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RESUMO

OLIVEIRA, Fernanda Souza de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
maio de 2007. Atividade antiviral da quercetina sobre alguns virus de

importancia veterinaria. Orientadora: Marcia Rogéria de Almeida
Lamégo. Co-Orientadores: Maria Cristina Baracat Pereira, Marlene Isabel
Vargas Viloria e Tania Toledo de Oliveira.

A busca por novas substancias com potencial antimicrobiano se torna
crescente e se faz necessario devido, principalmente, ao
desenvolvimento de resisténcia de agentes infecciosos as drogas atuais.
Compostos naturais, dentre eles os flavondides, tem sido uma fonte
particularmente rica desses agentes anti-infectivos. O objetivo deste
trabalho foi o de avaliar o potencial antiviral do flavondide quercetina
contra o Parvovirus Canino (CPV), Herpesvirus Bovino 5 (BoHV-5) e
Herpesvirus Equino 1 (EHV-1). Ensaios in vitro foram realizados, como o
ensaio de Inativagao Direta (AID), no qual se incubou a quercetina com o
virus antes da inoculagdo, ensaio End Point onde foi feito um pré-
tratamento das células com a quercetina e o ensaio denominado de
Timing of Addition, onde foi feito o tratamento das células em cada
passo da infeccdo viral. Foi observado que a atividade antiviral da
quercetina parece ser nos passos iniciais da infecgao, principalmente no
momento da adsorgéo viral. Nos ensaios com o Parvovirus Canino e o
Herpesvirus Equino 1, a quercetina demonstrou se ligar a receptores
celulares, enquanto que nos ensaios com o Herpesvirus Bovino 5, a
agao da quercetina demonstrou ser na ligacéo a estruturas presentes no
envelope viral. Nos ensaios in vivo realizados com os BoHV-5 e EHV-1,
foi possivel avaliar a acao direta da quercetina sobre a infectividade viral
e a sua atuagao em outros mecanismos de defesa do animal. A partir
dos resultados encontrados neste trabalho, sugerimos que a quercetina
possa atuar como um possivel agente antiviral, ndo somente por atuar de
forma direta no controle da infecgdo viral, mas também por meio da
ativacdo de multiplos processos que indiretamente promovem o controle

da infeccgéao viral pelo organismo.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Fernanda Souza de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
may of 2007. Antiviral activity of the quercetin against important
virus of veterinary medicine. Adviser: Marcia Rogéria de Almeida
Lamégo. Co-Advisers: Maria Cristina Baracat Pereira, Marlene lIsabel
Vargas Viloria and Tania Toledo de Oliveira.

The search for new substances with potential antimicrobials is growing
and is necessary due, mainly, to the development of resistance of infectious
agents to the current drugs. Natural compounds, among them flavonoids,
have been a particularly rich source of these antimicrobial agents. The
objective of this work was to evaluate the antiviral potential of flavonoid
quercetin against Canine Parvovirus (CPV), Bovine Herpesvirus 5 (BoHV-5)
and Equid Herpesvirus 1 (EHV-1). Assays in vitro were accomplished, as the
assay inativating direct (AID), in which the quercetin was incubated with the
virus before the inoculation, assay End Point in which quercetin was
incubated with the cells before viral inoculation and the assay Timing of
addtion, in which treatment of the cells was made in each step of infection. It
was observed that the antiviral activity of quercetin seems to be in the initial
steps of the viral infection, mainly at the moment of viral attachment. In the
assays with Canine Parvovirus, quercetin demonstrated to bind the cellular
receptors, whereas in the assays with the Herpesvirus used in this study, the
performance of the quercetin demonstrated to be in the linking the structures
of the viral envelope. In the assays in vivo with BoHV-5 and EHV-1, was
possible to evaluate the direct action of the quercetin on the viral infectivity
and its performance in other mechanisms of defense of the animal. From the
results found in this work, we suggest that quercetin can act as a possible
antiviral agent, not only for acting of direct form in the control of the viral
infection, but also by means of the activation of multiple processes that

indirectly promote the control of viral infection for the organism.
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1 INTRODUCAO

E cada vez maior o nimero de pesquisas em busca de novas
substancias com potencial antimicrobiano. O desenvolvimento de resisténcia
de agentes infecciosos as drogas atuais € um problema crescente global e,
dessa maneira, investimentos substanciais e pesquisas no campo de anti-
infectivos sdo necessarios. Um chamado tem sido feito a industria
farmacéutica para o desenvolvimento de novas classes de drogas que
trabalhem em sitios alvos diferentes das drogas atuais. Além disso, ha uma
necessidade dessas industrias em atender a demanda de producao de
farmacos comerciais para diversas enfermidades humanas e animais, que
eliminem reacgdes colaterais e atuem especificamente no agente patoldgico
ou no organismo de forma direta, eficaz e sem toxicidade.

O desenho racional de drogas nem sempre rende antimicrobianos
eficazes. No passado, inibidores de enzimas foram desenhados e
sintetizados com sucesso, mas eles demonstraram modesta atividade
antibacteriana, provavelmente devido a complexa rota de entrada dessas
drogas nas células. Amplo screening empirico de substancias quimicas para
atividades antimicrobianas representa uma estratégia alternativa para o
desenvolvimento de novas drogas. Produtos naturais tem sido uma fonte
particularmente rica desses agentes anti-infectivos, gerando, por exemplo,
as penicilinas em 1940, as tetraciclinas em 1948 e os glicopeptideos em
1955 (SILVER et al., 1990).

Esforcos tém sido feitos para avaliar a atividade antiviral de uma ampla
faixa de produtos naturais a fim de se isolar e caracterizar novos compostos,
0s quais devem inibir a replicacdo ou a infecgéo viral, ou ainda servir como
modelo para novas moléculas (HAMBURGER & HOSTETTAMNN, 1991,
LEDNICER & NARAYANAN, 1993, ELISABETSKY et al., 1997). A
prevencao e o tratamento das infecgdes virais ainda € um grande desafio
para a industria farmacéutica, pois muitas dessas infecgdes ndao possuem
tratamento apropriado e eficiente.

A quimioterapia antiviral confronta 3 maiores obstaculos: uma possivel

interferéncia com o metabolismo celular normal, levando a efeitos
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citotéxicos, a variabilidade genética viral que produz mutantes resistentes a
drogas e a inabilidade de alguma quimioterapia de erradicar infec¢des virais
latentes (HURAUX et al., 1990). O desenvolvimento da terapia antiviral tem
como desafio desenvolver drogas com um bom perfil farmacocinético e
farmacodindmico, os quais incluem nao-toxicidade, ndo mutagenicidade e
carcinogenicidade e serem inibidores especificos das fungbes virais
(SELWAY, 1986).

Crescentemente, os flavonodides estdo sendo alvos de muitas pesquisas
meédicas. Eles possuem muitas propriedades uteis, incluindo atividade
antiinflamataria, inibicado de enzimas, atividade antimicrobiana (HAVSTEEN,
1983; HARBORNE, 1999), atividade antialérgica, antioxidante (MIDDLETON
& CHITHAN, 1993), atividade vascular e antitumoral citotoxica (HARBORNE
& WILLIAMS, 2000). Devido a ampla existéncia dos flavondides, todos os
animais que se alimentam de plantas sao influenciados por esses produtos
naturais. Os flavondides também s&o usados em formas mais purificadas
como drogas e suplementos alimentares (WANG et al., 1998).

Diversos trabalhos tém demonstrado o potencial antiviral dessa classe
de substancias. A quercetina é um dos flavondides mais bem estudados e
com acéo antiviral ja relatada. Estudos anteriores realizados no Laborat6rio
de Virologia Molecular Animal (LVMA) forneceram indicios da agédo da
quercetina contra virus animais (BRUM, 2006). Dessa maneira, buscou-se
avaliar neste trabalho a atividade antiviral da quercetina sobre alguns virus
de importancia veterinaria. Dentre esses virus, estdo os Herpesvirus Bovino
5 (BoHV-5) e Herpesvirus Equino 1 (EHV-1), que além da importancia na
area animal, servem ainda de modelo para pesquisas em busca de
medicamentos no tratamento de infecgdes herpéticas humanas, as quais
sdo causadas por virus da mesma subfamilia. O potencial antiviral da
quercetina também foi avaliado contra o Parvovirus Canino (CPV), uma das
principais doencas que acomete caes.

Assim, espera-se que este trabalho contribua n&o s6 no
desenvolvimento de um possivel medicamento para o tratamento de
infecgdes animais como, também para o tratamento de infeccdes herpéticas

humanas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Flavonodides

2.1.1 Estruturae funcao

Os compostos polifendlicos, como os acidos fendlicos e os
flavondides sado grupos de substancias presentes na natureza em diversos
vegetais, frutas e bebidas. Esses compostos s&o, na maioria, potentes
agentes antioxidantes necessarios para o funcionamento das células
vegetais (KINSELLA, 1993).

Os flavondides fazem parte de uma classe de compostos fendlicos
resultantes do metabolismo secundario de plantas, derivados de uma rota
biossintética mista, via chiquimato e acetato, e sdo amplamente distribuidos
nas plantas superiores, em caules, folhas e frutos. Quimicamente, o nucleo
fundamental dos flavondides apresenta um esqueleto de quinze carbonos
unidos em dois anéis fendlicos e um terceiro ndo fendlico (Ce C3z Ceg).
Compostos secundarios sao cruciais na resposta da planta a estresses, tais
como mudancgas na luz ou temperatura, competicdo, pressao herbivora e
ataques patogénicos (GOTTILIEB et al., 1995, BERHOW, 1998).

Os flavondides podem estar presentes nas plantas na forma
glicosilada, sendo a glicose o carboidrato mais frequente, embora a forma
aglicona (sem acgucar) também ocorra. Os carboidratos podem estar na
forma de 8 diferentes monossacarideos simples e na forma de
oligossacarideos que podem estar ligados a diferentes carbonos e grupos
hidroxila dos flavondides aglicona nas posi¢des C-3 ou C-7 (WILLIAMS &
HARBORNE, 1994).

A classificagao dos flavondides pode ser feita de acordo com sua
origem biossintética. Algumas classes, por exemplo, chalconas, flavanonas,
flavan-3-ois e flavan-3,4-diois, sdo tanto intermediarios na biossintese
quanto produtos finais que podem acumular nos tecidos das plantas. Outras
classes sdao somente conhecidas como produtos finais da biossintese, por
exemplo, antocianidinas, flavonas e flavonois (CUSHNIE & LAMB, 2005). As

diferentes classes dos flavondides estao representadas na Tabela 1.



Tabela 1: Esqueleto estrutural das principais classes de flavonoides. (CUSHNIE & LAMB, 2005).
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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).




2.1.2 Atividades Biolbgicas

Os flavondides sdo metabdlitos secundarios comuns em plantas,
considerados compostos bioativos relativamente nao-téxicos e possuem
uma ampla variedade de fungdes bioldgicas (GARCIA-MEDIAVILLA et al.,
2007). Os flavondides e outros compostos fendlicos derivados da via
biossintética mista chiquimato e acetato, tém sido relatados como
possuidores de efeitos fisiologicos em plantas e animais, pois servem como
inibidores e ativadores de enzimas, quelante de metais, antioxidantes,
recrutadores de radicais livres, reguladores da transcrigdo, fitohorménios e
como substancias mutagénicas, antimutagénicas, carcinogénicas,
anticarcinogénicas, citotoxicas, antiinflamatorias e  antialergénicas
(BERHOW, 1998).

Existe um interesse crescente no estudo da atividade biolégica dos
flavondides. Muitas pesquisas estdo buscando determinar o mecanismo de
acao desses compostos para definir os efeitos in vivo e em diversos tipos
celulares, interferéncias no ciclo celular bem como a influéncia desses no
metabolismo, fisiologia e efeitos dos seus metabdlitos resultantes
(SPENCER et al., 2003). De acordo com Soobrattee et al. (2005), os
compostos fenadlicos, como os flavondides, sdo agentes profilaticos atraentes
devido a sua alta prevaléncia na dieta e seus efeitos plurifarmacolégicos.

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

Embora o mecanismo de acao antioxidante dos flavondides néao

esteja totalmente esclarecido e possa variar de acordo com a estrutura
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quimica do composto, de modo geral, os flavondides sao capazes de doar
hidrogénio para os radicais livres, estabilizando-os e impedindo o estresse
oxidativo capaz de gerar danos tissulares ou morte celular (SAIJA et al.,
1995; GUO et al., 1999). Em estudos realizados in vitro, muitos compostos
polifendlicos naturais pareceram ser melhores antioxidantes que as
vitaminas C e E, pois além de terem a capacidade de quelar metais,
especialmente cobre e ferro, esses compostos podem atuar indiretamente
como antioxidantes ja que inibem a agcdo desses metais como catalisadores
na formacgédo de radicais livres (CAMPOS & LISSI 1996; CAMPOS et al.,
1996).

Estudos farmacoquimicos mostraram que flavondides presentes na
espécie do género Byrsonima, apresentaram atividades antibacteriana,
antioxidante, antiinflamatéria e analgésica (SANNOMIYA et al., 2003). Em
pacientes durante o periodo de pds-menopausa, observou-se que O0s
flavondides sdo capazes de reduzir os sintomas e que poderiam prevenir
algumas doencgas crdnicas que ocorrem no climatério, como a osteoporose
(HAN et al., 2002).

Lahouel et al. (2004) relataram a citoprotegdo dos flavondides
(quercetina e diosmina) por meio da inibicdo da peroxidagao lipidica em
homogenatos de figado de camundongos tratados com paracetamol,
ciclofosfamida e vimblastina (hepatotéxicos), todos metabolizados no figado
pela enzima citocromo P450.

Diferentes tipos de compostos fendlicos, incluindo os flavonadides,
podem demonstrar efeitos imunomodulatérios diferenciados, tais como
aumento ou diminui¢ao da proliferagdo de esplendcitos. Segundo Lin & Tang
(2007), uma correlacao foi observada entre o conteudo total fendlico ou de
flavondides nas frutas e vegetais selecionados para o estudo e seu efeito
estimulatério na proliferagdo de esplendcitos. A magnitude da resposta
imune celular (tal como a proliferagcdo de esplendcitos) € geralmente
dependente da dose estimulante administrada, portanto, doses muito baixas
ou muito altas poderiam induzir um estado especifico ndo responsivo. De
acordo com Chang et al. (2007), os flavondides baicalina e baicaleina podem
modular a ativacdo de leucdcitos periféricos pela inibicdo da interagao

destas células com células fagociticas, o que confere efeito antiinflamatério a
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essas drogas. Eles demonstraram que isquemia multiorgdo ou disfuncéo,
inflamacéo sistémica e hiperpirexia ocorridas durante um ataque de calor
pode ser significantemente suprimida pelo tratamento com baicalina.

Os flavondides sdo conhecidos por estimular a resposta imune tanto
celular quanto humoral. Embora o preciso mecanismo ainda seja
desconhecido, é possivel que os flavondides estimulem a producido de
citocinas, particularmente as interleucinas 1 e 2 (IL-1 e IL-2), as quais
possuem agao mitogénica para linfocitos T e B (HAVSTEEN, 2002). Outros
compostos fendlicos, tais como os derivados do acido cindmico, também
induzem a producao e liberagdo de citocinas como IL-1, IL-6 e IL-8 pela
ativagcdo de macrofagos, estimulando a producéo de anticorpos (ORSOLIC
et al., 2005).

De acordo com Fisher et al. (2007), a associacdo de 40 mg/dose de
extrato etandlico de propolis verde com uma vacina oleosa inativada contra
BoHV-5 aumentou a resposta imune humoral medida pelo titulo de
anticorpos neutralizantes. Os compostos da prépolis responsaveis pela
atividade imunoestimuladora ndo foram ainda determinados, no entanto, os
autores verificaram elevado teor de flavondides e compostos fendlicos nas
amostras de propolis estudadas e sugerem que estes compostos tenham
sido as principais substancias que agiram no sistema imune.

A atividade antiinflamatoéria, exercida pelos flavondides, também é
amplamente estudada. Os efeitos dos flavondides em uma variedade de
processos inflamatorios e fungdes imunes tém sido descritas e ja se sabe
que eles potencialmente inibem varias enzimas que sao ativadas em certas
condigdes inflamatérias (KWON et al.,, 2005). De acordo com Garcia-
Mediavilla et al. (2007), o flavondide caenferol produz uma reducao,
dependente de concentragcdo, nos niveis de expressao das enzimas oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS), cicloxigenase-2 (COX-2) e proteina C reativa
(CRP), as quais estao envolvidas na produgao da resposta inflamatéria. A
quercetina também reduziu o nivel de expressao dessas proteinas, porém,
em altas concentragoes.

A maioria das atividades bioldgicas exercidas pelos flavondides é
devida as suas propriedades de receptores de radicais livres e atividade

antioxidante. Além disso, os flavondides e outros compostos fendlicos
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podem exercer agdes modulatorias nas ceélulas pela interagdo com um
amplo espectro de alvos moleculares centrais da maquinaria de sinalizagao
celular (SOOBRATTEE et al., 2005). Para Bito et al. (2002), a atividade
biolégica dos flavondides é atribuida as suas propriedades moduladoras
redox e inibidoras de proteinas cinases. Na Figura 1 se encontram algumas

das rotas de sinalizagao celular em que os flavondides podem atuar.
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Figura 1: Cascata de sinalizagdo da proteina-cinase ativada por mitdégeno (MAPK). Os
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com moléculas alvo upstream (SOOBRATTEE et al., 2005).
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2.1.2.1. Atividade antiviral dos flavonoides

As propriedades antivirais dos flavonoides 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 rutina e morina, dentre muitos outros,
tem apresentado atividade contra varios virus, incluindo parainfluenza,
adenovirus, poliovirus, rhinovirus, Sindbis virus, herpes virus humano, entre
outros (WANG et al., 1998).

Ha relatos sobre o efeito antireplicativo de flavondides sobre virus
animais desde 1975. De acordo com Sa Filho (1995), os flavondides que
possuem atividade antiviral, atuam principalmente sobre a DNA polimerase
viral. Muitos estudos ja relataram, entretanto, os efeitos de alguns
flavonoides sobre a replicacdo de virus em animais, onde podem atuar na
inativagdo direta ou podendo afetar a entrada do virus na célula (SELWAY,
1986; HUDSON, 1990; VISON, 1998).

Ja é conhecida a capacidade de alguns flavondides de se ligarem a
proteinas do envelope viral como a gp120 do HIV, dificultando a entrada na
célula (adsorcado), principalmente a ligacdo do virus a receptores CD4+,
além de promoverem a regulagao negativa dessa célula (LI et al., 2000; DE
CLERCQ, 2000). A interacdao de compostos polifendlicos (dentre eles os
flavondides) com a glicoproteina do envelope viral gp41 do HIV também ja
foi relatada. Flavanas e catequinas se ligam a porgao N-terminal, hidrofébica
e altamente conservada da gp41. Flavondides encontrados em varias
espécies de plantas incluindo o cha preto e em outras plantas utilizadas
como chas terapéuticos em algumas comunidades ou regides, possuem
poder anti-HIV inibindo a entrada e replicacdo do virus HIV por varios
mecanismos de acgao (LIU et al., 2005).

Outros grupos de flavondides como a baicalina ja foram descritos
também como inibidores do HIV, atenuando a capacidade do virus de se
ligar e ativar receptores celulares. Essa inibicdo envolve dois tipos de
mecanismos, a de ligagao do flavondide a glicoproteinas do envelope e a

receptores celulares, principalmente receptores CD4+, e a parada de sintese
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de DNA celular que contribui para uma menor replicagao viral (LI et al.,
2000). Um dos mecanismos antivirais dos flavonoides é também a inibicdo
da transcriptase reversa, dificultando a sintese de DNA viral impedindo a
posterior integracdo ao genoma do hospedeiro (SPEDDING et al., 1989).

Quatro flavondides, baicaleina, quercetina, quercetagina e miricetina
sao considerados potentes inibidores da transcriptase reversa do virus da
leucemia murina Rauscher (RLV) e HIV (ONO et al., 1989, 1990, WANG et
al., 1998). Estudos comparativos entre flavonodides (hidroxiflavonas, dihidroxi
e polihidroxi flavonas e flavanonas) ajudaram a clarear as relagdes
estrutura/atividade e revelaram que a presenca de ligagdes duplas entre as
posicdes 2 e 3 de anel pirona e os dois grupos hidroxila introduzidos nas
posicbes 5 e 7, sdao um pré-requisito para inibicdo da atividade de
transcriptase reversa (WANG et al., 1998).

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 composicéao, foi testada contra
HHV-1 e 2. Foi demonstrado efeito virucida diretamente dependente da
presenca e da concentracao das diferentes substancias (flavondides, acidos
fendlicos e taninos entre outras) encontradas nos diferentes extratos da
planta (SERKEDJIEVA & IVANCHEVA, 1999).

2.1.3 Quercetina

Na maioria dos alimentos, a quercetina é um dos flavondides
encontrados em maiores concentracdes (HARBORNE & WILLIAMS, 2000).
Foi descrito por Erlund et al. (2000, 2002) que a quercetina é absorvida
rapidamente pelo intestino (médio e cdlon) e atinge a corrente sanguinea em
1-2 horas, permanecendo no plasma de 15-18 horas e, que, em dietas ricas
em flavonodides, a ingestdo habitual corresponde a uma variagao plasmatica
entre 13-16 ug/L. Hertog et al. (1993) calcularam uma ingestdo diaria de
quercetina até 16 mg/dia.

Segundo Williams et al. (2004), a quercetina atua no metabolismo

intracelular de fibroblastos humanos levando a formacdo de produtos de
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oxidacdo intracelular, geragao de 2'-glutationil quercetina e a desmetilagao
de substancias como a forma de quercetina-O-metilada.

Spencer et al. (2003) descreveram varias atividades biolégicas da
quercetina que incluem efeitos de inducdo de apoptose e interrupcdo no
ciclo celular sendo, portanto, alvo de estudos sobre seu efeito em terapias

anti-cancerigenas.

A quercetina é um ativo agente antioxidante que reverte a
neurotoxicidade induzida por D-galactose resultante de dano oxidativo
através da regulagao dos niveis de ROS em cérebro de camundongos (LU et
al., 2006). De acordo com esses autores, a neuroprotetividade da quercetina
pode ser devida: 1- recrutamento de radicais livres, 2- modulagcdo da
homeostase intrasinapsomal, 3- aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, tais como a superéxido dismutase (SOD) e proteg¢ao contra a
peroxidagao de lipideos, 4- promogao da expressao do mRNA GAP43.

Juzwiak et al. (2005) verificaram um efeito hipolipidémico da
quercetina que pode depender da ativagdo de algumas enzimas
microssomais, envidenciado pela elevacao da citocromo P450 contida no
figado de coelhos tratados com a quercetina quando comparados ao grupo
de coelhos alimentados com uma dieta de alto teor de lipideos.

Estudos realizados por Martinez-Florez et al. (2005) confirmaram que
a quercetina inibe a producdo de o6xido nitrico e a expressao de iNOS. A
inibicdo de INOS pela quercetina pode ser um dos mecanismos
responsaveis pelo seu efeito anti-inflamatério (GARCIA-MEDIAVILLA et al.,
2007).

A quercetina também tem atividade antiviral relacionada a capacidade
desse composto de se ligar a glicoproteinas do envelope ou ao capsideo
viral, interferindo na ligagao e penetragéo do virus na célula, além da sintese
de DNA (FORMICA & REGELSON, 1995).

2.2. Herpesvirus

Os herpesvirus sao virus que contém uma molécula de DNA fita

dupla, circundados por uma substadncia amorfa denominada tegumento, e
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possuem um envelope glicoprotéico. As doengas causadas pelos
herpesvirus pertencentes ao género Varicellovirus, familia Herpesviridae,
subfamilia Alfaherpesvirinae (ROIZMAN et al., 1992), sdo as mais
comumente observadas em humanos e animais. Dentre os principais
representantes de doencas em humanos desta subfamilia se encontram os
Herpesvirus Humano 1 e 2 (HHV-1 e 2), que causam doengas epiteliais,
labiais e genitais, sendo que o primeiro esta associado a infecgdes labiais e
0 segundo associado a infecgdes genitais, ambos produzem infeccdes
recrudescentes e casos esporadicos de encefalites (MEYER et al., 2001;
PEREZ et al., 2002).

Os virus da familia Herpesviridae estdo entre os mais empregados
nos estudos de farmacos antivirais devido as suas caracteristicas de
infeccdo e grande importdncia para saude publica, além do impacto
econdmico de suas infecgdes nos animais € nos humanos. As infecgdes por
herpesvirus, principalmente nos pacientes portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), sdo um dos maiores problemas de saude
publica no mundo e alvo para diversas pesquisas sobre drogas antivirais, na
busca da prevencado dessas infeccbes e no tratamento dos sinais clinicos
relacionados (GONG et al., 2004).

A infeccdo causada pelo Herpesvirus Humano (HHV) foi uma das
primeiras infeccdes a fornecer o principio que uma doencga viral é tratada
com sucesso por compostos antivirais. As infeccdes por herpesvirus estao
presentes desde antes das divergéncias das espécies modernas e,
naturalmente, esses virus tém estabelecido relacbes extremamente
complexas com seus hospedeiros (FIELD et al., 2006). Isto faz com que,
mesmo infectando hospedeiros diferentes, haja similaridades nas infec¢des
entre os virus da mesma subfamilia. As similaridades entre os
alfaherpesvirus podem corresponder ao controle temporal da expressao
génica viral, suas propriedades citoliticas em cultivo celular e sua habilidade
em estabelecer laténcia (ROIZMAN & SEARS, 1990). Para a maioria dos
herpesvirus, a glicoproteina C (gC) é considerada a proteina que mais esta
envolvida no ataque do virus a célula via receptores Heparina—Like in vitro
(LIANG et al., 1992).
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Virus tais como os herpesvirus ou HIV podem estabelecer infecgoes
latentes, capacitando os mesmos de escapar das defesas do sistema imune,
assim como da terapia antiviral, pois a maioria dos agentes antivirais parece
inibir somente a multiplicagéo viral e ndo erradicam o virus (HURAUX et al.,
1990).

Durante a laténcia, todo o genoma viral esta presente dentro das
células hospedeiras, mas ha uma transcrigdo limitada deste genoma. A
descoberta de transcritos associadas a laténcia (LATs) em HHV, permitiram
a identificagdo de transcritos de RNA especificos, no ganglio trigémio e
bulbo olfatério durante a fase latente (STOOP et al.,1985).

O aciclovir foi desenvolvido na década de 70 e este foi o primeiro
agente contra infecgdes herpéticas devido a sua eficacia e seguranca. Ele é
um analogo de nucleosideo que exibe atividade anti-herpética apds
fosforilagdo pela enzima timidina cinase viral (SUZUKI et al., 2006). O

mecanismo de agao do aciclovir pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2: Mecanismo de ac&o do analogo de nucleosideo, o aciclovir.

Foi demonstrado que o aciclovir € capaz de reduzir a neurotoxicidade
oxidativa induzida pela infecgdo do HHV por meio da diminuicdo dos niveis
de acido quinolinico, uma neurotoxina endégena que tem sua concentragao

aumentada frente a infeccao por este virus (MULLER et al., 2007).
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2.2.1. Herpesvirus Bovino 5 (BoHV 5)

O herpesvirus bovino 5 (BoHV-5), um membro da familia
Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae, € um virus neurovirulento que
infecta bovinos (BELKNAP et al.,, 1994; MEYER et al.,, 2001). O virus é
capaz de se replicar em células da mucosa nasal e faringeal. Apds infecgao
de células neurais em tecidos periféricos, o virus é transportado ao sistema
nervoso central (SNC) podendo causar severa encefalite (BELKNAP et al.,
1994; ROIZMAN, 1992). Animais que recuperam da infecgdo primaria
desenvolvem infeccéo latente, principalmente em neurbnios do ganglio
trigémio (ROIZMAN, 1992; HUBNER et al., 2005).

Em animais, os principais representantes do género Varicellovirus séo
os Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1) que causam infec¢des respiratérias e
genitais em bovinos 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 doenca no SNC varia entre
0s herpesvirus neurotropicos, como o HSV, o Virus da Pseudoraiva (SuHV-
1), o BoHV-1 e o BoHV-5 (MEYER et al,. 2001, PEREZ et al., 2002). Ambos
os virus BoHV-1 e BoHV-5 e os HHV-1 e 2 sdo neurotropicos, capazes de
causar infecgdes latentes em seus hospedeiros naturais, preferencialmente
no tecido nervoso (em ganglios de neurbnios sensoriais e autondmicos e no
SNC) (ROIZMAN, 1992; CARON et al.,, 2002). Bovinos inoculados com
BoHV-5 mostraram evidéncia de extensiva replicagdo do virus no cérebro.
Ao contrario, bovinos inoculados com BoHV-1 ndo apresentaram lesées no
cérebro e pouco ou nenhum virus foi recuperado de tecidos neurais
(BELKNAP et al., 1994; CHOWDHURY et al., 1997).

As principais portas de entrada do virus sao as superficies das
mucosas dos tratos respiratorio e genital. A transmissdo é geralmente
associada pelo contato intimo com estas superficies, mas os BoHV-1 e
BoHV-5 sdo também propagados por aerossodis e secregbes corporeas. O

virus penetra no hospedeiro e liga-se as células epiteliais onde ocorre o
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primeiro ciclo de replicacdo. Do sitio de infecgdo, o virus é transportado
pelos mondcitos para outros 6rgados. 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 infeccado, provocada
pela viremia (ROIZMAN, 1992; MEYER et al., 2001).

A infecgdo propaga-se também por via neural. O virus multiplica-se
intensamente no sitio de infecgdo e invade as terminagdes nervosas locais,
sendo transportado aos ganglios sensoriais da regido. A laténcia caracteriza-
se pela capacidade do genoma viral de permanecer na forma epissomal.
Condi¢cdes de estresse, como parto, transporte, vacinagdo, ou ainda
tratamento sistematico com corticosterdides, atuam como fatores
desencadeadores da reativagdo viral. Nos casos espontaneos 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 epidemiolégica da doenga. Na reativagédo induzida por
tratamento sistematico com corticosteréides pode ou nao ocorrer replicacido
(METZLER et al., 1986, FLORES, 1996, MEYER et al., 2001, CARON et al.,
2002).

Hubner et al. (2005) demonstraram que os genes que codificam as
glicoproteinas gl e gE e a proteina US9 de BoHV-5 tem um papel
significativo na neuropatogenicidade do virus, assim como para a sua
capacidade de induzir laténcia ou a reativacao da infeccdo em bovinos.

No Brasil, a doenga afeta mais frequentemente bovinos jovens, de 6-7
meses de idade até 3 anos (SALVADOR et al., 1998, RIET CORREA et al.,
2006). Salvador et al. (1998) relataram uma taxa de morbidade e
mortalidade que variaram de 0,05 a 5%, caracterizando a ocorréncia da
enfermidade tanto na forma de surtos quanto na foram de casos isolados.

Segundo Beltrdo et al. (2000), em uma infeccdo experimental de
coelhos com BoHV-5, eles observaram replicacao viral no bulbo olfatério em
48 h apos inoculagao e no coértex olfatério entre 48-72 h. Em 72 h, o virus foi
detectado no cortex cerebral. Isto demonstra que apds a inoculagio
intranasal, o virus atinge inicialmente o bulbo olfatério e, sugere que a

invasdo do SNC a partir da cavidade nasal ocorre inicialmente pela via
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olfatéria. A deteccao de virus no bulbo olfatério ja as 48 h p.i. e a sua ampla
distribuicdo no SNC a partir das 72-96 h p.i. indicam que a invasao e a
disseminagao do BoHV-5 no encéfalo de coelhos € muito rapida e eficiente.
Caron et al. (2002) também realizaram um estudo infectando
experimentalmente coelhos com o BoHV-5 e verificaram a presenca de
lesbes inflamatdrias cerebrais. As mudangas histolégicas consistiam de
manguitos perivasculares mononucleares, gliose focal (proxima as
meninges) e congestdo meningeal. Eles também verificaram a capacidade
de reativagao do virus dos animais que sobreviveram a infecgdo aguda, pois
apo6s tratamento com dexametasona, o virus foi detectado por isolamento
viral. Animais inoculados, via rota conjuntival, excretaram mais virus do que
aqueles inoculados via intranasal.

Belak et al. (1999) verifcaram em ovelhas inoculadas
experimentalmente um aumento do titulo de anticorpos a partir do 15° d.p.i.
De acordo Belknap et al. (1994), animais que nao desenvolvem doencga
aguda apos infecgcdo podem tornar-se latentemente infectados. Similarmente
a outras infecgdes por alfaherpesvirus, a laténcia do BoHV-5 pode ser
experimentalmente reativada pela administracéo de corticosterdide.

Segundo Silva et al. (1999), ovelhas inoculadas experimentalmente
com o BoHV-5 demonstraram como sinais clinicos: tremores na face,
bruxismo, ptialismo, incordenacgao, flexdo lateral das patas e cabeca. As
mudancgas histolégicas consistiam de meningite ndo supurativa, manguitos
mononucleares perivascular, gliose focal, necrose neuronal e inclusdes
intranucleares no cérebro anterior, cortex ventro-lateral e meio do cérebro.
Essas ovelhas, apds reativagcdo viral, apresentaram liberagao viral
intermitente em menores titulos e com um menor periodo de incubagao,
quando comparado com a infecgdo aguda.

De acordo com Caron et al. (2002), as diferengas na via nervosa
utilizada pelo virus para entrar no SNC durante a reativacdo versus a
infeccao aguda, pode explicar as diferencas encontradas na distribuicdo e
recuperacéo do virus. Esses autores sugerem ainda, que o entendimento da
patogénese da infeccdo latente do BoHV-5 pode contribuir para o

entendimento da patogénese de infecgdes por outros alfaherpesvirus.
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2.2.2. Herpesvirus Equino 1 (EHV 1)

Os Herpesvirus Equino 1 (EHV-1), um Alfaherpesvirus, ¢ um
importante patégeno de cavalos, responsaveis por abortos, mortes neonatais
e desordens do sistema nervoso (VAN DER MEULEN et al.,, 2006). Em
1966, o EHV-1 foi isolado pela primeira vez no Brasil por Nilson e Corréa.
Weiblen et al. (1994) isolaram o virus na regiédo sul do Brasil.

O EHV-1 causa uma viremia associada as células, tanto células
mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) quanto linfécitos. Desta
maneira, o EHV-1 pode ser levado a células endoteliais permissivas e,
subsequentemente, causar abortos ou desordens no sistema nervoso em
cavalos. No entanto, o reconhecimento de PBMC infectadas por EHV-1
circulantes pelo sistema imune nao é eficiente (VAN DER MEULEN et al.,
2006).

A infecg&o primaria com EHV-1 ocorre via contato direto e inalagédo de
virus em aerossois (HARLESS et al., 2006). O EHV-1 inicialmente replica
dentro das células epiteliais do trato respiratério e subsequentemente
alcangam o tecido linféide local, incluindo o submandibular, retrofaringeal e
linfonodos bronquiais. A entrada dos virus na célula, a replicacéo viral e a
viremia célula-célula parece ser mediada pela glicoproteina K do envelope
viral (VAN MAANEN et al., 2002, NEUBAUER et al., 2004). Linfoadenopatia
local ocorre quando células epiteliais do trato respiratério e tecido linfoide
sdo destruidas apos a replicagao e liberagao viral (HARLESS et al., 2006). A
infeccdo por EHV-1 pode espalhar sistematicamente através de
disseminagdo hematdgena de linfocitos infectados (viremia associada a
célula) para a placenta, feto e SNC. Nestes locais, a vasculite local e a
trombose podem levar ao aborto, mortalidade neonatal e mieloencefalite.

Segundo Van der Meulen et al. (2006), ponies inoculados
intranasalmente com o virus apresentaram 98% de PBMC infectados com
EHV-1 presentes no sangue sem as proteinas do envelope viral em sua
superficie. Isto faz com que essas células ndo sejam reconhecidas pela
resposta mediada por anticorpos. Essas proteinas virais ndo somente nao
foram detectadas na superficie da célula como também intracelularmente.

Somente a proteina imediatamente precoce ICP 22 aparece no citoplasma.
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Isto indica que as proteinas do envelope viral estdo ausentes nestas células
devido ao fato dessas células estarem presentes apenas nos estagios
iniciais de infeccao.

Os locais de laténcia para o EHV-1 tém sido identificados em células
neuronais do ganglio trigémio, linfécitos sanguineos periféricos e tecidos
linfoides de cavalos com recrudescéncia experimentalmente induzida
(WELCH et al., 1992; CARVALHO et al., 2000).

Infecgbes leves ou subclinicas sdo comuns para o EHV-1 (FOOTE et
al., 2006). O tempo de incubacéo para a forma respiratdria da doencga esta
entre 3-10 dias. Os sinais clinicos iniciais incluem febre aguda, depressao,
letargia, anorexia, inchago de linfonodos e descarga nasal serosa profusa,
que mais tarde torna-se mucopurulenta. A febre pode ser bifasica com os
episodios febris correspondendo a viremia associada a célula. Uma infeccéo
por EHV-1 vasculotrépica pulmonar fatal, causando severo edema pulmonar
e hemorragia, vasculite multissisttmica e enterotiflocolitis tem sido
demonstrada em cavalos jovens (DEL PIERO et al., 2000; DEL PIERO &
WILKINGS, 2001; PATEL & HELDENS, 2005).

Camundongos inoculados intraperitonealmente com diferentes cepas
de EHV-1 mostraram diferengas quanto a neuropatogenicidade. No entanto,
todas as cepas utilizadas causaram lesées no SNC quando inoculadas via
intracerebral ou intranasal. As lesbes encontradas apresentaram-se tanto no
cérebro quanto no corddo espinhal e se caracterizavam por moderada
meningite e manguitos perivasculares. O mecanismo especifico para a
entrada do virus no SNC apés inoculagao intraperitoneal ainda nao é claro.
Os camundongos mostraram mielite que foi mais severa do que a encefalite.
Ao contrario, apos inoculagao intracerebral ou intranasal com uma mesma
cepa, os camundongos desenvolveram severa encefalite e menor mielite.
Segundo Hasebe et al. (2002), o virus pode invadir o SNC ou pela rota
hematdgena ou por disseminagao neural a partir dos plexos mesentéricos.

Nao ha tratamento especifico para a doenca respiratoria induzida por
EHV 1. O uso do aciclovir tem sido restrito a infecgdes neuroldgicas e
congénitas por este virus (MURRAY et al.,, 1998; WILKINGS & SQUARE,

2004). O penciclovir demonstrou diminuir a replicagdo do EHV-1 em tecidos
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respiratérios e reduziu a viremia em camundongos e em cultura de tecidos
(DE LA FUENTE et al., 1992).

Embora existam vacinas contra o EHV-1, elas ndo sdo muito
protetoras e surtos da doenga podem ocorrer em rebanhos vacinados.
Assim, ha uma grande necessidade de um tratamento antiviral efetivo que
reduza a replicagdo e disseminagédo viral em cavalos afetados. A droga
também deve ser efetiva tanto em isolados associados a surtos de aborto
quanto a surtos associados a manifestagdes neurolégicas (GARRE et al.,
2007).

2.3. Parvovirus Canino

O Parvovirus Canino (CPV) foi primeiramente identificado em 1978
nos Estados Unidos (APPEL et al.,, 1979) e foi denominado CPV tipo 2
(CPV-2) para distingui-lo do Parvovirus canino tipo 1, anteriormente
identificado e conhecido como virus canino minute (BINN et al., 1970).

O CPV-2 é um virus ndo envelopado, fita simples de DNA e possui
simetria icosaédrica. O seu genoma codifica duas proteinas do capsideo
(VP1 e VP2) e duas proteinas nao estruturais (NS1 e NS2). A VP1 e a VP2
sdo traduzidas a partir de um mesmo RNA gerado por splicing alternativo
(REED et al., 1988). Geralmente, a replicagdo do parvovirus € restrita ao
nucleo e é dependente das fungbes celulares. A DNA polimerase,
responsavel pela sintese da fita complementar desses virus, € uma
polimerase celular expressa em células de mamiferos somente durante a
fase S do ciclo celular (BERNS, 1990). Assim, os parvovirus normalmente
desenvolvem tropismos por tecidos altamente ativos mitoticamente, tais
como epitélio intestinal, medula éssea e tecidos linféides (URL & SCHMIDT,
2005).

O Parvovirus canino 2 € um dos virus mais comuns causadores de
enterite hemorragica em caes (CARMICHAEL & BINN, 1981). O CPV-2 é
disseminado a partir de caes infectados para caes susceptiveis pela rota
fecal-oral e alcanga altos titulos nas fezes dos animais infectados
(POLLOCK, 1982; CARMICHAEL, 1994; DECARO et al.,, 2005a). No
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intervalo de 3-7 dias apds infecgdo, os caes infectados desenvolvem uma
gastroenterite aguda caracterizada por perda de apetite, voémitos, febre,
diarréia (frequentemente sanguinolenta) e leucopenia (DECARO et al.,
2007a).

No Brasil, infeccbes causadas por Parvovirus Canino foram
primeiramente observadas como casos esporadicos no sudeste do pais
(HAGIWARA et al., 1980). Subsequentemente ocorreram surtos espalhados
por todo o Brasil de enterite canina hemorragica com alta morbidade e
mortalidade (PEREIRA et al., 2000).

O CPV-2 é antigénica e geneticamente relacionado a outros
parvovirus de carnivoros, por exemplo, ao virus da panleucopenia felina
(FPLV) que pertence ao subgrupo de parvovirus de felinos dentro do género
Parvovirus e da familia Parvoviridae (BERNS et al., 2000). Em meados da
década de 70, o CPV-2 emergiu rapidamente e se espalhou por todo o
mundo e entre 1979 e 1985 ele foi dividido em duas diferentes variantes
antigénicas, mas estreitamente relacionadas, CPV-2a e CPV-2b (PARRISH
et al., 1991). Uma nova variante tem sido relatada e denominada CPV-2c.
Esta variante possui uma mutagéo, que gera uma troca do residuo Asp-426
para Glu da proteina do capsideo, possivelmente conferindo um beneficio
evolucionario a este virus (DECARO et al., 2005b).

Decaro et al. (2007a) analisaram a carga viral, por PCR em tempo real,
em varios tecidos (cérebro, cerebelo, bulbo cerebral, tonsilas, linfonodos
retrofaringeal e mesentérico, timo, miocardio, pulmao, figado, bago, rins,
medulo Ossea, jejuno, coélon e reto) de cédes que haviam morrido
sabidamente por parvovirose canina. Eles encontraram o DNA do virus em
todos os tecidos analisados e sugeriram que isso € devido a disseminagao
do virus em altos titulos pela corrente sanguinea. Interessantemente, esses
autores relataram a presenca de DNA em tecido nervoso.

Em caes jovens, a maior parte da protegao contra o parvovirus € feita
pela imunizacdo passiva, fornecida pelos anticorpos maternais a prole.
Assim, apds o declineo do titulo destes anticorpos, os cédes se tornam
altamente susceptiveis a infeccdo. A prevencido da Parvovirose Canina se
faz por meio da vacinacdo das cadelas prenhas e dos filhotes apds as 6

semanas de idade. As terapias existentes servem apenas de suporte a
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infeccao, tais como tratamento da desidratacéo, por meio de administragcao
de fluidos e eletrolitos ou prevencao de infecgdes bacterianas secundarias,
por meio da administracao de antibiéticos (MARTIN et al., 2002).

Além da auséncia de terapia eficiente contra o parvovirus canino, a
vacinagdo também nao se mostra tdo segura. Decaro et al. (2007b)
relataram o aparecimento de sinais clinicos relacionados com a parvovirose
logo apds a vacinagéo. De acordo com esses autores, isto pode ser devido a

reversao da viruléncia dos virus vivos modificados contidos nas vacinas.
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RESUMO

O tratamento de infecgcbes em pequenos animais € comum, no entanto,
poucos medicamentos sdo utilizados para controle de infecgdes causadas
por virus. O Parvovirus Canino (CPV) €& um virus pertencente a familia
Parvoviridae e seu genoma é constituido de uma fita simples de DNA. O
CPV é causador de uma das principais enfermidades que aflige caes, sendo
um dos agentes mais comuns causadores de enterite hemorragica. O
objetivo desse trabalho foi o de avaliar o potencial antiviral da quercetina
contra o Parvovirus Canino in vitro. Para isto, foram realizados os ensaios de
Inativagao Direta, End Point e Timing of Addition. Na Inativacdo Direta do
virus, foi possivel verificar uma redugcdo de 10 vezes no titulo viral. No
tratamento das células com a quercetina antes da inoculagdo viral, a
reducao foi até de 200 vezes (99,0% de inibicdo). Na incubacido da
quercetina durante cada passo da infecgao viral, a inibicao foi maior quando
a quercetina foi adicionada no momento da adsorgéo (inibicdo de 99,0%). Os
resultados obtidos sugerem que a quercetina atua principalmente nos
passos iniciais da infecgao viral e, que provavelmente, isto deve acontecer
por meio da ligacdo da quercetina aos receptores celulares. Com o intuito de
realizar um estudo posterior da atividade antiviral da quercetina em caes, foi
feito um ensaio piloto em que foi testada a administragdo da quercetina via
intravenosa em uma dose de 15 mg/kg, 2 vezes ao dia. Parametros
indicadores de nefro e hepatotoxicidade, como dosagem de uréia, creatinina,
fosfatase alcalina, aspartato e alanina aminotransferases foram analisados.
Nos 3 animais utilizados neste ensaio piloto, os valores encontrados para os
parametros testados permaneceram na faixa dos valores normais de
referéncia. Assim, pode-se sugerir que a quercetina atue como um possivel
candidato na terapia contra o Parvovirus Canino. Estudos mais apurados
devem ser realizados com a finalidade de se comprovar a atividade

terapéutica da quercetina in vitro e in vivo.
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ABSTRACT

The treatment of infections in small animals is common. However, few
medications are used for control of infections caused by virus. Canine
Parvovirus (CPV) is a virus belonging to the family Parvoviridae and its
genome is constituted of a simple strand of DNA. CPV cause one of the main
illnesses that afflict dogs, being one of the most common agents of
hemorrhagic enteritis. The objective of that work it was evaluate the potential
antiviral of the quercetin against Parvovirus Canine in vitro. For this, the
assays of Inativating Direct, End Point and Timing of Addition were
accomplished. In direct Inativation of the virus, it was possible to verify a
reduction of 10 times in the viral title. In the treatment of the cells with the
quercetin before the inoculation viral, the reduction went until of 200 times
(99,0% of inhibition). In the incubation of the quercetin during each step of
the infection viral, the inhibition went larger when quercetin was added in the
moment of the attachment (inhibition of 99,0%). The obtained results suggest
that quercetin acts mainly in the initial steps of the infection viral and, that
probably, this should happen by means of the connection of the quercetin to
the cellular receptors. With the intuition of accomplishing a posterior study of
the activity antiviral of the quercetin in dogs, it was made a pilot assay in that
the administration of the quercetin was tested intravenous in a dose of 15
mg/kg, 2 times a day. Indicative parameters of toxicity in kidneys and liver, as
urea, creatinina, alkaline phosphatase, aspartate and alanine
aminotransferases were analyzed. In the 3 animals used in this pilot assay,
the values found for the tested parameters stayed in the strip of the normal
values of reference. Thus, it can be suggested that the quercetin acts like a
possible candidate in the therapy against Canine Parvovirus. More studies
should be accomplished with the purpose of being proven the therapeutic

activity of the quercetin in vitro and in vivo.

39



1 INTRODUCAO

O tratamento de infecgbes virais em pequenos animais é praticado e
faz parte de um importante segmento da medicina veterinaria com
significativos avancos. No entanto, ainda ndo existem terapias eficientes
para o controle de infec¢gbes virais importantes como é o caso da
Parvovirose Canina.

O Parvovirus Canino (CPV) foi primeiramente identificado em 1978
nos Estados Unidos (APPEL et al.,, 1979) e foi denominado CPV tipo 2
(CPV-2). No Brasil ha relatos da infeccdo causada pelo Parvovirus Canino
desde 1980 (HAGIWARA et al., 1980).

Geralmente, a replicagdo do Parvovirus é restrita ao nucleo e é
dependente das fungdes celulares. A DNA polimerase, responsavel pela
sintese da fita complementar desses virus, € uma polimerase celular
expressa em ceélulas de mamiferos somente durante a fase S do ciclo celular
(BERNS, 1990). Assim, os Parvovirus normalmente desenvolvem tropismos
por tecidos altamente ativos mitoticamente, tais como epitélio intestinal,
medula éssea e tecidos linféides (URL & SCHMIDT, 2005).

O Parvovirus Canino tipo 2 € um dos virus mais comuns causadores
de enterite hemorragica em cdes (CARMICHAEL & BINN, 1981). O CPV-2 é
disseminado a partir de caes infectados para caes susceptiveis pela rota
fecal-oral e alcanca altos titulos nas fezes dos animais infectados
(POLLOCK, 1982; CARMICHAEL, 1994; DECARO et al., 2005). No intervalo
de 3-7 dias apds infeccdo, os caes infectados desenvolvem uma
gastroenterite aguda caracterizada por perda de apetite, vémitos, febre,
diarréia (frequentemente sanguinolenta) e leucopenia (DECARO et al.,
2007a).

Em caes jovens, a maior parte da protegcéo contra o Parvovirus é feita
através de imunizagao passiva, fornecida pelos anticorpos maternais a prole.
Assim, apds o declineo do titulo destes anticorpos, os caes se tornam
altamente susceptiveis a infecgdo. A prevencao para a Parvovirose Canina
se faz por meio da vacinacao das cadelas prenhas e dos filhotes apds as 6
semanas de idade. As terapias existentes servem apenas de suporte a

infeccao, tais como, tratamento da desidratagado, por meio de administracao
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de fluidos e eletrélitos ou prevencao de infecgdes bacterianas secundarias,
por meio da administracao de antibiéticos (MARTIN et al., 2002).

Além da auséncia de terapia eficiente contra o Parvovirus Canino, a
vacinagado também nao se mostra segura. Decaro et al. (2007b) relataram o
aparecimento de sinais clinicos relacionados com a Parvovirose em animais
logo apds a vacinagdo. De acordo com estes autores, isto pode ser devido a
reversao da viruléncia dos virus vivos modificados contidos nas vacinas.

Dessa maneira, faz-se necessario o desenvolvimento de terapias
eficazes contra este virus. O objetivo deste trabalho consistiu na avaliagao
da atividade antiviral do flavondide quercetina contra o Parvovirus Canino in
vitro. Além disso, foi feito um ensaio piloto, in vivo, para avaliar alguns

parametros de toxicidade da quercetina em caes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Células e virus

Para a realizacdo dos ensaios in vitro foram utilizadas células de
linhagem de rim de felino (CRFK). As células foram mantidas em meio
essencial minimo (MEM) (SIGMA-ALDRICH) contendo penicilina (1,6 mg/L)
(CULTILAB), estreptomicina (0,4 mg/L) (CULTILAB), suplementadas com
soro fetal bovino (10%) (CULTILAB). Foi utilizada uma cepa vacinal de

Parvovirus Canino obtida do Laboratério Hertape Ltda.

2.2. Flavonoide

A quercetina [3,3',4°,5,6-Pentahydroxyflavone] (quercetin dihydrate) foi
adquirida da empresa SIGMA-ALDRICH e a mesma foi preparada, para os
ensaios in vitro, em dimetilsulfoxido (DMSO) (Nuclear) em uma concentragao
estoque de 10 mg/mL e armazenada a -20°C. Para a realizagdo de um
ensaio piloto in vivo, foi preparada uma solucdo aquosa de quercetina em
uma concentragdo de 50 mg/mL. A solugdo de quercetina utilizada para a
aplicacao intravenosa nos animais foi feita pela solubilizacdo da quercetina
em dimetilsulfoxido (DMSQO). Esta solu¢do foi adicionada gota a gota em
uma solugdo salina estéril com a adigdo de 0,5% (p/v) de soro albumina
bovina (BSA) (SIGMA-ALDRICH). A solugao foi esterilizada por filtracdo em

membrana de nitrocelulose com 0,22 um de poro (MILLIPORE).

2.3. Preparo dos estoques de virus e titulacédo

Os virus foram inoculados em monocamadas semiconfluentes de
células e apos a manifestacado do efeito citopatico (ECP), as células foram
congeladas e descongeladas duas vezes e centrifugadas a 500 g por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e aliquotado (estoque). Esse
procedimento foi realizado até que se alcangasse o titulo viral desejado. Os
estoques virais foram titulados pelo método de TCIDs; como descrito por
Reed & Muench (1938).
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2.4. Analise in vitro

2.4.1. Analise do efeito citotdxico da quercetina

Monocamadas das células CRFK com tapetes celulares
semiconfluentes em microplacas de 96 pocgos, foram tratadas com
concentragcdes de quercetina que variaram de 1 a 90 ug/mL e incubadas em

estufa (Shell Lab, IR2424) a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. As

microplacas foram monitoradas sob microscopia 6ptica diariamente durante
4 dias. A citotoxicidade foi determinada pelo efeito na morfologia e
viabilidade celular (perda da monocamada, granulagdo e vacuolizagdo no
citoplasma) em relagcdo ao aspecto das células nao tratadas (controle). A
citotoxicidade também foi determinada pelo método colorimétrico baseado
na redugcdo do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,-difeniltetrazolium brometo (MTT)
(SIGMA-ALDRICH) por enzimas mitocondriais (MOSMANN, 1983). No 4°
dia apds incubacdo com a quercetina, as células foram lavadas com tampéao
fosfato (PBS) pH 7,2 por duas vezes e, em seguida, foi adicionado o MTT
0,5 mg/mL. As células foram incubadas por 4 horas em estufa a 37°C e

atmosfera de 5% de CO,. Posteriormente, o sal formado foi solubilizado pela

adicao de isopropanol (SIGMA-ALDRICH)-HCI 0,04 N. A densidade oéptica
(ODssp) foi determinada por espectrofotometria. A porcentagem de células
tratadas viaveis foi calculada em relagdo ao controle ndo tratado (% de
células = OD exp/ ODcela controle X 100). Foi determinada a CTso que € a
concentragdo necessaria para reduzir a densidade 6ptica em 50%. A partir
deste experimento, foi determinada a concentragao maxima nao toxica para
as células. Para esta determinacgao, foi feita a analise estatistica utilizando-
se o teste t de Student no programa EXCEL versédo 2003 (MICROSOFT).

2.4.2. Ensaio de Inativagao Direta (Assay Inactivating Direct — AID)

Os virus foram incubados com a quercetina em concentragdo que nao
excedeu a maxima nao toxica. Nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apos
incubagao, uma aliquota dessa suspensao foi titulada. A atividade antiviral
foi determinada pela reducdo no titulo viral em relacdo ao controle

visualizada pela reducdo do ECP nas células infectadas. Como controle de
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virus utilizou-se uma aliquota do CPV submetido aos tempos de incubagao,
titulados a cada passo, e como controle da substancia incubou-se a
quercetina na concentracao final utilizada. Foi considerada inibicdo

significativa aquela superior a 1 log (90% de inibi¢ao).

2.4.3. Ensaio End Point

Neste ensaio, monocamadas das células semiconfluentes em
microplacas de 96 pocgos foram incubadas por 1 h com a quercetina em
diferentes concentracoes, inferiores a concentragdo maxima nao toxica. Foi
avaliada a infectividade do virus, por modificagdes celulares que indiquem
resisténcia viral das células. Apos o tempo de incubacgao, as células foram
lavadas por duas vezes com PBS e o virus foi inoculado. A atividade
antiviral foi avaliada pela reducdo no ECP dos virus inoculados em
monocamadas celulares tratadas em relagdo aos virus inoculados em
monocamadas celulares ndo tratadas (controle). Foi considerado inibigdo

significativa aquela superior a 1 log.

2.4 .4. Tratamento Timing of Addition

O efeito antiviral da quercetina foi avaliado seguindo a adicdo desta
substancia em diferentes tempos relativos a infecgao viral. Monocamadas
semiconfluentes de células foram incubadas com MEM ou MEM contendo a
quercetina por 1 h (pré-tratamento das células), lavadas duas vezes com
PBS e posteriormente inoculadas com o virus. Foi inoculada a suspenséao
viral com e sem quercetina (efeito na adsorgéo) e esta foi mantida por 1 h a
4°C para prevenir a internalizagcdo do virus. Apés a adsorcdo, as células
foram lavadas duas vezes com PBS e foi adicionado meio comum e meio
contendo a quercetina e incubadas por 1 h para permitir a penetragédo do
virus (efeito na penetracdo). As células foram novamente lavadas com PBS
por duas vezes. Meio contendo ou ndo a quercetina foram adicionados e as
células foram cultivadas por 72 h a 37°C (efeito apds a infecgao viral). A
atividade antiviral foi avaliada pela reducdo no efeito citopatico. Foi

considerado inibigao significativa aquela superior a 1 log.
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2.5. Ensaio piloto in vivo

No intuito de avaliar uma possivel nefro e hepatotoxicidade da
quercetina em caes, foi realizado um ensaio piloto em 3 cides com 3 meses
de idade, fémeas, ragca nao definida (RDN), tratadas por um periodo de 5
dias com quercetina via intravenosa, duas vezes ao dia, em uma dose de 15
mg/kg. A escolha da administragdo por via intravenosa foi feita porque caes
demonstrando sinais clinicos compativeis com a infeccdo causada pelo
Parvovirus Canino, frequentemente apresentam vémitos, o que
impossibilitaria um tratamento via oral. Além disso, os animais também
receberam tratamento com antibidtico (Sulfadiazina+trimetoprim 30 mg/kg
duas vezes ao dia, via subcutanea). O tratamento com antibidtico foi
realizado pelo fato de ser este um procedimento padrdo para animais com
Parvovirose Canina. Dessa maneira, foi possivel verificar se a associagao
antibidtico+quercetina poderia causar alguma alteragdo nefro-hepatica no
animal. O sangue dos animais foi coletado antes de se iniciar o tratamento e
nos dias 3, 5 e 7 apds o inicio do tratamento. Como indicadores de
nefrotoxicidade foram dosados os teores de creatinina e uréia (KIT
LABTEST). Como indicadores de hepatotoxicidade foram dosadas as
enzimas fosfatase alcalina (AP), aspartato-transaminase (AST) e alanina-
transaminase (ALT) (KIT BIOCLIN). As analises foram realizadas no

Laboratério de Analises Clinicas do Departamento de Veterinaria/UFV.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaios in vitro

Para a realizacdao dos ensaios de atividade antiviral in vitro, foi
necessario determinar a concentracdo maxima nao téxica da quercetina para
a linhagem utilizada, CRFK. Com esse objetivo, a quercetina foi incubada
em monocamadas semiconfluentes de CRFK e a observagao de alteragdes
celulares foi feita por um periodo de 4 dias por microscopia 6ptica. Apos os 4
dias de incubacdo, a viabilidade celular também foi avaliada pelo método
colorimétrico baseado na reducéo do sal de tetrazolium (MTT) pelas células
viaveis. Com isso, foi possivel determinar uma concentragdo maxima de
trabalho de 5 ng/mL. Acima dessa concentrag&o, foi observada vacuolizagéo
do citoplasma, morte e desprendimento do tapete celular. Pelo ensaio
colorimétrico também foi observada diferenca estatistica entre as células
tratadas em relagao ao controle de células (sem incubacédo da quercetina) a
partir desta concentracdo. A concentragdo necessaria para reduzir a
densidade o6ptica em 50% (CTsp) calculada pela férmula (% de células = OD
expl ODcelula controle X 100) foi determinada a 15 ng/mL, acima da concentragéo
maxima nao toxica.

Os resultados da atividade antiviral foram expressos pela identificacédo
do efeito citopatico (ECP) e redugao do titulo viral. A atividade da quercetina
sobre o Parvovirus Canino foi determinada a partir de 3 ensaios. O primeiro
deles consistiu na incubacdo da quercetina com o Parvovirus Canino (CPV)
antes da inoculacdo em monocamadas celulares. Neste ensaio, denominado
de ensaio de Inativacao Direta (AID), observou-se uma redugao no titulo viral
de 90,0 % (Figura 1). A concentragdo de quercetina incubada com o virus foi
de 40 pg/mL. Esta concentragéo foi superior a maxima nao toxica, pois, apos

a incubacao foram feitas diluicbes para a titulagao.
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Figura 1: Ensaio de Inativacdo Direta. Controle: Virus incubado sem a substancia. Virus+Q:
Virus incubado com a quercetina em uma concentragdo de 40 ug/mL. De 15 em 15 minutos uma

aliquota do virus foi titulada.

A reducgao do titulo viral logo apds a incubagéo da quercetina foi de 10
vezes (igual a 1 log). Esta redugdo permaneceu constante, demonstrando
ser dessa maneira independente do tempo de incubacado da substancia com
o virus. O decaimento do titulo viral no ensaio de Inativagdo Direta sugere
uma inibicdo em processos iniciais da infeccao viral ou uma destruicdo ou
dano da particula viral.

Um outro ensaio realizado para averiguar a atividade antiviral da
quercetina contra o CPV foi o0 ensaio denominado End Point. Neste ensaio, a
quercetina foi pré-incubada com monocamadas de CRFK e, posteriormente,
foram inoculadas com o virus. Foram testadas as concentracdes de 0,5, 1,5
e 2,0 ug/mL. Nas 3 concentragoes testadas houve redugao do titulo viral. No
entanto, esta redugcdo demonstrou ser significativa nas concentragdes de 0,5
e 2,0 ug/mL. Nessas concentragdes, a redugao foi de 10 vezes (90,0%) e
100 vezes (99,0%), respectivamente (Figura 2). Na concentragdo de 1,5

ug/mL, a redugao foi apenas de 1,78 vezes.
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Figura 2: Ensaio End Point. 0: Controle, no qual as células ndo foram pré-tratadas com a
quercetina. 0,5, 1,5 e 2,0 ug/mL representam as concentragdes de quercetina utilizadas no pré-

tratamento das células.

A atividade antiviral da quercetina parece estar relacionada a
mecanismos da entrada do virus na célula. Os resultados encontrados nos
ensaios de Inativagao Direta e End Point, indicam que este impedimento
pode estar ocorrendo através da ligagdo da quercetina a receptores
celulares.

Para melhor avaliar em qual ponto do ciclo viral a quercetina pode estar
atuando, foi realizado o ensaio denominado Timing of addition. Neste ensaio,
a quercetina foi incubada em uma concentragao de 2,0 ug/mL a cada passo
da infecgdo viral, ou seja, antes da inoculagdo (END), no momento da
adsor¢ao (ADS), no momento da penetracdo (PEN) e apds a entrada do
virus (INF). Foi observada uma inibigcdo significativa na ligacdo do virus a
célula (ADS) (Figura 3). Uma reducdo do titulo viral foi mais uma vez

observada quando a célula foi pré-tratada com a quercetina (END).
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Figura 3: Ensaio Timing of addition. END: Pré-tratamento das células com a quercetina. ADS:
Tratamento com quercetina no momento da inoculagdo viral e incubagdo a 4°C por 1 h. PEN:
Tratamento com a quercetina apds adsorgéo e incubagédo a 37°C por 1 h. INF: Tratamento com a
quercetina apds entrada viral. Controle: Virus inoculado submetido aos mesmos passos de

incubagao, mas sem a quercetina. Todos os tratamentos foram feitos com a [quercetina]= 2,0 ug/mL.

O pré-tratamento das células com a quercetina resultou em uma
reducédo de 10 vezes no titulo viral (inibicdo de 90,0%). A incubacdo da
quercetina no momento da adsorc¢éao viral, resultou em uma redugao de 200
vezes no titulo, o que corresponde a uma inibicdo de 99,0% (> 2 log). E
interessante notar que apos a ligagédo do virus a célula, a quercetina parece
nao afetar significativamente a infec¢do viral, como pode ser visto pela
reducao de apenas 3,18 e 3,07 vezes quando a quercetina foi incubada no
momento da penetragao e apos a infecgao viral, respectivamente.

Existem descricbes na literatura da atividade antiviral de certos
compostos por meio da ligagdo destes aos receptores celulares. Li et al.
(2000) observaram a inibicao do HIV pela ligagdo do flavondide baicalina aos
receptores celulares CD4+ utilizados por estes virus para a entrada nas

células.
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3.2. Ensaio piloto in vivo

Para verificar uma possiveis alteragdes nefrohepaticas da quercetina
em caes, foi realizado um ensaio piloto em que 3 caes foram submetidos ao
tratamento com a quercetina durante 5 dias com uma dose de 15 mg/kg via
intravenosa.

Para a verificacdo de alteragdes renais foram dosados os parametros
creatinina e uréia. A uréia é a principal forma excretora do nitrogénio
proveniente do catabolismo protéico. Sua dosagem constitui o recurso mais
utilizado para avaliacdo do estado de funcionalidade renal. Também é
comum a solicitagdo da dosagem de creatinina juntamente com uréia. A
creatinina é eliminada do plasma por filtragcdo glomerular (MILLER &
GONCALVES, 1995). Assim, ambos constituem bons indicadores de
disfuncao renal quando ha elevacdo em seus niveis.

Para avaliacdo de alteragcdes hepaticas, os parametros avaliados
foram fosfatase alcalina (AP), aspartato-transaminase (AST) e alanina-
transaminase (ALT). A fosfatase alcalina parece estar ligada com o
transporte de lipideos no intestino e no processo de calcificacdo dssea. Ja
as transaminases constituem um grupo de enzimas que catalisam a
interconversdo de aminoacidos e a-cetoacidos por transferéncia de grupos
amino. Essas 3 enzimas estdo presentes no figado e sua elevagdo na
corrente sanguinea sao indicativos de disfuncdo hepatica (MILLER &
GONCALVES, 1995).

Assim, esses parametros foram analisados antes de se iniciar o
tratamento com a quercetina e 3 analises foram feitas apds o inicio do
tratamento (3°, 5° e 7° d.p.t.). De acordo com os dados apresentados na
Tabela 1, os parametros avaliados apresentaram-se todos normais em todos

os dias analisados (Tabela 1).
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Tabela 1: Analise de pardmetros sanguineos indicadores de alteragdes renais e hepaticas

em caes apos tratamento com quercetina 15 mg/kg.

Animal Tempo | Creatinina Uréia AP ALT AST
(d.p.t.)? (0,5-1,5)° (10-60)° (10-96)" (07-92)° (10-88 )°

mg/dL mg/dL ul/L Ul Ul
1 1,10 43,0 60,0 13,0 11,0
2 0,98 53,0 44,0 10,0 8,0
3 0,96 41,0 56,0 8,0 10,0
1 3° 0,614 43,0 68,13 12,0 12,0
2 3° 0,614 46,0 51,55 40,0 20,0
3 3° 1,010 42,0 55,45 12,0 18,0
1 50 0,614 46,0 86,24 12,0 18,0
2 50 0,573 53,0 54,5 24,0 14,0
3 50 0,532 37,0 82,75 12,0 22,0
1 7° 0,559 44,5 80,0 12,0 24,0
2 7° 0,614 49,5 79,3 14,0 16,0
3 7° 0,737 39,5 95,60 11,0 22,0

@d.p.t. :Dias apos o inicio do tratamento

® Valores normais de referéncia para caes.

Os resultados encontrados dentro da faixa dos valores normais de

referéncia mostram que a utilizacdo da quercetina, na dose administrada,

possivelmente ndo provoca alteragdes renais ou hepaticas em caes. No

entanto, um maior conhecimento dos mecanismos de farmacocinética da

quercetina em caes se faz necessario.
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4. CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliado o potencial antiviral da quercetina in vitro
contra o Parvovirus Canino. Este virus pertence a familia Parvoviridae e
provoca uma das principais enfermidades em cdes. A quercetina
demonstrou atividade antiviral contra o CPV principalmente nos passos
iniciais da infecg&o viral. Baseado nos resultados encontrados nos diferentes
ensaios realizados sugere-se que a quercetina esteja se ligando ou
promovendo alteragbes em receptores celulares impedindo a ligacdo do
virus a seus receptores e, consequentemente, impedindo a sua entrada e
replicacao na célula. No ensaio piloto realizado em céaes, observou-se que
possivelmente a quercetina administrada duas vezes ao dia na dose de 15
mg/kg nao seja nefro e hepatotoxica. Diante dos resultados encontrados
neste trabalho, acreditamos que a quercetina possa ser um possivel
candidato no tratamento da Parvovirose Canina. Vale ressaltar que estudos
posteriores serao necessarios para averiguar o potencial antiviral da
quercetina contra este virus em caes infectados e doentes com o Parvovirus

Canino.
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RESUMO

A pesquisa em busca de substancias antivirais tem se tornado cada
vez maior. Os herpesvirus estao entre os virus mais bem estudados quanto
ao tratamento antiviral, principalmente os pertencentes a subfamilia
Alfaherpesvirinae. Os Herpesvirus Equino 1 (EHV-1), um Alfaherpesvirus,
sdo importantes patégenos de cavalos, responsaveis por abortos, mortes
neonatais e desordens do sistema nervoso. Nao ha tratamento especifico
para a doenga respiratoria induzida por EHV-1. Embora existam vacinas
contra o EHV-1, elas ndo sdo muito protetoras e surtos da doenga podem
ocorrer em rebanhos vacinados. Assim, ha uma urgente necessidade de um
tratamento antiviral efetivo contra este virus. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antiviral do flavondide quercetina contra o EHV-1. Para
isto, foram realizados estudos in vitro e in vivo. Os ensaios in Vvitro
consistiram na inativagdo direta do virus pela quercetina (Ensaio de
Inativagao Direta), tratamento das células com a quercetina pré-infecgao
(Ensaio denominado End Point) e o tratamento das células em cada passo
da infecgdo viral (Ensaio Timing of addition). Foi possivel verificar que a
quercetina atuou nos passos iniciais da infeccédo pelo EHV-1, sendo
observada uma inibicdo de 99,0% quando a quercetina foi adicionada no
momento da adsorgao viral. No estudo in vivo, camundongos Balb/c foram
inoculados via intraperitoneal com o EHV-1 e tratados com doses de 30, 90
e 270 mg/kg/dia de quercetina via oral. Foram analisados os sinais clinicos,
alteragdes histopatolégicas nos rins, cérebro, pulmédo e bago. Além disso,
foram feitas analises de alguns parametros hematoloégicos e avaliagdo da
resposta imune celular pelo ensaio de linfoproliferagdo. N&o houve
aparecimento de sinais clinicos e nenhuma alteragdo histopatologica foi
observada. No entanto, houve resposta frente a infecgao viral, ja que se
observou aumento da proliferacao linfocitica na polpa branca do baco dos
animais inoculados. No ensaio de linfoproliferacao foi possivel verificar uma
estimulacdo da resposta imune celular pela quercetina contra o EHV-1
quando os animais foram tratados com as doses de 30 e 90 mg/kg/dia. Nos

animais tratados com a dose de 270 mg/kg/dia foi observada uma
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estimulacdo da resposta imune celular, no entanto, esta foi especifica a
propria quercetina. Na avaliagdo hematoldgica, foi observado um aumento
na producdo de leucdcitos, principalmente linfocitos, nos animais tratados.
Dessa maneira, pode-se inferir que a quercetina possa ser um bom
candidato para o tratamento das infecgbes causadas pelo EHV-1, devido a
sua atuagao antiviral direta, como demonstrado pelos ensaios in vitro, mas
também por atuar nos mecanismos de defesa do animal, contribuindo

indiretamente no controle da infecgao viral.
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ABSTRACT

The research of antiviral substances has turned every larger time. The
herpesvirus is better among the viruses studied with relationship to the
treatment antiviral, mainly the belonging to the subfamily Alphaherpesvirinae.
Equid Herpesvirus 1 (EHV-1), an Alphaherpesvirus, is an important pathogen
of horses, responsible for abortions, neonates deaths and disorders of the
nervous system. There is not specific treatment for the breathing disease
induced by EHV-1. Although vaccines exist against the EHV-1, they are not
very protective and outbreak of the disease can happen in vaccinated flocks.
Thus, there is an urgent need of an effective antiviral treatment against this
virus. The objective of this work went evaluate to activity antiviral of the
flavonoid quercetin against the EHV-1. For this, studies in vitro and in vivo
were accomplished. The assay in vitro consisted of the direct inativation of
the virus by the quercetin (Assay of Inativating Direct), treatment of the cells
with the quercetin before infection (assay denominated End Point) and the
treatment of the cells in each step of the infection viral (assay Timing of
addition). It was possible to verify that the quercetin acted in the initial steps
of the infection for the EHV-1, being observed an inhibition of 99,0% when
the quercetin was added in the moment of the attachment viral. In the study
in vivo, Balb/c mice were inoculated with EHV-1 and treateds with doses of
30, 90 and 270 quercetin mg/kg/day orally. The clinical signs,
histopathologicals changes in the kidneys, brain, lung and spleen, were
analyzed. Besides, they were made analyses of some blood parameters and
evaluation of the cellular immune answer for the linfoproliferation assay.
There were not observed clinical signs and any histopathologicals changes.
However, there was answer front the viral infection, since increase of the
lymphocyte proliferation was observed in the white pulp of the spleen of the
inoculated animals. In the proliferation of lymphocyte assay it was possible to
verify an increase of the cellular immune answer for the quercetin against the
EHV-1 when the animals were treated with the doses of 30 and 90
mg/kg/day. In the treated animals with the dose of 270 mg/kg/day an
increase of the cellular immune answer was observed, however, this was
specific to the own quercetin. In the blood evaluation, an increase was

observed in the leucocytes production, mainly lymphocytes, in the treated
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animals. In that way, it can be inferred that the quercetin can be a good
candidate for the treatment of the infections caused by the EHV-1, due to its
performance direct antiviral, how demonstrate the in vitro assay, but also for
acting in the mechanisms of defense of the animal, contributing indirectly in
the control of the infection viral.
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1 INTRODUCAO

A procura por novos medicamentos tem se tornado constante nao
somente na area humana, mas também para uso veterinario. Os
herpesvirus, principalmente os pertencentes a subfamilia Alfaherpesvirinae
estdo entre os virus mais pesquisados em busca de tratamentos antivirais,
isso devido as suas caracteriticas de infeccéo e a possibilidade de pesquisas
em modelos animais (FIELD et al., 2006).

Os Herpesvirus Equino 1 (EHV-1), um Alfaherpesvirus, séao
importantes patdogenos de cavalos, responsaveis por abortos, mortes
neonatais e desordens do sistema nervoso (VAN DER MEULEN et al,
2006). Para o EHV-1 s&o comuns infecgdes leves ou subclinicas (FOOTE et
al., 2006), mas a forma clinica também pode acontecer através de doenca
respiratoria e reprodutiva, no entanto, casualmente ha apresentacado da
forma neurologica. O tempo de incubagdo para a forma respiratéria da
doenca esta entre 3-10 dias. Para a apresentacéao clinica, os sinais iniciais
incluem febre aguda, depressao, letargia, anorexia, inchago de linfonodos e
secrecao nasal serosa profusa que mais tarde torna-se mucopurulenta. A
febre pode ser bifasica com os episédios febris correspondendo a viremia
associada a célula. Uma infecgdo por EHV-1 vasculotrépica pulmonar fatal,
causando severo edema pulmonar e hemorragia, vasculite multissistémica e
enterotifocolite tem sido demonstrada em cavalos jovens (DEL PIERO et al.,
2000; DEL PIERO & WILKINGS, 2001; PATEL & HELDENS, 2005).

Assim como para a maioria dos herpesvirus, o EHV-1 também causa
laténcia apods infeccéo primaria. Os locais de laténcia para o EHV-1 tém
sido identificados em células neuronais do ganglio trigémio, linfécitos
sanguineos periféricos e tecidos linféides de cavalos com recrudescéncia
experimentalmente induzida (WELCH et al., 1992; CARVALHO et al., 2000).
O EHV-1 também infecta camundongos, os quais servem como um bom
modelo de infeccdo em laboratério apresentando sinais clinicos
representativos da doenca em cavalos como, a infecgdo da mucosa do
epitélio respiratorio, epitélio bronquiolar, viremia associada a célula e
infeccdo da placenta provocando partos prematuros (FIELD et al., 2006).

Camundongos inoculados intraperitonealmente com diferentes cepas de
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EHV-1 mostraram diferencas quanto a neuropatogenicidade. O mecanismo
especifico para a entrada do virus no sistema nervoso central (SNC) apos
inoculagao intraperitoneal ainda ndo é claro. Os camundongos mostraram
mielite que foi mais severa do que a encefalite. Ao contrario, apds inculagao
intracerebral ou intranasal com a mesma linhagem, os camundongos
desenvolveram severa encefalite e menor mielite. O virus pode invadir o
SNC ou pela rota hematdégena ou por disseminagado neural a partir dos
plexos mesentéricos (HASEBE et al., 2002).

Nao ha tratamento especifico para a doencga respiratdria induzida por
EHV-1. O uso do aciclovir tem sido restrito a infeccbes neuroldgicas e
congénitas pelo virus (MURRAY et al.,, 1998). O penciclovir demonstrou
diminuir a replicagdo do EHV-1 em tecidos respiratérios e reduziu a viremia
em camundongos e em cultura de tecidos (DE LA FUENTE et al., 1992).

Embora existam vacinas contra o EHV-1, elas ndo sdo muito
protetoras e surtos da doenga podem ocorrer em rebanhos vacinados.
Assim, ha uma urgente necessidade de um tratamento antiviral efetivo. Este
constitui em reduzir a replicacao viral e disseminagao em cavalos afetados e
prevenir a replicagao viral no contato entre animais. A droga também deve
ser efetiva tanto em isolados associados a surtos de aborto quanto a surtos
associados a manifestagdes neurolégicas (GARRE et al., 2007).

Existem relatos da atuagcdo dos flavondides contra alguns
herpesvirus, incluindo os Alfaherpesvirus. Dessa maneira, esse trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial antiviral do flavonoide quercetina
contra o Herpesvirus Equino 1 (EHV-1), in vitro e in vivo. Para o estudo in
vivo, camundongos Balb/c foram inoculados com o EHV-1 e foi feita a
analise de parametros hematologicos e da resposta imune celular do virus

frente a infecgéo viral.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Células e virus

Para a realizacdo dos ensaios in vitro foram utilizadas células da
linhagem de rim de coelho (RK13). As células foram mantidas em meio
essencial minimo (MEM) (SIGMA-ALDRICH) contendo penicilina (1,6 mg/L)
(CULTILAB), estreptomicina (0,4 mg/L) (CULTILAB), suplementadas com
soro fetal bovino (10%) (CULTILAB). O virus utilizado nos experimentos foi
isolado de um surto no Rio Grande do Sul e cedido pelo Laboratério de

Virologia da Universidade Federal de Santa Maria/RS.

2.2. Flavonoide

A quercetina [3,3',4’,5,6-Pentahydroxyflavone] (quercetin dihydrate) foi
adquirida da empresa SIGMA-ALDRICH e, para os ensaios in vitro, a mesma
foi preparada em dimetilsulfoxido (DMSO) (Nuclear) em uma concentragao
estoque de 10 mg/mL e armazenada a -20°C. Para o experimento in vivo
foram preparadas trés suspensdes aquosas de quercetina nas
concentragdes 4,5; 13,5 e 40,5 mg/mL. As suspensdes foram preparadas
utilizando-se como veiculo: sorbitol, propilenoglicol 10%, natrosol 0,5%,

metocel 0,25%.

2.3. Preparacgao dos estoques de virus e titulagao

Os virus foram inoculados em monocamadas semiconfluentes de
células e apos a manifestagcado do efeito citopatico (ECP), as células foram
congeladas e descongeladas duas vezes e centrifugadas a 500 xg por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e aliquotado (estoque). Esse
procedimento foi realizado até que se alcangasse o titulo viral desejado. Os
estoques virais foram titulados pelo método de TCIDs; como descrito por
Reed & Muench (1938).

2.4. Analise in vitro

2.4.1. Analise do efeito citotoxico da quercetina
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Monocamadas das células RK13 com tapetes celulares
semiconfluentes em microplacas de 96 pocgos, foram tratadas com
concentragbes da quercetina que variaram de 1 a 90 ug/mL e incubadas em
estufa (Shell Lab, IR2424) a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. As
microplacas foram monitoradas sob microscopia Optica diariamente por 4
dias. A citotoxicidade foi determinada pelo efeito na morfologia e viabilidade
celular (perda da monocamada, granulagdo e vacuolizagdo no citoplasma)
em relagdo ao aspecto das células nao tratadas (controle). A citotoxicidade
também foi determinada pelo método colorimétrico baseado na redugao do
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,-difeniltetrazolium  brometo  (MTT) (SIGMA-
ALDRICH) por enzimas mitocondriais (MOSMANN, 1983). No 4° dia apds
incubacdo da quercetina, as células foram lavadas com tampao fosfato
(PBS) pH 7,2 por duas vezes e adicionado o MTT 0,5 mg/mL. As células
foram incubadas por 4 horas em estufa. Posteriormente, o sal formado foi
solubilizado pela adigao de isopropanol (SIGMA-ALDRICH)-HCI 0,04 N. A
densidade Optica (ODssp) foi determinada por espectrofotometria. A
porcentagem de células tratadas viaveis foi calculada em relagado ao controle
n&o tratado (% de células = OD exp/ ODcgiuia controle X 100). Foi determinada a
CTso que € a concentragdo necessaria para reduzir a densidade Optica em
50%. A partir deste experimento foi determinada a concentracdo maxima
nao toéxica para as células. Para esta determinacido foi feita a analise
estatistica utilizando-se o teste t de Student no programa EXCEL versao
2003 (MICROSOFT).

2.4.2. Ensaio de Inativagao Direta (Assay Inactivating Direct - AID)

Os virus foram incubados com a quercetina em concentragdo que nao
excedeu a maxima nao toxica. Nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apos
incubagdo, uma aliquota dessa suspensao foi titulada. A atividade antiviral
foi determinada pela reducdo no titulo viral em relacdo ao controle
visualizada pela reducéo do ECP nas células infectadas. Como controle de
virus utilizou-se uma aliquota do EHV-1 submetido aos tempos de

incubacéo, titulados a cada passo, e como controle da substancia incubou-
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se a quercetina na concentracao final utilizada. Foi considerada inibigao

significativa aquela superior a 1 log (90% de inibi¢cdo).

2.4.3. Ensaio End Point

Neste ensaio, monocamadas semiconfluentes das células em
microplacas de 96 pogos foram incubadas por 1 h com a quercetina em
diferentes concentragdes, inferiores a concentragdo maxima ndo tdxica.
Foram avaliadas alteracbes na infectividade dos virus, por modificacbes
celulares que causem resisténcia viral as células. Apés o tempo de
incubacdo, as células foram lavadas com PBS duas vezes e o virus foi
inoculado. A atividade antiviral foi avaliada pela reducdo no ECP dos virus
inoculados em monocamadas celulares tratadas em relagdo aos virus
inoculados em monocamadas celulares ndo tratadas (controle).
Monocamadas celulares livres de virus foram incubadas com a quercetina
nas concentracdoes testes e utilizadas como controle da substancia. Foi

considerada inibi¢do significativa aquela superior a 1 log (90% de inibig&o).

2.4.4. Ensaio Timing of Addition

O efeito antiviral da quercetina foi avaliado seguindo a adi¢do dessa
substancia em diferentes tempos relativos a infecgao viral. Monocamadas
semiconfluentes de células foram incubadas com MEM ou MEM contendo a
quercetina por 1 h (pré-tratamento das células), lavadas duas vezes com
PBS e posteriormente inoculadas com o virus. Foram inoculadas as
suspensdes virais com e sem quercetina (efeito na adsorgdo) e esta foi
mantida por 1 h a 4°C para prevenir a internalizacdo do virus. Apos a
adsorgao, as células foram lavadas duas vezes com PBS e foi adicionado
meio comum e meio contendo a quercetina e incubadas por 1 h a 37°C para
permitir a penetracdo do virus (efeito na penetracdo). As células foram
novamente lavadas com PBS por duas vezes e foram adicionados meio
contendo ou n&o a quercetina e as células foram cultivadas por 72 h a 37°C
(efeito apds a infecgdo viral). A atividade antiviral foi avaliada pela reducao
no ECP. Foi considerada inibigdo significativa aquela superior a 1 log (90%

de inibicao).
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2.5. Analise in vivo

2.5.1. Desenho experimental

Noventa camundongos, sendo 45 fémeas e 45 machos, Balb/c com 3-
4 semanas de idade soronegativos para o EHV-1 foram utilizados neste
estudo. Os animais foram obtidos no Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa. Para inoculagéo
0s animais foram anestesiados em camara de éter. Os animais foram
organizados em 5 grupos de 16 animais cada, sendo metade machos e
metade fémeas. Os animais inoculados com o virus foram infectados via
intraperitoneal com 60 puL da suspenséo viral a 6,32 x 10* TCIDso/mL. Os
animais do grupo 1 foram inoculados com o mesmo volume de MEM estéril e
serviram como grupo controle negativo (CN). Os animais do grupo 2 foram
inoculados com o EHV-1 e ndo receberam nenhum tipo de tratamento,
sendo assim, o grupo controle positivo (CP). Os animais do grupo 3 foram
inoculados com a suspenséo viral e tratados com a quercetina por via oral
(gavagem) em uma dose de 30 mg/kg/dia (VQ30). Os animais do grupo 4
foram inoculados e tratados com a quercetina em uma dose de 90
mg/kg/dia (VQ90) e o quinto grupo foi inoculado e tratado com a quercetina
em uma dose de 270 mg/kg/dia (VQ270). Durante o experimento foram
avaliados os sinais clinicos e estes foram classificados de acordo a
gravidade dos mesmos. Nos tempos 0, 7 e 15 dias apds inoculagao (d.p.i.),
foi coletado sangue para a analise hematolégica. Em cada coleta, 8 animais
de cada grupo foram eutanasiados e o cérebro, os rins, pulmdo e o bago
foram coletados. Analises histopatolégicas foram realizadas nos 6rgéaos

coletados. Parte do bago foi utilizada nos ensaios de linfoproliferagao.

2.5.1.1. Analise histopatoldgica

Os orgaos coletados para analise histopatolégica foram fixados em
formol 10% e processados segundo a técnica de inclusdo em parafina. Os
orgaos incluidos em parafina foram cortados e corados com hematoxilina e
eosina (HE). As analises histopatoldgicas foram realizadas no Laboratério de

Histopatologia do Departamento de Veterinaria/UFV.
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2.5.1.2. Ensaio de linfoproliferagao

Para avaliacdo da resposta imune celular produzida pelos animais foi
realizado o ensaio de linfoproliferagao utilizando o MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,-difeniltetrazolium brometo) (SIGMA-ALDRICH), que € um indicador de
densidade e viabilidade celular. Para isso, o bago dos animais avaliados
foram coletados e macerados com o meio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) 1640 incompleto (SIGMA-ALDRICH) em telas obtendo uma
suspensao de células esplénicas totais. As células foram centrifugadas a
250 g a 4°C por 10 minutos e ressuspendidas em 5 mL de tampao de lise
[Tris-HCI 0,17M:NH,CI 0,16M (1:9)] por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram lavadas com 5 mL de meio RPMI e
centrifugadas a 250 g a 4°C por 5 minutos. Este passo foi repetido 2 vezes.
As células foram ressuspendidas em meio RPMI completo (suplementado
com 10% de soro fetal bovino). A viabilidade celular foi avaliada em camara
de Neubauer utilizando-se o teste de exclusdo com azul de Trypan (SIGMA-
ALDRICH). Foram distribuidas 2 x 10° células por pogo em placas de cultura
de 96 pocos. As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO2 na presenga de Concanavalina A (Con-A)(12 pg/mL) (SIGMA-
ALDRICH), meio RPMI completo, com o virus inativado por 1 hora em luz
ultravioleta e com a quercetina (10 ug/mL). Apds as 72 horas de incubacgao,
foram acrescentados MTT 0,5 mg/mL por po¢o e as culturas foram
novamente incubadas por 4 horas. Apés este tempo, o MTT foi retirado e as
células foram tratadas com 100 uL de isopropanol (SIGMA-ALDRICH)-HCI
0,04 N para solubilizagdo dos cristais formados. A densidade 6ptica (ODssp)
foi determinada por espectrofotometria. Analise de variancia (ANOVA) e o
teste de Dunnet foram utilizados para determinar a diferenga estatistica entre
0s grupos estimulados com o virus, estimulados com a quercetina,
estimulados com Con-A e sem estimulo (meio RPMI). As analises
estatisticas foram realizadas usando o software SAS/STAT versdo 9.1
(Institute Inc., Cary, NC, USA) do Sistema SAS para Windows, licenciado
para a UFV, 2007.
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2.5.1.3. Analise hematologica

Para avaliagdo dos padrées hematoldgicos foi feita a analise em
aparelho HUMACOUNT (Cat. 17400, n°® série: 902405, HUMAN Gmbh, Max-
Planck-Ring 21, D-65205, Wiesbaden, Germany). O sangue foi coletado em
EDTA 10% e armazenado por no maximo 24 h para analise. As analises
estatisticas foram realizadas usando o software SAS/STAT versdo 9.1
(Institute Inc., Cary, NC, USA) do Sistema SAS para Windows, licenciado
para a UFV, 2007. As andlises hematolégicas foram realizadas no
Laboratério de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular/UFV.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaios in vitro

Para a determinacdo da concentragdo maxima ndo toxica de
quercetina a ser utilizada nos ensaios antivirais foi utilizado o método
colorimétrico de reducdo do sal de tetrazolium (MTT). De acordo com este
ensaio, verificou-se uma concentragdo maxima de trabalho de 30 ug/mL de
quercetina que foi correspondente a concentragado necessaria para reduzir a
densidade optica em 50% (CTsg) estimada através da férmula (% de células
= OD exp/ ODcgluia controle X 100). Acima desta concentracgao, foi observado por
microscopia optica vacuolizacdo do citoplasma, morte e desprendimento do
tapete celular.

No ensaio de Inativagcdao Direta, o EHV-1 foi incubado com a
quercetina em uma concentragdo de 800 ug/mL. Neste ensaio,
concentracdes superiores a maxima nao téxica podem ser utilizadas devido
as diluicbes que sao realizadas antes da inoculagao viral. Observou-se uma
reducao do titulo viral de 10 vezes (90,0%) apos incubacéo (Figura 1). Aos
30 minutos de incubacido foi observada uma reducdo do titulo do virus

controle (sem incubagao com a quercetina).

o
£
B
o
O
|_
<

=}
A
o
2
[

O 1 T T T gl

0 15 30 45 60

Tempo (min) —e— Controle

—m— Virus+Q]= 800 ug/mL

Figura 1: Ensaio de Inativacdo Direta. Controle: Virus incubado sem a substancia. Virus+Q:
Virus incubado com a quercetina em uma concentragdo de 800 ug/mL. De 15 em 15 minutos

uma aliquota do virus foi titulada.
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A reducao do titulo do virus utilizado como controle apos 30 minutos
de incubacao se deve a menor estabilidade dos virus envelopados quando
expostos ao calor, como é o caso dos herpesvirus. A principal condicio
ambiental que pode adversamente afetar a infectividade dos virus é a
temperatura, neste sentido, virus envelopados sdo mais sensiveis ao calor
do que os virus ndo-envelopados (MURPHY et al., 1999).

No ensaio denominado End Point, em que as células sédo incubadas
com a quercetina antes da inoculagao viral, foram testadas as concentragdes
de 10, 15 e 25 ug/mL. A pré-incubacdo da célula com a quercetina na
concentragdo de 25 pg/mL produziu uma redugdo no titulo viral de 113

vezes, o0 que corrresponde a 99,0% de inibigdo (Figura 2).
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Figura 2: Ensaio End Point. 0: Controle, no qual as células ndo foram pré-tratadas com a

quercetina. 10, 15 e 25 ug/mL representam as concentragdes de quercetina utilizadas no pré-
tratamento das células.

Na tentativa de se determinar em qual passo da infec¢do viral a
quercetina pode atuar, foi realizado o ensaio Timing of addition. Neste
ensaio a quercetina foi incubada com o virus em diferentes tempos de
infecgao viral, isto €, antes da inoculagdo, no momento da adsorcgéo viral,
penetracdo e apods entrada do virus. Foi observada uma inibicao viral em
todos os passos da infecgdo, no entanto, esta demonstrou ser significativa
(acima de 1 log) nos passos relacionados a entrada do virus na célula.

Verificou-se uma inibicado de 20 vezes quando a célula foi pré-incubada com
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a quercetina (> 90%). Quando a quercetina foi incubada no momento da
adsorc¢ao viral, ou seja, da ligacédo de proteinas virais a receptores celulares,
a inibicao foi de 100 vezes (99,0%) o que representa uma redugao de 2 log
no titulo viral. Quando a incubacéao foi feita no momento da penetragcdo do

virus a inibicao foi de 30 vezes (Figura 3).
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Figura 3: Ensaio Timing of addition. END: Pré-tratamento das células com a quercetina. ADS:
Tratamento com quercetina no momento da inoculagéo viral e incubagéo a 4 °C por 1 h. PEN:
Tratamento com a quercetina apds adsor¢é@o e incubagdo a 37 °C por 1 h. INF: Tratamento
com a quercetina apés entrada viral. Controle: Virus inoculado submetido aos mesmos passos
de incubagado, mas sem a quercetina. Todos os tratamentos foram feitos com a [quercetina]=
25 ug/mL.

Os resultados obtidos nos ensaios AID, End Point e Timing of addition
indicam que a quercetina pode estar se ligando a receptores celulares,
causando modificagdes nos mesmos, ou ligando a glicoproteinas do
envelope viral que estejam impedindo a ligagdo e, ou, entrada do virus na
célula. A significativa redugdo no pré-tratamento das células indica que
possivelmente a quercetina atue ao nivel de receptor celular.

A incubacido da quercetina apds a entrada do virus n&o resultou em
reducado significativa do titulo viral (5,6 vezes de redugéo). No entanto, a
quercetina também pode estar atuando intracelularmente gerando

modificacdes que possam interferir na atuagao viral.
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3.2. Ensaio in vivo

Com o intuito de avaliar in vivo a atividade da quercetina contra o
Herpesvirus Equino 1 , foram inoculados experimentalmente camundongos
da linhagem Balb/c e estes foram tratados por um periodo de 10 dias com a
quercetina nas doses de 30, 90 e 270 mg/kg/dia. A suspensao de quercetina
utilizada foi administrada via oral através de gavagem. Os animais foram
observados diariamente quanto ao aparecimento de sinais clinicos. Nenhum
animal desenvolveu a doenga clinica. Nos exames histopatolégicos
nenhuma lesdo foi encontrada nos 6rgaos avaliados. De acordo com Foote
et al. (2006), para o EHV-1 sdo comuns infecgdes leves ou subclinicas. Isso
pode ocorrer devido a varios fatores, dentre eles a baixa carga viral.
Acredita-se que a carga viral inoculada nos animais tenha sido baixa para
provocar sintomatologia clinica. Na avaliagdo de cortes do bacgo, foi
verificada a produgdo de uma resposta imunolégica com a observacao da
proliferagcéo linfocitaria na polpa branca. Diante de uma baixa carga viral, a
resposta imunoldgica pode ter sido suficiente para controlar a infecgao.

Para avaliar a resposta imune celular e se esta pode ser estimulada
pela quercetina, foi realizado o ensaio de linfoproliferagdo. As células
esplénicas foram estimuladas com o virus, com a quercetina e com a
Concanavalina A, um agente mitogénico utilizado como controle da
estimulacao. Foi observado que todas as doses testadas foram capazes de
estimular a resposta imune celular, significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Dunnett, tanto em resposta ao estimulo viral
quanto em resposta a estimulagdo da quercetina (Figura 4).

Ao ser comparada a resposta celular entre os grupos foi possivel
verificar que os animais que foram tratados com as doses de 30 e 90
mg/dia/kg foram capazes de responder frente ao estimulo viral mais
eficientemente. No entanto, quando as células foram estimuladas com a
prépria quercetina a resposta foi maior com o grupo de animais tratados com
uma dose de 270 mg/kg/dia (Figura 5), ao nivel de 5 % de probabilidade pelo
teste t de Tukey.
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Figura 4: Linfoproliferacdo das células esplénicas provenientes dos camundongos inoculados com EHV-1,

tratados e ndo tratados com a quercetina. Controle: Células sem estimulo (meio RPMI); Con-A: células estimuladas com

Concanavalina A; Virus:

Células estimuladas com o EHV-1

inativado; Quercetina: células estimuladas com

[quercetinal=10 ug/mL. A: Linfoproliferacdo das células esplénicas do grupo dos animais inoculados e ndo tratados (CP)

B: Linfoproliferagdo das células esplénicas dos animais inoculados e tratados com quercetina 30 mg/kg/dia (VQ30). C:

Linfoproliferagdo das células esplénicas dos animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia (VQ90). D:

Linfoproliferagdo das células esplénicas dos animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia (VQ270).
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Figura 5: Ensaio de linfoproliferagdo comparando-se a resposta entre os grupos frente ao estimulo com o
virus (A) e estimulados com a [quercetina]=10 ug/mL (B). CP: Animais inoculados e ndo tratados. VQ30:
Animais inoculados e tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com

quercetina 90 ma/kag/dia. VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 ma/ka/dia.

Pode ser observado que os animais tratados com as doses de 30 e 90
mg/kg/dia conseguiram ter uma maior resposta celular quando estimulados
com o virus. Entretanto, a dose de 270 mg/kg/dia foi capaz de estimular mais
eficientemente a resposta celular quanto ao seu proprio estimulo, havendo,
portanto a correlagcdo para o estimulo especifico, maior dose, maior
resposta. De acordo Lin & Tang (2007), a magnitude da resposta imune
celular (tal como a proliferagdo de esplendcitos) geralmente depende da
dose estimulante administrada, doses muito baixas ou doses muito altas
poderiam induzir um especifico estado nao responsivo. Todas as doses
utilizadas neste trabalho produziram um estado responsivo, no entanto, a
maior dose utilizada nao estimulou uma resposta contra o EHV-1.

A resposta imunolégica e outros fatores bioquimicos sanguineos
foram também avaliados pela anédlise hematoldgica do sangue dos animais,
coletado nos dias 7 e 15 apds a inoculagdo. Foi analisada a contagem de
células brancas (WBC), contagem de linfécitos (LYM), porcentagem de
linfécitos em relagdo as células brancas (LY), contagem de granuldcitos
(GRA), porcentagem de granulécitos em relagdo as células brancas totais
(GR), contagem de mondcitos (MID), porcentagem de mondcitos (M),
contagem de células vermelhas (RBC), concentracdo de hemoglobina
(HGB), hematocrito (HCT).

Os parametros hematoldégicos de camundongos e ratos sao

influenciados por diversos fatores, inclusive local da coleta da amostra,
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idade, sexo, linhagem, anestesia, método de contecdo e estresse (Thrall et
al., 2006).

A anadlise das células brancas sanguineas (WBC), também
denominadas de leucdcitos, constitui o leucograma. O aumento na contagem
de leucdcitos acima do limite superior do valor de referéncia para a espécie
em questao denomina-se leucocitose enquanto que uma diminuicido abaixo
dos valores de referéncia é denominada de leucopenia.

Para os machos do grupo controle positivo (CP) foi observado que
estas apresentaram leucopenia apds 7 d.p.i. Esta alteragcao é propria da
fase inicial da infecgado causada por virus (MILLER & GONCALVES, 1995).
Aos 15 d.p.i., o quadro de leucopenia pbéde ser revertido (Tabela 1 e Figura
6). Os animais tratados com a dose de 270 mg/kg/dia apresentaram um
aumento de leucécitos, em relagdo ao controle positivo, significativo ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett. Os leucécitos desempenham
um papel importante no mecanismo de defesa do organismo contra as
agressodes infecciosas. Um aumento no seu numero pode contribuir com
uma melhor resposta do animal frente a infeccdo viral. No entanto, como
visto no ensaio de linfoproliferacdo, esta resposta aumentada com a maior

dose parece nao ser contra o EHV-1.

Tabela 1: Dados da analise hematologica para o paradmetro WBC. Médias seguidas por letras
diferentes sao estatisticamente diferentes pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O

asterisco* significa diferenga estatistica em relagéo ao grupo CP pelo Teste de Dunnett (a = 5%).

Tratamentos WBC (*103/uL) Tratamentos WBC (*103/ul)

M F M F

CNT7 1,57 +0,73% | 1,88 +0,87° CN T15 2,37 +1,14% | 3,96 + 1,95°

CPT7 0,5+0,12% | 3,33 +1,18% CP T15 3,50 +2,98° | 2,56 + 0,632

Q30 T7 263+1,71% | 2,05+1,33°| Q30715 1,28 +1,17%° | 3,86+ 0,972

Q90 T7 2,66 +0,982 | 4,18 +1,68% Q90 T15 3,58 +0,77% | 3,53 + 1,032

Q270 T7 2,21 +1,13* 6,16 £2,97*" | Q270T15 |8,12+0,70*" | 5,67 £1,61*

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e ndo tratados. VQ30: Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.
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Figura 6: Contagem de células brancas (WBC).

@ Faixa de valores normais para camundongos Balb/c de acordo Thrall et al.(2006).

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados e
tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

Os leucécitos podem ser divididos em 3 grandes classes: linfécitos,
granulécitos e monacitos. Dentre os linfocitos, duas subclasses podem ser
reconhecidas, os linfécitos T e os linfocitos B, relacionados a imunidade
celular e humoral, respectivamente. Na avaliacdo de linfécitos totais foi
observado o mesmo perfil apresentado para contagem de leucécitos.
Novamente, os machos do grupo controle positivo apresentaram uma
diminuicdo acentuada do numero de linfécitos com 7 d.p.i. Nos animais
tratados com a dose de 270 mg/kg/dia também foi verificado um aumento do
namero de linfécitos em relagdo aos animais nao tratados, mas este

aumento foi significativo para as fémeas aos 7 d.p.i (Tabela 2 e Figura 7).
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Tabela 2: Dados da analise hematoldgica para contagem de linfocitos (LYM). Médias seguidas por letras

diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O

asterisco* significa diferenca estatistica em relagéo ao grupo CP pelo Teste de Dunnett (a = 5%).

Tratamentos LYM (*103/uL) Tratamentos LYM (*103/uL)
M F M F
CN T7 1,31+0,60% | 1,59 +0,70° CN T15 1,75+ 0,88 | 3,10 £1,41®
CPT7 0,40 +0,08° | 2,56 + 0,74° CP T15 4,38 +0,46% | 2,18 + 0,57°
Q30 T7 2,04+1,34° | 1,57+0,91° | Q30T15 1,00 + 0,94° | 3,10 +0,82%
Q90 T7 2,14 £0,70* | 3,48 1,26 | Q90T15 |2,63+0,61° | 2,83 +0,86°
Q270 T7 | 1,84+0,94° | 5124231 | Q270T15 | 6,51+1,23 | 4,62+ 1,23°

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.
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Figura 7: Contagem de linfocitos (LYM).

@ Faixa de valores normais para camundongos Balb/c de Jain N.C., 1993.
CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados e
tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

As células linfocitarias também sao expressas em relacdo a

quantidade de leucdcitos (%LY). Essa porcentagem deve ser em média
igual a 83,5 + 4,95 em camundongos da linhagem Balb/c. Todos os animais
apresentaram-se incluidos nesta faixa de valores normais de referéncia

(Tabela 3 e Figura 8).
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Tabela 3: Dados da analise hematologica para % de linfécitos (%LY). Médias seguidas pela mesma

letra sdo estatisticamente iguais pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tratamentos LY (%) Tratamentos LY (%)
M F M F
CNT7 86,70+3,46° | 85,28+5,24° CNT15 74,30+11,71% | 79,32+3,75°
CPT7 79,50+2,16% | 78,50+7,15° CPT15 71,07£3,01° | 84,78+2,55°
Q30 T7 78,02+4,01% | 78,48+9,312 Q30 T15 78,15+1,522 | 80,28+3,93°
Q90 T7 81,17+3,20% | 84,18+3,86° Q90 T15 73,38+3,40° | 79,8545,77°
Q270 T7 83,52+0,84° | 84,38+4,22° | Q270 T15 | 80,02+3,46° | 82,15+6,83°

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e ndo tratados. VQ30: Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.
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Figura 8: Porcentagem de linfocitos em relagéo as células brancas totais.

@ Faixa de valores normais para camundongos Balb/c de Jain N.C., 1993.

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nado tratados. VQ30: Animais

inoculados e tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com

quercetina 90 mg/kg/dia. VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

Apesar de n&o ter havido diferengas na porcentagem de linfocitos

entre 0s grupos, quadros patolégicos relacionados a mudangas no numero

de linfocitos, como por exemplo, linfocitopenia, possuem valores clinicos
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quando é considerado o valor absoluto (LYM) (MILLER & GONCALVES,
1995).

Além dos linfécitos, também foram analisados a contagem de
granulécitos e mondcitos. Ambas as classes de leucdcitos estdo
relacionados com a resposta fagocitica. Os mondcitos migram facilmente
através das paredes dos vasos sanguineos e se transformam em células
fagocitarias, os macrofagos. Em relacdo ao numero de mondécitos (MID), a
maioria dos animais apresentou-se dentro da faixa dos valores de referéncia.
Os animais tratados com a dose de 90 e 270 mg/kg/dia apresentaram aos 15
d.p.i., valores estatisticamente superiores em relagdo aos animais nao
tratados (CP). No entanto, aos 7 d.p.., as 3 doses aumentaram a
porcentagem dessas células (%MI) quando comparadas ao grupo CP

(Tabelas 4 e 5; Figuras 9 e 10).

Tabela 4: Dados da analise hematoldgica para contagem de mondcitos (MID). Médias seguidas pela
mesma letra sdo estatisticamente iguais pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O

asterisco* significa diferenca estatistica em relagéo ao grupo CP pelo Teste de Dunnett (a = 5%).

Tratamentos MID (10%uL) Tratamentos MID (10%ulL)
M F M F
CNT7 0,07+0,05% | 0,06+0,06° CN T15 0,15 +0,14% | 0,28+0,26°
CPT7 0,09+0,04% | 0,08+0,04% CPT15 0,04 +0,02% | 0,17+0,06%
Q30 T7 0,10+0,04% | 0,07+0,04% Q30 T15 0,17 +0,06% | 0,12+0,06°
Q90 T7 0,07+0,04% | 0,18+0,14° Q90 T15 0,33+0,08* | 0,37+0,33?
Q270 T7 0,03+0,02% | 0,12+0,09° Q270 T15 0,32+0,24* | 0,07+0,02°

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.
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Figura 9: Contagem de mondcitos.

® Faixa de valores normais para camundongos Balb/c de Jain N.C., 1993.

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e ndo tratados. VQ30: Animais inoculados
e tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90

mg/kg/dia. VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

Tabela 5: Dados da andlise hematoldgica para porcentagem de mondcitos (% MI). Médias seguidas
pela mesma letra sdo estatisticamente iguais pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O

asterisco* significa diferenca estatistica em relagdo ao grupo CP pelo Teste de Dunnett (a = 5%).

Tratamentos MI (%) Tratamentos MI (%)
M F M F

CNT7 3,7042,12% | 2,92+1,84° CNT15 5,40+3,91° | 6,10+3,11°

CPT7 5,83+ 4,017 | 3,35+1,72° CP T15 6,17+ 2,717 | 2,90+1,66°

Q30T | 420:0,86° | 1768467 | 0TS | 47210 18° | 4,48 +1,32°
QOTT | 21341,07° | 14,5245,12= | 90T | 478 41,442 | 3,6241,30°
Q27OT7 | 2,75+40,94° | 13,08+1,95 | 27015 | 4 1041,07° | 6,2044,32°

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados e
tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.
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Figura 10: Porcentagem de mondcitos.

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e ndo tratados. VQ30: Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

Quanto ao numero e a porcentagem de granulécitos, ndo houve

flutuacédo significativa estatisticamente em seu numero quando foram

comparados os valores dos animais inoculados em relagdo aos animais que

nao receberam o virus (grupo controle negativo-CN) (Tabelas 6 e 7, Figura

11 e 12). Nao foram encontrados valores normais de referéncia para este

parametro hematoloégico.

Tabela 6: Dados da analise hematolégica para contagem de granulécitos (GRA). Médias seguidas pela

mesma letra sdo estatisticamente iguais pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O

asterisco* significa diferenga estatistica em relagéo ao grupo CP pelo Teste de Dunnett (a = 5%).

Tratamentos GRA (*103/ulL) Tratamentos GRA (*103/uL)
M F M F
CNT7 0,15+0,09% | 0,2340,15° CNT15 0,48+0,35% | 0,58+0,30°
CPT7 0,08+0,05% | 0,65+0,43° CP T15 0,92+0,52% | 0,32+0,08%
Q30 T7 0,50+0,37¢ | 0,20+0,14° Q30 T15 0,2340,21*" | 0,59+0,22°
Q90 T7 0,42+0,30° | 0,63+0,41° Q90 T15 0,78+0,22° | 0,58+0,23%
Q270 T7 0,30+0,18% | 0,85+0,56° Q270 T15 1,2840,24* | 0,68+0,30°

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

80



1,8
1,6
1,4
1,2 1

0,8 -

GRA (10%/uL)

0,6
04
0.2

@ Machos T7
O Fémeas T7
o Machos T15
r1Fémeas T15

CN CP Q30

Tratamentos

Q90 Q270

Figura 11: Contagem de granuldcitos.
CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais
inoculados e tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com

quercetina 90 mg/kg/dia. VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

Tabela 7: Dados da analise hematoldgica para porcentagem de granulécitos (%GR). Médias seguidas

pela mesma letra séo estatisticamente iguais pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tratamentos GR (%) Tratamentos GR (%)
M F M F
CNT7 9,53:2,63° | 11,85:3,09° | “NTIS | 59 08+860% | 14,55:2,13°
CPT7 | 41,3748,24° | 18,246,022 |  “PT15 | 208044 ,65° | 12,32+1,42°
Q30T7 | 47.68+4,67° | 20,7747,51° | BOTIS | 47 4040 16° | 15,25+3,78°
QOT7 | 44504512° | 14,043,420 | Q90 TS | 54 9044 45° | 16,55+4,56°
Q27077 | 43,08+1,05° | 12,85+3,83% | 70TLS | 459213217 | 11,65+2,60°

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.
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Figura 12: Porcentagem de granulécitos.
CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e ndo tratados. VQ30: Animais inoculados
e tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90

mg/kg/dia. VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

Apenas no grupo de animais tratados com a dose de 30 mg/kg/dia,
aos 15 d.p.i.,, o numero de granuldcitos foi estatisticamente inferior pelo teste
de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade quando comparado aos animais
nao tratados.

Também foram analisados paréametros sanguineos relacionados a
série vermelha do sangue. Os eritrécitos, que sdo as células sanguineas
vermelhas (RBC), atuam como transportadores de gases (O, e CO;) e 0 seu
nuamero, bem como a concentragcdo de hemoglobina (HGB), indicam a
capacidade do organismo de realizar eficientemente este transporte.

Quando foi analisada a contagem de eritr6citos (RBC), nenhuma
diferenca estatistica foi abservada entre os animais. No entanto, pode ser
observado que animais do grupo nao tratado (CP) apresentaram aos 7 d.p.i.
um numero de eritrécitos e concentracdo de hemoglobina abaixo dos
valores normais de referéncia, o que é caracteristico de um quadro de

anemia (Figura 13 e 14). Aos 15° d.p.i, esses animais recuperaram
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naturalmente desse quadro. Isto pode ser préprio da homeostase corporal
em que, em baixas concentragdes de O; na corrente sanguinea, originada
de um quadro de anemia, os rins liberam um horménio denominado
eritropoetina que € capaz de estimular a producdo de novas células
vermelhas e, portanto, reverter o quadro de anemia. Os valores encontrados
para a contagem de eritrécitos (RBC), concentracdo de hemoglobina (HGB)
e hematdcerito (HCT) estdo representados nas Tabelas 8, 9 e 10 e nas
Figuras 13, 14 e 15. O hematdcrito corresponde a porcentagem de sangue
composto por células apos centrifugagdo. Como o numero de eritrécitos
predomina largamente em relagcdo as outras células sanguineas, o
hematocrito depende praticamente do volume ocupado por eles (MILLER &

GONCALVES, 1995).

Tabela 8: Dados da andlise hematologica para contagem de eritrocitos (RBC). Médias seguidas pela

mesma letra s&o estatisticamente iguais pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tratamentos RBC (*10%ulL) Tratamentos RBC (*10%ulL)
M F M F
CNT7 | 73141,75° | 4.94+1,80° | “NT15 | 1080+596° | 8,:80+3,21°
CPT7 13774131° | 6,80:2,01° | “PT | 7854403 | 863 3,80°
Q30T7 171041722 | 810+2,16° | 30T | 4953512 | 10,012,50°
QOT7 | g 0612472 | 14,510,470 | Q90T | 44 3541,007 | 11,11+1,87°
Q27017 | g7841265% | 9,50 +3,37° | Q270TIS | 45581074 | 9,43 + 2,40°

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e ndo tratados. VQ30: Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.
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Figura 13: Contagem de eritrdcitos.

® Faixa de valores normais para camundongos Balb/c de Jain N.C., 1993.

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

Tabela 9: Dados da analise hematoldgica para concentragdo de hemoglobina (HGB). Médias seguidas

pela mesma letra séo estatisticamente iguais pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tratamentos HGB (g/dL) Tratamentos HGB (g/dL)
M F M F
CNT7 1 10,23+2,61* | 6,90:0,76° | CNT® | 11854503 | 11,08+3,92°
CP 7 5,07+1,88° | 945:243 | CP TS | 407045 3% | 11,48+4,66°
Q30T7 | 942:204° | 10,7812,69° | 0TS | 678+468 | 12,85+3,43°
QUOT7 | 982+260° | 10,2043,35° | 0TS | 4508+1,00° | 14,12+1,63°
Q270T7 | 978+321° | 13,18+4,01° | 70T1S | 4560+0,76° | 13,25+3,69°

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.
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Figura 14: Concentragado de hemoglobina.

@ Faixa de valores normais para camundongos Balb/c de Jain N.C., 1993.

CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30

. Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

Tabela 10: Dados da analise hematoldgica para o hematdcrito (HCT). Médias seguidas pela mesma letra

sao estatisticamente iguais pelo teste t de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tratamentos HCT ( %) Tratamentos HCT ( %)
M F M F
CNT7 | 3430+8,05° | 23,88:8,74° | “NTS |49 58:27,10° | 40,60+14,57°
CP 7 17,50+6,40° | 31,15+9.42° | CP TS | 3795119 427 | 39,35+17,24°
Q30T7 | 33,008,017 | 36421037 | 0TS | 22 51416,40° | 45,70+12,00°
QU0 T7 | 39,12+12,38° | 46,00435,58° | 290715 | 53 184514° | 48,50+7,75°
Q27017 | 40,78+12,36% | 43,02+15,187 | 70T | 562513 152 | 42,62+10,437

CN: Animais inoculados com MEM

. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados e

tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90 mg/kg/dia.

VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.
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Figura 15: Valores do hematdcrito.
CN: Animais inoculados com MEM. CP: Animais inoculados e nao tratados. VQ30: Animais inoculados
e tratados com quercetina 30 mg/kg/dia. VQ90: Animais inoculados e tratados com quercetina 90

mg/kg/dia. VQ270: Animais inoculados e tratados com quercetina 270 mg/kg/dia.

As alteragbes nos parametros hematoldgicos foram observadas nos
animais inoculados e nao tratados, principalmente em relacédo a série branca
sanguinea. Foi possivel verificar que a resposta imunologica foi estimulada
pela quercetina nos animais tratados com a dose de 270 mg/kg/dia. A
natureza desta estimulagcdo deve ser mais bem compreendida ja que nos
ensaios de linfoproliferagdo as menores doses pareceram estimular a
resposta imunologica celular contra o EHV-1, enquanto que a dose de 270
mg/kg/dia estimulou apenas a resposta contra a propria quercetina.

O EHV-1 estabelece uma viremia associada a células mononucleares
sanguineas principalmente linfécitos e menos pronunciadamente em
monocitos (SCOTT et al., 1983, VAN DER MEULEN et al.,, 2006). A
estimulacao de linfécitos de maneira responsiva nédo especifica contra o
EHV-1 pode ser nédo desejada, pois permite um numero maior de células
infectadas e consequentemente uma maior disseminagao do virus. Isto foi

demonstrado in vitro por Van der Meulen et al. (2002), que apds estimularem
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PBMC com agentes mitogénicos observaram uma maior porcentagem de
infeccdo dessas células. Assim, a dose de 270 mg/kg/dia poderia estar
atuando negativamente no controle da infecgao.

Em relagcdo aos parametros hematolégicos relacionados a série
vermelha do sangue, apesar de nao ter sido demonstrado variagdes entre os
animais tratados, estudos ja revelaram interagao dos flavonoides, inclusive a
quercetina, com os eritrocitos. Chaudhuri et al. (2007) verificaram a ligagao
de flavondides a membrana dos eritrocitos inibindo significantemente a
peroxidagao de lipideos e ao mesmo tempo aumentando a sua integridade
contra a lise hipoténica. A ligagado da quercetina e da rutina a hemoglobina
também foi observada por Xi & Guo (2007). Esta ligagdo provocou
mudangas conformacionais na molécula da hemoglobina.

Assim, a multifuncionalidade dos flavondides e principalmente da
quercetina pode ser avaliada atuando como possivel agente antiviral ndo
somente de forma direta na infeccdo viral, mas também por meio da
estimulacdo de respostas do organismo que possam também colaborar para

um maior controle da infeccéo.
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4. CONCLUSAO

Os Herpesvirus sdo amplamente utilizados para estudos em busca de
novas substancias antivirais. As caracteristicas de infeccao desses virus e a
possibilidade de reproducdo da infeccdo em animais de laboratdrio,
compativeis com a infecgdo nos hospedeiros naturais, justificam seu uso
como modelo de estudo. Substancias naturais sdo alvos para as mais
diversas pesquisas e vem sendo utilizadas em estudos para tratamento de
infecgdes virais. Assim, neste trabalho, a atividade antiviral da quercetina foi
avaliada contra o Herpesvirus Equino (EHV-1) in vitro e in vivo. Nos ensaios
in vitro, foi observada uma inibicao de 90,0% no AID e 99,0% no ensaio End
Point. No ensaio de incubagao da quercetina a cada passo de infecgao viral
foi observada uma inibicdo de 99,0% quando houve incubagdo no momento
da adsorcdo viral. Estes resultados indicam que a atividade antiviral da
quercetina reside principalmente nos passos iniciais da infecgdo viral,
possivelmente através da ligagcdo em receptores celulares utilizados pelos
virus. No ensaio in vivo, observou-se que a quercetina estimulou a resposta
imune celular dos animais inoculados e tratados. Os tratamentos de 30 e 90
mg/kg/dia estimularam a resposta celular dos animais contra o EHV-1,
entretanto, a maior dose administrada de 270 mg/kg/dia estimulou a
resposta linfoproliferativa especifica ao estimulo pela prépria quercetina. Nas
analises hematologicas, verificou-se uma acdo da quercetina nos
parametros hematoldgicos relacionados a série branca do sangue, tais como
na producao de leucécitos, dentre eles os linfocitos. A produgao das células
vermelhas sanguineas nao sofreu alteracdo diante do tratamento da
quercetina. Dessa maneira, sugere-se com os resultados encontrados, que a
quercetina constitui um bom candidato a agente antiviral por demonstrar
atividade antiviral nos ensaios in vitro e pela atuacdo moduladora de

respostas no organismo que indiretamente controle a infecgao viral.
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RESUMO

A procura de novas drogas que atuem contra infec¢des virais tem se
tornado cada vez maior. Substancias naturais vém servindo como alvo
dessas novas pesquisas. Os herpesvirus estdo entre os virus mais
empregados nos estudos de drogas antivirais devido as suas caracteristicas
de infeccdo. Eles pertencem a familia Herpesviridae e na subfamilia
Alfaherpesvirinae encontram-se os principais representantes de doengas em
animais e humanos, dentre eles o Herpesvirus Bovino 5 (BoHV-5). Neste
trabalho procurou-se avaliar a atividade antiviral do flavondide quercetina
contra o BoHV-5 in vitro e in vivo. No ensaio de Inativagado Direta (AID)
incubou-se a quercetina com o virus antes da inoculagdo. Neste ensaio, foi
possivel verificar a redugao do titulo viral de 99,0% nos primeiros 15 minutos
de incubacdo. No End Point, pré-tratamento das células com a quercetina,
nédo houve reducéo significativa do titulo viral. No tratamento das células em
cada passo da infeccéo (Timing of Addition), pode-se perceber uma possivel
atuacdo da quercetina nos passos iniciais da infeccdo. No estudo in vivo,
coelhos foram inoculados experimentalmente com o BoHV-5 e tratados com
a quercetina, aciclovir e a associacdo dessas duas substancias. Foi
observada uma melhor atuagdo do aciclovir contra o virus, ja que neste
grupo de animais a mortalidade foi menor. No entanto, animais tratados com
a quercetina demonstraram menor excrecgao viral e lesdes cerebrais menos
severas comprovando o potencial neuroprotetor da quercetina. Uma melhor
resposta na producdo de anticorpos também foi observada nestes animais.
Os animais tratados com a associacdo quercetina e aciclovir apresentaram
uma maior excrecgao viral e maior taxa de mortalidade quando comparados
com os animais tratados com essas substancias isoladamente, o que
demonstra uma possivel agado antagonica entre elas. Apesar da atuagao da
quercetina ter sido inferior a do medicamento de referéncia utilizado, este

flavondide apresentou-se eficiente no controle da infeccao pelo BoHV-5.
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ABSTRACT

The search of new drugs that act against virus infections has turned very
large. Natural substances are serving as objective of those new researches.
The herpesvirus is among the viruses more employees in the studies of
antiviral drugs due to its infection characteristics. They belong to the family
Herpesviridae and in the subfamily Alphaherpesviridae meets the main
representatives of diseases in animals and humans, between them Bovine
Herpesvirus 5 (BoHV-5). In this work it tried to evaluate the activity antiviral of
the flavonoid quercetin against the BoHV-5 in vitro and in vivo. In the assay
of Inativating Direct (AID) the quercetin was incubated with the virus before
the inoculation. In this assay, it was possible to verify the reduction of the title
viral of 99,0% in the first 15 minutes of incubation. In End Point, the cells
where treated before treatment with quercetin, there were not significant
reduction of the title viral. In the treatment of the cells in each step of the
infection (Timing of Addition), it can be noticed a possible performance of the
quercetin in the initial steps of the infection. In the study in vivo, rabbits were
inoculated with the BoHV-5 and treated with the quercetin, acyclovir and the
association of those two substances. A better performance of the acyclovir
was observed against the virus, since in this group of animals the mortality
was smaller. However, animals treated with the quercetin demonstrated
smaller excretion viral and less severe cerebral lesions checking the potential
neural protection of the quercetin. A better answer in the production of
antibodies was also observed in those animals. The treated animals with the
association quercetin and acyclovir presented a larger excretion viral and
larger mortality rate when compared separately with the treated animals with
those substances, what demonstrates a possible antagonistic action among
them. In spite of the performance of the quercetin to have been inferior the
one of the used reference medication, this flavonoid came efficient in the

control of the infection for the BoHV-5.
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1. INTRODUCAO

Os herpesvirus estao entre os virus mais empregados nos estudos de
drogas antivirais devido as suas caracteristicas de infecgdo. Eles pertencem
a familia Herpesviridae e na subfamilia Alfaherpesvirinae encontram-se os
principais representantes de doengas em animais e humanos, entre eles: o
Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1), que causa infec¢des respiratérias e genitais
em bovinos associado raramente a quadros de encefalite e o Herpesvirus
Bovino 5 (BoHV-5) que causa meningoencefalites n&o purulentas em
bovinos, esses relacionados antigénica e geneticamente (METZLER et al.,
1986). As infecgdes herpéticas, principalmente nos pacientes portadores de
HIV, sdo um dos maiores problemas de saude publica no mundo e alvo para
as mais diversas pesquisas sobre drogas antivirais. O Herpesvirus Humano
(HHV) também pertence a subfamilia Alfaherpesvirinae e a infecgao causada
por este virus foi uma das primeiras infecgdes a fornecer o principio que uma
doencga viral é tratada com sucesso por compostos antivirais (FIELD et al.,
2006).

Torna-se cada vez mais crescente a procura de novas substancias
que possuem atividade antimicrobiana. Drogas comerciais ja conhecidas por
essas atividades e muitas outras substancias naturais sédo alvos de
pesquisas para formulagdes de medicamentos que possam prevenir ou
tratar infeccbes causadas por bactérias, fungos e virus. Substancias naturais
extraidas de diversas plantas, bem como testes de farmacos comerciais e
associacdes desses com as substancias naturais vem sendo realizados na
busca da prevencao das infeccdes virais e no tratamento dos sinais clinicos
relacionados (GONG et al., 2004). Os flavondides fazem parte de uma
classe de compostos fendlicos resultantes do metabolismo secundario de
plantas. Quimicamente, os flavondides apresentam um esqueleto
fundamental de quinze carbonos contidos em dois anéis fendlicos e um
terceiro nao fendlico. Os flavondides sao encontrados em varias partes das
plantas, tais como caule, folhas e frutos. Estes e outros compostos fendlicos
derivados da via biossintética mista chiquimato e acetato, tem sido relatados
como possuidores de ampla variedade de efeitos fisiolégicos em plantas e

animais, servindo como inibidores e ativadores de enzimas, quelante de
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metais, antioxidantes, recrutadores de radicais livres, reguladores da
transcricdo,  fitohorménios e como  substédncias  mutagénicas,
antimutagénicas, carcinogénicas, anticarcinogéncias, citotoxicas,
antiinflamatadrias e antialergénicas (BERHOW, 1998).

Muitos estudos ja relataram os efeitos de alguns flavondides sobre a
replicagao de virus animais, onde podem atuar na inativacéo direta, afetando
a infectividade, ou podem ter efeito antireplicativo (SELWAY, 1986;
HUDSON, 1990; VISON, 1998). A quercetina, um dos flavondides mais
pesquisados, parece ter atividade antiviral relacionada a habilidade desse
composto de se ligar a proteinas do envelope viral interferindo na ligagao e
penetragcdo do virus na célula, no entanto, ela também pode atuar na sintese
de DNA (FORMICA & REGELSON, 1995). Desta maneira, este trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial antiviral do flavondide quercetina in
vitro e in vivo buscando assim, um maior entendimento dos mecanismos de
acao deste flavonoide contra membros da subfamilia Alfaherpesvirinae bem
como relacionar essa possivel acdo antiviral com o0s mecanismos

imunoldgicos e patolégicos desses virus.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Células e virus

Para a realizacdo dos ensaios in vitro foram utilizadas células de
linhagem de rim bovino resistentes a pestivirus (CRIB) (FLORES & DONIS,
1995). As células foram mantidas em meio essencial minimo (MEM)
(SIGMA-ALDRICH) contendo penicilina (1,6 mg/L) (CULTILAB),
estreptomicina (0,4 mg/L) (CULTILAB), suplementadas com soro fetal bovino
(10%) (CULTILAB). Foi utilizada uma cepa padréao de laboratério de BoHV-5
(SV-507) fornecida pelo Laboratério de Virologia da Universidade Federal de
Santa Maria/RS.

2.2. Flavonoide

A quercetina [3,3',4’,5,6-Pentahydroxyflavone] (quercetin dihydrate) foi
adquirida da empresa SIGMA-ALDRICH e a mesma foi preparada, para os
ensaios in vitro, em dimetilsulfoxido (DMSO) (Nuclear) em uma concentragao
estoque de 10 mg/mL e armazenada a -20°C. Para os experimentos in vivo
foram preparadas capsulas de 20 mg de quercetina contendo talco

farmacéutico como excipiente.

2.3. Preparo dos estoques de virus e titulacédo

Os virus foram inoculados em monocamadas semiconfluentes de
células e apos a manifestacado do efeito citopatico (ECP), as células foram
congeladas e descongeladas duas vezes e centrifugadas a 500 g por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e aliquotado (estoque). Esse
procedimento foi realizado até que se alcancgasse o titulo viral desejado. Os
estoques virais foram titulados pelo método de TCIDs; como descrito por
Reed & Muench (1938).

2.4. Analise in vitro

2.4.1. Analise do efeito citotdxico da quercetina
Monocamadas das <células CRIB com tapetes celulares

semiconfluentes em microplacas de 96 pogos foram tratadas com
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concentragbes que variaram de 1 a 100 pg/mL de quercetina e incubadas
em estufa (Shell Lab, IR2424) a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. As
microplacas foram monitoradas sob microscopia 6ptica diariamente durante
4 dias. A citotoxicidade foi determinada pelo efeito na morfologia e
viabilidade celular (perda da monocamada, granulagdo e vacuolizagdo no
citoplasma) em relagdo ao aspecto das células nao tratadas (controle). A
citotoxicidade também foi determinada pelo método colorimétrico baseado
na redugdo do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,-difeniltetrazolium brometo (MTT)
(SIGMA-ALDRICH) por enzimas mitocondriais (MOSMANN, 1983). No 4°
dia apds incubagdo com a quercetina, as células foram lavadas com tampao
fosfato salina (PBS) pH 7,2 por duas vezes e adicionado o MTT 0,5 mg/mL.
As células foram incubadas por 4 horas em estufa. Posteriormente, o sal
formado foi solubilizado pela adigao de isopropanol (SIGMA-ALDRICH)-HCI
0,04 N. A densidade 6ptica (ODssp) foi determinada por espectrofotometria. A
porcentagem de células tratadas viaveis foi calculada em relagdo ao controle
n&o tratado (% de células = OD exp/ ODceula controle X 100). Foi determinada a
CTso que € a concentragao necessaria para reduzir a densidade oOptica em
50% . A partir deste experimento foi determinada a concentragdo maxima
nao toxica para as células. Para esta determinagdo foi feita a analise
estatistica utilizando-se o teste t de Student no programa EXCEL versao
2003 (MICROSOFT).

2.4.2. Ensaio de Inativagao Direta (Assay Inactivating Direct — AID)

Os virus foram incubados com a quercetina em diferentes
concentracdes que nado excederam a maxima nao téxica. Nos tempos 0, 15,
30, 45 e 60 minutos apds incubagao, uma aliquota dessa suspenséao foi
titulada. A atividade antiviral foi determinada pela redugéo no titulo viral em
relagdo ao controle visualizada pela redu¢cao do ECP nas células infectadas.
Como controle de virus, utilizou-se uma aliquota do BoHV-5 submetido aos
tempos de incubacgao, titulados a cada passo, e como controle da substancia
incubou-se a quercetina na concentragado final utilizada. Foi considerada

inibicdo significativa aquela superior a 1 log (90% de inibi¢ao).
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2.4.3. Ensaio End Point

Neste ensaio, monocamadas semiconfluentes das células em
microplacas de 96 pocos foram incubadas por 1 h, com a quercetina em
diferentes concentracdes, inferiores a concentracdo maxima nao toxica.
Apods o tempo de incubacéo, as células foram lavadas com PBS duas vezes
e o virus foi inoculado. A atividade antiviral foi avaliada pela redu¢do no
ECP dos virus inoculados em monocamadas celulares tratadas em relagao
aos virus inoculados em monocamadas celulares ndo tratadas (controle).
Monocamadas celulares livres de virus foram incubadas com a quercetina
nas concentragcdes testes e utilizadas como controle da substancia. Foi

considerada inibigdo significativa aquela superior a 1 log (90% de inibig&o).

2.4.5. Tratamento Timing of Addition

O efeito antiviral da quercetina foi avaliado seguindo a adicao dessa
substancia em diferentes tempos relativos a infecgao viral. Monocamadas
confluentes de células foram incubadas com MEM ou MEM contendo a
quercetina por 1 h (pré-tratamento das células), lavadas duas vezes com
PBS e posteriormente inoculadas com o virus. Foram inoculadas as
suspensdes virais com e sem quercetina (efeito na adsorgdo) e esta foi
mantida por 1 h a 4°C para prevenir a internalizagdo do virus. Apos a
adsorcao, as células foram lavadas duas vezes com PBS e foi adicionado
meio comum e meio contendo a quercetina e incubadas por 1 h a 37°C para
permitir a penetracdo do virus (efeito na penetracdo). As células foram
novamente lavadas com PBS por duas vezes e foram adicionados meio
contendo ou ndo a quercetina e as células foram cultivadas por 72 h a 37°C
(efeito apds a infecgao viral). A atividade antiviral foi avaliada pela redugao
no efeito citopatico. Foi considerada inibigao significativa aquela superior a 1
log (90% de inibicdo).

2.5. Analise in vivo

2.5.1. Desenho experimental
Quarenta coelhos da raga New Zealand de 40 dias de idade, fémeas,

soronegativos para o BoHV-5 foram inoculados via cavidades tréfinas
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(BROWN & FIELD, 1990). Para inoculagao, os animais foram anestesiados
com 0,1 mL/kg de uma combinac&o de zolazepam e tiletamina (Telazol). Os
animais que receberam a suspens&o viral foram inoculados com 4,28 x 10°
TCIDso/mL da cepa SV 507 do Herpesvirus Bovino 5. Os coelhos foram
distribuidos em 5 grupos com 8 animais cada. Os animais do grupo 1 foram
inoculados com MEM estéril e serviram como grupo controle negativo (CN).
Os animais do grupo 2 foram inoculados com o BoHV-5 e ndo receberam
nenhum tipo de tratamento constituindo o grupo controle positivo (CP). Os
animais do grupo 3 foram inoculados com a suspensao viral e foram tratados
com a quercetina via oral em uma dose de 20 mg/kg duas vezes ao dia
(VQ). Os animais do grupo 4 foram inoculados e tratados com o
medicamento comercial aciclovir em uma dose de 200 mg duas vezes ao dia
(VA) e o quinto grupo foi inoculado e tratado com a associagao de quercetina
20 mg/kg e aciclovir 200 mg duas vezes ao dia (VAQ). Durante o
experimento foram avaliados os sinais clinicos e estes, classificados de
acordo a gravidade dos mesmos. A partir do segundo dia pds-inoculagao
(d.p.i.), foram coletados por 10 dias swabs nasais para o isolamento viral.
Nos tempos 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 e 40 dias pds-inoculagao o sangue foi
coletado para os ensaios de soroneutralizagdo. No 30° d.p.i., 0s animais
foram tratados com dexametasona 2 mg/kg/dia por 3 dias para avaliagédo da
reativacdo da replicacao viral. A partir deste dia foram coletados swabs
nasais para isolamento viral e foram avaliados os sinais clinicos por um
periodo de 5 dias. No 40° d.p.i., os animais foram eutanasiados e o cérebro
e 0 bago foram coletados. Analises histopatologicas foram realizadas nos
orgaos coletados. O acido nucléico viral foi detectado pela PCR no cérebro

dos animais. Parte do baco foi utilizada nos ensaios de linfoproliferacao.

2.5.2. Isolamento viral

Swabs nasais foram coletados em MEM 5X (acrescidos de dose 5
vezes maior de antibiético) e, posteriormente, clarificados por centrifugacao
a 500 g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e inoculado em cultivo
celular em placas de 24 pocos. As células inoculadas foram monitoradas
diariamente em busca de efeito citopatico. Apds 96 horas, as células foram

congeladas e descongeladas duas vezes e re-inoculadas em monocamadas
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semiconfluentes. Esse processo foi repetido duas vezes. Apos terceira

passagem, o sobrenadante dos pogos positivos foram coletados e titulados.

2.5.3. Teste de soroneutralizagao (SN)

Os testes foram realizados em placas de poliestireno de 96 pocos,
utilizando-se uma diluigdo constante do soro 1:2 frente a 100 TCIDs( da cepa
de BoHV-5. A mistura soro-virus foi incubada por 1 h a 37°C.
Posteriormente, uma suspensao de células CRIB foi adicionada, seguida de
incubacdo em estufa de a 5% de CO, e a 37°C. A leitura foi realizada apos
96 h de incubagao, por meio do monitoramento do efeito citopatico (ECP).
Nos testes qualitativos, a auséncia de ECP indica neutralizagdo viral na
diluicdo utilizada. Nos testes quantitativos, foram considerados titulos de
anticorpos neutralizantes as reciprocas das maiores diluicbes do soro

capazes de impedir a replicacao viral e a consequente produgao de ECP.

2.5.4. Ensaio de linfoproliferagao

Para avaliacdo da resposta imune celular produzida pelos animais foi
realizado o ensaio de linfoproliferagao utilizando o MTT, que é um indicador
de densidade e viabilidade celular. Para isso, o baco dos animais avaliados
foi coletado e macerado, com o meio RPMI 1640 incompleto (Roswell Park
Memorial Istitute, SIGMA-ALDRICH), em telas obtendo uma suspensao de
células esplénicas totais. As células foram centrifugadas a 250 xg a 4°C por
10 minutos e ressuspendidas em 5 mL de tampao de lise [Tris-HCI
0,177M:NH2CI 0,16M (1:9)] por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram lavadas com 5 mL de meio RPMI e
centrifugadas a 250 g a 4°C por 5 minutos sendo este passo repetido 2
vezes. As células foram ressuspendidas em meio RPMI completo
(suplementado com 10% de soro fetal bovino). A viabilidade celular foi
avaliada em cdmara de Neubauer utilizando-se o teste de exclusdo com azul
de Trypan (SIGMA-ALDRICH). Foram distribuidas 2x10° células por poco
em placas de cultura de 96 pocos. As culturas foram incubadas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO; na presenca de Concanavalina A (Con-A) (12
ug/mL) (SIGMA-ALDRICH), meio RPMI completo e com o virus inativado por

1 hora em luz ultravioleta. Apés as 72 horas de incubacdo, foram

101



acrescentados 60 ug de MTT por pogo e as culturas foram novamente
incubadas por 4 horas. Apos este tempo, o MTT foi retirado e as células
foram tratadas com 100 uL de isopropanol (SIGMA-ALDRICH)-HCI 0,04 N
para solubilizagdo dos cristais formados. A densidade optica (ODsg4) foi
determinada por espectrometria. Analise de variancia (ANOVA) e o teste de
Dunnet foram utilizados para determinar a diferenga estatistica entre os
grupos estimulados com o virus, estimulados com Con-A e sem estimulo
(meio RPMI). As analises estatisticas foram realizadas usando o software
SAS/STAT verséo 9.1 (Institute Inc., Cary, NC, USA) do Sistema SAS para
Windows, licenciado para a UFV, 2007.

2.5.5. Teste da Reacéao de Polimerase em Cadeia (PCR)

O cérebro dos animais foi monitorado quanto a presenga ou auséncia
do acido nucléico viral. Primeiramente, foi extraido DNA total do cérebro pelo
meétodo fenol-cloroférmio. As amostras foram testadas pela PCR utilizando
pares de oligonucleotideos externos e internos que amplificam parte da
sequéncia do gene que codifica a glicoproteina B viral, descritos por Belak et
al. (1999). Séo eles: gB1 5' CTC TAC CGC ACG GGC ACC TC 3% gB2 &'
TCT CGT CTC GCA GCA TTT CGT C 3% gB3 5' TGC ATC GTG GAA GAA
GTG GAG G 3'; gB4 5' CAC CCA GTC CCA GGC TAC CG 3'. A reacgao foi
realizada para um volume final de 25 uL contendo 2 uL de DNA, 0,1 mM de
cada deoxinucleotideo, 15 pmol de cada primer, 1,5 mM MgCL,, Tampao 1X
(50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 9,0) e 1U de Taq DNA polimerase
(PROMEGA). As condi¢cdes de reagao consistiram de 35 ciclos de 94°C,
57°C e 72°C por 1 minuto cada passo. Para a primeira reagao foram
utilizados os oligonucleotideos GB1 e GB2 (externos) e para a segunda
reacdo foram utilizados os oligonucleotideos GB3 e GB4 (internos). Os
produtos da PCR e Nested-PCR foram separados em gel de agarose (1%,)
corados com brometo de etidio e visualizados através de luz ultravioleta, em

transluminador.
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2.5.6. Analise histopatologica

Os orgaos coletados para analise histopatolégica foram fixados em
formol 10% e processados segundo a técnica de inclusdo em parafina. Os
orgaos incluidos em parafina foram cortados e corados com hematoxilina e
eosina (HE). As analises histopatoldgicas foram realizadas no Laboratério de

Histopatologia do Departamento de Veterinaria/UFV.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaios in vitro

Para a determinacdo da concentragdo maxima ndo toxica de
quercetina a ser utilizada nos ensaios antivirais foi utilizado o método
colorimétrico de reducdo do sal de tetrazolium (MTT). De acordo com este
ensaio, verificou-se uma concentragdo maxima de trabalho de 25 pug/mL de
quercetina que foi correspondente a concentracido necessaria pra reduzir a
densidade optica em 50% (CTsp) calculada através da formula (% de células
= OD exp/ ODcelula controle X 100).

Os resultados da atividade antiviral foram expressos pela observacao
do efeito citopatico e redugao do titulo viral. No ensaio de Inativagao Direta
(AID) observou-se uma redugéao no titulo viral de 99,0 % (Figura 1), apds os
primeiros 15 minutos de incubagao do virus com a quercetina. Neste ensaio,
a concentragdo de quercetina incubada com o virus foi de 600 ug/mL,
superior a maxima nao toéxica, devido as diluicdbes que sao realizadas antes

da inoculacéo viral.
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Figura 1: Ensaio de Inativagdo Direta. Controle: Virus incubado sem a substancia. Virus+Q: Virus
incubado com a quercetina em uma concentragdo de 600 ug/mL. De 15 em 15 minutos uma aliquota do

virus foi titulada.

Apos 15 minutos de incubacao da quercetina com o virus houve uma
reducdo de 488 vezes no titulo viral, o que representa uma inibicdo de
99,0% (> 2 log). Com 30 minutos de incubagao a redugéao foi superior a 4000

vezes, inibigao de 99,9 % (> 3 log).
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No ensaio End Point, incubou-se a quercetina com a célula por 1 h
antes da inoculagédo viral. Este ensaio tem como objetivo avaliar se a
substancia a ser testada produz alguma modificagdo celular que interfira na
infectividade viral. Foram testadas as concentragbes de 5, 10 e 15 ug/mL.
Observou-se que somente na concentracédo de 5 ug/mL (Figura 2) houve
reducao do titulo viral. No entanto, essa reducéao foi apenas de 5,6 vezes, o

que nao chega a ser significativa (> 1 log).

Titulo (10° TCID,,/mL)
N

0 5 10 15

[quercetinaJug/mL

Figura 2: Ensaio End Point. 0: Controle, no qual as células ndo foram pré-tratadas com a
quercetina. 5, 10 e 15 ug/mL representam as concentragcdes de quercetina utilizadas no pré-

tratamento das células.

O pré-tratamento das células com a quercetina nao resultou em efeito
significativo na replicagdo do BoHV-5. No entanto, no ensaio de Inativagao
Direta essa redugéao foi significativa logo apds os primeiros 15 minutos de
incubacao. Resultados semelhantes foram encontrados por Summerfield et
al. (1997) quando avaliaram a atividade antiviral de extratos de
Acanthospermum hispidum contra o Virus da Pseudoraiva (SuHV-1) e o
Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1), ambos Alfaherpesvirus. Os autores
sugeriram que este tipo de inibicdo pode ser devido a ligagao da substancia
testada, a estruturas do envelope viral inibindo a entrada viral, e ndo a
moléculas da superficie da célula.

Na avaliacdo do efeito da quercetina nos diferentes passos de

infeccdo viral foi realizado o ensaio Timing of addition. Neste ensaio a
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quercetina foi incubada com o virus em diferentes tempos de infecgao viral,
isto é, antes da inoculagdo, no momento da adsorc¢ao viral, da penetracao e
apos a entrada do virus. De acordo com Formica & Regelson (1995), a
quercetina tem atividade antiviral relacionada a capacidade desse composto
de ligar-se a glicoproteinas do envelope ou ao capsideo viral interferindo na
ligacédo e penetracdo do virus na célula. Corroborando com esse achado foi
observada uma redugao do titulo viral quando a quercetina foi incubada nos
passos iniciais da infecgdo, adsorgao e penetragao (Figura 3). Isto indica que
a quercetina pode estar bloqueando a entrada do virus, possivelmente
induzindo modificacbes nas glicoproteinas do envelope ou do

nucleocapsideo viral que impegam a correta adsorgcéo e posterior entrada do

virus.
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Figura 3: Ensaio Timing of addition. END: Pré-tratamento das células com a quercetina. ADS:
Tratamento com quercetina no momento da inoculagdo viral e incubagcdo a 4°C por 1 h.
PEN:Tratamento com a quercetina apds adsorgdo e incubagdo a 37°C por 1 h. INF: Tratamento
com a quercetina apds entrada viral. Controle: Virus inoculado submetido aos mesmos passos de
incubagdo, mas sem a quercetina. Todos os tratamentos foram feitos com a [quercetinal= 15

ug/mL.

O tratamento da quercetina nos diferentes passos da infec¢ao viral
produziu uma reducao no titulo viral, principalmente em relagao a entrada do
virus na célula. Quando a quercetina foi incubada no momento da adsorgéo,
a reducao foi de 8,75 vezes. A incubagdo da quercetina no momento da
penetracao e apos a entrada viral culminou com uma reducao de 1,78 vezes.
Apesar de ter sido observada uma inibicdo nos passos iniciais da infeccao

viral, esta ndo foi significativa (>1 log). No entanto, esta inibicdo pode ser
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um indicativo da atuacao da quercetina na entrada viral, provavelmente por
meio da sua ligagdo a particula viral, ja que no pré-tratamento n&o foi

possivel observar inibigao.

3.2. Ensaio in vivo

Para a reproducdo experimental da doenca causada pelo BoHV-5
foram utilizados coelhos com 40 dias de idade e 3 tipos de tratamentos
foram analisados. Um dos grupos consistiu de animais tratados somente
com a quercetina (VQ). Um outro grupo consistiu de animais tratados com o
medicamento aciclovir (VA). O aciclovir tem atividade antiviral contra
herpesvirus, tais como Herpevirus Humano 1 e 2 (HHV-1 e 2) e o Virus da
Varicela Zoster (VZV) (ELION et al., 1977, BIRON & ELION, 1980). Como o
BoHV-5 pertence a mesma subfamilia viral na qual se encontram esses
virus, o aciclovir foi utilizado neste trabalho como tratamento controle.
Também foi avaliada a associagéo entre o aciclovir e a quercetina (VAQ).
Avaliou-se a manifestacdo da doenga por meio dos sinais clinicos e da
excregao viral por recuperacao do virus de swabs nasais em cultivo celular.
Verificou-se que os animais nao tratados e inoculados com o virus
apresentaram maior intensidade dos sinais clinicos e excretaram o virus por
um tempo médio maior e com maior titulo (Tabela 1 e Figura 4). Estes dados
demonstram que os tratamentos utilizados foram eficientes no controle da

infeccao ou que pelo menos retardaram a replicagao viral.
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Tabela 1: Apresentagdes clinicas observadas nos animais inoculados com o BoHV-5 tratados e

néo tratados.

Grupos Isolamento viral PCR® Sinais clinigos Mortalidade (%)
Dias de excrecdo® Titulo maximo® 0 (?corezs ) 3
(TCIDsg/mL)
VQ 5,5 (4-7) 1,12 x 10° 0/7 2/7 5/7 2/7 3/7 2/7 (28,6)
VA 4,5 (3-6) 6,32x 10° 0/8 5/8 2/8 0/8 0/8 0/8 (0)
VAQ 5,0 (4-6) 6,32 x 10° 16  1/6 3/6 3/6 4/6 2/6 (33,3)
CP 6,0 1,12 x 10’ 117 2/8 5/8 5/8 5/8 5/8 (62,8)

#Numero médio de dias de excrecdo viral (dia minino - dia maximo).

® Titulo do maior dia de excregao viral.

¢ Namero de animais positivos pela Nested-PCR na primeira e segunda reacéo.

4 Intensidade dos sinais clinicos (score 0: auséncia de sinais clinicos, 1: secrecdo nasal e ocular,
depressdo, falta de apetite, 2: salivagdo, opistétomo, perda do equilibrio, bruxismo, 3: sinais de
comprometimento neuroldgico grave, coma, morte).

VQ: Animais inoculados com o BoHV-5 e tratados com quercetina. VA: Animais inoculados e tratados
com aciclovir. VAQ: Animais inoculados e tratados com a associagdo quercetina e aciclovir. CP:

Animais inoculados e ndo tratados.
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Figura 4: Titulagdo dos virus excretados pelos animais e isolados em cultivo celular. VQ: Animais
inoculados com o BoHV-5 e tratados com quercetina. VA: Animais inoculados e tratados com
aciclovir. VAQ: Animais inoculados e tratados com a associagdo quercetina e aciclovir. CP: Animais

inoculados e nao tratados.

Foi observado que os animais tratados com a quercetina, quando

comparados aos animais dos outros tratamentos, excretaram virus por um
periodo de tempo maior, no entanto, a quantidade de virus excretada foi
menor. Em relacdo a mortalidade dos animais, foi observada uma menor
taxa nos animais tratados (0 - 33,3%) em relacdo aos nao tratados (62,8%).

Nenhum animal do grupo tratado com o medicamento comercial aciclovir
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veio a obito. Isto confirma a eficacia do mesmo contra infecgbes causadas
por Alfaherpesvirus como o BoHV-5 (Tabela 1).

A baixa excregao viral dos animais tratados com a quercetina pode
indicar a capacidade antiviral desta substancia contra o Herpesvirus Bovino
5 in vivo. Isto também pode ser observado pela menor taxa de mortalidade
apresentada pelos animais deste grupo em relagdo a dos animais nao
tratados. No entanto, em relacdo aos tratados com o aciclovir, a taxa de
mortalidade dos animais tratados com a quercetina demonstrou ser superior.
Esta capacidade antiviral inferior da quercetina pode estar tanto relacionada
com uma menor capacidade deste composto em controlar a infecgao
causada pelo BoHV-5 mas também pode sugerir a otimizagdo do tratamento
com esta substancia como por exemplo, diferentes doses e vias de
administracao.

Na tentativa de se amplificar o acido nucléico viral presente no SNC
dos animais, foi realizada extragdo de DNA de parte do cérebro e foi feita a
Nested-PCR, utlizando-se oligonucleotideos epecificos para a regido que
codifica a glicoproteina B do envelope viral. Em apenas 2 animais (1 animal
nao tratado e 1 animal tratado com aciclovir e quercetina) foi possivel a

amplificagdo de parte do genoma viral (Tabela 1 e Figura 5).

Figura 5: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos da
Nested-PCR. M: Marcador DNA Ladder 100 pb (GIBCOBRL). Canaletas 1 a 3: Produtos
da 12 reacdo. (1) Controle positivo (2) Controle negativo (3) Amostra positiva. Canaletas
de 4 a 6: Produtos da 22 reagao. (4) Controle positivo (5) Controle negativo (6) Amostra
positiva. 109



Foi possivel amplificar parte do genoma viral em apenas 2 animais. A
baixa recuperacdo do acido nucléico viral pode ser um indicativo de que ha
pequenas quantidades de virus latente nos animais em que n&o houve
amplificacao.

A associagao entre a quercetina e o aciclovir demonstrou nao ser tao
eficiente em relagdo aos tratamentos com estas substancias realizados
separadamente. A quercetina parece atuar nos estagios iniciais da infecgao
e a atuagao do aciclovir esta no bloqueio da sintese de DNA. Apesar dos
diferentes sitios de acdo dessas substancias, sugere-se uma agao
antagbnica entre elas, ou possivelmente de interferéncia da quercetina na
acgao do aciclovir. Para Bito et al. (2002), a maioria das atividades bioldgicas
dos flavondides é atribuida as suas propriedades moduladoras redox e
inibidoras de proteinas cinases. Como o aciclovir, para efetuar a sua acao
antiviral, necessita ser fosforilado pela enzima timidina cinase viral, nds
sugerimos que o antagonismo demonstrado em nossos experimentos seja
devido a inibicdo desta enzima pela quercetina, bloqueando
consequentemente, a agao antiviral do aciclovir. De acordo com Havsteen
(2002), a inibicdo das proteinas cinases pelos flavondides pode ser feita pela
acomodacgado destes compostos aos sitios de ligagdo ao ATP, que séo
normalmente conservados na maioria das cinases.

Para avaliar a resposta imune humoral contra a infecgao viral foram
dosados o0s niveis de anticorpos neutralizantes pelo ensaio de
soroneutralizacdo. Para avaliar a resposta imune celular foi realizado o
ensaio de linfoproliferacdo, além da observacdo de proliferacdo linfocitica
pela visualizacdo da polpa branca nos exames histopatoldégicos do baco.
Observou-se que animais tratados com o medicamento aciclovir
apresentaram baixos titulos de anticorpos, o que pode ser um indicio de que
esta droga atue precocemente no controle da infecgcéo viral (Figura 6).
Diferentemente, animais tratados wunicamente com a quercetina
demonstraram um maior titulo de anticorpo. Esse maior titulo de anticorpos
pode estar relacionado com o fato de que os animais tratados com
quercetina excretaram o virus por um periodo maior de tempo, mesmo que

em titulos menores. Isto pode indicar uma atuacdo mais lenta da quercetina
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sobre o virus, o que proporciona a formagao dos anticorpos pelo sistema

imune do animal.
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Figura 6: Titulo de anticorpos obtidos por meio da técnica de soroneutralizagdo. No 30° d.p.i., os
animais foram tratados com dexametasona para reativagdo da replicagdo viral. VQ: Animais
inoculados com o BoHV-5 e tratados com quercetina. VA: Animais inoculados e tratados com
aciclovir. VAQ: Animais inoculados e tratados com a associagdo quercetina e aciclovir. CP: Animais
inoculados e n&o tratados.

A maior produgdo de anticorpos dos animais tratados com a
quercetina também pode ser devida a capacidade dos flavondides em
estimular a resposta Th1. Em estudo realizado por Cherng et al. (2007), foi
observado que a genisteina, acido fitico e acido sirigico foram capazes de
aumentar a resposta imune predominantemente Th-1 por estimularem a
producao de INF-y e suprimirem a secregao da citocina imunossupressora
IL-10. Além disso, os flavondides sdo conhecidos por estimular a resposta
imune tanto celular quanto humoral. Embora o preciso mecanismo ainda
seja desconhecido, € possivel que os flavondides estimulem a produgéo de
citocinas, particularmente as interleucinas 1 e 2 (IL-1 e IL-2), as quais
possuem agao mitogénica para linfécitos T e B (HAVSTEEN, 2002). Outros
compostos fendlicos, tais como os derivados do acido cinamico, também
induzem a producdo e liberacdo de citocinas como IL-1, IL-6 e IL-8 pela
ativagdo de macrofagos, estimulando a producéo de anticorpos (ORSOLIC
et al., 2005).
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E interessante notar que a partir do 35° d.p.i. houve um aumento
acentuado dos niveis de anticorpos nos animais nao tratados e nos animais
tratados com quercetina. Isto coincide com o periodo apds a reativagao viral
com dexametasona. Nos animais tratados com aciclovir, a auséncia desta
resposta pode ser devido a uma menor quantidade de particulas virais
latentes, o que corrobora com a hipétese de que o aciclovir atua
precocemente na infecgao viral. Um outro fator a ser considerado é que os
animais tratados com a quercetina podem ter formado mais eficientemente
uma resposta de memoria capaz de responder ao pequeno estimulo apés a
reativacgao viral, ja que nao foi possivel a recuperacao viral por isolamento
em cultivo celular apds o periodo de reativagado. Pode ser observado que os
animais tratados com a associacao testada excretaram maior quantidade de
virus, no entanto, a produg¢ao de anticorpos nao foi tdo acentuada quanto a
dos animais tratados somente com a quercetina.

A quantificacdo da resposta imune celular foi obtida por meio do
ensaio de linfoproliferacdo (Figura 7). No entanto, neste ensaio nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa quando comparada a

estimulacao feita com o virus nos diferentes grupos.
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Figura 7: Ensaio de Linfoproliferagdo. Comparacdo entre grupos da estimulagdo com o virus
inativado. VQ: Animais inoculados com o BoHV-5 e tratados com quercetina. VA: Animais
inoculados e tratados com aciclovir. VAQ: Animais inoculados e tratados com a associagao
quercetina e aciclovir. CP: Animais inoculados e nao tratados. Barras seguidas pela mesma letra

sdo estatisticamente iguais pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.
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A auséncia de uma maior resposta linfoproliferativa nos animais
tratados com quercetina pode ser explicada pelos relatos de Lin & Tang
(2007). De acordo com estes autores, diferentes tipos de compostos
fendlicos, incluindo os flavondides, podem demonstrar efeitos
imunomodulatérios diferenciados, tais como aumento ou diminuicdo da
proliferacdo de esplendcitos. Entretanto, a magnitude da resposta imune
celular (tal como a proliferagdo de esplendcitos) geralmente depende da
dose estimulante administrada. Provavelmente, a dose de quercetina
utilizada nao foi suficiente para gerar um aumento significativo da resposta
celular.

Nas analises histopatolégicas foram observadas diferencas na
formacéao de lesdes no cérebro dos animais tratados em relagdao aos animais
nao tratados. No cérebro dos animais n&o tratados foi constatada a presenca
de lesbes caracteristicas da meningoencefalite produzida pelo BoHV-5.
Dentre as lesbes encontradas estdo a formagdo de manguitos
perivasculares (1) , infiltrados linfoplasmocitarios, picnose, gliose e hiperemia
acentuada principalmente nas meninges (Figura 8). Corpusculos de inclusao
intranucleares também foram observados em neurdnios, principalmente na
regidao do hipocampo. As lesbes observadas foram semelhantes as
observadas por Caron et al. (2002). Esses autores realizaram um estudo
infectando experimentalmente coelhos com o BoHV-5 e verificaram a
presenca de lesdes inflamatdrias cerebrais. As mudancgas histopatologicas
consistiam de manguitos perivasculares mononucleares, gliose focal

(proxima as meninges) e congestdo meningeal.
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Figura 8: Analise histopatopatolégica do cérebro dos animais (HE). Em A: animal n&o inoculado
(100X). B: Animal inoculado ndo tratado. (1) manguito perivascular, (2) infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario (100X). C: Animal inoculado ndo tratado. A seta indica um corpusculo de inclusdo

intranuclear (400X).

Nos animais nao tratados, as lesbes apresentaram-se com um maior
grau de severidade, consistindo em uma distribuicdo difusa das lesdes por
todo o cortex cerebral. Nos animais tratados com o aciclovir, todos os
animais apresentaram as lesbes inflamatérias, no entanto, estas se
apresentaram em focos e nao tao difusas como as dos animais nao tratados.
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Apenas um animal tratado com o aciclovir apresentou lesdes difusas
comparaveis com as dos animais nao tratados. Os animais tratados com a
quercetina quer seja isoladamente ou associada ao aciclovir, demonstraram
lesbes cerebrais leves, existindo inclusive alguns animais que nao

apresentaram lesdes inflamatérias (Figura 9).

Figura 9: Analise histopatoldgica (HE). A: Animais inoculados e tratados com quercetina (100x). B: Animais
inoculados e tratados com o aciclovir (100X) (1) manguito perivascular (2) infiltrado inflamatério. C: Animais

inoculados e tratados com aciclovir e quercetina (100X).

A menor gravidade ou a auséncia das lesbes apresentadas pelos
animais tratados com quercetina, além de poder estar relacionada a atuagao
antiviral direta deste flavonodide, pode também estar relacionada aos seus
efeitos neuroprotetores. Em estudo realizado por Lu et al. (2006) a
quercetina, devido a sua capacidade antioxidante, conseguiu reverter a

neurotoxicidade, em cérebro de camundongos, induzida por D-galactose
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resultante de dano oxidativo pela regulagcéo dos niveis de ROS. De acordo
com esses autores, a neuroprotetividade da quercetina pode ser devida: 1-
recrutamento de radicais livres, 2- modulagdo da homeostase
intrasinapsomal, 3- aumento da atividade de enzimas antioxidantes, tais
como a superoxido dismutase (SOD) e protecdo contra a peroxidacdo de
lipideos, 4- promogéo da expressdo do mRNA GAP43. Além disso, existem
relatos da acgao antiinflamatéria da quercetina. Em estudo realizado por
Sharma et al. (2007) utilizando cultivo de astrécitos humanos, foi observado
que a quercetina pode diminuir o dano cerebral causado por respostas
inflamatorias por reduzir a expressdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias.

Contudo, os animais tratados com quercetina, apesar de terem
apresentado menor intensidade das lesdes, tiveram uma maior taxa de
mortalidade quando comparados com os animais tratados com o aciclovir.
Sugere-se aqui, que a redugao da resposta inflamatoria no cérebro levou a
uma menor eliminacao viral, possibilitando que o virus pudesse estabelecer
infeccdo em outros 6rgaos e, consequentemente, causando uma maior taxa
de mortalidade. Isto também foi observado por Maeda et al. (2004). Esses
autores verificaram que camungondos inoculados com o Herpesvirus Equino
1 (EHV-1), quando foram submetidos a tratamento com anticorpos
monoclonais contra ICAM-1 e LFA-1, ambos necessarios para a resposta
inflamatodria, recuperaram mais lentamente da infeccdo apesar do menor
grau de lesdo inflamatéria no epitélio pulmonar. Além disso, como
mencionado anteriormente, estudos devem ser realizados para melhor
avaliacdo do perfil dose-resposta antiviral da quercetina associados a
estudos de bioavaliabilidade e biodisponibilidade sob diferentes formas de

administracao dessa substancia.
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4. CONCLUSAO

A procura de novas drogas que atuem contra infecgbes virais tem
se tornado cada vez maior. Substancias naturais vém servindo atualmente
como alvo dessas novas pesquisas. Neste trabalho procurou-se verificar a
acéo do flavondide quercetina contra o Herpesvirus Bovino 5 (BoHV-5).
Como controle do estudo, utilizou-se o medicamento comercial aciclovir. Os
estudos in vitro indicaram o potencial antiviral da quercetina pela redugao do
efeito citopatico apds os tratamentos. Nos ensaios in vivo, a acado da
quercetina pareceu nao superar a agao ja comprovada do aciclovir, no
entanto, foi consideravel a atuacdo da mesma contra o virus. Vale ressaltar
que a quercetina pode estar atuando tanto diretamente no controle da
infecgao viral bem como pode estar estimulando mecanismos de controle da
infeccao do hospedeiro. O potencial imunomodulador da quercetina, além do
potencial antiviral reforca a sua possivel utilizagdo no tratamento de
infecgdes virais. Devido as semelhancas na replicagdo e a presenca de
lesdes no sistema nervoso central (SNC) causada pelos Alfaherpesvirus,
pode-se sugerir uma agao terapéutica da quercetina no controle de
infeccbes herpéticas de membros dessa subfamilia. Os resultados
encontrados nesses ensaios, juntamente com os dados ja descritos na
literatura, permitem sugerir que a quercetina pode ser um candidato a um
medicamento terapéutico e preventivo contra as infecgdes herpéticas, bem
como para outras viroses e doencas do SNC. Além disso, a diminuigdo do
efeito antiviral do aciclovir quando associado com a quercetina, sugere uma
interagdo antagOnica entre os dois farmacos, proscrevendo assim, essa

associacao na terapia clinica.
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CONCLUSOES GERAIS

A concentragdo maxima nao téxica de quercetina para as linhagens
celulares utilizadas neste trabalho foram de 5,0 ug/mL para a CRFK, 30
ug/mL para a RK13 e 25 ug/mL para a CRIB.

Nos ensaios de atividade antiviral contra o Parvovirus Canino, a
quercetina demonstrou resultados significativos (acima de 2 log)
quando houve o tratamento das células antes da inoculacédo e na
incubagéo da quercetina no momento da adsorgéo viral.

Os resultados de atividade antiviral in vitro contra o CPV indicaram,
portanto, que a quercetina possivelmente se liga a receptores celulares
impedindo a ligagéo do virus a célula.

A administracdo da quercetina em caes utilizando uma dose de 15
mg/kg, via intravenosa, demonstrou ndo afetar aparentemente o
metabolismo hepatico e renal desses animais.

Nos ensaios de atividade antiviral in vitro contra o Herpesvirus equino
1, foi possivel verificar uma acao direta da quercetina contra esses
virus, sendo que essa atuagio parece acontecer nos passos iniciais da
infecgao viral.

A resposta imune celular pode ser estimulada pela quercetina, sendo
que esta estimulagdo parece ser dependente da dose utilizada. No
ensaio de linfoproliferagao foi observado que nos tratamentos com a
quercetina nas doses de 30 e 90 mg/kg/dia houve um estimulo da
resposta imune contra o EHV-1. No entanto, a maior dose utilizada
(270 mg/kg/dia), apesar de ter estimulado a resposta imunoldgica,
parece nao atuar eficientemente contra este virus.

Nas analises hematoldgicas, verificou-se uma agdo da quercetina
nos parametros relacionados a série branca do sangue, tais como
producao de leucécitos, dentre eles os linfocitos. Ja a producéo das
células vermelhas sanguineas, ndo sofreu alteracdo diante do
tratamento com a quercetina.

Os ensaios de atividade antiviral da quercetina in vitro contra o
Herpesvius Bovino 5 (BoHV-5) sugerem que a quercetina parece
atuar nos passos iniciais da infecgao por este virus.
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» Nos ensaios in vivo, utilizando-se o coelho como modelo experimental,
tanto a quercetina como o aciclovir demonstraram ser eficientes no
controle da infeccdo causada pelo BoHV-5. No entanto, a agdo da
quercetina pareceu nao superar a agao ja comprovada do aciclovir.

» Os animais tratados com quercetina, isoladamente ou em associacao
com o aciclovir, apresentaram lesdes cerebrais mais leves quando
comparados com os animais tratados com aciclovir, corroborando com
a idéia da quercetina como agente neuroprotetor e antiinflamatorio.

» Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que a quercetina
seja um possivel agente antiviral, ndo somente por atuar de forma
direta no controle da infecgéo viral, mas também por meio da ativagéo
de multiplos processos que indiretamente promovem o controle da

infecgao viral pelo organismo.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos in vitro testando diferentes concentragcdes de quercetina serao
necessarios, uma vez que nao houve uma correlacdo direta entre as
concentragoes testadas neste trabalho e a atividade antiviral exercida
pela quercetina.

Nos caes, que chegarem ao Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Vigosa, apresentando sinais clinicos da Parvovirose Canina
e sabidamente infectados, sugerem-se que sejam realizados testes com
a administragao da quercetina para avaliagdo do potencial da mesma in
vivo.

A reprodugéo da doenca clinica do EHV-1 em camundongos deve ser
explorada para melhor avaliagdo da atividade da quercetina contra este
virus in vivo.

Estudos da interferéncia da quercetina nos mecanismos de resposta
inflamatéria contra o BoHV-5 em  coelhos inoculados
experimentalmente, como por exemplo, avaliacdo da producdo de
citocinas e quimiocinas proé-inflamatarias.

Maior atencéo deve ser dada aos mecanismos de entrada dos virus nas
células, pois com os virus, Parvovirus Canino, Herpesvirus Equino 1 e
Herpesvirus Bovino 5, a quercetina demonstrou ter um papel importante
nos passos iniciais da infecgao viral.

Diante do potencial antiviral exibido pela quercetina, ensaios utilizando
outros flavonodides bem como outras substancias naturais podem ser
promissores.

Desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas estaveis de quercetina

ou algum de seu derivado para teste em animais.
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APENDICE

1. Cultivo Celular

Meio Essencial Minimo Sigma®

MEM 1 frasco

Agua MilliQ q.s.p 1000mL

pH 7,2, conservar a 4°C até por 6 meses, conservando as caracteristicas fisicas do meio
como a cor, vedar com parafilme aliqiotar em garrafas de vidro estéril 90 mL.

Meio RPMI-1640 incompleto

Hepes 2449

Piruvato de Sédio 0,119
D-glucose 45¢g
Bicarbonato de Sdédio 159

RPMI 1640 com

L-glutamina 10,43 g (frasco)
Agua MilliQ qg.s.p. 1000 mL

Meio RPMI completo
Meio RPMI incompleto 90mL

Soro fetal bovino 10mL
Gentamicina 1mL
Anfotericina 1mL

SFB, Gentamicina e Anfotericina aliquotar e conservar -20°C, quando completado o meio a
4°C.

2. Quercetina

Solucédo para experimentos in vitro

Quercetina 10 mg

DMSO 1mL

Solucgéo para experimento piloto em caes [quercetina] = 50 mg/mL em salina
Quercetina 159

DMSO 5mL

Posteriormente, essa solugao foi diluida em solugao salina 0,85% gota a gota.

Quercetina (Solugdo DMSO) 5 mL
Solugao salina 25 mL
BSA 0,15¢g

Suspenséo para experimento em camundongos (3 suspensdes de 100 mL)
Quercetina 450 mg (30 mg/kg/dia)
1,359 (90 mg/kg/dia)
4,05g (270 mg/kg/dia)
A suspensao foi preparada por meio de levigagdo com sorbitol (g.s.), propilenoglicol (10%),
natrosol (0,5%), Metocel (0,25%) e H,O destilada q.s.p.

Céapsulas para experimento com coelhos

Quercetina 20 mg
Talco farmacéutico g.s.p.
(Capsulas n°® 04)
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3. Demais soluc¢des

Tampéao Fosfato (PBS- pH 7,2):

NaCl. 729
KH2PO4. 0,43 g
NazHPO4 1,48 g
Agua MilliQ q.s.p 1000 mL

Solucao de Lise de Hemaceas:

NH4CI 8,294
KHCO3 19
EDTA 0,0372¢g
Agua MilliQ g.s.p. 1000 mL
MTT

3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,-difeniltetrazolium brometo (MTT)
PBS

Esta solucdo deve ser preparada no momento do uso.

Formol tamponado 10%:

Formol 100 mL
Fosfato de sédio bibasico 459
Fosfato de s6dio monobasico 4,6 g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Isopropanol-HCI 0,04N:
Isopropanol 99,847uL
HCI 163uL

5mg
1mL
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