (RAMIG, 1997;
ESTES, 2001; JAYARAM et al., 2004; BALL et al., 2005).

3.2 Aspectos gerais da doenca

O rotavirus humano é transmitido principalmente de pessoa a pessoa pela
rota fecal-oral, ou por contato direto, mas ocasionalmente pode ser transmitido
através de perdigotos (DOORN et al, 2009).

Com a estabilidade deste virus no ambiente, a sua transmissao pode ocorrer
pela ingestdo de agua e alimentos contaminados e através do contato com objetos e
superficies contaminados. A infeccdo cruzada através da contaminacao das maos é
provavelmente a via de transmissdo mais comum em servicos de saude (FESTINI et
al, 2010). Especula-se que haja transmissdo por secrec¢des respiratérias, com a
formacdo de aerossois, mecanismo este que permite a disseminacao explosiva da
doenca e contribui para a ocorréncia de epidemias (VRANJAC, 2004; CARMO,
2006).

InfeccBes por rotavirus produzem um amplo espectro de respostas clinicas,
variando desde infec¢des subclinicas, diarréia leve ou até uma doenca severa e
potencialmente fatal (ESTES & KAPIKIAN, 2007).

Antes da infeccdo se instalar, ha um curto periodo de incubacdo que pode
variar de um a trés dias. A doenca € caracterizada por vémito, diarréia aquosa,
desidratacdo, febre e dor abdominal, sendo a desidratacdo e o desequilibrio
hidroeletrolitico os principais fatores que podem contribuir para levar o individuo a
obito (SOARES, 2006). Em contraste com a gravidade da doenca encontrada em
criancas, a maioria dos adultos estdo protegidos devido a uma prévia infec¢éo por
rotavirus, neste caso as manifestacdes clinicas sédo leves ou assintomaticas
(DOORN et al, 2009). Segundo Festini e colaboradores (2010) podem aparecer
ainda sintomas inespecificos como dores de cabeca, ndauseas e fadiga. Isso dificulta

a identificagcdo da etiologia das diarreias, podendo acarretar a administracdo de



medicamentos que nao sejam indicados para o tratamento dessa enfermidade.
Sendo assim, 0 acesso ao tratamento de forma ineficiente ou até mesmo errdnea
pode gerar complicagcfes que culminem no 6bito do paciente.

A diarréia usualmente persiste por trés a oito dias, com emissao "em jato" de
fezes com aspecto gorduroso, coloracdo amarelo-esverdeada e odor caracteristico.
A excrecdo viral precede o inicio da doenca propriamente dita e alcanca um pico
entre 72 e 96 horas subseqientes a emergéncia dos sintomas, bem como
transcende a sua resolucdo clinica persistindo ao longo de oito a dez dias. Em
alguns paises, as condi¢cdes soécio-demograficas, biolégicas e culturais podem
interferir na evolugcéo e manifestacéo da doenca (VASCONCELOS & FILHO, 2008).

Na maioria dos laboratérios, o diagnéstico de rotina para rotavirus é baseado
na deteccdo do antigeno do grupo A presente nas fezes, geralmente por aglutinacao
em latex ou pelo ensaio imunoenzimatico (EIA). Durante os episodios de diarréia os
rotavirus podem ser detectados por até uma semana apos a infeccdo e em
pacientes imunocomprometidos por longos periodos (KANG et al, 2004; DOORN,
2009).

Com o avanco das técnicas de biologia molecular e a disponibilidade de
dados da sequéncia nucleotidica de varios sorotipos de rotavirus, foram
desenvolvidos ensaios moleculares de Transcricdo Reversa (RT) seguida de Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) empregando-se iniciadores especificos, que é
cerca de 100.000 vezes mais sensivel que o método eletroforético padrao e 5.000
vezes mais sensivel que a técnica de hibridizacdo, auxiliando na genotipagem e
sorotipagem das amostras em questdo. Essas técnicas de genotipagem tém gerado
importantes informacdes sobre a epidemiologia molecular dos rotavirus (GOUVEA et
al, 1990; GENTSCH et al, 1992; COSTA, 2004; VRANJAC, 2004; ESTES &
KAPIKIAN, 2007).

O tratamento € o mesmo administrado para as doencas diarréicas agudas,
sendo que seu principal objetivo é restabelecer os fluidos e eletrdlitos perdidos na
diarréia e vomito. Varias combinacbes da solucdo de sais para reidratacdo oral
(ORS) tém mostrado serem efetivas para o tratamento de desidratacdo causada por
diarréia, com pequenas variacdes em sua eficacia (LINHARES; ARAUJO; JUSTINO,
2005; ESTES & KAPIKIAN, 2007).



Em relagcdo as medidas de prevencao e controle, o Programa Nacional de
Imunizagdo do Ministério da Saude atualmente oferece a Unica estratégia efetiva e
viavel, que é uma nova vacina, disponibilizada de forma ampla e continua para todas
as regides do pais, desde janeiro de 2006 (ARAUJO et al, 2010).

A vacina é denominada Vacina Oral de Rotavirus Humano (VORH), licenciada
no mercado internacional como Rotarix® e desenvolvida pela GlaxoSmithKline®
Biologicals (GSK), Rixensart, Bélgica. A mesma é elaborada com virus isolados de
humanos e atenuados para manter a capacidade imunogénica, porém nao
patogénica. A vacina é monovalente, ou seja, a cepa utilizada possui apenas um
sorotipo em sua composicdo que é o G1[P8] da cepa RIX4414 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

Cada dose de VORH reconstituida contém: cepa RIX4414 derivada da dose
infecciosa mediana de cultura celular (CCID50) de 10°° da cepa da vacina 89-12
RHA (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Essa vacina € administrada de forma oral e direcionada a uma populacao de
menores de seis meses de idade, visando proteger antecipadamente criancas da
faixa etaria de seis a 24 meses, nas quais se observa maior quadro de complicacfes
das infeccbes causadas por rotavirus (VRANJAC, 2006). Sabe-se também que
medidas de saneamento basico e higiene sdo importantes para controlar a

disseminacéo da doenca.

3.3 Uso de plantas medicinais como antivirais

As plantas medicinais sdo frequentemente utilizadas em regides onde o
acesso aos servicos de saude se da de forma precéria ou inexistente, e sua selecéo
e uso dependem da sintomatologia, da disponibilidade das espécies na regido e dos
aspectos culturais e educacionais. O entendimento do saber popular sobre o uso
dessas plantas auxilia no direcionamento cientifico na busca e desenvolvimento de
novos fitoterapicos (ARAUJO, 2008).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 80% da

populagdo de reduzido poder aquisitivo ndo tem acesso a medicina moderna e



medicamentos essenciais, recorrendo aos produtos naturais como Unica fonte
terapéutica (DI STASI, 1996).

Dentro deste propdsito, os estudos nessa area vém apresentando grandes
perspectivas e contribuicbes no desenvolvimento da farmacologia, na descoberta de
novos produtos, no uso de técnicas menos onerosas, com maior rapidez e
seguranca na busca de compostos bioativos. O uso de plantas indicadas pela
medicina popular com acgdo antiinflamatoria, antidiabética, antimicrobiana, entre
outras, favorece a descoberta de principios ativos, uma vez que as chances de se
encontrar substancias de atividade relevante dentro destas é maior que se
selecionadas aleatoriamente dentro da diversidade total de plantas existentes
(ARAUJO, 2008).

As pesquisas cientificas tém como base a comprovagdo da identidade
botanica, composicéo quimica das drogas vegetais, obtencéo, identificacdo e analise
de principios ativos, bem como a determinacdo da acdo farmacoldgica e
propriedades téxicas (DEVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004).

Acredita-se que 70% dos medicamentos derivados a partir de plantas foram
desenvolvidos com base no conhecimento popular (GARCIA et al, 2002).

Alguns exemplos de farmacos obtidos a partir de plantas séo a digoxina da
Digitalis spp., a quinina e quinidina obtidas da Cinchona spp, vincristina e vinblastina
oriundas da Catharanthus roseus, atropina oriunda de Atropa belladona e a morfina
e codeina proveniente de Papaver somniferum (RATES, 2001).

Sabe-se que farmacos antivirais derivados de plantas podem atuar nas
diversas etapas da multiplicacdo viral, desde a adsorcdo do virus na célula
hospedeira até sua liberagcdo, o que pode resultar em mecanismos de acao
complementares a administracdo dos medicamentos convencionais existentes
(VLIETINCK; DE BRUYNE; VANDEN BERGHE, 1997; HUDSON & TOWERS, 1999).

Branddo et al (2010) verificaram a atividade antiviral do extrato de partes
aéreas de Polygonum spectabile Mart. contra Dengue virus 2 (DENV-2), Vaccinia
virus (VACV-WR) e Herpes virus 1( HHV-1).

Palomino et al (2002) avaliaram a capacidade de 14 espécies de plantas
medicinais da América do Sul de inibir in vitro o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), sendo que o extrato de Baccharis trinervis apresentou potencial atividade anti-
HIV.



Barrio e Parra (2000) investigaram a atividade antiviral do extrato aquoso das
folhas de Phyllanthus orbicularis sobre o Herpes virus bovino tipo | e o Herpes virus
Simplex tipo 2. Resultados satisfatorios com uma planta do mesmo género,
Phyllanthus amarus, foram obtidos sobre o HIV (NOTKA et al., 2004).

A utilizacdo de plantas medicinais nos programas de atencdo primaria a
salude pode-se constituir uma alternativa terapéutica muito util, devido a relativa
facilidade de aquisicdo das plantas e a sua eficacia associada ao baixo custo
operacional. Entretanto, seu uso deve ser realizado mediante acompanhamento.
Portanto, se faz necesséario esclarecer a populacdo a respeito de alguns pontos
essenciais para o0 uso racional das plantas medicinais, correlacionando o
conhecimento popular com o cientifico, para que seja indicada a terapéutica a ser
empregada (TORRES et al, 2005).

3.4 Familia Malpighiaceae, Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.

A familia botanica Malpighiaceae compreende cerca de 63 géneros e 1250
espécies, de ampla distribuicdo nas regides tropicais, especialmente nas Américas.
E representada por plantas herbaceas, arbustivas, arboreas, ou mais
frequentemente trepadeiras com folhas inteiras, de disposicdo alterna, sem
estipulas. Os géneros mais importantes da América meridional sdo Malpighia e
Byrsonima (JOLY, 2002).

Varias espécies pertencentes ao género Byrsonima ocorrem no nordeste
brasileiro, sendo algumas delas intensamente consumidas na forma de sucos,
licores, geléias e doces. Espécies deste género sdo comumente utilizadas como
anti-asmaticas e febris e no tratamento de infec¢cdes cutaneas (CACERES et al.,
1993).

Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss é popularmente conhecida como
murici (FIG 3). Trata-se de uma espécie arbérea (4-6 m), podendo, entretanto se
apresentar como simples arbusto de 1m de altura nos campos cerrados na regiao
Amazobnica (LORENZI, 2002).



FIG 3: Byrsonima verbascifolia, popularmente conhecida como Murici. Fonte: LORENZI, 2002.

Apresenta distribuicdo (FIG 4) no Brasil Central e Regido amazonica, em
cerrados, cerraddes e campos cerrados. E particularmente frequente no Triangulo
Mineiro (LORENZI, 2002).

FIG 4: Mapa do Brasil com a area de ocorréncia de Byrsonima verbascifolia. Fonte: MAMEDE, 2010.



Sua casca é rica em tanino, com teor de 15 a 20% e é muito utilizada como
cicatrizante, antinflamatério e antitérmico, devido a sua elevada adstringéncia
(RODRIGUES & CARVALHO, 2001). O ch& da casca do caule possui atividade
adstringente nas diarréias e disenterias. Além do uso da medicina popular, existe o
extrativismo dos frutos de Byrsonima verbascifolia que é de grande importancia para
a alimentac&o do sertanejo, bem como fonte de renda para suas familias (GUSMAO
et al, 2006). Apesar de sua importancia econdmica, esta planta € pouco estudada,
principalmente, em relacdo ao seu comportamento fisiolégico e quimico diante de
variagcdes no ambiente fisico em que se desenvolve (CASTRO et al, 2005).

Até 0 momento, poucas espécies do género Byrsonima foram estudadas
guimicamente. Gottlieb et al (1975) isolaram triterpenos do tronco de B. verbascifolia.
As folhas de B. microphylla forneceram triterpenos esterificados com acidos graxos,
acidos triterpénicos, quercetina e galato de metila (MENDES et al., 1999). Varios
estudos relatam a quimica de B. crassifolia, da qual foram isolados compostos
volateis dos frutos, glicolipideos, triterpenos, acidos triterpénicos, catequinas, e
flavondides das folhas (AMARQUAYE et al., 1994; RASTRELLI et al., 1997) e do
tronco proantocianidinas e taninos (GEISS et al.,, 1995). Sannomiya et al (2004)
mostraram o isolamento de amentoflavo, quercetina-3-O-B-Dgalactopiranosideo e

guercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo das folhas de B. crassa.



OBJETIVOS




4.1 Objetivo geral

Estudar ‘in vitro” a atividade dos extratos bruto e fracionado de Byrsonima

verbascifolia contra rotavirus.

4.2 Objetivos especificos

e Realizar o teste de citotoxicidade morfolégica para identificar a maxima
concentragédo nao citotdxica dos extratos bruto e fracionados frente as células
MA-104;

e Realizar o ensaio antiviral para verificar a potencial atividade antiviral de B.

verbascifolia contra rotavirus.



MATERIAIS E METODOS
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5.2 Virus

Neste trabalho utilizou-se a amostra padrdo SA-11 de rotavirus cedida pelo
Instituto Evandro Chagas, Centro Nacional de Referéncia para rotavirus, do Estado

do Para. A amostra de referéncia encontra-se armazenada em freezer — 70 °C.

5.3 Cultivo de células

No presente trabalho, foram utilizadas células da linhagem MA-104 (célula
epitelial do rim de Macaca mulata) cultivadas em Meio Eagle modificado por
Dulbecco, Gibco® (DMEM), com 100 pg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de
penicilina (Invitrogen®) e 10% de soro fetal bovino, Laborclin (SFB) em garrafas de
25cm?, sendo mantidas em estufa a 37°C com 5% de COs,.

Os repiques foram realizados quando a monocamada apresentava-se
fechada. O meio de cultivo foi desprezado e a monocamada lavadas duas vezes
com 2 mL de tampéo fosfato salina — PBS - (NaCl 0,13 M; KCL 0,002 M, Na;HPO,
0,007 M, KH,PO4 0,001 M) e posteriormente foram adicionados 700 pL de solucéo
de Tripsina, Invitrogen® (0,25%) — EDTA, Invitrogen® (Acido etilenodiamino tetra-
acético - 0,025%), seguido de incubacéo por 10 minutos em estufa a 37°C com 5%
de CO, para desprendimento das células do fundo da garrafa. Apds este
procedimento as células foram homogeneizadas com 2 mL de meio DMEM com 10%
de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos (meio suplementado) e distribuidas em duas

novas garrafas de 25cm? contendo cada uma 4mL de meio suplementado.

5.4 Espécies vegetais selecionadas para o ensaio antiviral

Em um primeiro momento, para a selecdo das espécies vegetais foi realizado

um levantamento  bibliografico levando-se em consideracdo  critérios



etnofarmacobotanicos e o uso das plantas na medicina popular para tratamento de
diarréias e gastroenterites. Inicialmente trabalhou-se com 20 espécies vegetais,
selecionadas de acordo com os critérios descritos acima.

As espécies vegetais que foram escolhidas para o trabalho sdo provenientes
do cerrado brasileiro e foram devidamente selecionadas, coletadas, identificadas e
0S seus extratos preparados pelo Laboratorio de Bioprospeccado Farmacéutica,
Divisdo de Ciéncias Farmacéuticas, Diretoria de Pesquisa e Desenvolvimento da
Fundagéo Ezequiel Dias (FUNED). O material vegetal foi colocado em exsicatas
para deposicdo em herbario na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Estudos anteriores realizados no Laboratério de Virologia Molecular, Diretoria
de Pesquisa e Desenvolvimento da FUNED trabalharam com os extratos brutos
obtidos a partir das folhas ou cascas das plantas selecionadas submetendo-os ao
ensaio de atividade antiviral contra rotavirus. O extrato bruto foi preparado por
percolacdo com etanol, até o esgotamento total. A solucdo etandlica foi evaporada a
temperatura de 40°C em evaporador rotatério, sob pressao reduzida. O extrato foi
mantido em dessecador, sob vacuo, para a eliminagéo total do etanol.

Apés a identificacdo da atividade antiviral contra rotavirus, o extrato foi
fracionado de acordo com metodologias especificas, obtendo-se quatro fracoes,
testadas em ensaio antiviral neste trabalho.

O extrato bruto e as fracdes foram caracterizados fitoquimicamente visando a
avaliacdo da presenca de metabdlitos secundarios e a possivel identificacdo da
substancia ativa responsavel pela acéo antiviral observada anteriormente.

Todos os extratos foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO), obtendo-se uma

concentracéo final de 50mg/mL.

5.5 Multiplicacao viral

A multiplicacéo viral foi realizada com o intuito de se obter um estoque do

virus e uma quantidade ideal de carga viral para ser utilizada nos ensaios.



Uma aliquota de 75uL da amostra viral de referéncia foi diluida na proporgéo
1:1 com meio DMEM sem SFB contendo 20ug/mL de tripsina (meio de ativacdo) e
incubada por 1 hora em banho-maria a 37°C, para prévia ativacao do virus.

A inoculacéo viral foi realizada em garrafas de cultura celular com 25cm? de
area, contendo ceélulas MA-104 com cerca de 80% de confluéncia e 5mL de meio
DMEM néo suplementado e 10pg/mL de tripsina (meio de incubacao), sendo
mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO,. O sobrenadante foi recolhido apés 48
horas de inoculacdo e armazenada em aliquotas de 100uL em freezer a -70°C.

5.6 Titulagéo viral

O titulo viral foi estimado em TCIDsp (Tissue Culture Infectious Dosesp)
conforme descrito por Reed & Muench (1938), ou seja, a diluicdo da amostra viral
em que cinquenta por cento das células presentes nos po¢cos demonstram efeito
citopatico.

Para a titulacdo viral, uma aliquota de 100uL da amostra viral recolhida na
passagem (previamente ativada) foi diluida seriadamente (10" a 10°), em meio
DMEM nao suplementado e 10pug/mL de tripsina. Uma placa de 96 pocos foi
preparada com 4 x 10 células MA-104 por poco. Foram inoculados 100pL de cada
diluicdo, sendo um total de oito pocos por diluicdo. A placa foram adicionados
controle positivo (célula e virus ndo diluido) e controle negativo, onde era utilizado
apenas meio DMEM néo suplementado e 10ug/mL de tripsina sobre as células. A
placa foi incubada por 48 horas em estufa a 37°C com de 5% de CO,. Ao final deste
periodo, as células foram examinadas em microscopio Optico invertido para

determinacao do titulo viral.



5.7 Avaliacéo da citotoxicidade do extrato vegetal bruto e fracionados frente as
células MA-104

Para a realizacdo da avaliagdo de citotoxicidade foram realizadas diluicdes
seriadas de 10 a 10® do extrato bruto e suas fracdes com concentracéo inicial de
50mg/mL e inoculadas em placas de 12 pocos com 2,8 x 10° células MA-104/por
poco. Apds a incubacdo destas placas, por 48 horas em estufa a 37 °C com 5 % de
CO., foi realizada a andalise morfologica das células, em microscépio éptico invertido.
Observou-se se houve desprendimento da monocamada, presenca de inclusdes
celulares, células disformes, dentre outros aspectos. Todas as diluicbes que
apresentaram esses aspectos foram consideradas citotOxicas e nao foram

selecionadas para uso no ensaio antiviral.

5.8 Ensaio antiviral

Para o ensaio antiviral utilizou-se uma placa de 96 pocos preparada com 4 X
10* / células MA-104 por poco. Posteriormente, foram adicionados 100pL da
amostra viral contendo 20 TCIDsp e 100uL das diluicdes do extrato bruto e fracdes
do extrato vegetal com a maxima concentracdo nao citotoxica (MCNT). Foram feitos
controle negativo (células contendo meio sem extrato e sem virus) e controle positivo
(células com meio e virus), sendo a placa incubada por 48 horas em estufa a 37 °C
com 5 % de CO,, para posterior analise. Apés a incubacdo o material foi recolhido
para posterior realizacdo de RT-PCR e titulacéo.

Os resultados dos ensaios foram expressos em percentual de inibicdo (PI)
utilizando o valor do antilogaritmo de TCIDs, : Pl = (1 — antilogT / antilogC) x 100,
onde T corresponde ao titulo viral das células tratadas com os extratos e C € o titulo
viral das células ndo-tratadas (controle positivo), de acordo com Nishimura et al,
1977.



5.9 Obtencao do RNA viral

Para a obtencao do RNA viral foi utilizado o método de extracéo por silica, de
acordo com BOOM et al, 1990.

Em tubos para microcentrifuga de 1,5 mL previamente siliconizados foram
adicionados 200uL de solucéo de lise (isotiocianato de guanidina, Invitrogen®
0,507M, 50mL de TRIS, Invitrogen® 0,1M pH 6,4, 11mL de EDTA 0,2M pH 8,0,
1,3mL de etilfenil-polietileno glicol) e 50uL de silica. Em seguida, para cada tudo
foram adicionadas 60uL do material recolhido no ensaio antiviral. Os tubos foram
homogeneizados em agitador de tubos e deixados em repouso por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, apds nova homogeneizacdo, os tubos foram
centrifugados em rotacdo de 16000 x g por 30 segundos, o sobrenadante de cada
tubo descartado e o precipitado lavado com 200 pL de solugdo de lavagem
(isotiocianato de guanidina 0,507M, 50mL de TRIS 0,1 M pH 6,4). Os tubos foram
homogeneizados e centrifugados em rotagdo de 16000 x g por 30 segundos, repetiu-
se este passo. Em seguida, o precipitado foi lavado com 500uL de solucéo de etanol
70%, conforme descrito acima. O precipitado entdo foi lavado com 500uL de
acetona. Apos a ultima lavagem, as amostras foram centrifugadas por 30 segundos
em rotacdo de 16000 x g, os sobrenadantes descartados e os tubos com precipitado
deixados secar a temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos. Apos a
secagem, foram adicionados 50 pL de agua contendo 1 % de dietilpirocarbonato
(DEPC) em cada tudo e os mesmos foram incubados em banho-maria a 56 °C
durante 10 minutos. Apds esse tempo os tubos foram centrifugados a 16000 x g
durante 2 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado em tubos de

microcentrifuga de 0,2 mL a -70°C.

5.10 Obtencao do cDNA

Para a obtencdo do cDNA, aliquotas de 7 puL dos RNAs extraidos foram

adicionados aos iniciadores (2 uL do oligonucleotideo iniciador reverso Rota A-revl



e 2 pL do oligonucleotideo senso Rota A-fwd1, descritos por LOGAN; O’ LEARY; O’
SULLIVAN, 2006 (TABELA 1) para a regiao de VP6 e a 2uL de DMSO em tubo de
microcentrifuga de 0,2 mL sendo aquecido a 95 °C durante 10 minutos, seguido de
incubacao a 4 °C durante 5 minutos. Apos esse procedimento, foram adicionados a
cada reacao: 4 uL de tampéo de reacgéo, 2,4 uL de MgCl;, 1 pL de dNTP e 1 pL da
enzima Transcriptase Reversa (Improm IlI, Promega). Apés 5 minutos a 25 °C, as
reacbes foram incubadas em termociclador a 42 °C durante 60 minutos e
posteriormente 70 °C durante 15 minutos. Os cDNAs obtidos foram estocados a —
20°C.

TABELA 1
Iniciadores para a regido de VP6 utilizados na RT-PCR, descritos por LOGAN; O’LEARY;
O’SULLIVAN (2006).

Primer Posicdo  Tamanho
Rota A- Fwd 1: 5 GGATGTCCTGTACTCCTTGTCAAAA 3 26-50 144pb
Rota A- Rev 1: 5 TCCAGTTTGGAACTCATTTCCA 3’ 170-149

5.11 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificacdo do fragmento do genoma do rotavirus, 25 pmol de cada
oligonucleotideo (iniciador senso e anti-senso) descritos anteriormente foram
adicionados a reacado “PCR Supermix” (Invitrogen®, Califérnia, EUA) contendo 32
mM TRIS-CI (pH 8,4), 55 mM KCI, 1,65mM MgCL,, 220 mM de dNTPs (dGTP,
dATP, dTTP e dCTP), 2,2 U de Taq DNA Polimerase e 5 uL do cDNA resultando em
um volume final para cada reacao de 32,5 L.

A reacao foi incubada em termociclador, com um periodo de aquecimento de
10 minutos a 95 °C, seguidos de 30 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °C
e 1 minuto a 72 °C. A PCR foi utilizada para a deteccdo da presenca ou auséncia do

material genético de rotavirus nas amostras submetidas ao ensaio antiviral.



Os amplicons obtidos foram visualizados em gel de poliacrilamida 8 %

corado com nitrato de prata.

5.12 Titulagdo viral ap6s aplicacdo do extrato bruto e fracbes do extrato

vegetal

BN

As amostras obtidas no ensaio antiviral foram submetidas a titulacdo
conforme descrito no item 5.4. O objetivo deste experimento foi identificar a auséncia
ou presenca de particulas virais viaveis. Além de verificar se houve ou néo reducéo
do titulo viral das amostras consideradas positivas em relacdo ao titulo do controle

positivo do experimento.



RESULTADOS E DISCUSSAO




O resultado da titulagdo viral realizada pelo método TCIDs, demonstrou que a
amostra de rotavirus SA 11 possui um titulo de 1 x 10%* TCIDso/mL.

Para a identificacdo do potencial antiviral de uma substéncia qualquer, é
necessario a avaliacdo prévia de sua possivel toxicidade em relacdo as células
permissivas ao virus de trabalho, em razéo do fato de que um agente antiviral que
seja ideal deve inibir o ciclo de replicacao viral, interferindo o minimo na estrutura e
metabolismo das células hospedeiras (MULLER, 2006).

O estudo do efeito citotéxico dos extratos e suas fracdes frente a células MA-
104 foi realizado utilizando como base as alteracbes morfoldégicas presentes nas
células tratadas com o0s extratos. A concentracdo maxima nao citotoxica obtida para
0 extrato bruto e suas fragbes foi de 50ug/mL (diluicdo 107°) (Tabela 2). Para as
concentragcfes acima desse valor, foi observada vacuolizacdo do citoplasma, morte
e desprendimento do tapete celular. Todas as diluicdes que apresentaram algum
destes efeitos ndo foram selecionadas para o ensaio antiviral. A figura 5 mostra os

resultados do ensaio de citotoxicidade ap0os 48 horas de incubagéo.

TABELA 2
Determinacdo da concentracdo maxima néo citotéxica do extrato bruto e fracionado frente as
células MA-104

Extratos vegetais Concentracéo do extrato (ug/mL)
5.000 (10™) 500 (107) 50 (10°) 5 (107 0,5 (10™)

Extrato bruto

Byrsonima verbascifolia + + - - -
- AM 04
Fragcdes

AM 04 - F1

AM 04 - F2

AM 04 - F3

AM 04 - F4

(+) presenca de citotoxicidade; (-) auséncia de citotoxicidade

+ + +
1
1
1

+ + 4+ +

+
]
1
1




FIG 5: AlteragBes morfoldgicas observadas nas células MA-104 ap6s realizagdo do ensaio de
citotoxicidade com diferentes concentragfes da fragdo 3 de B. verbascifolia, apos 48 horas. A —
Diluicio 10" (5.000 pg/mL). B — Diluicdo 10 (500 pg/mL). C — Diluigdo 10 (50 pg/mL). D — Diluicio
10 (5 pg/mL). E — Diluigdo 10® (0,5 pg/mL). F — Controle Negativo.

Em relacdo a morfologia das células no ensaio antiviral apés 48 horas de
incubacao pode-se verificar a auséncia do efeito citopatico (ECP) do virus no extrato
bruto. Entretanto observou-se a presenca do ECP caracteristico do virus em todas
as fragbes. O efeito citopatico (FIG 6) caracteristico do virus observado corresponde
a uma conformacdo em rede, caracterizado pela presenca de inclusbes
perinucleares com vacuolizagdo citoplasmatica (ESTES, 1979).



FIG 6: Efeito citopatico observado nas células MA-104 infectadas com a amostra viral SA-11, tratadas
com extrato bruto e suas fracoes, apos 48 horas. A — Células tratadas com o extrato bruto: auséncia
de efeito citopatico. B — Células tratadas com as fragfes: presenca do efeito citopatico.

Na RT-PCR, verificou-se a auséncia do amplicom especifico de 144pb no
material tratado com o extrato bruto. Ja nos ensaios utilizando as fracdes verificou-

se a presenca do mesmo, conforme apresentado na figura 7.

Ladder, 100pb

AM-04
CN
CP
Ladder, 100pb
s
CN
F1
F2
F3
F4

FIG 7: Analise eletroforética do gel de poliacrilamida para presenga/auséncia do fragmento especifico
de 144pb, correspondente & amostra de rotavirus, apds tratamento com os extratos brutos e
fracionados. A — Canaleta 1: Auséncia do fragmento especifico de rotavirus na célula tratada com o
extrato bruto AM-04; Canaleta 2: Controle Negativo (Célula e meio DMEM); Canaleta 3: Controle
Positivo (Célula e virus); Canaleta 4: Ladder, 100pb. B — Canaleta 1: Controle negativo (Célula e
meio DMEM); Canaleta 2: Ladder, 100pb; Canaletas 3, 4, 5 e 6: Presenca do fragmento especifico de
rotavirus de 144pb, apds tratamento com as fra¢des 1 (F1), 2 (F2), 3 (F3) e 4 (F4), respectivamente.



ApOs os resultados obtidos pela PCR, as amostras consideradas positivas e
negativas para o ensaio antiviral foram submetidos a titulagdo viral.

O ensaio antiviral realizado com o extrato bruto foi considerado negativo tanto
para a PCR quanto para a titulacdo viral, uma vez que ndo houve efeito citopatico
em 50% das células infectadas. Os resultados das fracdes foi positivo tanto para a
PCR , quanto para a titulagao.

A atividade antiviral referente aos extratos bruto e fracionados, na maxima
concentracdo nao citotdéxica e o seu Pl (percentual de inibicdo) estdo descritos na
tabela 3.

TABELA 3

Percentual de inibicdo (PI) viral dos extratos brutos e fracionados de B. verbascifolia na
concentracao de 25 pug/mL, testados contra rotavirus.

Material vegetal testado Concentragado ndo citotéxica (ug/mL) Pl (%)
Extrato bruto
Brysonima verbascifolia — 25 100 %
AM-04
Fracdes
AM 04 - F1 25 69,80 %
AM 04 - F2 25 22,37 %
AM 04 - F3 25 75,45 %
AM 04 - F4 25 15,08 %

O extrato bruto de B. verbascisfolia apresentou 100 % de inibicdo viral na
concentracdo de 25ug/mL. Dentre as fracfGes, observou-se reducao do titulo viral
acima de 50% em duas delas, a F1 e a F3, correspondendo a uma inibicdo de
69,8% e 75,45% respectivamente, na mesma concentracao.

O fato de nenhuma das fracdes ter apresentado inibicdo completa do virus,
pode estar relacionado ao sinergismo presente dentre as substancias que
constituem o extrato bruto. Este fendmeno tem sido demonstrado entre varias
combina¢cdes de flavonas e flavondis. Canferol e luteolina mostraram sinergismo
contra HHV (Herpes virus), sugerindo que estes compostos sdo mais ativos juntos
do que quando estéo isolados (AMOROS et al, 1992).



As andlises farmacognosticas (Tabela 4) foram realizadas pelo Laboratério de
Bioprospeccdo Farmacéutica para a deteccdo dos compostos de interesse no
extrato bruto e suas fragdes.

TABELA 4
Caracterizagao fitoquimica para presenca/auséncia de metabdlitos secundarios dos extratos
bruto e fracionados de B. verbascifolia*.

Extratos Flavonéides Taninos Saponinas Terpenos
AM-04 + + + +
AM-04 F1 - - - "
AM-04 F2 - - - +
AM-04 F3 + + + +
AM-04 F4 - + + -

(+) presenca; (-) auséncia

Diversos estudos promovidos por (CARDOSO, 2006; FIGUEIREDO et al.,
2005; GIL et al., 2005; MENDANHA et al., 2008; MENDES et al., 1999; REZENDE &
FRAGA, 2003; SANNOMIYA et al., 2005) tém revelado que algumas espécies de
murici apresentam varios compostos quimicos importantes com potencial uso em
diferentes areas.

As folhas e cascas de algumas espécies de Byrsonima sdo popularmente
utilizadas para o tratamento de disfun¢des gastricas, infeccbes cutaneas, picadas de
cobra e ainda como antidiarréicos (AMARQUAYE et al., 1994). No entanto, ndo ha
dados sobre a quimica ou efeitos farmacolégicos de extratos das folhas no sistema
gastrointestinal (FIGUEIREDO et al, 2005).

Flavondides, terpenos, taninos e saponinas sao metabdlitos secundarios
presente nas plantas e tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores devido ao
amplo espectro de atividades bioldgicas.

Ja foram identificados a presenca de amentoflavona, derivados de quercetina
e catequinas no extrato metandlico de Byrsonima crassa. Estes metabdlitos
contribuem para a atividade gastroprotetora, além disso estes compostos foram
capazes de inibir a peroxidacao lipidica e ainda possuem atividade antioxidante
(SANNOMIYA et al, 2004).

De acordo com a literatura, alguns flavondides apresentam atividade
antidiarréica como no caso da quercetrina, quercetina e ternatina. Essa atividade dos

flavondides foi observada através de experimentos de diarréia crbnica em ratos e



motilidade do transito intestinal de camundongos (GALVEZ et al., 1993; GALVEZ et
al., 1996; RAO et al., 1997).

Os flavonéides, conhecidos por seus efeitos benéficos na saude, estdo sendo
isolados como compostos efetivos. Estudos experimentais in vitro tém demonstrado
atividades antioxidantes, antiinflamatérias e um amplo espectro de atividades
biolégicas (antifingica, antibacteriana, entre outras), para estes compostos
(NIJVELD, 2001). Sabe-se que os flavondides também possuem atividade antiviral e
varios mecanismos estdo associados a eles, como: inibicdo da polimerase viral,
ligacdo do acido nucléico viral ou proteinas do capsideo viral (CUSHNIE; LAMB,
2005). Dessa forma, a presenca de tal substancia nos extratos testados indica
possiveis vias de atuacao para a atividade antiviral encontrada.

Muitas outras substancias como alcaloides, proteinas, saponinas e taninos ja
foram encontradas em plantas com potencial antiviral (HUDSON, 1990;
GONGCALVES et al, 2005).

Os taninos sdo substancias polifendlicas de alto peso molecular e sabor
adstringente, encontrados no interior dos vacuolos vegetais. Aléem de sua larga
utilizacdo nas industrias de curtume, tradicionalmente sdo também empregados na
medicina popular, devido a sua acéo adstringente (HASLAM, 1996).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina popular como remedio
para o tratamento de diarréias, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias,
problemas estomacais, dentre outros. Acredita-se que as atividades farmacoldgicas
dos taninos sédo devidas pelo menos em parte a trés caracteristicas principais: 1 —
complexacdo com ions metalicos; 2 — atividade antioxidante e sequestradora de
radicais livres e 3 — habilidade de complexar com outras moléculas incluindo
macromoléculas como proteinas e polissacarideos (SIMOES et al, 2000).

Ja foram isolados do género Byrsonima alguns derivados de flavondides (B.
verbascifolia), no entanto, sdo os triterpenos que representam a classe de
substancias naturais de ocorréncia mais frequente no género (CANTRELL et al.,
1996).

Em estudos farmacolégicos, foram verificadas atividades bactericidas,
antifangicas, espamogénicas e anti-protozoarias associadas aos triterpendides
(dcido betulinico e lupeol), flavondides (hiperina), quercetina, sulfonoglicosideo,

esterdides aromaticos, aminoacidos e proantocianinas (FELICIO et al., 1995).



A fitoterapia € amplamente utilizada em regides brasileiras e muitas vezes é a
Unica alternativa de tratamento para pessoas que ndo possuem acesso a medicina
convencional. A utilizacdo destes produtos fitoterapicos, que sdo economicamente
viaveis, mostra-se como uma alternativa para melhorar o acesso da populacdo aos
cuidados com a prevencao e o tratamento de inUmeras enfermidades. Entretanto é
necessario associar o conhecimento fornecido pela medicina popular aos
conhecimentos desenvolvidos pelas pesquisas cientificas, a fim de se esclarecer e
orientar a populagcédo quanto ao uso das plantas medicinais, bem como o perigo do
uso indiscriminado das mesmas, principalmente com relacdo toxicidade que muitas

delas apresentam.



CONCLUSAO




Considerando os resultados obtidos, pdde-se verificar que o extrato bruto de
Byrsonima verbascifolia apresenta promissores resultados de prote¢dao contra a
infecgcdo viral por rotavirus, entretanto o mecanismo desta acdo e a atividade das
substancias isoladas nao foi ainda identificado. Mais estudos sdo necessarios para
verificar quais compostos podem ser responsaveis por esta atividade e como eles

exercem sua acao antiviral.



PERSPECTIVAS




Novos ensaios serdo realizados variando-se as concentragfes do extrato
bruto em modelos animais visando estabelecer uma possivel relacdo dose-resposta.

O estudo realizado abre novas perspectivas para o desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos/fitofarmacos nos casos de infeccbes com rotavirus,
sendo uma opcdo de tratamento de baixo custo, que pode ser viabilizado pelo
Sistema Unico de Salde - SUS.
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