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RESUMO

BRUM, Larissa Picada, D.S.c., Universidade Federal de Vigosa, Novembro de 2006.
Atividade antiviral dos compostos fendlicos (acidos ferulico e transcinamico) e
dos flavonoides (quercetina e Kaempherol) sobre os Herpesvirus bovino 1,
Herpesvirus bovino 5 e virus da Cinomose Canina. Orientador: Marcia Rogéria
de Almeida Lamego. Co-orientadores: Joaquin Hernann Patarroyo Salcedo,Tania
Toledo de Oliveira.

A pesquisa apresentada nessa dissertacdo visa a descoberta e utilizagdo de novos
farmacos para prevengdo ou terapéutica de infecgdes viricas. As propriedades
farmacologicas dos fitoterapicos e derivados visam a utilizagdo desses na terapéutica
antiviral. Compostos polifendlicos e flavonoides possuem propriedades antioxidantes,
bactericidas, antifingicas, antivirais. Para investigar a a¢cdo do éacido ferutlico, do 4cido
transcinamico e dos flavonodides (a quercetina e o kaempherol), estes foram testados
quanto a capacidade de inibir a replicagdo in vitro dos Herpesvirus bovino 1 (BoHV 1),
Herpesvirus bovino 5 (BoHV 5) e virus da Cinomose Canina, também foram avaliados
o potencial antiviral e terapéutico da quercetina in vivo por meio da inoculagdo de
coelhos via intranasal com a amostra neuropatogénica de BoHV 5 (SV-507). Na
avaliagdo in vitro, foi analisado o efeito antiviral utilizando dois tipos de tratamentos.
Nos ensaios para deteccdo da atividade antiviral (tratamento pré-infeccdo) foram
encontrados resultados de reducdo no titulo dos BoHV 1 e BoHV 5. Nos ensaios para
analise da atividade virucida (tratamento pos-infec¢ao) houve reducao da atividade viral
para o BoHV 1 e 5 de até 99,99% com a quercetina. Realizou-se também a curva de
crescimento viral utilizando-se a quercetina nos tempos 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas. No
ensaio de atividade virucida foi encontrado redugdo no titulo viral de 99,999% para
ambos os virus a partir de 4 horas. O teste do potencial antiviral e terapéutico da
quercetina in vivo demosntrou redugdo do numero de animais que excretaram o virus,
reducdo do nimero de dias de excre¢ao viral, além de reducao dos sinais clinicos da
infec¢do e mortalidade. Nos resultados in vitro com o virus da Cinomose Canina, foram
encontrados resultados de reducdo no titulo viral de 90%, 46,2%, 32,48% e 78% pelo
acido transcindmico, acido ferulico, kaempherol e quercetina, respectivamente no
tratamento antiviral. A analise da atividade virucida, demonstrou redu¢ao no titulo viral
de 99,99%, 97%, 79% e 96% pelo acido ferulico, acido transcindmico, kaempherol e

pela quercetina, respectivamente. A curva de crescimento viral utilizando-se as quatro
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substancias nos tempos 4, 8, 12, 24, 48, e 72 horas apresentou resultados que variaram
de 32% a 99,99% para o acido ferulico e 58% a 99,9% para a quercetina, para os outros
compostos os resultados ndo foram significativos. A partir destes resultados, acredita-se
na utilizacdo dessas substincias, principalmente a quercetina, para formulacdo de

medicamentos para terapia antiviral em infec¢des causadas por esses virus.



ABSTRACT

BRUM, Larissa Picada, D.S.c., Universidade Federal de Vigosa, November de 2006.
Antiviral activity polyphenolic composites (acids ferulic and transcinnamic)
and flavonoids (Quercetin e Kaenpherol) about Herpesvirus bovine 1,
Herpesvirus bovine 5 and virus of Canine Distemper. Adviser: Marcia Rogéria

de Almeida Lamego. Co-Advisers: Joaquin Hernann Patarroyo Salcedo and Tania
Toledo de Oliveira.

This research it aims at for discovery and utilization of new pharmacology drugs
for prevents or attenuates viral disease diverse substances, as the fitotherapic, from
search for effect antiviral. Polyphenolic composites and flavonoids possess antiviral,
bactericid, antifungical properties. To investigate the poliphenolic compound, (ferulic
acid and transcinnamic acid) and flavonoid (quercetin and kaenpherol) against the viral
infection in vitro of the bovine herpesvirus 1 and 5 (BoHV 1 and 5) and the Canine
distemper (CDV) was analyzed antiviral effect using two types of treatments. The
antiviral effect of cells treated before-infection. In the assay for analysis of the virucidal
activity (incubation of virus and substance for one hour post inoculation of cell culture)
reduction of the viral activity for BoHV 1 and 5 of up to 99,99% to quercetin. The curve
of viral growth using quercetin in different times (4, 8, 12, 24, 48, 72 hours)
demonstrate effective inhibition of replication of virus and potentially virucidal effects,
reduction in the viral heading to 99,999% for both was found the viruses from 4 hours.
They had been evaluated the antiviral and therapeutical potential the quercetin in rabbits
inoculated with isolate BoHV 5 (SV/507), and submitted to quercetina oral
administration. These results demonstrate reduction to number of animals shedding
virus, reduction to number of days of viral shedding and of clinical signals infection and
reduction to mortality. The resulted for Canine Distemper virus to reduction of viral
heading 90%, 46.2%, 32.48% and 78% for the transcinnamic acid, ferulic acid,
kaempherol and quercetin respectively. In the treatment of virucidal effect results to
reduction of viral heading 99.99%, 97%, 79% and 95% for the acid ferulic, acid
transcinnamic, kaempherol and for the quercetin, respectively. For the curve of viral
growth using four substances in times 4, 8, 12, 24, 48, 72, hours the results had varied
of 32% to 99% for the acid ferulic. The transcinnamic acid and kaempherol the results

had been less signication, to quercetin the results had varied of 58% 99.9% in the
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virucidal. The results show flavonoids more effectively the quercetin further

development as medically antiviral therapy in infections caused for these virus.
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1 INTRODUCAO GERAL

H4 atualmente um interesse crescente na pesquisa de compostos naturais
e fitoterapicos para serem produzidos novos farmacos. A necessidade da industria
farmacéutica em atender a demanda de producdo de farmacos comerciais para
diversas enfermidades humanas e animais, com modernos sistemas de produgdo
eliminando reacdes colaterais e atuando especificamente no agente patolégico ou no
organismo de forma direta, eficaz e sem toxicidade € o objetivo principal. Infecgdes
com problemas de resisténcia as drogas ja existentes ou medicamentos que possuem
reacOes indesejaveis para o organismo impulsionam pesquisas no mundo para novas
substancias terapéuticas tanto para humanos quanto para animais. Os fitoterapicos
estdo entre as novas substancias crescentemente pesquisadas para uso terapéutico em
diversas enfermidades como doengas metabolicas, cardiovasculares e infecciosas. A
pesquisa de suas propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e terapéuticas vem
crescendo muito nas ultimas décadas devido a resisténcia de muitos microrganismos
a diversas drogas ¢ a descoberta da eficacia desses compostos para as diversas
enfermidades. Diversas doencas incentivam a busca de novos medicamentos ou
associagdes com medicamentos comerciais visando a produgdo de farmacos mais
eficientes, os quais, os microrganismos ndo apresentem resisténcia. No caso de
infecgdes virais, a descoberta ou diagnostico de novos agentes também ¢ um
problema crescente, assim como a patogenicidade dos agentes e a resisténcia a
drogas por diversos virus que afetam humanos e animais. A prevencdo e terapéutica
das infecgdes viricas ainda ¢ um grande desafio para a industria farmacologica, pois
muitas infec¢des viricas ndo possuem tratamento apropriado e eficiente. Devido a
existéncia de poucos medicamentos disponiveis no mercado contra agentes virais,
existe atualmente a resisténcia de virus a medicamentos comerciais mais comumente
utilizados, principalmente em pacientes imunodeprimidos (por exemplo: aciclovir,
penciclovir, foscarnet) que possuem interferéncia na DNA polimerase viral,
diminuindo a capacidade do virus de replicacao (GONG et al. 2004).

Os herpesvirus humanos possuem distribuicdo mundial; nos Estados
Unidos da América (EUA), ha 60 milhdes de pessoas infectadas com HSV 2 (herpes
simplex 1 e 2), ja com HSV 1 estima-se que o numero seja maior. Segundo pesquisas

da Organizacado Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia mundial da infec¢ao por



HSV 2 varia entre 2 a 74%, essa variacao deve-se a varios fatores sdcio-econdomicos
e culturais.

A infec¢do por HSV 2 ¢ bidirecional a infeccdo pelo virus da
Imunodeficiéncia Adquiria (HIV), pois existe interagdo entre essas infec¢des. Nos
Estados Unidos da América, 25% dos pacientes portadores do HIV sdo positivos para
HSV 2, enquanto na Europa este nimero chega a 15%. No mundo em geral,
incluindo paises em desenvolvimento nos continentes Africano, Asidtico e América
Latina, a prevaléncia de HSV 2 ¢ de 35% e, em portadores de HIV, ¢ de 50%.

No Brasil, os dados atuais principalmente de estudos da Universidade de
Sao Paulo (USP-HCFMRP) revelam altos indices de prevaléncia de humanos
soropositivos para HSV 1 e 2, como os descritos por PINTO et al. (2001) que
testaram 1500 parturientes sadias encontrando 94,5% de soropositivos para herpes
simplex e 31,9% especificamente para HSV 2 sintomaticas ou ndo, em outro estudo
de CARVALHO et al. (1999) numa populacao de estudantes de 96 pacientes sadios e
102 com doencgas sexualmente transmissiveis foram encontrados 66,3 % ¢ 99% de
soropositivos para cada categoria, respectivamente. Segundo dados da OMS em
2002, estimava-se uma prevaléncia de 32% para HSV 2 e de 86% a 92% em
pacientes suspeitos na populagao brasileira.

Grupos de pesquisas de diversos estados empenham-se para determinar as
taxas de prevaléncia e incidéncia da infec¢do por herpesvirus bovino no Brasil, no
entanto, muitas das pesquisas e amostras que chegam aos laboratérios sdo de
amostras de animais e rebanhos sem historico, mascarando os resultados das
pesquisas. Segundo KUNG et al. (1996), a variagdo de animais soropositivos para o
BoHV 1 era de 20 a 80% no Brasil, mas segundo estudos mais recentes testando
rebanhos ndo vacinados, no estado de Goids a prevaléncia de soropositivos para
BoHV 1 ¢ de 51,9% (BARBOSA et al. 2005). No sul do Brasil, estudos de
SANCHES et al. (2000) descreveram que o BoHV 5 ¢ a segunda enfermidade virica
do sistema nervoso central de bovinos mais diagnosticada. Em 1998, apenas nos
estados de Mato Grosso do Sul e Sao Paulo, 14 surtos de encefalite por BoHV-5
foram relatados por SALVADOR et al. (1998).

Uma das infec¢des mais importantes para a clinica de pequenos animais ¢
a causada pelo virus da Cinomose Canina (CDV, canine distemper virus), uma
doenga pantotropica e com alta prevaléncia. Dentre as doengas de pequenos animais,

¢ considerada a maior causa de mortalidade e a segunda doenga mais importante do



sistema nervoso central de caes, apds a raiva canina, apresentando alta taxa de
morbidade e inexisténcia de um tratamento especifico para a infec¢do. Sao utilizados
apenas medicamentos antibacterianos para combater as infec¢des secundarias que
costumam agravar o quadro da doenga, mas sem efeito para sintomatologia nervosa,
que ¢ a fase mais grave, levando normalmente o animal a obito.

A descoberta de terapias alternativas para infeccdes herpéticas que
apresentam grande mobilidade na populacdo humana e animal, para as infecc¢des
recrudescentes nos pacientes imunodeprimidos, para a encefalite humana adulta bem
como para as doengas encefalicas e epiteliais em neonatos sera de grande valor
terapéutico e uma alternativa a resisténcia dos micoorganismos a diversos
medicamentos ja existentes. A importancia dessas infec¢des nos impulsionou a
realizar estudos sobre a atividade antiviral de compostos fendlicos (acido
transcinamico e acido ferulico) e flavondides (kaempherol e a quercetina) contra o
herpesvirus bovino 1 ¢ 5 (BoHV 1 e BoHV 5) e contra o virus da Cinomose Canina,
em busca de medicamentos efetivos contra esses virus. A partir dos resultados
encontrados In Vvitro com a quercetina, passou-se a testar o potencial terapéutico e
neuroprotetor deste flavondide em coelhos infectados com a amostra
neuropatogénica SV/507 do BoHV 5.

Desses compostos, a quercetina ja foi testada contra outros virus em nosso
laboratério, bem como outros flavonoides. Os dois compostos fenolicos, o acido
ferulico e o é&cido transcindmico, ainda ndo haviam sido testados, mas sdo
precursores de outros compostos também ja testados em nosso laboratério. Esses,
entre outros compostos, sdo amplamente utilizados em pesquisas com diversas
doengas metabolicas no Laboratério de Biofdrmacos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (DBB) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

A partir dos resultados encontrados in vitro contra o virus da Cinomose
Canina, pretende-se testar o potencial terapéutico da quercetina in Vivo,
principalmente devido aos relatos de neuroprote¢do dessa substancia. Sabe-se que a
maioria dos cdes que chegam as clinicas de pequenos animais, ja apresenta sinais de
comprometimento neurologico e neste caso um medicamento antiviral eficiente e
neuroprotetor seria desejavel.

Muitas familias virais sdo de grande importancia para a saide publica e para
os animais de grande ou pequeno porte. Dentre alguns virus pertencentes a familia

Herpesviridae e Paramyxoviridae, selecionamos os herpesvirus bovino 1 ¢ 5 ¢ o



virus da Cinomose Canina para pesquisas do efeito antiviral dos quatro compostos
(acidos fenolicos e flavondides).

Espera-se que os resultados encontrados com esses compostos possam
contribuir para a produgdo de novas drogas ou para associagdes medicamentosas para

terapéutica dessas infecgdes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Compostos fenolicos e flavondides: potencial de utilizacdo como

fitofarmacos

2.1.1 Estrutura e funcao

Os compostos polifenolicos, como os acidos fenolicos e os flavonoides
sao grupos de substancias presentes na natureza em diversos vegetais, frutas e
bebidas. Esses compostos sdo, na maioria, potentes agentes antioxidantes necessarios
para o funcionamento das células vegetais (KINSELLA 1993).

A estrutura quimica caracteristica dos flavondides contendo as posi¢des

onde se pode encontrar o grupo hidroxila estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo quimica de alguns compostos fendlicos.

Classe Esqueleto Bésico Estrutura Basica

Fenol Simples Ce O—m
Acidos fenolicos Cs—C, O—COGH

Flavonoides Ce—C3-Cq

Adaptado de Bravo L. 1998.

Os flavondides fazem parte de uma classe de compostos fenolicos
resultantes do metabolismo secundario de plantas. Quimicamente, os flavonodides
apresentam um esqueleto de quinze carbonos unidos em dois anéis fendlicos e um
terceiro ndo fenolico (C¢ Cs; Cg). Os flavondides sdo encontrados amplamente
distribuidos nas plantas superiores, em caules, folhas e frutos. Muitos estudos ja
relataram os efeitos de alguns flavonoides sobre a replicacdo de virus em animais,
onde podem atuar na inativacdo direta, afetando a entrada do virus na célula, por
meio de efeito antireplicativo e possuindo efeito terapéutico diminuindo sinais

clinicos e a infectividade viral (SELWAY 1986, HUDSON 1990, VISON 1998).




Segundo HERMANN (2002), os habitos alimentares da populacao
brasileira sdo bastante diversificados. No entanto, de um modo geral, estimou-se que
a ingestdo diaria de flavondides (cerca de 23 mg/dia), excede aquela de outros
agentes antioxidantes como ¢ o caso do B-caroteno (2-3 mg/dia) e da vitamina E (7-
10 mg/dia).

Os radicais livres (RL) e espécies reativas de oxigénio (ERO)
desempenham papel fundamental no metabolismo celular. No entanto, quando em
excesso, podem gerar estresse oxidativo, levando a alteracdes teciduais responsaveis
por diversas patologias, incluindo o cancer (DROGE 2002). Antioxidantes sdo
substancias que reagem com radicais livres impedindo ou diminuindo o estresse
oxidativo e a conseqiiente destruicdo tissular (HALLIWELL & GUTTERIDGE
2000). Entre os antioxidantes mais conhecidos estdo as vitaminas, principalmente C e
E, e os flavonoides, entre os quais sdo encontrados a quercetina, rutina, hesperidina,
naringina, naringenina e sakuranetina (CAMPOS et al. 1996).

Em estudos realizados in vitro, muitos compostos polifenolicos naturais
parecem ser melhores antioxidantes que as vitaminas C e E, além de terem a
capacidade de quelar metais, especialmente cobre e ferro, atuando indiretamente
como antioxidantes ja que inibem a acdo desses metais como catalisadores na
formacao de radicais livres (CAMPOS & LISSI 1996, CAMPOS et al. 1996).

Embora o mecanismo de agdo antioxidante dos flavonodides ndo esteja
totalmente esclarecido e possa variar de acordo com a estrutura quimica do
composto, de modo geral, os flavonodides sdo capazes de doar hidrogénio para os
radicais livres, estabilizando-os e impedindo o estresse oxidativo capaz de gerar
danos tissulares ou morte celular (SAIJA 1995, GUO et al. 1999).

Segundo WILLIAMS et al. (2004), a quercetina atua no metabolismo
intracelular de fibroblastos humanos levando a formacdo de produtos de oxidagdo
intracelular, geracdo de 2'-glutationil quercetina e a desmetilagdo de substancias
como a forma de quercetina O-metilada.

SOARES et al. (2005) demonstraram que a capacidade antioxidante dos
flavonoides foi superior a apresentada pelo acido L-ascorbico e pela vitamina E em
células eucarioticas da levedura S. cerevisiae tratadas com apomorfina. Esses
resultados foram semelhantes aos resultados obtidos in vitro com culturas de células
de mamiferos por RICE-EVANS et al. (1996), nos quais os flavonoides apresentaram

capacidade antioxidante superior ao do acido L ascorbico e do a-tocoferol.



Os flavonoides podem estar presentes nas plantas na forma glicosilada,
sendo a glicose o carboidrato mais freqiiente, embora a forma aglicona (sem agucar)
também ocorra. Os carboidratos podem estar na forma de 8 diferentes
monossacarideos simples e na forma de dissacarideos ou trissacarideos que podem
estar ligados a diferentes grupos hidroxila dos flavonoides aglicona nas posi¢des C-3
ou C-7 (WILLIAMS & HARBORNE 1994). Mais de 6000 flavondides ja foram
identificados nas plantas (Fonte: USDA Database for the Flavonoid Content of
Selected Foods).

Na maioria dos alimentos, a quercetina ¢ um dos flavonoides encontrados
em maior concentracio (HARBORNE & WILLIAMS 2000). Foi descrito por
ERLUND et al. (2000, 2002) que a quercetina ¢ absorvida rapidamente pelo intestino
(médio e colon) e atinge a corrente sanguinea em 1-2 horas, permanecendo no
plasma de 15-18 horas e, que, em dietas ricas em flavonoides, a ingestdo habitual
corresponde a uma variagdo plasmatica entre 13-16ug/L. A digestdo dos flavonoides

parece iniciar na saliva e ser finalizado no intestino delgado por meio de hidrolases.

Nos ultimos anos, tem-se observado um interesse crescente no estudo da
atividade bioldgica dos flavonodides. Neste sentido, tem-se desenvolvido trabalhos
sobre a agdo dos flavondides na biologia das plantas, bioquimica ecoldgica,

quimiotaxia, tecnologia de alimentos e farmacologia.

Muitas pesquisas estdo buscando determinar o mecanismo de acdo dos
flavonoides para definir os efeitos in vivo e em diversos tipos celulares da
interferéncia no ciclo celular bem como a influéncia desses no metabolismo,
fisiologia e efeitos dos seus metabolitos resultantes. Pouca aten¢do vem sendo dada
ao potencial intracelular dos flavondides. A bioatividade da quercetina ¢ a mais
pesquisada, seus metabolitos em fibroblastos in vivo, os 3’-O-metil quercetina, 4’-O-
metil quercetina e 7-O-B-D glicuronil sdo os principais responsaveis por efeitos de
citoxicidade e, ou, citoprotetividade em presenca ou auséncia de estresse oxidativo

(SPENCER et al. 2003).

SPENCER et al. (2003) descreveram outras atividades biologicas da
quercetina que incluem efeitos de indug¢do de apoptose e interrup¢ao no ciclo celular

sendo, portanto, alvo de estudos sobre seu efeito em terapias anti-cancerigenas.

Os flavondides também sdo conhecidos por sua acdo estrogénica e

antiestrogénica e por esta razdo sao denominadas de fitoestrogénios. Os trés maiores



grupos de fitoestrogénios encontrados sdo: flavonas, isoflavonas e cumestranos. O
poder estrogénico destas substancias ¢ variavel. A soja ¢ uma das plantas considerada
fitoestrogénica que contém essas substancias. No Ocidente ainda ndo se ingere
proteina de soja como no Oriente e a incidéncia das doencgas cardiovasculares devido
a alta ingestdo de gordura animal ¢ preocupante, pois atualmente as doengas
cardiovasculares representam a primeira causa de mortalidade nos EUA. As
pesquisas com flavonoides utilizados na prevencao de doengas cardiovasculares tém
crescido bastante, pois acredita-se que estes compostos sdo capazes de carrear as
lipoproteinas de baixa densidade (LDH) envolvidas na formacdo das placas
ateromatosas (ERLUND et al. 2000).

O grupo de isoflavona (malonilgenistina, malonildaidzina, genistina,
daidzina, genisteina, daidzeina, acetildaidzina, gliciteina, acetilgenistina e equol) tem
maior atividade estrogénica e maior afinidade pelos receptores estrogénicos. Um dos
metoxi-derivados da isoflavona, chamado de biochaninas, ndo se liga aos receptores
de estrogénios, mas tem efeito estrogénico in vivo, embora ndo se saiba por qual
mecanismo celular. A daidzeina e a formononetina tém maior afinidade pelos
receptores extrinsicos do que os metoxi-derivados, no entanto, possuem efeito
estrogénico fraco in vivo diferentemente das biochaninas. A metilagdo da daidzeina e
formonetina poderia ser a explicacdo pelo qual o efeito estrogénico da isoflavona ¢
reduzido. A diferenca existente entre a genisteina e a daidzeina em maior ou menor
atividade estrogénica se deve a presenca do grupo 5-hidroxila na estrutura da
genisteina. As propriedades estrogénicas e antiestrogé€nicas dos fitoestrogénios
decorrem da sua interagdo com os receptores de estrogénios. As isoflavonas em geral
tém atividade estrogénica fraca. Os fitoestrogénios reduzem também os niveis de
LDL e a taxa total de colesterol sangiiineo tanto em animais quanto em humanos. Em
relagdo a esses achados, destaca-se que a incidéncia de coronariopatias na populagao
asidtica, comparada com a populacdo dos EUA, ¢ dez vezes menor (HAN et al. 2002,
ERLUND 2000).

Os flavondides tém apresentado atividade antiviral, anticarcinogénica,
bactericida,  antifingica, antioxidante,  antimutagénica, anti-hipertensiva,
antinflamatéria e antiproliferativa. Estudos tém mostrado efeitos benéficos dos
fitoestrogénios na prevencdo de varias doengas cronicas como os canceres de colon,
mama, prostata e as doencas cardiovasculares. Em pacientes durante o periodo de

pos-menopausa, observou-se que os flavondides sdo capazes de reduzir os sintomas e



que poderiam prevenir algumas doengas cronicas que ocorrem no climatério, como a
osteoporose (HAN et al. 2002).

Estudos de farmacoquimicos mostraram que flavonoides presentes na
espécie do género Byrsonima, apresentaram atividades antibacteriana, anti-ulcera,
antioxidante, antiinflamatoria e analgésica. Algumas espécies de Byrsonima sao de
uso etnofarmacologico, como ¢ o caso de B. crassifolia, uma planta medicinal
utilizada popularmente contra diarréias. Os extratos de caules e raizes dessa planta
mostraram atividade bactericida frente a Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epididermis, Streptococcus pneumoniae e Micrococcus luteus, o que
torna essa planta recomendéavel para uso medicinal para infec¢des contra esses
agentes. Além disso, ¢ sabido também que essa planta possui outras fungdes
bioldgicas como anti-ulcera. Assim, a presenca dos flavonoides e outros compostos
na espécie em questao, justifica a continuidade de estudos para o uso terapéutico da
mesma (SANNOMIYA et al. 2003).

A carqueja (Baccharis trimera), planta que ocorre no Sul do Brasil,
Paraguai, Bolivia, Uruguai e Argentina, parece apresentar um potencial
antimutagénico, antiinflamatério, antifiungico e analgésico. A carqueja tem como
propriedades quimicas, 6leos essenciais, contendo monotérpicos (alfa-pineno, beta-
pineno, nopineno), alcoois sesquiterpénicos (carquejol, ésteres terpénicos, acetato de
carquegila), flavonas, flavononas e flavondides, principios amargos (lactonas) e
saponinas. Ela pode ser utilizada no combate a anemia, célculos biliares, diarréias,
enfermidades da bexiga, rins, pancreas, antibidtica, anti-helmintica e diurética.
Devido a seus principios ativos amargos, influencia o pancreas a produzir mais
insulina, ajudando a normalizar a glicemia nos portadores de diabetes tipo II, embora
ndo se tenha evidenciado qualquer tendéncia de redugdo da glicemia no uso do
extrato de Baccharis trimera. Alguns estudos investigando a atividade bacteriostatica
e bactericida da carqueja evidenciaram o possivel uso dessa planta em determinadas
situacdes, porém estas nao sao especificadas. Estudos prévios evidenciaram o efeito
antiinflamatério e analgésico do extrato de carqueja utilizando camundongos em sua
investigacdo, onde os autores concluiram que essas propriedades podem estar
relacionadas, em parte, pela inibicdo da biossintese de prostaglandinas

(STANGARLIN 2003). Em estudos com fungos, verificou-se que o extrato bruto de



Baccharis trimera inibiu parcialmente o crescimento micelial de fungos patogénicos
testados (STANGARLIN 2003, PINHO et al. 2003).

Ha relatos sobre o efeito antireplicativo de flavonodides sobre virus
animais desde 1975. Os flavondides que possuem atividade antiviral, atuando
principalmente sobre a DNA polimerase viral. Estes podem ser divididos em trés
grandes grupos, de acordo com suas estruturas quimicas: chalcona, flavona e flavana
(SELWAY 1986, SA FILHO 1995). No entanto, atualmente sdo subdivididos em 5
grupos: flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas e0 antocianinas (Fonte: USDA
Database for the Flavonoid Content of Selected Foods).

A quercetina também tem atividade antiviral relacionada a capacidade
desse composto ligar-se a glicoproteinas do envelope ou capsideo viral interferindo
na ligacdo e penetracdo do virus na célula, além da sintese de DNA, também ¢
identificada a interferéncia dos flavonoides na inibicdo de proteases celulares
dificultando a formagao de virus maduros (FORMICA & REGELSON 1995).

As propriedades antivirais das flavonas foram primeiramente descobertas
na década de 40, quando a quercetina apresentou um efeito profilatico apds ter sido
administrada na dieta de ratos infectados intracerebralmente com o virus da raiva.

Posteriormente, uma grande quantidade de flavondides tais como a
quercetina, rutina e morina, dentre muitos outros, tem apresentado atividade contra
varios virus, incluindo parainfluenza, adenovirus, poliovirus, rhinovirus, Sindbis
virus, herpes simplex, entre outros (WANG et al. 1998).

Todas essas informagdes nos permitem verificar as diversas e possiveis
utilizagdes dos fitofarmacos como terapia em medicina humana e animal. No
entanto, mais estudos serdo necessarios para a determinacdo da concentracdo, da
estrutura e funcdo, bem como a toxicidade desses compostos antes da utilizagdo
como medicamentos terapéuticos. Considerando-se a qualidade dos fitoterapicos, ¢
importante salientar que a preocupagdo com esta questdo inclui rigoroso
acompanhamento das diferentes etapas do desenvolvimento e produgdo destes

produtos, desde a coleta do vegetal até a disponibilidade do produto final.
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2.1.2 Compostos polifenolicos e flavonoides utilizados como farmacos
antivirais

Os virus da familia Herpesviridae estdo entre os mais empregados nos
estudos de farmacos antivirais devido as suas caracteristicas de infeccdo e grande
importincia para saude publica, além do impacto econdmico de suas infecgdes nos
animais e nos humanos. As infec¢des por herpesvirus, principalmente nos pacientes
portadores de HIV, sdo um dos maiores problemas de satide publica no mundo e alvo
para diversas pesquisas sobre drogas antivirais, incluindo as substancias fitoterapicas
na busca da prevencao das infec¢des virais € no tratamento dos sinais clinicos
relacionados (GONG et al. 2004).

Os estudos sobre drogas antivirais sdo amplos: ha muitas familias virais
sendo utilizadas em pesquisas com farmacos sintéticos produzidos a partir de
substancias naturais e fitoterapicos. Diversos estudos sobre a interagdao celular e a
replicacdo do HIV utilizando varios flavondides como quimioterapicos tém sido
conduzidos. Ja4 ¢ conhecida a capacidade de alguns flavonodides de se ligarem a
proteinas do envelope viral como a gp120 do HIV, dificultando a entrada na célula
(adsor¢do), principalmente a ligagdo do virus a receptores CD4+, além de
promoverem a regulacdo negativa dessa célula (LI et al. 2000, DE CLERCQ 2000).

A interacdo de compostos polifendlicos (flavonodides) com a glicoproteina
do envelope viral gp41 do HIV também ja foi relatada. Flavinas e cathechinas se
ligam a porcao N-terminal, hidrofobica e altamente conservada da gp41. Flavonoides
encontrados em varias espécies de plantas incluindo o ché preto e em outras plantas
utilizadas como chés terapéuticos em algumas comunidades ou regides, possuem
poder anti-HIV inibindo a entrada e replicacdo do virus HIV por varios mecanismos
de acdo (LIU et al. 2005).

Outros grupos de flavondides como a Baicalina ja foram descritos
também como inibidores anti-HIV, atenuando a capacidade do virus de se ligar e
ativar receptores celulares. Essa inibicdo envolve dois tipos de mecanismos, a de
ligacdo do flavonodide a glicoproteinas do envelope e a receptores celulares,
principalmente receptores CD4+, onde a glicoproteina do envelope do HIV
denominada gp120 codificada pelo gene “Env” ¢ a principal proteina de ligacao que
media a fusdo com as células que expressam receptores CD4+, e a parada de sintese

de DNA celular que contribui para uma menor replicagdo viral (LI et al. 2000). Um
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dos mecanismos antivirais dos flavonodides ¢ também a inibigdo da transcriptase
reversa, dificultando a sintese de DNA viral impedindo a posterior integracdo ao
genoma do hospedeiro (SPEDDING et al.1989).

A hepatite B de humanos causada pelo virus da HBV (Hepatite B virus) ¢
também um grande problema de saude publica, afetando cronicamente em torno de
300 milhdes de pessoas no mundo (FUNG & LUCK 2003). O HBV, além de causar
doenca aguda e cronica, ¢ um fator participante no desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular. A doenga crdonica ocorre devido a imunotolerancia do organismo e a
constante expressao de antigenos causada por esse virus (BLUMBERG et al. 1989).
SHIN et al. (2005) utilizaram trés espécies da planta medicinal oriental Phyllanthus
(P. urinaria, P. amarus e P. niruri) candidatos a terapia antiviral anti-HBV. Além de
varios flavondides identificados nessa planta foi também identificado um composto
classificado como acido eldgico, que também apresentou atividade antiviral pelo
bloqueio da DNA polimerase viral e inibicdo da secrecdo de antigenos (proteina
HbeAg, participante da montagem do capsideo viral) responsaveis pela secrecdo e
pelos danos inflamatorios que levam as lesdes cronicas do figado (cirrose). A
HbeAg esta envolvida na imunotolerancia do organismo ao HBV e a ac¢do do acido
elagico parece estar envolvida na desestabilizagdo e na protedlise da HbeAg,
demonstrando que esse flavondide pode ser um candidato a terapia anti-HBV para
tratamento de pessoas com hepatite.

LAHOUEL et al. (2004) relataram a citoprotetividade dos flavonoides
(quercetina e diosmina) por meio da inibicdo da peroxidacao lipidica em
homogenatos de figado de camundongos tratados com paracetamol, ciclofosfamida e
vinblastina (hepatotoxicos), todos metabolizados no figado pela enzima citocromo
P450. Os flavondides foram administrados durante 14 dias em camundongos e uma
unica dose dos trés medicamentos testados acima foi administrada intravenosamente.
A combinacdo da administracdo das drogas com os flavondides reduziu nitidamente
a toxicidade e ativou o “turn over” celular, principalmente de enzimas como a
glutamina-S-transferase, capazes de estimular a glutamina¢do e a captacdo de
metabolitos reativos produzidos por essas drogas no figado.

SCHMITT et al. (2001) descreveram a acdo de substincias com
atividades antivirais derivadas de algumas espécies da planta Hypericum, comum do
sul do Brasil, utilizando como modelo animal o virus da imunodeficiéncia felina

(FIV), que causa doenca semelhante a AIDS em gatos e com patogénese muito
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semelhante ao HIV. Entre essas substancias, alguns flavonoides e acidos fendlicos
extraidos em diferentes concentracdes de diversas espécies dessa planta foram
testadas. Os niveis de toxicidade e a atividade virucida in vitro apresentaram
diferentes resultados de acordo com a espécie de planta testada, no entanto, a
atividade virucida apresentou os melhores resultados nas plantas que apresentaram
maior concentragdo de flavonoides, sem exceder o nivel toxico para as células.

O herpes simplex 1 (HSV 1), denominado recentemente por alguns
autores como HSV encefalite (HSVE), é uma das maiores causas de encefalite
esporadica em humanos (KENEDY 2004). A mortalidade ¢ morbidade dos HSVE
sao significantemente reduzidas quando o diagndstico € precoce e quando se faz uso
de terapia antiviral, no entanto, se a terapia antiviral ndo ¢ indicada precocemente, as
chances de sobrevivéncia diminuem e muitas vezes podem ocorrer sinais nervosos
persistentes (RASCHILAS et al. 2002). A resposta inflamatoria do cérebro ¢ um dos
fatores responsaveis pelos danos aos neurdnios ocasionando 0s sinais nervosos
persistentes, embora esta resposta faca parte dos mecanismos para resolugdo e
remocao do virus do organismo. Drogas que reduzem a replicagdo viral e a resposta
inflamatoria sdo alvos para o tratamento de encefalites por HSVE auxiliados pelo
diagnostico precoce. A producdo de medicamentos especificos para esse fim € objeto
para o controle e redu¢do da doenga clinica causada pelo HSVE (SELLNER et al.
2005).

A atividade antiviral de extratos de Geranium sanguineum L., planta
tradicionalmente usada para o tratamento de lesdes de pele, que contém flavondides,
acidos fendlicos e tanino na sua composicdo, foi testada contra HSV 1 e 2. Foi
demonstrado efeito virucida dependente diretamente da presenca e da concentragdo
das diferentes substincias (flavonodides, acidos fenolicos e taninos entre outras)
encontradas nos diferentes extratos da planta. No entanto, a concentracdo dessas
substancias esta relacionada tanto nos efeitos de reducdo da atividade viral, bem
como aos efeitos citotoxicos encontrados in vitro, demonstrando que os diferentes
graus de inibicdo viral sdo dependentes das concentragdes dos flavondides, acidos
fendlicos e tanino e essas serdo decisivas para a determinagdo de doses e
concentragdes utilizadas para experimentos in Vitro e in vivo e também para
utilizacdo da planta como farmaco antiviral (SERKEDJIEVA & IVANCHEVA
1999).
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A atividade bactericida, fungicida e antiviral da prépolis proveniente de
diferentes locais do mundo foram testadas por KUJUMGIEF et al. (1999). Os autores
demonstraram diferentes niveis de atividades antivirais de acordo com a composi¢do
e concentragao de flavonoides, ésteres ¢ acidos fenolicos de acordo com os diferentes
tipos de composi¢des das propolis testadas, que também variam de acordo com a
regido, solo, entre outras caracteristicas. A combinacdo e a concentracdo das
substancias que compdem a propolis interferem diretamente na atividade antiviral.
Os resultados encontrados em cultivo celular contra o virus da influenza aviaria
foram variados e dependentes da composi¢do da propolis testada, teor de alcoois,
acidos ¢ ésteres, no entanto, ¢ necessario verificar a informacgdo e a atividade
bioldgica de cada componente para determinar a verdadeira atividade bactericida,
fungicida e antiviral da propolis (KUJUMGIEF et al. 1999).

A maior parte da populagdo ¢ infectada com o citomegalovirus humano
(CMV, Human herpesvirus 5), mas somente uma parte da populagdo manifesta sinais
clinicos. Entretanto, em pessoas imunocomprometidas, pacientes transplantados e
portadores de HIV, a morbidade e a mortalidade podem ser altas (DAVIS et al. 1987,
LANDOLFO et al. 2003). Muitas drogas s3o utilizadas para o controle da infecc¢do e
atualmente os flavondides vém demonstrando efeito antiviral e antiinflamatério para
a infeccao.

Ha muitos estudos envolvendo flavonoides, entre eles, estudos testando o
potencial antiviral da quercetina contra varios virus de diferentes familias virais
como encefalite eqiiina Venezuelana/EEV (ALBA et al. 2002); coronavirus/SARS
(YI et al. 2004) e virus da Influenza (WEI et al. 2004).

Embora cada familia viral possua caracteristicas moleculares, infecciosas,
patogénicas e epidemiologicas diferentes, os trabalhos descritos na literatura
utilizando compostos fendlicos, entre eles os flavonoides, apontam que
pesquisadores diversos acreditam que eles possam ser potenciais drogas antivirais,
promissores como terapia antiviral a aquelas ja existentes, principalmente para
infecgdes viricas as quais podem ser fatal, como ¢ o caso da cinomose canina. No
entanto, a utilizacdo terap€utica dos flavondides se encontra ainda em expansdo

necessitando de maiores pesquisas.

14



2.1.3 Familias Herpesviridae e Paramyxoviridae utilizadas como modelos para
os testes dos acidos fendlicos e dos flavondides

2.1.3.1 Familia Herpesviridae

Os herpesvirus sdo virus que contém uma molécula de DNA, fita dupla,
circundados por uma substidncia amorfa o tegumento, e possuem um envelope
glicoproteico. As doengas causadas pelos herpesvirus pertencentes ao género
Varicellovirus, familia Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae (ROIZMAN
1992), sdo as mais comumente observadas em humanos e animais. Elas causam
sinais clinicos com muitas caracteristicas em comum entre 0s principais
representantes de doencas em humanos, como ¢ o caso do herpes simplex 1 e 2 (HSV
1 e 2) que causam doengas epiteliais, labiais e genitais, sendo que o primeiro esta
associado a infec¢des labiais e o segundo associado a infecgdes genitais, ambos
produzem infecgdes recrudescentes e casos esporadicos de encefalites. Outro
importante representante dessa familia ¢ o virus da varicella-zoster de humanos
(VZV), entre outros (MURPH et al. 1999, MEYER et al. 2001, PEREZ et al. 2002).
Em animais, os principais representantes do género Varicellovirus sao os herpesvirus
bovino 1 (BoHV 1) que causam infec¢des respiratorias € genitais em bovinos e 0s
herpesvirus bovino 5 (BoHV 5) que causam meningoencefalites ndo purulentas em
bovinos, ambos relacionados antigenicamente e geneticamente (METZLER et al.
1986, MEYER et al. 2001, PEREZ et al. 2002). Também pertence a essa familia o
virus da pseudoraiva ou doenca de Aujeszky (PRV) que causa aborto e doenca
neurologica em suinos. Na subfamilia Betaherpesvirinae ha um importante agente
infeccioso representado pelo citomegalovirus humano, que causa mononucleose e
infecta, com grande freqii€ncia, portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida
(MURPH et al. 1999, MEYER et al. 2001, PEREZ et al. 2002,).

A habilidade para invadir, replicar e causar doenga no SNC varia entre os
herpesvirus neurotrépicos, como o HSV, o PRV, 0 BoHV 1 e 0 BoHV 5 (MEYER et
al. 2001, PEREZ et al. 2002). Ambos os virus BoHV 1 e BoHV 5e 0 HSV 1 e 2 sdo
neurotropicos, estabelecendo infecgdes latentes em seus hospedeiros naturais,
preferencialmente no tecido nervoso (em ganglios de neurdnios sensoriais e

autondmicos e sistema nervoso central) (ROIZMAN 1992, CARON et al. 2002).
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Os herpesvirus BoHV 1 e BoHV 5 sdao importantes patégenos de bovinos,
associados a varias manifestagdes clinicas. A infec¢do pelo BoHV 1 pode causar
rinotraqueite infecciosa (IBR), balanopostite, conjuntivite e doencgas sistémicas do
recém nascido, podem ocorrer casos de encefalite causada por esse virus, embora nao
seja comum. O BoHV 5 causa meningocefalite ndo purulenta em bovinos de todas
as idades (ROIZMAN 1992, FLORES 1996, MEYER et al. 2001).

As principais portas de entradas do virus sdo as superficies mucosas do
trato respiratorio e genital. A transmissdo ¢ geralmente associada ao contato intimo
com estas superficies, mas BoHV 1 e BoHV 5 sdo, também, propagados por
aerossois e secrecdes corporeas. O virus penetra no hospedeiro e liga-se as células
epiteliais onde ocorre o primeiro ciclo de replicagcdo. Do sitio de infec¢do, o virus €
transportado pelos monocitos para outros orgaos. Em fémeas gestantes, a viremia
pode levar a uma transferéncia de virus pela placenta, resultando em abortos. Em
bezerros neonatos pode ocorrer a forma septicémica da infecgdo, provocada pela
viremia (ROIZMAN 1992, MEYER et al. 2001).

A infeccdo propaga-se, também, por via neural. O virus multiplica-se
intensamente no sitio de infec¢do e invade as terminacdes nervosas locais, sendo
transportado aos ganglios sensoriais da regido. A laténcia caracteriza-se pela
capacidade do genoma viral permanecer na forma epissomal (fora do DNA celular,
sem ocorrer replicagdo do genoma viral). Condi¢des de estresse, como parto,
transporte, vacinacdo, ou ainda tratamento sistematico com corticosteroides, atuam
como fatores desencadeadores da reativacdo viral. Nos casos espontianeos de
recrudescéncia viral, geralmente o animal ndo apresenta sinais clinicos, tornando-se
portador inaparente, capaz de excretar o virus e assumir papel importante na cadeia
epidemioldgica da doenca. Na reativacdo induzida por tratamento sistematico com
corticosterdides pode ou nao ocorrer replicagao (FLORES 1996, METZLER et al.,
1986, MEYER et al. 2001, CARON et al.2002).

A replicagdo viral ¢ um dos eventos cruciais para o desenvolvimento da
infec¢do viral, ap6s a adsor¢do e entrada do virus na célula € necessario que ele
replique, faca a montagem da particula viral para produzir particulas infectivas,
assim infectando outras células e produzindo a infeccdo litica na maioria das vezes

produzindo os sinais clinicos da infec¢do em questdo (MURPH et al. 1999).
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Portanto, os flavonoides como citado acima, podem atuar interferindo
desde a adsor¢do viral aos receptores celulares por meio de inativacdo da particula
viral, ligacdo a glicoproteinas do envelope ou nucleocapsideo viral, bem como
ligagdo aos receptores celulares, causando modificagdes moleculares ou estruturais
nessas moléculas interferindo na entrada do virus na célula.(SPEDDING et al.1989,
GONG et al. 2004, LIU et al. 2005). Bem como diretamente em outros eventos da
replicacdo viral, montagem e saida do virus na célula (FORMICA & REGELSON
1995, SA FILHO 1995, SPEDDING et al.1989, WEI et al. 2004, SHIN et al. 2005), e
também por meio de atuagdo na citoprotetividade celular, interferéncia no ciclo
celular e em moléculas e sistemas celulares necessarios para funcionamento do
aparato celular que podem auxiliar a resisténcia celular a infeccdo protegendo a
célula contra os agentes virais e seus danos, e at¢ mesmo acionando o mecanismo de
apoptose celular o que levaria a célula a morte impedindo a propagacao viral (ALBA
et al. 2002, HAN et al. 2002, SPENCER et al. 2003, LAHOUEL et al. 2004,
SELLNER et al. 2005).

Mesmo tendo em vista as diferencas de replicacdo viral das familias,
subfamilias, géneros e subtipos virais, a replicagdo viral segue eventos necessarios
para o sucesso da infec¢do viral no hospedeiro e as possiveis interferéncias nesta
infec¢do e na protegdo celular efetuada pelos compostos fendlicos sdo citadas acima.
Sendo assim faremos uma breve citagdo sobre a replicagdo celular de ambas as
familias virais utilizadas nos experimentos para o melhor entendimento da possivel

atuagdo dos compostos utilizados nos resultados in vitro ¢ in vivo.

As maiores caracteristicas da replicacdo ¢ que ela ¢ rdpida, de 12-20h e litica
em cultivo celular, possuindo a capacidade de estabelecer infec¢do latente em
neurénios. A infec¢do inicia com a adsor¢do do virus a receptores celulares ¢ a
posterior penetracdo na membrana plasmatica. O capsideo envelopado ¢ transportado
ao nucleo, onde o DNA ¢ liberado. Transcri¢do, replicacdo do DNA e formagdo do

capsideo ocorre no nucleo (ROIZMAN 1992).

O DNA viral ¢ transcrito pela RNA polimerase celular, e depois replicado
pela DNA polimerase viral. A expressdo dos genes ¢ perfeitamente regulada e
ordenada em relacdo ao tempo e ocorre em forma de cascata (fase imediatamente
rapida, rapida e tardia com a expressdo de seus respectivos genes) nessa fase varios

produtos virais sdo enzimas e proteinas que se ligam no DNA para promover a
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expressao de genes ¢ a replicagao. O mecanismo de replicagdo ¢ o de “rolling circle”,
gerando multimeros que sdo clivados e encapsidados. A formacao da particula ocorre
no nucleo, a aquisicdo do envelope ocorre na membrana nuclear (ou outras
membranas como a plasmatica, por exemplo). Em células permissivas, o ciclo
completa-se em até 20h. A replicagdo dos alphaherpesvirus leva inevitavelmente a

destruicdo celular (ROIZMAN 1992).

2.1.3.2 Familia Paramyxoviridae

O virus da Cinomose Canina ou Canine distemper virus (CDV) pertence a
familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus, é um virus RNA fita simples,
polaridade negativa que possui envelope glicoproteico com proteinas que possuem
atividade hemaglutinante e neuraminidase. E um virus pantotropico, antigenicamente
e geneticamente relacionado ao virus do sarampo de humanos, é de RNA fita simples
negativa ¢ ¢ envelopado (MURPH 1999). A Cinomose ¢ uma virose altamente
contagiosa, sendo considerada a doenca de cdes com a mais alta taxa de letalidade
ap6s a raiva (APPEL & SUMMERS 1995). E uma doenca caracterizada por
imunossupressdo seguida de infecgdes secundarias (KRAKOWKA et al. 1985). O
virus replica inicialmente em células epiteliais e tecidos linféides causando severa
imunossupressdo. Os orgaos linféides de caes com Cinomose sofrem hipotrofia que
ja ¢é observada aos 10 dias apo6s a infecg¢do, sendo acompanhada de elevacdo no
indice apoptdtico em oOrgdos como timo e linfonodos. O curso da doenca
normalmente ¢ respiratdrio, digestivo, evoluindo para neurologico, podendo também
apresentar a forma cutanea; ha a forma descrita como encefalite dos caes idosos, que
ocorre em animais acima de seis anos. O virus induz lesdes especificas no SNC e as
lesdes no cérebro sdo caracterizadas por encefalopatia aguda, subaguda, cronica e
encefalite desmielinizante. A gravidade da doenga e das alteragdes nervosas esta
relacionada a idade e imunidade do animal quando infectado (KRAKOWKA et al.
1980, KRAKOWKA et al. 1985, MORO 2001).

As enfermidades inflamatorias e infecciosas do sistema nervoso central
(SNC) representam um importante grupo de doencas em caes, sendo os sinais

clinicos graves muitas vezes incompativeis com a vida do animal. O virus da

18



Cinomose em regides onde a raiva canina ja foi erradicada ¢ a etiologia mais
freqiiente e importante (APPEL & SUMMERS 1995).

O virus da Cinomose pode infectar uma grande variedade de carnivoros,
incluindo os membros da familia Canidae. Apesar de a infecgdo ocorrer em animais
de todas as faixas etarias, os filhotes, com idade inferior a trés meses, parecem ser os
mais susceptiveis devido a imunocompeténcia do cdo, principalmente na fase onde
os anticorpos maternais comecam a declinar e ainda ndo hd uma resposta
imunolégica satisfatoria estimulada pela primo vacinacao (SHELL 1990).

O grau de comprometimento do SNC pode variar, no entanto,
dificilmente os cdes que atingem essa forma se recuperam dos sinais clinicos.
Animais jovens e caes com imunodeficiéncia, com freqiiéncia, desenvolvem necrose
neuronal. Caes adultos e imunocompetentes geralmente apresentam desmielinizagao.
Dependendo da regido do SNC comprometida pelo CDV, os sinais neuroldgicos
variam consideravelmente. No entanto, as convulsdes e paralisias dos membros
pélvicos, juntamente com sinais vestibulares, como ataxia e nistagmo, e cerebelares,
como tremores € hipermetria, sdo os mais frequentemente encontrados em caes com
a forma neurologica da cinomose (SHELL 1990).

O diagnostico da infecgao pelo CDV ¢ de dificil realizagdo e geralmente ¢
a partir dos sinais clinicos. O virus induz a formagdo de sincicios in vitro e in vivo
(KRAKOWKA et al. 1985). O virus produz corpusculos de inclusdo em células,
principalmente as epiteliais. Areas de necrose bem delimitadas, desmielinizagdo e
inclusodes intranucleares, principalmente em astrécitos confirma o diagnostico, porém
este ¢ um método de diagnostico post mortem (JONES et al. 2000).

A replicacdo dos virus pertencentes a familia Paramyxoviridae ¢
complexa, no entanto, todo o aparato ¢ ciclo de replicagdo dos morbillivirus,
incluindo o proprio virus da Cinomose Canina, pode ser considerado mais simples
que a replicacdo dos alphaherpesvirus.

A replicagdo dos virus RNA de polaridade negativa requer a transcri¢ao
de uma cédpia de RNA positivo para servir de molde para o RNA (-) genémico. O
virus entra na célula por fusdo a membrana plasmatica e apos a fusdo o
nucleocapsideo ¢ liberado no citoplasma. A replicagdo ocorre a partir da sintese do
RNA (+) ou antigendmico, durante a replicagdo que ocorre no citoplasma a capsideo
viral ndo ¢ desmontado e o virus carrega seu proprio aparato de proteinas e enzimas

para replicagdo o virus € transcrito continuamente, o ciclo completo dura de 14 a
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20h. O egresso do virus maduro da célula ocorre por brotamento na membrana
plasmatica onde adquire seu envelope (KRAKOWKA et al. 1980, KRAKOWKA et
al. 1985).
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CAPITULO 1

Atividade antiviral in vitro dos acidos ferulico e transcinamico e dos
flavondides quercetina e Kaempherol sobre a replicacéo do virus da

Cinomose Canina

VICOSA,
MINAS GARAIS - BRASIL
2006
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1 INTRODUCAO

O virus da Cinomose Canina pertence a familia Paramyxoviridae, género
Morbillivirus, ¢ um virus pantotropico e antigenicamente e geneticamente
relacionado ao virus do sarampo de humanos. A cinomose ¢ uma virose altamente
contagiosa, considerada a doenca de cdes com a mais alta taxa de letalidade apos a
raiva (APPEL & SUMMERS 1995). O virus replica inicialmente em células
epiteliais e tecidos linfoides, causando severa imunossupressdo e induz lesdes
especificas no sistema nervoso central (SNC). O curso da doenga normalmente ¢é
respiratorio, digestivo, evoluindo para neurologico, podendo também apresentar a
forma cutanea. Ha ainda a forma descrita como encefalite dos cades idosos, que ocorre
em animais acima de seis anos. As lesdes no cérebro sdo caracterizadas por
encefalopatia aguda, subaguda, cronica e encefalite desmielinizante. A gravidade da
doenca e das alteragdes nervosas esta relacionada a idade e imunidade do animal
quando infectado (KRAKOWKA et al. 1985, KRAKOWKA 2000, SHELL 1990).

Os compostos polifendlicos, como os acidos fendlicos e os flavondides,
entre outros, sdo grupos de substincias presentes na natureza que possuem anéis
aromaticos com suas respectivas hidroxilas. Esses compostos sdo, na maioria,
potentes agentes antioxidantes necessarios para o funcionamento das células vegetais
e sdo encontrados em plantas, frutos e verduras (KINSELLA 1993). Nos ultimos
anos tem-se observado um interesse crescente em pesquisas da atividade bioldgica
dos flavonodides (OLIVEIRA et al. 1999).

Estudos tém buscado determinar o mecanismo de a¢ao dos flavonoides
para definir os efeitos in vivo em diversos tipos celulares e a influéncia desses no
metabolismo, fisiologia e efeitos dos seus metabolitos resultantes. Pouca atencdo
vem sendo dada ao potencial intracelular dos flavondides. A bioatividade da
quercetina ¢ a mais pesquisada, seus metabolitos in vivo, os 3’-O-metil quercetina,
4’-O-metil quercetina e 7-O-B-D glicuronideo em fibroblastos sdo os principais
responsaveis por efeitos de citoxicidade e, ou, citoprote¢do em presenca ou auséncia

de estresse oxidativo (SPENCER et al. 2003).

A quercetina ¢ um dos flavonoides mais pesquisados com atividade
antiviral (FORMICA & REGELSON 1995). As propriedades antivirais das flavonas

foram primeiramente descobertas na década de 40 apds a quercetina ter sido
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administrada na dieta de ratos infectados intracerebralmente com o virus da raiva e
outras viroses, sugerindo que a mesma tenha um efeito profilatico. A quercetina,
entre muitos outros flavondides, ¢ caracterizada pelo seu poder antiviral relacionado
a sua propriedade se ligar as proteinas do envelope viral, interferindo na ligagdo e
penetracao do virus na célula, bem como na sintese de DNA, devido a interferéncia

na DNA polimerase viral (FORMICA & REGELSON 1995).

Outros flavonodides além da quercetina, como ¢ o caso da rutina e morina,
dentre muitos outros, tém apresentado atividade contra varios virus, incluindo
Parainfluenza, Adenovirus, Poliovirus, Rhinovirus, Sindbis virus, Herpes Simplex,
Citomegalovirus, HIV, virus da encefalite Venezuelana/EEV, virus da Influenza,
entre outros (DAVIS et al. 1987, NAGAI et al. 1995, WANG et al. 1998, ALBA et
al. 2002, LANDOLFO et al. 2003).

Os flavonodides também estdo sendo descritos como antimutagénicos e
anticlastogénicos, isto ¢, protetores dos cromossomos. Eles impedem que os
cromossomos sofram alteragdes, com isso evitam mutagdes nas células da medula
Ossea, protegendo principalmente a reposicdo de células primadrias, ajudando na
recuperagdo de doengas debilitantes da medula 6ssea e indiretamente nas doencas
supressivas que necessitam de reposicao celular, como ¢ o caso da leucemia, por
exemplo. Esse potencial dos flavonodides também ¢ importante como quimioprotetor
em casos de utilizagdo de medicamentos ou quimioterdpicos que causam danos a
medula e s3o considerados agentes mutagénicos e clastrogénicos. Varias agdes dos
flavonoides sdo pesquisadas pela inibicdo na molécula p53, na peroxidacao lipidica,
acdo (inibigdo) sobre o citocromo P450, entre outros mecanismos, ainda ndo bem

conhecidos (HALDER et al. 2006).

A quercetina também foi relatada como neuroprotetora por DAJAS et al.
(2003), pois segundo esses autores, além da de proteger do estresse oxidativo, a
quercetina esta envolvida também na prote¢@o a danos vasculares e danos ao DNA.
A partir das consideragdes acima sobre o estudo e a busca de novas
substancias com atividade antiviral e citoprotetora, entre outras atividades, o objetivo
desse trabalho foi realizar ensaios in vitro na busca de possiveis farmacos
terapéuticos que possam ser usados nas infec¢des pelo virus da Cinomose Canina.
Pesquisar sobre a neuroprotecdo dos flavonoides, principalmente a quercetina,é de

grande importancia para a fase neuroldgica da Cinomose Canina, pois muitos dos
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casos da doenca que chegam as clinicas ou hospitais veterinarios, os animais ja
apresentam comprometimento neuroldgico da infecgdo, dificultando o tratamento e a

sobrevivéncia do animal.
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2 MATERIAS e METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Virologia Animal
do Departamento de Veterinaria (DVT), Laboratério de Virologia Molecular Animal
(LVMA)-BIOAGRO, Laboratorio de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (DBB), Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios

(LBCH)- BIOAGRO, na Universidade Federal de Vigosa-MG.

2.1 Células e virus

Todos os procedimentos de multiplicagdo e quantificacdo viral, bem como os
ensaios de concentragdo maxima nao toxica as células, atividade antiviral e atividade
virucida foram realizados com células de linhagem de rim canino (MDCK). As
células foram mantidas em meio essencial minimo (MEM) contendo penicilina (1,6
mg/L), estreptomicina (0,4 mg/L) e suplementadas com soro fetal bovino (10%). A
amostra de virus utilizada foi uma amostra vacinal do virus da Cinomose Canina do

Laboratdrio Fort Dodge (p: 64261710, v: 02/2007).

2.2 Acidos fenélicos e flavonéides

Os acidos fendlicos (o acido transcinamico e o acido fertlico) e o flavondide
Kaempherol foram cedidos pela Dra. Tania Toledo de Oliveira do Laboratorio de
Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV. O
flavonodide quercetina foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich. Todas as substincias
foram dissolvidas em dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma), numa concentragdo final de

20mg/mL para estoque a 4°C.
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2.3 Estoque viral e titulagdo

Monocamadas de células MDCK foram infectadas e apos o monitoramento
do efeito citopatico, foram congeladas e seu meio aliquotado como estoque. Os

estoques virais foram titulados pelo método de TCIDsy.

2.4  Teste colorimétrico (MTT)

As células MDCK foram transferidas para placas de poliestireno de 96
orificios, sendo que cada orificio recebeu 50 uL de suspensdo celular e, em seguida,
as placas foram incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Apds
atingirem a confluéncia, as células foram tratadas com diferentes concentragdes de
acidos fendlicos e flavonoides (50uL/orificio), incubadas por quatro dias e
monitoradas em microscopio Optico. Para o teste colorimétrico de citotoxicidade,
foram usadas concentragdes que variaram de 1pug/mL até 200pg/mL em escalas de
10 de ambos os 4cidos fenolicos para defini¢do da concentragdo méaxima a ser usada
nos experimentos sem citoxicidade, ¢ da mesma forma porém com escalas de 5
variando de 1pug/mL até S0ug/mL de kaempherol e entre 1 ¢ 35 pg/mL de quercetina.
Os testes de citotoxicidade para escolha das concentragdes dos compostos fenolicos
utilizados foram baseados em resultados anteriores de projetos do
LVMA/BIOAGRO.

Apés quatro dias de incubagdo, foram adicionados 10uL da solugdo
estoque de MTT em cada orificio e a microplaca incubada por quatro horas em estufa
com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Posteriormente, o sobrenadante foi retirado e
100 uL de isopropanol/HCL a 0,04N foram adicionados a cada orificio.
Homogeneizou-se até a completa dissolugdo dos cristais azuis formados a partir dos
sais de tetrazolium. A microplaca foi deixada em descanso por 1 hora para uma
melhor dissolucdo dos cristais e estabilizagdo da cor. A densidade optica (ODs4p) foi
determinada por espectrofotometria, por meio de um leitor de ELISA, utilizando um
comprimento de onda de 570 nm. A porcentagem de células tratadas viaveis foi

calculada em relagdo ao controle nio tratado (% de células controle = OD cp/
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ODv¢é1ula controle X 100). A CTsg € a concentragdo necessaria para reduzir a densidade

optica em 50%.

2.5 Atividades antiviral e virucida

Monocamadas de células MDCK foram cultivadas, infectadas e tratadas
separadamente com os acidos fendlicos e flavonoides, em diferentes tempos e
concentragdes, sem exceder a concentragdo maxima nao téxica para as células.
Foram mantidas como controle, células MDCK sem tratamento, células tratadas com
as respectivas substancias testes e células apenas infectadas.

As analises da atividade antiviral (tratamento das células pré-infecgdo) e
da atividade virucida (incubagdo direta do virus e das substancias testes) dos acidos
fenolicos e flavonodides foram determinadas pela redugdo no titulo (TCIDsg) viral em
relacdo ao controle infectado, visualizado pela redugdo do efeito citopatico (ECP)
nas células infectadas e tratadas em relagdo ao controle viral positivo.

Para avaliacdo da atividade antiviral, acidos fenolicos e flavonoides,
foram adicionados em monocamadas celulares e incubados em estufa com atmosfera
de 5% de CO, a 37°C por 1h. As substincias foram diluidas diferentemente,
buscando-se usar a maxima concentragdo dos compostos sem que ap6s as diluigdes
se ultrapassasse a concentracao de citotoxicidade e, em seguida, as células foram
infectadas com dilui¢des seriadas dos virus.

Para avaliagdo da atividade virucida, foi feita uma incubagdo do virus
com as substancias testes por 1h e posterior diluicdo em MEM com igual volume dos
respectivos virus. Para isso, diferentes concentracdes dos dois acidos fenolicos e
flavonoides (entre 50-150ug/mL) foram incubadas, separadamente, com o virus a
37°C por 1 hora na propor¢ao de 1:1 (100uL/virus+100uL/substancia) de cada
concentragdo teste, ¢ apos esse periodo, o virus diluido seriadamente na base 10
sendo transferidas para placas de poliestireno de 96 orificios previamente cobertos
com uma suspensdo de células MDCK. As microplacas foram incubadas e apos 96h
foram observadas em microscopio Optico. As atividades antiviral e virucida dos
flavonodides foram determinadas pela redugdo do titulo viral (TCIDsp) em relagdo ao

controle viral e ao controle celular por meio do monitoramento do ECP.
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2.6 Curva de crescimento

As atividades antiviral e virucida dos acidos fenolicos e flavonoides
foram testadas por meio de curva de crescimento viral nos tempos 4, 8, 12, 24, 48 ¢
72h. Este experimento foi monitorado por 96h em microscopio Optico e as atividades
antiviral e virucida foram determinadas pela redugdo no titulo viral em relagdo ao
controle viral nos tempos pré-determinados.

A atividade virucida dos acidos fenolicos e dos flavonoides foram
testadas por contato direto, incubando diferentes concentracdes das substancias
testes, separadamente, com o virus (sem dilui¢do) a 37°C por 1 hora. Ja a atividade
antiviral foi realizada incubando concentragdes maximas nao toxicas das substancias
testes com as células MDCK por 1 hora a 37°C. Em seguida, procedeu-se a coleta do
sobrenadante nos tempos 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas para posterior titulacdo viral.
Ap6s cada periodo determinado, os sobrenadantes do controle viral e dos tratamentos
com as substancias testes foram coletados e foi realizada a titulacdo viral (TCIDs)

em microplacas de 96 orificios monitorados por 96h em microscopio optico.
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3 RESULTADOS

3.1 Citotoxicidade

As concentragdes maximas ndo toéxicas encontradas comparando o
controle celular (sem adi¢do dos compostos) com as diferentes diluigdes dos
compostos testados foram observadas em microscopio Optico, visualizando-se morte
celular, desprendimento do tapete celular e vacuolizagao do citoplasma que foram
confirmadas pelo teste colorimétrico. A concentragdo maxima nado toxica as células
para ambos os acidos fendlicos foi de 120pg/mL; ja para o flavonoide kaempherol
foi de 35ug/mL e para a quercetina, os resultados foram de e 10pg/mL. Nessas
concentragdes observou-se completa integridade do tapete celular confirmada pela
coloragdo e resultados de densidade optica do leitor de ELISA do teste colorimétrico.
Em concentragdes superiores as determinadas acima, foi visualizado citotoxicidade

devido a toxicidade das substancias testes.

3.2 Atividades antiviral e virucida

Nos ensaios de atividade antiviral contra o virus da Cinomose Canina foram
encontrados redugdo no titulo viral de 90% (120ug/mL), 46,2% (120ng/mL), 32,48%
(35png/mL) e 78% (10pg/mL) pelo 4cido transcinamico, acido fertlico, kaempherol e
quercetina, respectivamente.

Nos ensaios de atividade virucida houve redugdo do efeito em 99,99%
(100-150pg/mL), 98% (100pg/mL), 79% (50ug/mL), e 96% (100pg/mL), pelo acido
feralico, acido transcinamico, kaempherol e quercetina, respectivamente (Figuras 1A

e 1B).

3.3 Curva de crescimento

Na curva de crescimento, foram testados os dois tipos de tratamento pré-
infeccdo, ou seja, atividade antiviral e tratamento pds-infeccdo ou virucida. Os

resultados de ambos os tratamentos foram variaveis, nesse ensaio foram

36



estabelecidos tempos de 4, 8, 12, 24, 48, 72h para coleta e titulagdo do sobrenadante.
As concentracdes das substancias utilizadas seguiram os melhores resultados obtidos
nos ensaios anteriores de redu¢do do titulo viral.

Para o flavonoide quercetina (100pg/mL), os resultados de reducdo no titulo
viral nos ensaios de atividade antiviral foram de 72% a 99%. Nos ensaios de
atividade virucida, os resultados de reducao no titulo viral variaram de 72% a 99,9%
(Figura 2).

A curva de crescimento utilizando o virus da Cinomose Canina com o acido
ferulico (100pg/mL), mostrou resultados de reducdo no titulo viral variando de 32%
a 99% nos ensaios de atividade antiviral e resultados de 0 a 99,99% nos ensaios de
atividade virucida (Figura 3).

Nos ensaios de atividade antiviral com o flavondide Kaempherol (50pug/mL),
os resultados de redugdo no titulo viral variaram entre 32% a 99% e nos ensaios de
atividade virucida de 63% a 99% (Figura 4).

Nos ensaios de atividade antiviral com o 4cido transcinamico (100pg/mL), os
resultados de redugdo no titulo viral variaram entre 53% a 94% e nos ensaios da

atividade virucida os resultados variaram de 68% a 99% (Figura.4).
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4 DISCUSSAO

Nos ensaios realizados nesse experimento utilizando o tratamento pré-
infecgdo (atividade antiviral) e o tratamento pos-infeccdo (atividade virucida),
buscou-se verificar a acao das substancias testes contra o virus da Cinomose Canina.

Os compostos fenolicos, entre eles os flavondides, possuem a capacidade
de ligar-se a glicoproteinas, dificultando a ligacdo e a entrada na célula, com isso a
interagdo do virus aos receptores celulares; ja ¢ relatado também a capacidade de
alguns desses compostos de se ligarem aos receptores celulares modificando sua
estrutura quimica ou bloqueando o sitio de ligagao dos virus, dessa forma, impedindo
a ligagdo e entrada do virus na célula. Mecanismos, estes, descritos por LI et al.
(2000), WEI et al. (2004), LIU et al (2005).

Portanto, a interferéncia na ligacdo e entrada do virus na célula pode ser
uma das atividades apresentadas pelos acidos fenolicos (ferulico e transcinamico) e
pelos flavonodides (quercetina e kaempherol) contra a infec¢ao in vitro pelo virus da
Cinomose Canina que resultou na redugdo do titulo viral encontrado nos
experimentos.

SERKEDJIEVA & IVANCHEVA (1999) descreveram em seus
experimentos que a medida em que aumentava-se a concentragdo de varios
compostos fenolicos, aumentava-se o potencial virucida dessas substancias. Os
resultados encontrados com o &cido ferulico no ensaio de atividade virucida
concordam com os resultados observados pelos autores, que a medida que aumentou-
se a concentracao da substancia houve aumento da atividade virucida proporcional ao
aumento da concentragdo até a concentragdo de 100 pg/mL e, em seguida, uma
estabilizacdo do potencial virucida. Ja para o acido transcinamico, quercetina € o
kaempherol, os resultados encontrados foram discordantes desses autores, pois a
medida que houve um aumento da concentracdo das substancias, ndo houve um
aumento da atividade virucida.

Os resultados dos ensaios para diferenciar a atividade antiviral da atividade
virucida demonstraram que, para todas as substancias, os resultados dos ensaios de
atividade virucida foram superiores aos resultados testando a atividade antiviral.
Embora nos ensaios da atividade antiviral houvesse concentragdes residuais dos
compostos nos orificios das placas apds o tratamento antiviral, seguido da posterior

infeccao viral das células, os resultados demonstram que a incubagdo direta dos
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compostos com o virus foi mais eficiente na reducao do titulo viral. Os mecanismos
de possivel ligacdo as glicoproteinas do envelope ou relativa inativagdo viral ndo
podem ser determinados especificamente com os ensaios realizados.

A interferéncia na replicacdo viral, em varios mecanismos bioquimicos
envolvidos na atividade e funcionamento celular, no proprio ciclo celular e na
apoptose celular sdo varias atividades demonstradas por compostos fendlicos e
flavondides. Estes mecanismos interferem no efeito antireplicativo viral, bem como
na prote¢do celular, contribuindo para reducdo da infectividade viral e replicagdo
viral, tornando muitos destes compostos alvos de pesquisa para producdo de
medicamentos preventivos e terapéuticos para infecgdes virais em humanos e
animais. Provavelmente esses mecanismos contribuiram para os resultados de
reducdo no titulo viral nos ensaios de atividade virucida, mas ndo podem ser
determinados apenas pelos ensaios realizados.

A curva de crescimento viral para o tratamento virucida mostrou que o
acido ferulico reduziu o titulo viral de 99,99% a partir de 12h p.i mantendo essa
reducdo até 72h p.i. Este resultado demonstra excelente acdo desse composto na
reducdo do titulo viral, podendo ser por influéncia na entrada do virus na célula, bem
como inteferéncia na replicacdo viral e,ou prote¢do celular demonstrando uma
potente inibi¢do da replicacdo viral.

Os resultados da curva de crescimento viral utilizando o flavondide
quercetina, demonstraram também excelente redugdo do titulo (99,9%) a partir de
12h p.i. até 48h p.i. No entanto, apos 48h p.i., houve replicacao viral, evidenciando
que particulas virais foram capaz de entrar e replicar na célula mesmo tardiamente e
em baixos titulos. Mas esse resultado encontrado ndo implica na eficicia da
quercetina como possivel medicamento antiviral e sua utilizagdo em infecg¢des
viricas, apenas demonstra que nesse ensaio € na concentracao usada a quercetina nao
foi capaz de inativar ou impedir a completa replicacao do virus.

A quercetina, um dos flavonoides mais estudados devido sua acdo
antiviral e antioxidante, ¢ caracterizada pelo seu poder antiviral relacionado a
capacidade desse composto de se ligar a proteinas do envelope viral, interferindo na
ligagdo e penetracdo do virus na célula, bem como na sintese de DNA (FORMICA &
REGELSON 1995). A eficacia desse composto contra diversas infec¢des viricas,
antioxidantes, anticancerigenos, envolvimento no ciclo celular como a de

citoprote¢do, também ja foi relatada por DAJAS et al. (2003), SPENCER et al.
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(2003), SPENCER et al. (2003). No entanto, pesquisas ainda sdo necessarias para o
esclarecimento desses mecanismos.

Contudo, o 4cido feralico e a quercetina, dos compostos testados, foram
0s que apresentaram potencial antiviral e virucida com melhores resultados contra o
virus da Cinomose Canina, sendo, portanto candidatos a terapia anticinomose.
Embora o kaempherol tenha demonstrado pouca atividade antiviral e virucida, ndo se
deve descarta-lo como candidato a terapia antiviral, pois existe a possibilidade de sua
associagdo com outras substancias, como drogas comerciais ou naturais, para
potencializar as propriedades antivirais.

Estudos subseqiientes sobre ligacao do virus as células e os mecanismos
intracelulares envolvidos na replicagdo viral e saida do virus da célula poderdo
esclarecer as possiveis hipdteses da acdo antiviral desses compostos para uso
terapéutico contra a infeccdo. Estudos in vivo também serdo necessarios para
verificar o potencial terapéutico da quercetina e do acido fertlico, que apresentaram
os melhores resultados nos ensaios de atividade virucida.

A neuroprotetividade da quercetina descrita por DAJAS et al. (2003)
refere-se principalmente a inibi¢do da peroxidagdo lipidica (fungdo encontrada em
outros flavondides) que envolve também protecao a danos vasculares que induzem
decréscimo de energia em forma de ATP, afetando a membrana celular e as trocas
i6nicas. Devido as caracteristicas citoprotetora e neuroprotetora da quercetina e as
caracteristicas e¢ formas da doenga clinica da Cinomose Canina, a utilizacdo da
quercetina buscando um possivel efeito antiviral, virucida e neuroprotetor a torna um
candidato para desenvolver mais pesquisas in Vvitro e in vivo visando a produgdo de
medicamento fitoterdpico que possa contribuir para a terapéutica dessa infecgdo,
reduzindo os danos celulares e a doenca clinica da Cinomose principalmente, quando

ja houver comprometimento neurologico da doenca.
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Fig 4-1. Atividade virucida das quatro substancias testadas, separadamente, contra o
virus da Cinomose Canina em relacdo as concentracoes: 0 controle viral; 50, 100,
150mg/mL de cada substancia teste.
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Fig 4-2. Curva de crescimento viral com o flavondide quercetina (100pg/mL) nos
tempos 4, 8, 12, 24, 48, 72 horas, utilizando os dois tipos de tratamentos, atividade
antiviral e atividade virucida em relagao ao controle viral.
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Fig 4-3. Curva de crescimento viral com o acido ferulico (100pg/mL) nos tempos 4,
8, 12, 24, 48, 72 horas, utilizando os dois tipos de tratamentos, atividade antiviral e
atividade virucida em relagdo ao controle viral.
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Fig 4-4. Porcentagem de redugao do titulo viral durante a curva de crescimento viral
com o 4cido transcinamico (100png/mL) e kaempherol (50pug/mL) nos tempos 4, 8,
12, 24, 48, 72 horas, utilizando os dois tipos de tratamentos, atividade antiviral e
atividade virucida.
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CAPITULO 2

Atividade antiviral dos compostos fenélicos (Acidos ferdlico e
transcinamico) e dos flavonoides (Quercetina e Kaempherol) sobre

0s Herpesvirus bovino 1 e Herpesvirus bovino 5
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1 INTRODUCAO

As infecgdes herpéticas, principalmente nos pacientes portadores de HIV,
sao um grande problema de saude publica no mundo e alvo para as mais diversas
pesquisas sobre drogas antivirais, incluindo substincias naturais e associa¢des dessas
com farmacos comerciais na busca de preven¢do das infec¢des virais e no tratamento
dos sinais clinicos relacionados (GONG et al. 2004). Os herpesvirus pertencem a
familia Herpesviridae, subfamilias Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gammabherpesvirinae. Na subfamilia Alfaherpesvirinae, encontram-se os principais
representantes de doengas em humanos e animais, o herpes simplex 1 e 2 (HSV 1 e
2) que causam doencas epiteliais, labiais e genitais, e o virus da varicella-zoster de
humanos (VZV), entre outros. Nos animais, 0s principais representantes da
subfamilia Alfaherpesvirinae sao os herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV 1) que causam
infecgdes respiratorias e genitais em bovinos e raramente quadros de encefalite e os
herpesvirus bovino 5 (BoHV 5) que causam meningoencefalites ndo purulentas em
bovinos, ambos relacionados antigenicamente e geneticamente (METZLER et al.
1986, MEYER et al. 2001, PEREZ et al. 2002). A habilidade para invadir, replicar e
causar doenga no SNC varia entre os herpesvirus neurotropicos, como o herpes
simplex (HSV), o virus da pseudoraiva de suinos (PRV), o herpesvirus bovino 1
(BoHV 1) e o herpesvirus bovino 5 (BoHV 5) (ROIZMAN 1992, MURPH et al.
1999, MEYER et al. 2001, BELTRAO 2000).

O herpes simplex 1 (HSV 1) encefalite (HSVE) ¢ uma das maiores causas
de encefalite esporadica em humanos (KENEDY 2004). A mortalidade e morbidade
do HSVE sao significantemente reduzidas quando o diagnostico é precoce e se faz
uso de terapia antiviral. No entanto, se a terapia antiviral ndo ¢ indicada
precocemente, diminuem as chances de sobrevivéncia e muitas vezes podem ocorrer
sinais nervosos persistentes (RASCHILAS et al. 2002). A resposta inflamatoria do
cérebro ¢ um dos fatores responsavel pelos danos aos neurdnios ocasionando os
sinais nervosos persistentes, embora faca parte dos mecanismos para resolucao e
remocao do virus do organismo. Drogas que reduzem a replicagdo viral e a resposta
inflamatoria sdo alvos para o tratamento de encefalites por HSVE auxiliados pelo
diagnéstico precoce. Medicamentos especificos para esse fim sdo objetos da

terapéutica para HSVE (SELLNER et al. 2005).
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Os compostos polifenolicos, como os acidos fendlicos e os flavonoides
sdo grupos de substincias presentes na natureza em frutas, vegetais e derivados.
Esses compostos sdo, na maioria, potentes agentes antioxidantes necessarios para o
funcionamento das células vegetais (KINSELLA 1993, CAMPOS & LISSI 1996).

Muitos estudos ja relataram os efeitos de alguns flavonoides sobre a
replicagdo de virus em animais, onde podem atuar na inativagcdo direta do virus,
afetando assim a infectividade ou podem ter efeito antireplicativo (SELWAY 1986,
HUDSON 1990, VISON 1998). Flavonoides tais como a quercetina, rutina € morina,
dentre muitos outros, sdo estudados e apresentam atividade contra varios virus,
incluindo parainfluenza, adenovirus, poliovirus, rhinovirus, Sindbis virus, herpes
simplex, entre outros (WANG et al. 1998). Os herpesvirus estdo entre uma das
familias virais mais empregadas nos estudos das drogas antivirais devido as suas
caracteristicas de infec¢do e grande importancia para saude publica, além do impacto
econdmico de suas infecgdes nos animais € nos humanos. As infecgdes por
herpesvirus, principalmente nos pacientes portadores de HIV, sdo um dos maiores
problemas de saude publica no mundo e alvo para diversas pesquisas sobre drogas
antivirais, incluindo as substancias fitoterapicas na busca da prevengdo das infec¢des
virais e no tratamento dos sinais clinicos relacionados (GONG et al. 2004).

Ha interesse crescente no estudo da atividade biologica dos flavondides.
Neste sentido, tem-se desenvolvido trabalhos sobre a acdo dos flavonodides na
biologia das plantas, bioquimica ecoldgica, quimiotaxia, tecnologia de alimentos e
farmacologia desde a década de 70, quando os primeiros relatos sobre o efeito
antireplicativo dos flavonoides sobre virus animais foram descobertos (SA FILHO
1995, SELWAY 1986, OLIVEIRA et al. 1999).

Mais de 6000 flavondides ja foram identificados nas plantas. Na maioria
dos alimentos, a quercetina ¢ um dos flavonoides encontrado em maior concentragao
(HARBORNE & WILLIAMS 2000). Foi estimado por ERLUND et al. (2000, 2002)
que a quercetina ¢ absorvida rapidamente pelo intestino (médio e cdlon) podendo
atingir a corrente sanguinea em 1-2 horas apos a ingestdo permanecendo no plasma
por até 15 a 18horas. Acredita-se que em dietas ricas em flavonoides, a ingestao

habitual corresponde a uma variacao plasmatica entre 13-16pg/L.

Muitos estudos estdo buscando determinar o mecanismo de acdo dos

flavonoides para definir os efeitos in vivo em diversos tipos celulares e a influéncia
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desses no metabolismo e fisiologia, bem como os efeitos dos seus metabodlitos
resultantes. Pouca aten¢do vem sendo dada ao potencial intracelular dos flavonodides.
A bioatividade da quercetina € a mais pesquisada, seu metabolitos in vivo, o 3’-O-
metil quercetina, 4’-O-metil quercetina e 7-O-B-D glicuronil em fibroblastos sdo os
principais responsaveis por efeitos de citoxicidade e, ou, citoprotetividade em
presenca ou auséncia de estresse oxidativo e também como indutores de apoptose e
da interferéncia no ciclo celular, tornando-os alvos de terapias anticancerigenas
(SPENCER et al. 2003). A quercetina tem atividade antiviral relacionada a
capacidade desse composto de se ligar a proteinas do envelope viral interferindo na
ligacdo e penetracdo do virus na célula, bem como na sintese de DNA (FORMICA &
REGELSON 1995, LI et al. 2000).

A atividade antiviral de extratos de Geranium sanguineum L., planta
tradicionalmente usada para o tratamento de lesdes de pele, que contém flavondides,
acidos fenolicos e tanino na sua composicao, foram testados contra HSV 1 e 2. Foi
demonstrado relativo efeito virucida dependente diretamente da presenca e
concentracdo das diferentes substancias (flavonoides, acidos, tanino entre outras)
encontradas nos diferentes extratos da planta (SERKEDJIEVA & IVANCHEVA
1999).

Outros grupos de flavondides como a Baicalina ja foram descritos como
inibidores anti-HIV, atenuando a capacidade do virus de se ligar e ativar receptores
celulares. Essa inibi¢do envolve dois tipos de mecanismos, o de ligagdo do
flavonoide a glicoproteinas do envelope e a receptores celulares, principalmente
receptores CD4+, onde a glicoproteina do envelope do HIV denominada gp120
codificada pelo gene “Env” ¢ a principal proteina de ligagdo que media a fusdo com
as células que expressam receptores CD4+, e a parada de sintese de DNA celular que
contribui para uma menor replicacao viral (LI et al. 2000). Um dos mecanismos
antivirais dos flavonoides ¢ também a inibicdo da transcriptase reversa, dificultando
a sintese de DNA viral impedindo a posterior integracdo ao genoma do hospedeiro
(SPEDDING et al.1989). Trabalhos realizados por IMANISHI et al. (2002)
envolvendo extratos de cha verde, que possui em sua composicdo compostos
fenolicos como catecinas e picatechinas, entre outros, demonstraram interferéncia na
replicagdo e maturagdo (montagem) viral do virus da Influenza devido a acidificagao

de compartimentos intracelulares como endossomos e lisossomos m cultivo celular.
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O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade antiviral de dois
acidos fendlicos e dois flavonoides sobre a replicacdo viral do BoHV 1 e BoHV 5ea
atividade antiviral ou terapéutica da quercetina in Vvivo sobre a manifestagdo de
doenca neuroldgica em coelhos causada pelo BoHV 5. Os resultados encontrados
sugerem a utilizacdo da quercetina como candidata para as infec¢des causadas por

herpesvirus humanos e animais.
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2 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Virologia Animal do
Departamento de Veterinaria (DVT), Laboratorio de Virologia Molecular Animal
(LVMA)-BIOAGRO, Laboratorio de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (DBB) e Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoérios

(LBCH)-BIOAGRO, na Universidade Federal de Vigosa-MG.

2.1 Células, virus e substancias testes

Os ensaios in vitro foram realizados com células de linhagem de rim
bovino (MDBK) livres de pestivirus e células de linhagem de rim bovino resistentes
a pestivirus (CRIB) (FLORES & DONIS 1995). As células foram mantidas em meio
essencial minimo (MEM) contendo penicilina (1,6mg/L), estreptomicina (0,4mg/L) e
suplementadas com soro fetal bovino ou soro eqiiino (10%). Foram utilizadas
amostras padroes de laboratorio de BoHV 1 (LA) e BoHV 5 (SV/507). Os estoques
virais foram titulados pelo método de TCIDso. Os 4cidos fenolicos e o flavondide
kaempherol foram cedidos pela Dra. Tania Toledo de Oliveira do Laboratério de
Biofarmacos do Departamento de Bioquimica ¢ Biologia Molecular da UFV. O
flavonoide quercetina utilizado foi adquirido da Sigma-Aldrich. Todas as substancias
foram dissolvidas em dimetil sulféxido (DMSO), numa concentracdo final de

20mg/mL para estoque a 4°C.

2.2 Citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade, monocamadas de células MDBK e
CRIB com tapetes celulares semi-confluentes foram tratadas com diferentes
concentragdes de 4acidos fenolicos (transcinamico e fertlico) e flavonoides
(quercetina ¢ kaempherol) que variaram entre 1 a 200pug/mL, pois o objetivo era
utilizar a maxima concentracdo das substancias testes que poderia ser usada nos
ensaios, sem toxidez para células. A propor¢do usada ¢ de 1:1 (50uL/MEM,

50uL/célulastMEM para 100uL/substancias) em concentracdes de 1 a 200pg/mL.
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As células foram incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO;, a 37°C e as
microplacas foram monitoradas em microscopio Optico por quatro dias. A
citotoxicidade foi determinada pelo efeito na morfologia e viabilidade celular de
acordo com o aspecto das células ndo tratadas (controle negativo) com o teste

colorimétrico (MTT- Sigma-Aldrich).

2.3 Teste colorimétrico (MTT)

Apo6s 96h de incubagdo das células com as substincias testes em diversas
concentragdes, foram adicionados 10uL de MTT (5mg/mL) em cada orificio e, em
seguida, incubou-se a microplaca por quatro horas em estufa com atmosfera de 5%
de CO, a 37°C. Posteriormente, o sobrenadante foi retirado e 100uL de
isopropanol/HCL 0,04N foram adicionados a cada orificio. Homogeneizou-se até a
completa dissolugdo dos cristais azuis formados a partir dos sais de tetrazolium. A
microplaca foi deixada em descanso por 1 hora para uma melhor dissolucao dos
cristais e estabilizacdo da cor. A densidade Optica (ODs79) foi determinada por
espectrofotometria, por meio de leitor de ELISA, utilizando um comprimento de
onda de 570nm. A porcentagem de células tratadas viaveis foi calculada em relagdo
ao controle negativo (% de células controle = OD cxp/ ODcéula controle X 100). A CTso €

a concentragao necessaria para reduzir a densidade optica em 50%.

2.4 Atividade antiviral e virucida

Monocamadas celulares foram cultivadas, infectadas e tratadas
separadamente com as substancias sem exceder a concentragdo maxima nao toxica.
Foram mantidas para efeito do controle do experimento, células infectadas, células
nao infectadas, células tratadas com as substancias testes e cé¢lulas ndo tratadas. A
reducdo do titulo viral (TCIDsp) foi determinada pela visualizagcdo da redugdo do
efeito citopatico (ECP) em relagdo ao controle de cé¢lulas infectadas.

Para verificar a atividade antiviral no tratamento pré-infeccdo dos dois
acidos fenolicos e flavondides, as células foram tratadas antes da infecg¢do viral

utilizando concentra¢des das substancias testes de acordo com os resultados de
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citotoxicidade encontrados para cada substdncia. Em seguida, as microplacas
contendo uma propor¢do de 1:1, isto é, 50 pL de células e 50 puL das substancias de
testes foram incubadas por 1 hora em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C.
Ap6s a incubagdo, foram adicionados 100uL dos virus BHV1 ou BHVS em diluigdes
seriadas com base 10, sendo as placas monitoradas por 96 horas e em microscopio
optico para visualizagao do ECP.

Nos ensaios de atividade virucida (tratamento pos-infeccdo), diferentes
concentragdes dos dois 4cidos fendlicos e dos flavonoides entre 50-150pug/mL foram
incubadas separadamente em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 1 hora
com o virus, com o objetivo de determinar qual a melhor concentracdo das
substancias com atividade virucida. Nesse ensaio buscou-se a utilizagdo da maxima
concentragdo de flavonoides que poderiam ter a melhor concentragdo dos compostos
que poderiam ter atividade virucida, respeitando o limite de citotoxicidade. Apds a
incubagdo, os virus foram adicionados em dilui¢des seriadas para titulacao viral, e o
aparecimento do efeito citopatico monitorado por 96 horas. A atividade virucida dos
compostos foi determinada pela redug¢do do titulo viral (TCIDsp) em relagdo as

células infectadas.

2.5 Curva de crescimento

Ensaios de curva de crescimento viral utilizando células tratadas com a
quercetina e virus tratados com a mesma substancia foram realizados. O titulo viral

foi determinado nos tempos 0, 4, 8, 12, 24 ¢ 48 horas por meio de titulagdo (TCIDs).

2.6 Ensaios in vivo

Trinta e dois coelhos da raca New Zealand, com 90 dias de idade, fémeas
pesando em torno de 1,5kg, soronegativos contra os virus BoHV 1 e BoHV 5, foram
utilizados e alojados em gaiolas individuais, alimentados com 100 a 120g de ragdo
conforme o crescimento ¢ ganho de peso e agua fornecida a vontade. Para a
inoculacdo viral e tratamento com quercetina, os animais foram divididos em quatro

grupos.
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Grupo 1: seis animais inoculados com MEM estéril, ndo tratados com
quercetina (controle negativo);

Grupo 2: seis animais inoculados com MEM estéril e tratados com
quercetina (controle da quercetina);

Grupo 3: dez animais inoculados com a amostra neuropatogénica
(SV/507) do virus BoHV 5 e ndo tratados com quercetina (controle positivo);

Grupo 4: dez animais inoculados com a amostra neuropatogénica
(SV/507) do virus BoHV 5 e tratados com quercetina.

Os animais foram deixados em jejum alimentar por 12h e, em seguida,
anestesiados com 0,2mL/kg de uma combinagdo de zolazepam e tiletamina (Zoletil)
administrados por via intramuscular. Apds a anestesia, foi feita uma inoculagdo
intranasal com 400uL de suspensdo viral (SV/507 1x10° TCIDso) via cavidades
tréfinas (MEYER et al. 1996). Os grupos 1 e 2 foram inoculados com o mesmo
volume de MEM estéril. Apdés a inoculagdo, os animais foram monitorados
clinicamente até a completa recuperacao dos sinais vitais e atividade fisica.

O tratamento com quercetina foi realizado por meio de capsulas contendo
20mg/kg de quercetina por via oral. A quercetina foi ministrada a partir do tempo

zero (antes da inoculagdo) até o 12° dia em intervalos de 12/12h.

2.7 Monitoramento clinico, administracédo de quercetina e coleta de suabes

O acompanhamento clinico foi efetuado diariamente por um periodo de
18 dias pds-inoculacdo (p.i.) ou até a morte dos animais. O monitoramento foi feito
por meio de exames em busca de sinais clinicos indicativos da replicagdo viral e da
doenca neurologica induzida pelo BoHV 5, coleta de suabes nasais e inoculagdo dos
mesmos em cultivo celular para deteccdo de replicagdo viral, e monitoramento de
sinais clinicos indicativos de replicagdo viral como: secre¢do nasal e ocular,
anorexia, depressao, salivagdo, bruxismo, opistétomo, perda do equilibrio, decubito,
convulsdes, coma e morte. Animais que vieram a Obito foram necropsiados e seus
orgdos coletados para exames posteriores de histopatologia.

Para medir a intensidade dos sinais clinicos, utilizaram-se scores como:

- score 1: secregoes nasal e ocular, depressao, falta de apetite;
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- score 2: secregdes nasal e ocular, depressao, anorexia, salivagdo, opistotomo, perda
do equilibrio, bruxismo;
- score 3: anorexia e sinais de comprometimento neuroldgico grave.

A partir do segundo dia p.i., foram coletados suabes nasais dos dois
grupos inoculados com BoHV 5 para isolamento viral a cada 24horas. Os suabes,
depois de coletados, foram colocados em tubos de microcentrifuga contendo MEM

estéril para posterior inoculacdo em cultivo celular.

2.8 Isolamento viral

O material coletado dos suabes nasais na presenca de MEM estéril foi
centrifugado a 1.000x g por 5 min a 4°C, sendo 250pL do sobrenadante inoculados
em placas de poliestireno de 24 pocos com tapete celular semi-confluente de células
CRIB, seguido de incubagio em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. A
observacao de ECP foi realizada apos 96h de incubagdo em microscopio Optico.
Duas passagens em cultivo celular foram realizadas para a confirmacdo do

diagnostico de replicagdo viral.

2.9 Exames histopatologicos

Amostras de rim, figado e cérebro foram coletadas dos animais
necropsiados, fixadas em formalina tamponada a 10%, processadas e coradas

seguindo os procedimentos rotineiros para histopatologia.

56



3 RESULTADOS

3.1 Citotoxicidade

As concentracdes maximas ndo toxicas encontradas na visualizagdo direta
do efeito toxico pelo microscopio Optico foram confirmadas pelo teste colorimétrico
(MTT/CT-50%), sendo que para as células MDBK e CRIB a concentragdo maxima
nao toxica foi de 100pug/mL para ambos o acidos, ferulico e trascindmico, e de
50pg/mL e 20pg/mL para o kaempherol e quercetina, respectivamente. Em
concentragdes superiores as determinadas acima, foi visualizado vacuoliza¢do do
citoplasma, morte celular e desprendimento do tapete celular devido a toxicidade das

substancias.

3.2 Atividade antiviral e virucida das substancias testes

Os resultados da atividade antiviral (tratamento pré-infec¢do) por meio de
redugdo no titulo viral contra o BoHV 1 foram de 53% para o &cido ferulico
(100pg/mL), 32% para o acido transcinamico( 100pg/mL), 85% para o kaempherol
(50pg/mL) e de 90% para os e quercetina (20pg/mL).

Para o BoHV 5, os resultados encontrados foram de 78% para o acido
feralico (100pg/mL), 71% para o acido transcindmico (100pg/mL), 78% para o
kaempherol (50pug/mL) e 85% para a quercetina (20pug/mL).

Nos ensaios para observacdo da atividade virucida, na melhor
concentracdo definida com maior potencial virucida, houve redu¢do do titulo viral
para o BoHV 1 de 68% para o acidos transcindmico (100pg/mL), 67% para o acido
feralico (100pg/mL), 98% para o Kaempherol (300pg/mL para)  99,99%
(300pg/mL) para a quercetina (Figura 2).

Nos ensaios com o virus BoHV 5, a reducdo foi de 53% o acido
transcinamico (50pg/mL), 78% acido ferulico (100pug/mL), 53% para o kaempherol
(50pg/mL) e de 98% a 99% para a quercetina ( a 300ug/mL e 50pg/mL,

respectivamente) (Figura 3).
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3.3 Curvade crescimento

Para ambos os herpesvirus bovinos, as curvas de crescimento foram
realizadas somente com o flavonodide quercetina na concentracdo de 300pg/mL nos
tempos 4, 8, 12, 24, 48 horas, observando-se uma redugdo do titulo viral de ambos

os herpesvirus de cerca de 99,99% ou cerca de 4 log a partir de 4h p.i. (Figura 4).

3.4 Ensaios in vivo

Os animais foram inoculados para avaliacao da replicagao viral, dos sinais
clinicos, tratamento terapéutico e também para avaliagdo de nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade nos grupos de animais correspondentes ao controle negativo e no
grupo de animais apenas tratados com quercetina sem inoculacdo viral. Os animais
do grupo 2 (inoculados com MEM e tratados com quercetina) ndo demonstraram
nenhum sinal adverso ao tratamento ou sinal clinico, bem como os animais do grupo
1 ndo apresentaram sinal de infec¢@o (controle negativo).

J& os animais do grupo 3 (controle positivo) apresentaram sinais da
infeccdo viral: dos 10 animais pertencentes a esse grupo, 5 animais apresentaram
sinais clinicos da infec¢do viral, mas apenas 1 dos 5 animais doentes foi a 6bito com
sinais de comprometimento neurologico grave com infec¢ao aguda pelo BoHV 5. Os
sinais clinicos foram observados a partir do quinto dia d.p.i. ¢ permaneceram até o
oitavo dia, sendo que os outros animais se recuperaram lentamente permanecendo
apaticos e sem ingerir alimentos até 10 d.p.i. No grupo 4 (animais inoculados com
BoHV 5 e tratados com quercetina), apenas um animal apresentou aumento da

secrecdo nasal e ocular, sem evoluir para sinais clinicos (Quadro 1).

3.5 Isolamento viral

Dos 20 animais inoculados com BoHV 5, todos foram positivos pelo
isolamento viral em suabes nasal, no entanto, foram encontradas diferengas entre os
animais ndo tratados e tratados com quercetina referentes ao tempo de excregao viral

(Quadro 1). O numero de dias de excre¢ao viral nos animais positivos pelo
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isolamento viral foi maior no grupo 3 em média de 2 dias que no grupo 4, bem como
o inicio da excre¢do viral foi mais tardia no grupo 4 ( 4 animais no 1° e 2°) quando
comparado com o inicio da excrec¢ao viral dos animais do grupo 3 (8 animais no 1°

dia e 10 animais no 2° dia) (Quadro 1).

3.6 Exames histopatologicos

As analises histopatoldgicas de figado e rim ndo mostraram sinais
compativeis com hepatotoxicidade e nefrotoxicidade causada pela administracio de
quercetina na dose utilizada. No rim foram encontrados focos de infiltrados
inflamatorios com predominancia de células mononucleares, geralmente de
localizagdo perivascular ou periglomerular, os quais normalmente ocorrem nesse
orgdo na fase de viremia, compativeis com a replica¢do viral. Em alguns animais do
grupo 3 também se observaram areas de cicatrizagdo. As lesdes encontradas nos
animais do grupo 3 (controle positivo) foram mais evidentes que nos animais do
grupo 4 (animais tratados com quercetina), ja& que nos primeiros, estes infiltrados
eram multifocais (Quadro 2).

No SNC, os achados histopatologicos foram caracteristicos da infeccao
pelo BoHV 5. Observou-se meningoencefalite, com infiltrado linfocitario, manguitos
perivasculares, hiperemia, principalmente nas meninges, gliose, areas de malécia,
hemorragia e neuronofagia. Em alguns casos também se observaram pequenas areas
de necrose, principalmente nos animais do grupo 3. O grau das lesdes considerou o
numero de focos e a extensdo das lesOes; e as caracteristicas das lesdes focais e
difusas demonstraram maior comprometimento do parénquima cerebral nos animais
do grupo controle positivo (grupo 3) quando comparado com os animais tratados

(grupo 4) (Figura 4).
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4 DISCUSSAO

Compostos fenolicos e flavondides estdo sendo amplamente empregados em
pesquisas como potenciais medicamentos contra infec¢des viricas devido a diversas
formas de interagdes desses compostos como agentes antivirais € como
citoprotetores.

Estudos com vérios flavondides tais como a quercetina, rutina e morina,
dentre muitos outros, t€ém apresentado resultados de atividade antiviral contra varios
virus, incluindo parainfluenza, adenovirus, poliovirus, rhinovirus, Sindbis virus,
herpes simplex, entre outros (WANG et al. 1998).

Os herpesvirus sdo uma das familias virais mais empregadas nos estudos
com drogas antivirais, devido sua importancia para populagdo humana, satde
publica, diversas infec¢des causadas por membros dessa familia em varias espécies,
além do impacto econdmico de suas infecgdes nos humanos e animais. Em nossos
ensaios com os compostos fendlicos (4cido fertlico e acido transcindmico) e os
flavondides (quercetina e kaempherol) buscou-se avaliar o potencial antiviral desses
compostos contra o BoHV 1 e 5 em cultivo celular, e avaliar o potencial da
quercetina contra a infec¢do in vivo em coelhos infectados com BoHV 5 no
tratamento da doenga clinica e na replicacdo viral.

Em pacientes portadores de HIV, as infec¢des herpéticas sdo um dos
maiores problemas de satide publica no mundo (GONG et al. 2004). Tratamentos
preventivos e terapéuticos para as diferentes infecgdes herpéticas nesses pacientes
tem grande importancia, visando principalmente que existe resisténcia viral a muitos
medicamentos comerciais utilizados atualmente. Estudos com medicamentos
fitoterapicos ou produzidos sinteticamente a partir de compostos naturais que
possuam poucos efeitos colaterais, sdo o objetivo das pesquisas com essa variedade
de compostos estudados atualmente.

Os nossos estudos de atividade antiviral e virucida dos acidos
transcinamico e &cido ferulico foram inferiores aos relatados anteriormente contra o
herpes simplex 1 (SELWAY 1986) ou contra herpes simplex 1 e 2 (SERKEDJIEVA
& IVANCHEVA 1999) revelando baixo potencial antiviral desses compostos contra
o herpesvirus bovino 1 e 5. Isso pode ser explicado pelo fato dos éacidos fenolicos
serem precursores dos flavonoides, apresentando, com isso diferengas na composi¢ao

dos esqueletos carbonicos.
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Os resultados nos ensaios de atividade antiviral e atividade virucida
revelaram que os flavondides kaempherol e principalmente a quercetina possuem
atividade sobre os herpesvirus bovino 1 e 5 concordando com os resultados de
SERKEDIJIEVA & IVANCHEVA (1999). Nos ensaios de atividade virucida onde a
quercetina, a 300mg/mL, apresentou redug¢do do titulo viral de até 99,99%,
demonstrando significativo potencial antiviral, superior aquelas encontradas contra
os HSV contra ambos os herpesvirus bovino por essa substancia. No trabalho
descrito por esses autores com extratos de Geranium sanguineum L., ricos em
flavonodides, acidos fenolicos e tanino contra HSV 1 e 2, o efeito virucida foi
proporcional a concentragdo dessas substiancias. No entanto, apenas com o
flavondide quercetina nossos resultados da atividade virucida foram semelhantes,
onde a medida que aumentou-se a concentragdo desse composto houve aumento da
atividade virucida proporcional ao aumento da concentracao.

O kaempherol apresentou menor atividade de reducao do titulo viral em
relacdo a quercetina, o que pode ser devido a auséncia de uma hidroxila em um dos
anéis aromaticos na estrutura do kaempherol que diminui sua capacidade
antioxidante. A hidrofobicidade e¢ a polaridade influenciadas pelos radicais das
moléculas dos flavonoides, podem interferir na liga¢ao as glicoproteinas do envelope
ou capsideo viral e metabolismo intracelular e replicagao viral (DE CLERQ 2000, LI
et al. 2000, LIU et al. 2005).

Os resultados na curva de crescimento viral indicam que houve uma
interrupcdo de uma ou mais etapas do ciclo replicativo dos herpesvirus bovinos
estudados. A quercetina pode ter provocado falha na ligagdo e entrada do virus na
célula, nos eventos de replicacdo viral, como ja foi demonstrado para o HIV, HSV 1
e 2 (De CLERCQ 2000, LIU et al. 2005, KHAN et al. 2005)

Nos resultados in vivo, no grupo de animais tratados com quercetina
observou-se reducao da excregdo viral em dias (média 2 dias), atenuagdo dos sinais
clinicos e menor mortalidade. O tratamento com a quercetina parece ter apresentado
um resultado terapéutico satisfatorio, havendo reducdo da atividade viral, podendo
esse efeito estar relacionado com a atuacdo da mesma nos eventos de replicacdao
viral, bem como citoprotetividade, uma vez que segundo DAJAS et al. (2003), a
quercetina protege do estresse oxidativo, danos vasculares e danos ao DNA. Os
resultados dos exames histopatologicos dos rins ¢ SNC confirmam os resultados

anteriores demonstrando sinais de reducao da resposta inflamatoria no parénquima
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visceral, protecdo vascular e menores areas de cicatrizacdo parenquimal,
presumindo-se uma menor replicacdo viral no grupo de animais tratados,
principalmente no parénquima cerebral. A neuroprotecdo da quercetina ja foi relatada
por ALBA et al. (2002).

DAJAS et al. 2003 demonstraram que a quercetina inibe a peroxidacao de
lipidios, podendo atuar na inibi¢cdo a acdo da enzima inositol trifosfato quinase (IP3
cinase) impedindo a formacao de radicais livres.

O potencial antioxidante, neuroprotetor da quercetina, além do potencial
antiviral refor¢a a sua possivel utilizacdo em doencgas do SNC, entre elas infec¢des
viricas como as encefalites por herpesvirus, tais como, o BoHV 5, HSV 2 e,
ocasionalmente o HSV 1, entre outras encefalites virais, como a encefalite eqiiina
Venezuelana/EEV (ALBA et al. 2002). Devido a semelhancas na replicagdo e a
presenca de lesdes no SNC causada pelos Alphaherpesvirus, pode-se presumir uma
acdo terapé€utica da quercetina para as HSVE humanas, ja que ela possui efeito eficaz
em lesdes epiteliais causadas pelos HSV le 2 (SERKEDJIEVA & IVANCHEVA
1999) e apresentou resultados satisfatorios terapéuticos e neuroprotetores contra o
BoHV 5.

Os resultados encontrados nesses ensaios, juntamente com os dados ja
descritos na literatura, permitem sugerir que a quercetina pode ser um candidato a
medicamento terapéutico e preventivo contra as infec¢des herpéticas, bem como para
outras viroses ¢ doencas do SNC, devido a sua acdo neuroprotetora. Esse efeito
preventivo e terapéutico da quercetina, aliado a auséncia de toxicidade, reforca o

interesse na utilizacdo dessa substancia no tratamento antiviral.
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Quadro 1: Isolamento viral a partir de suabes nasais coletados do grupo de
animais inoculados com o0 BoHV 5 néo tratados e tratados com quercetina.

Sinais d.p. (dias

‘E“g;lrf*g)s 2 3 4 5 6 7 8 9 10 clinicos positivo/
P total)
G3'-1 + + + + - - - - - Scorele2 4/9
G3-2 - + + + + + + - - 6/9
G3-3 + + + + + + + - - 719
G3-4 + + + - - + - - - 4/9
G3-5 + + 4+ 4+ + + + Obito Score31’ 2e an
G3-6 + + + + + + + - - 7/9
G3-7 - + + + + + + - - 6/9
G3-8 + + + + + + - - - Scorele2 6/9
G3-9 + + + + - - - - - Scorele?2 4/9
G3-10 + + + + + + - - - Scorele2 6/9

Positivos/Total 8/10 10/10 10/10 9/10 7/10 8/10 5/10 0/9 0/9

G4 -1 + + + + + + + - - 7/9
G4-2 - - - + + + - - - 3/9
G4-3 + + + + + - - - - Score 1 5/9
G4-4 + + + + + + + - - 7/9
G4-5 - - - + + - - - - 2/9
G4-6 - - + + + - - - - 3/9
G4-7 + + + + + + + - - 7/9
G4 -8 - - + + + - - - - 3/9
G4-9 - - + - + + - - - 3/9
G4-10 - - - - + + - - - 2/9

Positivos/Total 4/10 4/10 7/10 8/10 10/10 6/10 3/10 0/10 0/10

“G-3: grupo inoculado com a cepa SV-507 do BoHV 5 ndo tratados. °G-4: grupo
inoculado com a cepa SV507/BoHV 5 tratados com 20mg/kg de quercetina via oral
de 12/12h.
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Quadro 2: Analise histopatologica do rim coletado dos animais do grupo
controle positivo e do grupo de animais tratados com quercetina.

Tratamentos Lesdes
Ausente' Leve’ Moderada’ Severa®
G-1* 5/6 1/6 0/6 0/6
G-2° 6/6 0/6 0/6 0/6
G-3° 1/10 3/10 1/10 5/10
G-4¢ 3/10 2/10 2/10 3/10

*G-1 animais do controle negativo; °G-2 animais do controle negativo tratados
com quercetina °G-3 animais controle positivo, ¢ G-4 animais positivos e tratados
com quercetina. Ausente' sem qualquer alteragdo histopatologica; Leve® até 4 focos
de lesdes inflamatorias em grau leve; Moderada® de 4 a 8 focos em grau moderado;
Severa’ de 4 a mais focos com grau severo de comprometimento da 4rea afetada. f
lesdes em ambos os rins.

Quadro 3: Resposta inflamatoria no parénquima cerebral dos animais do grupo
controle positivo G3 e do grupo de animais tratados com quercetina G4;
achados histopatoldgicos.

Tratamentos Lesoes®

1 2 3 4
Ausente Leve Moderada Severa

G-3* 0/10 2/10 2/10 6/10
G-4° 1/10 6/10 2/10 1/10

%G-3 animais controle positivo, °G-4 animais positivos e tratados com
quercetina. Ausente' sem qualquer alteracdo histopatoldgica; Leve® até 4 focos de
lesdes inflamatorias com éareas afetadas pequenas; Moderada® de 4 a 8 focos em grau
moderado; Severa® de 4 a mais focos com grau severo de comprometimento da area
afetada. ¢ parénquima cerebral.
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Fig 4-1. A: SNC com leve infiltrado inflamatério perivascular (1-2 camadas
linfocitarias) e meningite, animal inoculado com BoHV 5 e tratado com quercetina
(G4). B1: SNC com intensa meningite, infiltrados inflamatorios perivascular (varias
camadas linfocitarias), vasos congestos, areas de gliose, malacia, animal inoculado
com BoHV 5 e ndo tratado com quercetina (G3) B,: SNC de outro animal do G3 com
infiltrados inflamatorios perivascular, subependimario e manguitos perivasculares,
muitas células linfocitarias e meningite. H&E, 10X.
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Fig 4-2. Titulo viral do Herpesvirus bovino 1 (BoHV1) tratado com quercetina,
atividade virucida.
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Fig 4-3. Titulo viral do Herpesvirus bovino 5 (BoHVY) tratado com quercetina,
atividade virucida.
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Fig 4-4. Curva de crescimento dos virus BoHV1 e BoHVS utilizando a concentragao
de 250mg/mL de quercetina em ambos os tipos de tratamentos. EAV tratamento pré-
infecgdo ou efeito antiviral; EV tratamento de inativacao ou efeito virucida.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Os estudos in vitro dos acidos fendlicos e flavonodides contra os herpesvirus
bovino tipo 1 e 5 apresentaram resultados diferentes para os tratamentos
antiviral e virucida, sendo que os melhores resultados de reducao no titulo viral
foram encontrados no tratamento virucida.

Os acidos fenodlicos ndao apresentaram resultados significativos para ambos os
herpesvirus nos dois tipos de tratamentos.

Embora o flavonoide kaempherol ndo tenha apresentado resultados promissores
contra os herpesvirus bovino tipo 1 e 5, ele pode ser testado em associacdo com
outras substancias, pois segundo dados da literatura, esse flavondide apresenta
atividade antiviral, apesar de nossos resultados ndo confirmarem essa
afirmativa.

O flavonodide quercetina apresentou os melhores resultados no tratamento
antiviral e no tratamento virucida, onde os resultados foram considerados muito
bons, pois houve reducao de 99,999% no titulo viral.

Nos experimentos in Vvivo utilizando a quercetina em coelhos inoculados com o
herpesvirus bovino 5, foram observados redugdo dos sinais clinicos nos animais
tratados, redu¢do da excrecao viral, reducao da morbidade e mortalidade. Ainda
foram encontrados reducdo na resposta inflamatdria no rim e, principalmente no
sistema nervoso central, inferindo-se uma suposta neuroprotecao da quercetina e
também menor replicagdo viral, devido a reducgdo na replicagdo viral visualizada
no rim e parénquima cerebral dos animais tratados com quercetina.

No experimento in vitro contra o virus da Cinomose Canina utilizando os acidos
fendlicos e flavonodides, foram encontrados resultados superiores para todas as
substancias testadas no tratamento virucida e no tratamento antiviral.

Houve uma reducao significativa no titulo do virus da Cinomose Canina no
tratamento antiviral pelo acido fertlico e pela quercetina. J& o 4cido

transcinamico e o kaempherol ndo apresentaram resultados significativos.
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7 PERSPECTIVAS

v A quercetina parece apresentar um resultado promissor contra infec¢des por
alhpaherpesvirus. Novos experimentos para confirmagdo de seu potencial
terapéutico e, ou, preventivo poderdo ser realizados para estudar seus
mecanismos de ag¢do intracelular e in vivo.

v" Com relagdo ao virus da Cinomose Canina, pretende-se desenvolver mais
estudos in vitro com a quercetina e também experimentos in vivo para avaliar o
potencial terapéutico desse composto no tratamento da doenca clinica.

v’ Espera-se que a partir dos resultados encontrados por nds e daqueles ja descritos
na literatura, que a quercetina possa ser utilizada futuramente na clinica de
pequenos animais, minimizando os sinais clinicos da doenca, principalmente os
sinais nervosos responsaveis pela morte e sacrificio dos animais. Sabe-se que
nao hd medicamentos especificos disponiveis no mercado para a sintomatologia
nervosa, assim espera-se que a quercetina possa auxiliar na terapéutica dos

animais que chegam em estado grave aos veterinarios e as clinicas.
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