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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a atividade antirretroviral de produtos naturais.
Inicialmente implementamos o cultivo celular para realizacdo de testes de
citotoxicidade e alguns dos testes de atividade antiviral. Foram selecionados,
baseados em dados pré-existentes na literatura de atividade antiviral no género ou
familia em estudo e ainda em uma abordagem quimiotaxonémica, 39 extratos (de 12
familias de plantas e quatro familias de algas brasileiras) e 11 substancias puras do
grupo das quinonas e dos terpenos. Todos foram avaliados quanto a citotoxicidade a
fim de encontrarmos uma dose com baixa citotoxicidade para os testes antivirais (<
50%). A citotoxicidade foi avaliada pelos métodos de exclusao do Azul de Tripan e
reducédo do MTT. A avaliacao da atividade antiviral foi feita por duas metodologias:
pesquisa da inibicdo de efeitos citopaticos (ECPs) caracteristicos de retrovirus
(sincicio e lise) utilizando-se o virus maedi visna que € um modelo in vitro e in vivo
do HIV e inibicdo da transcriptase reversa (TR) do HIV-1. A atividade da TR do HIV-1
foi medida por um meétodo colorimétrico quantitativo imunoenzimatico (Reverse
Transcriptase Assay, Roche®, Germany). Foi inicialmente testado um extrato de
cada espécie de planta quanto a potencial atividade antiviral e quando 0 mesmo
mostrava alguma atividade 0s outros extratos da mesma espécie eram testados. O
efavirenz foi utilizado como controle antiviral e apresentou 75 e 98% de inibicdo do
ECP e da TR, respectivamente, em uma concentracdo de 1 pg/mL. Dentre as
substancias puras os melhores resultados encontrados foram os das emotinas D e F
gue além de inibirem os ECPs em 37,5 e 25%, apresentaram 24,4 e 20,5% de
inibicdo da TR, respectivamente, a 1 pg/mL. Entre as plantas testadas encontramos
sete com atividade inibidora da TR do HIV-1. Entre estas encontramos uma planta
cuja atividade foi muito elevada no extrato bruto quando comparada ao controle
efavirenz e tem se mostrado ainda maior nas fracdes isoladas. Os extratos brutos
das folhas (50 pg/mL) e da casca do caule (100 pg/mL) apresentaram 98 e 67% de
inibicdo da TR, respectivamente. E as fracbes acetato (50 pug/mL) e cloroformio (100
pMg/mL) deste dltimo, 95 e 89% de inibicdo, respectivamente. Nossos resultados
sugerem que temos fortes candidatos para o combate ao HIV que podem se
apresentar como uma rica fonte de substancias inibidoras da TR.

Palavras-chaves: HIV, citotoxicidade, produtos naturais, antivirais



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antiretroviral activity of natural products. Initially
implemented the cell culture for cytotoxicity tests and some tests of antiviral activity.
Were selected based on pre-existing data in the literature of antiviral activity in the
genus or family under study and also in a chemotaxonomic approach, 39 extracts
(from 12 plant families and four families of Brazilian algae) and 11 pure compounds
from the group of quinones and terpenes. All were evaluated for cytotoxicity in order
to find a concentration with low cytotoxicity for testing antivirals (< 50%). Cytotoxicity
was evaluated by the methods of Trypan Blue exclusion and MTT reduction. The
evaluation of antiviral activity was done by two methods: research on the inhibition of
cytopathic effects (ECPs) characteristic of retroviruses (syncytium and lysis) using
maedi visna virus which is a model in vitro and in vivo of the HIV, and inhibition of
activity of reverse transcriptase (RT) of HIV-1. The activity of RT HIV-1 was
measured by a colorimetric method quantitative immunoassay (Reverse
Transcriptase Assay, Roche ®, Germany). Was first tested an extract of each plant
species on the potential antiviral activity, and when it showed some activity other
extracts of the same species were tested. Efavirenz was used as control and showed
antiviral inhibition of CPE and TR of 75 and 98%, respectively, at a concentration of 1
pHg/mL. Among the pure compounds the best results were those of emotinas D and F,
which also inhibit the ECPs in 37.5 and 25% were 24.4 and 20.5% inhibition of TR,
respectively, 1 ug/mL. Among the tested plants found seven with inhibitory activity of
HIV-1 RT. Among these we find a plant whose activity was very high in the crude
extract when compared with control efavirenz and has been even greater in isolated
fractions. The crude extracts of leaves (50 pug/mL) and stem bark (100 pg/mL)
showed 98 and 67% inhibition of TR, respectively. The acetate (50 pg/mL) and
chloroform (100 pg/mL) fractions of the latter, showed 95 and 89% of inhibition,
respectively. Our results suggest that we have strong candidates for to combat the
HIV that may present as a rich source of inhibitors of RT.

Key words: HIV, cytotoxicity, natural products, antiviral
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Introducao

INTRODUCAO

Por muitos séculos as plantas foram o principal meio de curar ou aliviar as
enfermidades humanas. Na atualidade, as plantas também desenvolvem um papel
de igual importancia, na descoberta e no desenvolvimento de farmacos (SAKLANI e
KUTTY, 2008). Aproximadamente 48% dos medicamentos empregados na
terapéutica advém, direta ou indiretamente, de produtos naturais, especialmente de
plantas medicinais que permanecem como uma das mais importantes fontes para
obtencao de novos medicamentos (HARVEY, 2000; CARVALHO et al., 2007).

A grande diversidade estrutural que os produtos naturais oferecem, aliada as
modernas técnicas de separacdo, elucidacdo estrutural, triagem e sintese
combinatoria, tém levado a revitalizagcdo do uso de plantas como fonte de novos
farmacos (SAKLANI e KUTTY, 2008).

As plantas medicinais tém sido utilizadas para o tratamento de uma variedade
de enfermidades infecciosas e ndo—infecciosas (COS et al., 2006; MUKHTAR et al.,
2008), e varias plantas tem sido relatadas como possuidoras de propriedades anti-
HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (COS et al., 2008).

O HIV é o retrovirus causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (VAISHNAV e WONG-STAAL, 1991; CAMPBELL e ROBINSON, 1998), que
permanece como um problema de saude mundial de dimensdes sem precedentes.
Conhecido ha pouco mais de 27 anos, o HIV ja causou cerca de 25 milhdes de
mortes no mundo. Globalmente, foi estimado, que 33,4 milhBes de pessoas viviam
com HIV em 2008, tendo sido detectados, neste mesmo ano a ocorréncia de 2,7
milhdes de novos casos e cerca de 2 milhdes de mortes relacionadas a esta
infeccdo (UNAIDS, 2010). No Brasil, desde a identificacdo do primeiro caso em 1980
até junho de 2008, ja foram identificadas aproximadamente 730 mil pessoas vivendo
com HIV. Com relacao a mortalidade, o nimero de 6bitos gira em torno de 11 mil por
ano, desde 1990 (UNAIDS, 2010).

Toda esta morbi-mortalidade estimulou o desenvolvimento de terapias
antirretrovirais (ADAMSON e FREED, 2008). Entretanto, apesar de dispormos de
medicamentos antivirais muito potentes, a faléncia terapéutica ainda ocorre,
principalmente em decorréncia da persisténcia e mutagenicidade do HIV e do uso de
antivirais por periodo prolongado (REN et al.,, 2001; MARGOT et al., 2006). Além



Introducéo

disso, os varios efeitos adversos e a complexidade do esquema terapéutico reduzem
a aderéncia e a continuidade do tratamento, contribuindo ainda mais para falhas na
terapia antiviral (DE ARAGAO et al., 2002; JAIME et al., 2004; DE OLIVEIRA et al.,
2006). Por estas razdes € real a necessidade de identificacdo e desenvolvimento de
novas substancias que possam ser utilizadas em substituicdo ou em combinacao
com os antivirais em uso (COS et al., 2004; AIKEN e CHEN, 2005; ADAMSON e
FREED, 2008).

Neste contexto, varios grupos vém realizando trabalhos com plantas (LAM et
al., 2000; KLOS et al., 2009) e produtos isolados de plantas (DE SOUZA e DE
ALMEIDA, 2003; COS et al., 2008), mostrando que muitos apresentam atividade
inibitoria da replicagdo do HIV e alguns deles, como calanolideo A (1) (SAKLANI e
KUTTY, 2008), hipericina (2) (GULICK et al., 1999), bevirimato (3) (CUNICO et al.,
2008) e prostratina (4) (YANG et al., 2001) ja estdo sendo testados clinicamente,

com resultados favoraveis.

(1) Calanolideo A

HOOC

(3) Bevirimato

(4) Prostratina

Figura 1: Substancias isoladas de plantas inibidoras do HIV testadas clinicamente.
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JUSTIFICATIVA

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade vegetal do mundo, com mais de
55 mil espécies descritas, o que corresponde a 22% do total mundial (BRASIL,
2010a). Esta grande diversidade cria a oportunidade para a identificacdo de novas
plantas com propriedades terapéuticas (SIMOES et al., 2007), incluindo
propriedades anti-HIV.

Além disso, no Brasil a lei N° 9.313, de 13 de novembro de 1996 garante, aos
portadores de HIV e doentes de AIDS, recebimento gratuito do Sistema Unico de
Saude, de toda a medicacdo necessaria a seu tratamento (Ministério da Saude,
2010). Os gastos do governo s6 com a importacao de antirretrovirais chegam a R$
610 milhdes por ano. Se nédo fosse possivel a fabricacdo nacional de alguns
medicamentos 0s gastos chegariam a R$ 1,325 bilhdes, fator que tornaria o
programa de distribuicdo universal e gratuita inviavel (BRASIL, 2010b). Assim, a
descoberta de novos antirretrovirais, a partir de nossa flora, pode se apresentar
como uma futura alternativa terapéutica de grande importancia clinica e social.

O uso continuo dos antirretrovirais em altas doses, além da producédo de
efeitos adversos tem contribuido para o crescente aparecimento de resisténcia viral
(EPSTEIN et al., 2002; CHEUNG et al., 2004; HUELSMANN, 2006) o que leva a
falhas na terapia antirretroviral. Estas falhas, associadas ao alarmante crescimento
do numero de casos de HIV, tornam a necessidade de identificar novas substancias
antivirais ndo apenas uma mera curiosidade académica, mas uma necessidade real.

Entretanto, a pesquisa da atividade antirretroviral por vezes é limitada pelo
risco de contaminacdo com o material contendo amostras infectantes do HIV. Assim,
um dos caminhos para testar a potencial atividade antirretroviral de farmacos é o uso
de modelos animais que ndo sejam patogénicos para o homem (KERN, 1995;
LEWIS e JOHNSON, 1995; SALVATORI et al., 2002), ou o uso de enzimas isoladas
do HIV. O virus Maedi-visna (MVV) pode ser usado como modelo de infeccao, in
vitro, para o HIV. Este retrovirus, pertencente ao mesmo género do HIV, acomete
ovinos e apresenta semelhangcas na sequéncia génica, organizagdo gendmica,
mecanismos de patogénese e susceptibilidade in vitro aos farmacos, porém néo é
patogénico para o homem (SONIGO, 1985; SALVATORI et al., 2001). O screening
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antirretroviral primario em cultivos celulares ndo é especificamente baseado no
mecanismo de acdo, mas facilita a identificacdo de produtos naturais que bloqueiem
diferentes etapas do ciclo de replicacdo viral, permitindo que sejam selecionados 0s
compostos ativos a serem testados em enzimas especificas do HIV.

No que tange a investigacdo de novas substancias com finalidade medicinal,
de origem vegetal ou ndo, os primeiros passos compreendem os testes in vitro,
dentre os quais podemos citar os testes de citotoxicidade em cultivo celular, que sé&o
essenciais para estimar a seguranca dos futuros farmacos (LULLMANN et al., 2000;
DOUBLE, 2002; BRUNTON, 2006). Desta forma, iniciamos este projeto com a

implementacgéo do cultivo celular e o desenvolvimento dos testes de citotoxicidade.
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Objetivos

OBJETIVO GERAL

- Pesquisar a atividade antirretroviral de produtos naturais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Implementar o cultivo celular para testes de citotoxicidade e de atividade antiviral,

na Universidade Federal de Alagoas

- Verificar a toxicidade de extratos vegetais e substancias isoladas sobre o cultivo

celular.

- Pesquisar a atividade inibitoria da replicacdo do MVV em cultivo celular, por

extratos vegetais e substancias isoladas.

- Pesquisar a atividade inibitéria da TR do HIV-1, por extratos vegetais e substancias

isoladas.
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PARTE 1: CULTIVO CELULAR E TESTES
DE CITOTOXICIDADE
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Cultivo Celular

O cultivo in vitro de células é uma poderosa técnica para pesquisas e oferece
muitas vantagens no teste de farmacos e outros compostos. Em particular, abre a
possibilidade de diminuir o nimero de animais experimentais e aumenta o potencial
de manipulacbes das propriedades do ambiente celular (CASTRO-MUNOZLEDO,
2008).

O cultivo celular comecou com o cultivo de tecidos em 1907 quando Ross
Granviele Harrison cultivou pequenos fragmentos de tubo neural de embrido de ra
em linfa da mesma espécie (PERES e CURI, 2005). Poucos anos depois, Aléxis
Carrel (1912) publicou um trabalho onde cultivando fragmentos de embrido de
galinha, descrevia formas de prolongar o tempo de vida das células in vitro com o
manejo da temperatura e 0 uso de solucéao de Ringer, plasma e extrato de musculo
para nutrir as células.

Mas sO em 1948, Katherine Sanford e colaboradores demonstraram que
células individuais podiam ser mantidas em cultivo. Isto, juntamente com a
demonstracdo de Harry Eagle em 1955, de que a mistura de extratos de tecidos,
coagulos e outros ingredientes anteriormente utilizados para cultivar células poderia
ser substituida por "...uma mistura arbitraria de aminodacidos, vitaminas, cofatores,
carboidratos e sais, suplementados com uma pequena quantidade de proteina de
soro” abriu uma nova area de cultivo de células (MATHER e ROBERTS, 1998).

Hoje, sabe-se que para o adequado crescimento e multiplicacdo das células
in vitro, as condi¢Bes do cultivo devem mimetizar as condi¢cfes in vivo, hdo s no
gue diz respeito aos nutrientes, mas também a temperatura, pH, osmolaridade,
concentracdo de oxigénio e de CO, (MATHER e ROBERTS, 1998; MASTERS,
2000).

O meio de cultivo fornece os nutrientes essenciais que sdo incorporados
pelas células em diviséo, tais como amino&cidos, vitaminas, sais minerais, acucares,
e cofatores, além dos ions e moléculas necessarios para manter o ambiente quimico

apropriado para a célula. Alguns componentes podem executar ambos 0s papéis;
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por exemplo, o bicarbonato de sédio pode ser usado como uma fonte do carbonato,
mas também, pode exercer um importante papel na manutencdo do pH e
osmolaridade apropriados. A quantidade adequada de bicarbonato fornece um
sistema de tamponamento que contribui para que o pH do meio permaneca entre 7,0
e 7,4. Os niveis de bicarbonato devem ser ajustados para que ele possa tamponar
corretamente de acordo com o nivel de CO; fornecido pela incubadora (MATHER e
ROBERTS, 1998). Em geral, utiliza-se um nivel de CO, de 5%, para mimetizar sua
concentracdo no sangue (GUYTON e HALL, 2006). A ma combinacao dos niveis de
bicarbonato do meio e dos niveis do CO, da incubadora pode resultar em um pH do
meio fora da escala 6tima para crescimento celular, tendo por resultado crescimento
mais lento ou a morte das células (MATHER e ROBERTS, 1998). O CO; influencia
também na proliferacéo de células de mamiferos através de sua participacdo como

doador de carbono para a biossintese de nucleotideos (NELSON et al, 2005, ).

1.1.1. Tipos de cultivo celular

O termo cultura de tecidos define a manutencéo in vitro de fragmentos de
tecido denominados explantes, mas € comumente aplicado como um termo genérico
gue indica a cultura de explantes de tecidos, 6rgdos e células dispersas, incluindo o
cultivo de linhagens celulares.

O cultivo celular, ou seja o cultivo de células isoladas, pode iniciar-se a partir
de um cultivo primario ou pelo uso de linhagens de células imortalizadas.

Cultivo primario é definido como o cultivo que comecou a partir de células,
tecidos ou oOrgaos retirados diretamente do organismo doador (humano, animal ou
vegetal). O cultivo priméario pode ser considerado como tal até que seja subcultivado
pela primeira vez. Torna-se entdo uma linhagem celular (MASTERS, 2000;
FRESHNEY, 2005). As linhagens celulares podem ser finitas e imortalizadas (ou
linhagens continuas) (MASTERS, 2000).

As células imortalizadas (permanentes, continuas ou transformadas) em
geral sdo derivadas de células tumorais ou de células que foram transfectadas com
oncogenes ou tratadas com carcinogénicos. As células imortalizadas podem nao
possuir malignidade, porém possuem crescimento celular continuo com vida infinita.

As células oriundas de cultivo primario possuem tempo limitado de vida (séo
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linhagens finitas), entretanto o ambiente de cultivo favorece o espraiamento e a
proliferacdo celular fazendo com que in vitro as células se proliferem mais
rapidamente do que aconteceria in vivo (PERES e CURI, 2005).

As linhagens celulares permanentes tém como principais vantagens a 6tima
reprodutibilidade, a facilidade de manutencéo e o controle de qualidade assegurado
pelos fornecedores, principalmente, no que se refere a presenca de contaminantes e
endotoxinas. Porém, deve-se levar em consideracdo que, assim como ocorre em
todos os tipos de cultivo in vitro, sua manipulagdo deve seguir critérios rigorosos que
evitem a contaminacdo posterior no ambiente do laboratério. Uma das maiores
desvantagens do uso de linhagens permanentes € o fato de que as células sofrem
um processo de desdiferenciacdo que pode levar a perda de caracteristicas
funcionais importantes, como por exemplo, a de atividades enzimaticas. Uma
maneira de contornar-se esse problema € o uso de culturas primarias que, embora
nao sejam submetidas a um controle de qualidade semelhante ao das culturas
permanentes, sdo de facil obtencdo e manipulacdo e dentro de certos limites de
tempo permitem a facil reprodutibilidade do experimento (D’ANGELO et al., 2002),
além de expressarem melhor as caracteristicas do tecido de onde foram retiradas
(MASTERS, 2000).

As linhagens celulares imortalizadas ou oriundas de cultivo primario podem
ser aderentes e em suspensdo (ndo aderentes). Esta classificacdo se refere a
necessidade de ancoragem que as linhagens aderentes apresentam. As células
aderentes dependem da fixacdo a base das garrafas ou placas de cultura para se
proliferarem, e representam a grande maioria das linhagens em estudo. A habilidade
de se proliferar em suspensdo é restrita a células hematopoéticas, linhagens

transformadas e células tumorais malignas (PERES e CURI, 2005).

1.1.2. Manutencao das células

Para manutencéo de células in vitro € necesséria a troca regular do meio de
cultivo pois isto possibilita a nutricAo adequada das células e a eliminacdo de
metabdlitos secretados para o meio. Com isso, as condi¢gdes de cultivo sdo mantidas
estaveis, favorecendo o crescimento celular (PERES e CURI, 2005). Algumas
culturas de crescimento rapido, tais como as linhagens de células transformadas,

como HelLa (Linhagem de células oriundas de carcinoma cervical humano), exigem
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uma troca de meio a cada dois ou quatro dias. Isto é normalmente indicado por um
aumento da acidez, onde o pH cai abaixo de 7,0 (MASTERS, 2000). Uma vez que a
maioria dos meios contém o vermelho de fenol como um indicador de pH é possivel
fazer uma rapida avaliacdo visual do pH do meio de todas as culturas em uma
incubadora (MATHER e ROBERTS, 1998).

Entretanto, mesmo sem uma mudanca maior de pH, o0 meio também pode se
deteriorar, e alguns componentes, como glutamina, sdo instaveis, o que requer que
0 meio seja trocado pelo menos uma vez por semana (MASTERS, 2000).

Além da troca regular de meio, outro fator crucial para manutencdo e
crescimento das linhagens celulares é o subcultivo. Nas culturas de células aderidas
em geral, o crescimento € inibido pelo contato, o que ocorre em alta confluéncia. Se
as células permanecerem nesta condicdo, descolam do frasco, o que invibializa a
cultura. Assim, quando a cultura atinge 80 a 90 % de confluéncia € necessario
subcultivad-la. Uma cultura em monocamada pode ser diluida e transferida para um
segundo frasco pela dissociacdo das células da monocamada por enzimas como a
tripsina (culturas em suspensao so6 precisam ser diluidas) (MASTERS, 2000; PERES
e CURI, 2005).

O intervalo entre cada subcultivo dependera do numero de células semeadas
e da taxa de duplicacdo da linhagem. Diferentemente da cultura em suspensao,
numa cultura de células aderidas é facil saber quando se faz necessario tripsinizar,
sem necessariamente contar as células. Basta observar a confluéncia que essas
apresentam. Culturas de células aderidas sdo, normalmente, examinadas em
microscopio invertido de modo que se possa observar o aspecto geral e a
confluéncia da cultura. Vale salientar, que as células aderidas ndo apresentam
uniformidade quanto a morfologia, como normalmente se observa em cultivos de
células em suspenséo. Isto porque, quando em contato umas com as outras ou com
o material do frasco, as células adquirem formas distintas, o que facilita a aderéncia.
As células aderidas sdo normalmente subcultivadas em um ndmero de 5 x 10* em
uma garrafa de 25cm? Entretanto cada linhagem celular deve ser avaliada
individualmente (PERES e CURI, 2005).

Na figura 2 podemos observar um diagrama representativo da evolucdo de
uma linhagem celular. A fase |, ou fase de cultura primaria, representa o estagio
inicial que termina com a formacdo da primeira camada celular confluente. Neste

ponto é feito o primeiro subcultivo, sendo contada a primeira passagem. Comeca
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entdo a fase Il que se caracteriza por crescimento intenso e necessidade de muitos
subcultivos. Em determinado momento pode acontecer uma alteragdo que
transforma a cultura finita em uma linhagem permanente, ou da-se inicio a fase |l
com senescéncia e morte celular (PERES e CURI, 2005).

SUBCULTIVO
0 10 20 30 40 5(
| | | | o,
//
/™ Linhagem celular permanente
/’/
// —t
y ;
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Figura 2: Diagrama representativo da evolucdo de uma linhagem celular. (Adaptado
de PERES e CURI, 2005)

1.2. Testes de citotoxicidade

Os questionamentos quanto ao uso de animais de laboratério, na avaliacao
de risco dos produtos de uso humano, resultou em varios estudos a partir da década
de 60, visando estabelecer metodologias que utilizam tecidos e células de
mamiferos, organismos inferiores e substratos inertes. Também foram desenvolvidos
bancos de dados informatizados e programas que avaliam a toxicidade pela
determinacdo de relacdo estrutura-atividade (BAGLEY et al.,1996; CRUZ et al.,
2004).

Os modelos experimentais com cultivos celulares sdo atualmente muito
aceitos, exequiveis e reproduziveis. Ndo sdo modelos isentos de problemas, mas

permitem efetuar uma grande diversidade de técnicas de estudo sobre células
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especificas em condi¢Bes pré-fixadas pelo observador e se mostram como uma
alternativa valida para algumas fases de experimentacdo animal e humana (COFAN
e FERNANDEZ-SOLA, 1992; UKELIS et al., 2008). As células utilizadas podem ser
de varios tecidos, tanto de origem humana quanto animal (DE LIMA et al., 2003,
CRUZ et al., 2004).

Ensaios de citotoxicidade basal in vitro apresentam boa reprodutibilidade e
refletem os efeitos adversos sobre as estruturas e processos da célula que séo
intrinsecos a todas as células, uma vez que as fun¢des celulares basais suportam as
funcBes celulares 6rgao-especificas. A citotoxicidade basal é expressa como CCsg
(concentracdo citotdéxica para 50% das células quando comparado as células
controle ndo-tratadas), a qual pode ser matematicamente calculada. Varios métodos
aplicados para testar a toxicidade geral sdo uteis na toxicologia in vitro. Como regra
geral, as células sdo expostas a diferentes concentragcbes de um produto quimico
por um dado periodo de tempo, sendo posteriormente a viabilidade celular
mensurada de diferentes maneiras (VALADARES, 2006). Esta viabilidade ou mesmo
a proliferacéo celular, podem ser avaliadas por métodos como: contagem do numero
de células, uso de corantes vitais, mensuracao de produtos de metabolismo celular e

incorporacao de radioisétopos (CRUZ et al., 2004).

1.2.1 Método de excluséo do Azul de Tripan

Muitos testes de viabilidade celular avaliam a perda da integridade da membrana
gue pode ser observada pela absor¢cdo de um corante para o qual a membrana é
normalmente impermeavel (por exemplo, Azul de Tripan, eritrosina, ou preto de
naftaleno) ou pela liberacdo de corantes que normalmente seriam retidos por células
viaveis (por exemplo, fluoresceina e vermelho neutro) (FRESHNEY, 2005).

O teste de excluséo do Azul de Tripan (0,4%) esta entre os mais utilizados e é
baseado no principio de que células viaveis (vivas) apresentam membranas intactas,
gue evitam a entrada do corante, enquanto que as membranas metabolicamente
inativas de células mortas (ndo viaveis) ndo conseguem evitar a penetracdo do
corante na célula, tornando-se azuis (MASTERS, 2000; FRESHNEY, 2005). Este
ensaio é habitualmente realizado pela contagem, de preparacdes de células com o

corante, em um hemocitémetro. A diferenga entre o niumero total de células (coradas
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e nao coradas) e o numero de células mortas (coradas) sera o numero de células
viaveis numa dada amostra.

Entre as limitagcbes desta técnica estdo: (a) a necessidade de avaliar a
preparacdo dentro de um tempo determinado apdés a introducdo do corante, ja que
as células vdo comecar a acumular o corante apds exposi¢cdo prolongada, (b) a
pouca capacidade para distinguir entre as células tumorais viaveis e as células nao-
tumorais viaveis presentes na preparacdo, e (c) a possibilidade de subestimar as
células inviaveis (WEISENTHAL et al., 1983).

O Azul de Tripan (5) (CssH24NeNas0O14S4) € um corante acido azul (Figura 3)
que contém dois grupos cromoforos azo (-N=N-). E um corante indicado para
estimar a viabilidade celular. A coloracdo ajuda também na visualizacdo da

morfologia celular e facilita a contagem das células.

NaO—//S\\ //S\\?ONa Nan//S\\O //S\\—ONa

Figura 3: Estrutura do Azul de Tripan (5)

1.2.2 Método de reducéo do sal de tetrazolio (MTT)

O ensaio do MTT (6) ou brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio, € um teste usado para avaliar a viabilidade celular baseado em uma
reacao colorimétrica. O MTT penetra na célula e ao chegar a mitocondria da célula
viavel é reduzido pela enzima succinato desidrogenase, produzindo cristais de
formazana detectados em um comprimento de onda de 560nm. A quantidade de
cristais formados é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis. Assim,
guanto mais escura a coloracdo ao final da reagdo, maior é a viabilidade celular. A
densidade Optica resultante do teste MTT é determinada em espectrofotdmetro
(MOSMANN, 1983)
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O MTT (6, Figura 4) é um sal amarelo, soluvel em agua, que apds reducao
pela succinato desidrogenase, transforma-se em um produto azul insoluvel
(formazana, 7) (CRUZ et al., 2004). Desta forma, podemos utilizar o método do MTT
para medir o dano induzido por diferentes substancias no metabolismo celular, mais
especificamente na atividade de enzimas desidrogenases. Este teste mede

indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica, especialmente das

mitocondrias, das células vivas.

Succinato
desidrogenase

NH

—Z

Substrato
reduzido

Substrato
oxidado

(7)

Figura 4: Reducédo do MTT (6) a formazana (7) por desidrogenases mitocondriais.
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2. MATERIAL E METODOS

Este projeto obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Alagoas em 21 de dezembro de 2007, sob o numero
016841/2007-64.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa de Recursos
Naturais da Universidade Federal de Alagoas (LPgRN-UFAL) e no Laboratério de
Biotecnologia Celular da Universidade de Ciéncias da Saude de Alagoas (LABIC-
UNCISAL).

2.1 Reagentes

Meio de cultura: o Meio Essencial Minimo Eagle (MEM; Sigma-Aldrich) foi
solubilizado em agua milli-Q, suplementado de com 2,2g de bicarbonato de sodio,
1% de antimicrobiano e 2,389 de tampdo HEPES, sendo denominado MEM
completo. O mesmo foi esterilizado por filtracdo em filtro Millipore de 0,22um (Sterile
Millex® Filter Unit).

Soro Fetal Bovino (SFB): foi utilizado SFB estéril, inativado pelo calor (Sigma-
Aldrich) adicionado ao MEM, na proporcao de 10% para manutencéo e crescimento

das células.

Antibiéticos e antifungico: foram adicionados ao meio a fim de minimizar as
contaminacdes bacterianas e/ou fungicas das culturas celulares. Inicialmente o
antimicrobiano utilizado foi a gentamicina (Sigma), na proporcdo de 50 mg/L de
MEM; entretanto na primeira tentativa de cultivo primario de cérnea houve
proliferacdo de leveduras, provavelmente oriundas da prépria cérnea. Desta forma
passamos a utilizar uma solucdo de penicilina, estreptomicina e anfotericina B
(Antibidtic antimycotic solution® — Sigma), uma vez que anfotericina B tem boa acéo
contra leveduras (BROOKS et al., 2000), fornecendo assim, 100.000UI de penicilina
G, 100mg de estreptomicina e 250ug de anfotericina B por litro de MEM.
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Tripsina-EDTA: foram utilizadas tripsina 1:250 (Amresco) e  &cido
etilenodiaminotetracético - EDTA (Sigma) diluidas em soluc¢do salina na proporgao
de 0,05% e 0,02%, respectivamente. Apds o preparo o pH foi ajustado para 7,8 com
NaHCO; e a solugéo foi filtrada (em filtro Millipore de 0,22pum - Sterile Millex® Filter

Unit), aliquotada e congelada. No momento do uso era aquecida a 37°C.

2.2 Extratos e substancias testadas

Foram avaliados 39 extratos de 12 familias de plantas e quatro familias de
algas brasileiras e ainda o antirretroviral efavirenz (32) e 11 substancias puras do
grupo das quinonas (Figura 5) e dos terpenos (Figura 6). A selecdo dos extratos foi
baseada em dados pré-existentes na literatura de atividade antiviral no género ou

familia em estudo e ainda em uma abordagem quimiotaxonémica.

9) @)
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Lapachol (8) a-lapachona (9)
@)
904
Q

Nor-B-I h 11
B-lapachona (10) or-B-lapachona (11)

Figura 5: Estruturas das naftoquinonas utilizadas nos testes.
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Figura 6: Estruturas dos sesquiterpenos utilizados nos testes.

Todos os extratos e substancias isoladas foram pesados, testados quanto a
solubilidade, diluidos e levados ao ultrassom para completa dissolucdo. A seguir as
solucdes foram levadas para a capela de fluxo laminar onde foram esterilizadas por
filtracdo (Figura 7) em filtro Millipore com poros de 0,45um (Sterile Millex® Filter
Unit), acondicionadas em tubos estéreis (Figura 8) e armazenadas em geladeira.
Foram preparadas solucfes estoques de 10 mL nas concentracdes de 1 mg/mL e
0,1 mg/mL para extratos (Tabelas la e 1b) e substancias isoladas (Tabela 1c),
respectivamente. As demais concentracdes utilizadas nos experimentos foram
obtidas por diluicbes seriadas a partir das solugbes estoques. A maioria das

substancias foi solubilizada em solu¢cdo hidroalcodlica a 40%, entretanto a
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concentracgéao final desta solugao nos testes foi de no maximo 4%. Da mesma forma,
a concentracgéo final de DMSO utilizado para solubilizar alguns extratos (inicialmete a

1%) foi de no maximo 0,1% nos testes.

Figura 7: Filtracdo do extrato Figura 8: Solucdes estoques dos extratos

2.2.1 Obtencdao das fragcbes do extrato de Lafoensia pacari

Do extrato bruto da casca do caule da Lafoensia pacari foi feita particdo
liquido-liquido, para obtencdo das fracOes. Partindo-se de 80g do extrato etandlico
bruto diluido em solucdo hidrometandlica (na proporcdo de 1:1), foi realizada a
particdo utilizando-se solventes de polaridade crescente: hexano, cloroférmio,
acetato de etila e butanol. Foram obtidas as fracdes hexano, cloroférmio, acetato de
etila, butandlica e a hidrometandlica remanescente, conforme demostrado na figura
9. ApGs a obtencéo das fracOes, estas foram concentradas em evaporador rotatorio
sob pressdo reduzida, com aquecimento em banho-maria a temperatura de
aproximadamente 40°C. O residuo correspondente foi transferido para um
recipiente, levado a capela para secagem completa e em seguida pesado.

Apés secagem, as fracbes foram pesadas, solubilizadas, esterilizadas por

filtracdo e armazenadas para realizacdo dos testes futuros.

37



Material e Métodos — Parte 1

80 mg

3x 200 mL de hexano

Fracdo hexanica

3x 200 mL de cloroférmio

Fracéo cloroférmio

3x 300 mL de acetato

Fracdo acetato

3x 300 mL de butanol

Fracao butandlica

Figura 9: Particdo liquido-liquido do extrato bruto da casca do caule da L. pacari
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Tabela 1a: Extratos etanodlicos diluidos e esterilizados por filtragcdo, utilizados nos

experimentos

Solvente
Familia / Espécie Nome vulgar Parte utilizada usado para
dissolucgao
Anacardiaceae
Spondias purpurea L. Seriguela Casca do fruto EtOH 40%
Spondias purpurea L. Seriguela Semente EtOH 40%
Spondias tuberosa Umbu Casca do fruto EtOH 40%
Spondias tuberosa Umbu Semente EtOH 40%
Araliaceae
Didymopanax morototoni Decne. & Planch. Morototd Casca do caule EtOH 40%
Didymopanax morototoni Decne. & Planch. Morototd Fracéo CHCI, EtOH 40%
Arecaceae
Cocos nucifera L. var. Typica Coco gigante Fibra do fruto EtOH 40%
Cocos nucifera L. var. Nana cultivar amarela Coco amarelo Fibra do fruto EtOH 40%
Cocos nucifera L. var. Typica Coco gigante Fibra do fruto Agua
Cocos nucifera L. var. Nana cultivar amarela Coco amarelo Fibra do fruto Agua
Boraginaceae
Cordia salzmanni DC. Maria preta Caule DMSO 1%
Cecropiaceae
Cecropia pachystachya Trécul Embauba Folha EtOH 40%
Cecropia pachystachya Trécul Embauba Raiz EtOH 40%
Cecropia pachystachya Trécul Embauba Casca da raiz EtOH 40%
Cecropia pachystachya Trécul Embauba Caule EtOH 40%
Clusiaceae
Rheedia brasiliensis (Mart.) Planch. & Triana Bacupari Raiz EtOH 40%
Rheedia brasiliensis (Mart.) Planch. & Triana Bacupari Caule EtOH 40%
Euphorbiaceae
Jatropha mollissima* Pinhdo branco | Casca do caule EtOH 40%
Jatropha mollissima Pinhdo branco Caule EtOH 40%
Fabaceae
Camptosema coriaceum Benth. Raiz EtOH 40%
Erythrina mulungu Mart. Mulungu Casca do caule EtOH 40%
Erythrina mulungu Mart. Mulungu Caule EtOH 40%
Erythrina mulungu Mart. Mulungu Casca da raiz EtOH 40%
Lythraceae
Lafoensia pacari A.St.-Hil. Dedaleira Casca do caule EtOH 40%
Lafoensia pacari A.St.-Hil. Dedaleira Folha EtOH 40%
Lafoensia pacari A.St.-Hil. Dedaleira Fr. acetado da EtOH 40%
CC
Lafoensia pacari A.St.-Hil. Dedaleira Fr. CHCl;da DMSO 1%
CC

Olacaceae
Ximenia Americana L. Ameixa brava Folha DMSO 1%
Rubiaceae
Genipa americana L. Jenipapo Casca do fruto EtOH 40%
Genipa americana L. Jenipapo Semente EtOH 40%
Simaroubaceae
Simaba mayana Casar Pau pra tudo Raiz EtOH 40%
Simaba mayana Casar Pau pra tudo Casca da raiz EtOH 40%
Simaba mayana Casar Pau pra tudo Casca do caule EtOH 40%
Simaba mayana Casar Pau pra tudo Caule EtOH 40%

* Extrato metandlico  ** Extrato aquoso

Fr. =fracao

CC=casca do caule
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Tabela 1b: Extratos de algas diluidos e esterilizados por filtragéo,

utilizados nos experimentos

Familia / Espécie Parte utilizada / Solvente usado
solvente da extracdo | paradissolucéo

Dictyotaceae

Dictyota cervicornis Toda a alga / Agua Agua

Dictyota cervicornis Toda a alga / EtOH EtOH 40%

Phaeophyceae

Padina boergesenii Toda a alga / EtOH EtOH 40%

Sargassaceae

Sargassum vulgare Toda a alga / EtOH EtOH 40%

Ulvaceae

Ulva lactuca Toda a alga / Agua Agua

Tabela 1c: Substancias puras diluidas e esterilizadas por filtracao,

utilizadas nos experimentos

Classe / substancia Planta Solvente usado
para dissolugéo

Naftoquinonas
Lapachol (8) Tabebuia avellanedae ETOH 40%
a-Lapachona (9) Produto semi-sintético ETOH 40%
B-Lapachona (10) Produto semi-sintético ETOH 40%
Nor —B-Lapachona (11) Produto semi-sintético ETOH 40%
Sesquiterpenos
Emotina A (12) Produto semi-sintético ETOH 40%
Emotina B (13) Emmotum nitens ETOH 40%
Emotina F (14) Emmotum nitens ETOH 40%
Emotina D (15) Emmotum nitens ETOH 40%
Emotina G (16) Emmotum nitens ETOH 40%
Emotina A 2 Desoxi (17) Produto semi-sintético ETOH 40%
Emotina A 1 hidroxi 2 desoxi (18) Emmotum nitens ETOH 40%
Antirretroviral
Efavirenz (32) Produto sintético ETOH 40%
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2.3 Implementacao do cultivo celular

Para implementar o cultivo celular foram feitos cultivos primarios de células
epiteliais de cornea e de células fibroblasticas renais de ovinos, por diferentes
métodos, a fim de selecionar o mais eficiente para a implantacao do cultivo.

Os rins e globos oculares (Figura 10) foram retirados de animais recém-
abatidos em um abatedouro local (Mapresal®), de fiscalizac&o federal, o que garante
a sanidade dos animais doadores uma vez que 0s mesmos sdo utilizados para

consumo humano.

Figura 10: Globo ocular (A) e rim (B) de ovinos

Imediatamente apés o abate do animal, os 6rgdos foram coletados e
depositados, separadamente, em recipientes contendo solucdo fisioldgica. Os
mesmos foram transportados para o laboratério em isopor com gelo. Chegando ao
laboratério o material coletado foi lavado com solucédo fisiolégica para retirar o
sangue e fragmentos de tecido indesejados, e levado ao fluxo laminar para dar-se
inicio a coleta de células para o cultivo primario.

De acordo com o material coletado (rim ou globo ocular) utilizou-se uma das
trés técnicas de cultivo: método mecanico (cérnea); técnica de explante (rim) ou
desagregacdo enzimatica com tripsina (rim), como descrito por Freshney (2005)
(Figura 11).

Cada metodologia foi realizada no minimo duas vezes para observamos a
praticidade, o tempo transcorrido desde o inicio do cultivo até o primeiro subcultivo e

a velocidade das células em atingir a confluéncia na garrafa apds cada subcultivo.
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Coleta do material

4
Limpeza e dissecagao

4 4

Rim: fragmentagéo Cornea:
1mm debridamento
Método enzimatico Mét?do de
N explantes
Trinsina-EDTA p Incubacao

4 4

Incubacao Incubacao
Células em Células em migracao radial a partir
subconfluéncia dos fragmentos

4 4

CULTURA PRIMARIA

4

Tripsinizacéo e subcultivo
Primeira passagem (P1)

J

LINHAGENS
CELULARES

Figura 11: Obtencéo das linhagens celulares a partir do cultivo priméario
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2.3.1 Cultivo de células epiteliais de cérnea

No fluxo laminar, o globo ocular (Figura 12) foi lavado novamente com solug&o
fisiolégica e com auxilio de pinga e bisturi estéreis a cornea foi retirada e transferida
para uma placa de Petri estéril a fim de realizar a coleta de material para o cultivo
celular (Adaptado de OLIVEIRA et al, 2008). A cérnea foi lavada trés vezes com
MEM + 10% de SFB, e a cada lavagem foi transferida para uma nova placa de Petri.

Com auxilio de um bisturi estéril a cornea foi debridada a fim de liberar pequenos
explantes e células, que foram posteriormente aspirados e transferidos para uma
garrafa pequena de cultura de células (25 cm?). Nesta foram adicionados 2 mL de
MEM + 10% de SFB e a mesma foi incubada em estufa a 37°C e 5% de CO,, por 24
horas. Apos este periodo foram adicionados mais 2 mL de MEM + 10% de SFB.

As garrafas foram observadas diariamente para verificacdo da migracdo de
células. O meio foi trocado semanalmente ou a intervalos menores, quando
necessario, até a formacao de uma monocamada confluente de células.

O preenchimento de toda a garrafa pela monocamada indicava que as mesmas
estavam prontas para serem tripsinizadas (cerca de 20 dias). As tripsinizacdes ou
passagens celulares permitram a duplicacao da garrafa de cultura, o que era feito a

cada sete dias a depender da velocidade do crescimento celular.
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Globo ocular ovino utilizado Dissecacdao para retirada da cornea
para a coleta da cornea

- S— p—
Fragmento de cornea Lavagem em MEM (3X) Raspagem da cornea

Aspiracdo das células Incubacao em garrafas

de cultivo ’_l

Migragéo celular a partir dos
fragmentos de cornea Formagé&o da monocamada
celular

Figura 12: Preparo de cultura priméria de células epiteliais de cornea
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2.3.2 Cultivo de fibroblastos renais por desagregacdo enzimatica

com tripsina

Na cabine de fluxo laminar o rim foi novamente lavado com soluc¢dao fisiolégica e,
com material cirdrgico estéril, foi dissecado a fim de se retiradar a capsula renal
(Figura 13) e secciona-lo longitudinalmente. A seguir, retirou-se toda a medula renal
e a camada cortical restante foi colocada em uma placa de Petri estéril onde foi
lavada trés vezes com tampéao fosfato salino (PBS) estéril. Assim como no caso da
cérnea, a cada lavagem era transferida para uma nova placa de Petri.

Com auxilio de um bisturi foram cortados fragmentos de 1mm? como indicado por
alguns autores (MASTERS, 2000; FRESHNEY, 2005). Estes fragmentos foram
lavados trés vezes com PBS a fim de retirar o sangue e os pedacos muito pequenos
que estavam excessivamente dilacerados. Os fragmentos de 1 mm? foram imersos
em solugdo de Tripsina —EDTA (0,05% e 0,02%) aquecida a 37°C, por 10 minutos.
Apés o tempo de acdo da tripsina, o sobrenadante foi aspirado e depositado em
tubos Falcon estéreis contendo meio completo com 10% de SFB no mesmo volume
do aspirado. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1000 RPMs e o
sobrenadante foi descartado, sendo adicionado novo MEM com 10% de SFB. ApGs
homogenizacédo retirou-se uma aliquota da suspensdo celular e contou-se em
camara de Neubauer. A concentracéo celular foi ajustada para 1 x 10° células/mL e
foram depositados 2 mL por garrafa de cultivo que foi incubada em estufa a 37°C e
5% de CO,. Apos 24 h adicionou-se mais 2 mL de MEM com 10% de SFB.

As culturas foram observadas periodicamente para verificar o crescimento celular
e 0 meio foi trocado quando necessario até a formacdo de um tapete confluente de

células. Ao atingir a confluéncia as células foram tripsinizadas.
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! - ]’ I——
- Fragmentagdo do cortex
Dissecacao para retirada renal Fragmentos de rim com
do cortex renal tripsina

i

. ~ Deposicdo da suspenséao celular
Centrifugacao Descarte do sobrenadante e na garrafa

ressuspensao celular |_!

Incubacao da garrafa
Células ainda néo aderidas Adeséo celular e formagéo da
monocamada de fibroblastos

Figura 13: Preparo de cultura priméria de fibroblastos renais por desagregacao
enzimatica
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2.3.3 Cultivo de fibroblastos renais pela técnica de explantes

Na cabine de fluxo laminar o rim foi novamente lavado com solucéo fisioldgica e,
com material cirdrgico estéril, foi dissecado a fim de se retiradar a capsula renal
(Figura 14) e secciona-lo longitudinalmente. A seguir, retirou-se toda a medula renal
e a camada cortical restante foi colocada em uma placa de Petri estéril onde foi
lavada trés vezes com PBS. Assim como no caso da cOrnea, a cada lavagem era
transferida para uma nova placa de Petri.

Com auxilio de um bisturi foram cortados fragmentos de 1mm? como indicado
por alguns autores (MASTERS, 2000; FRESHNEY, 2005). Estes fragmentos foram
lavados trés vezes com PBS a fim de retirar o sangue e os fragmentos muito
pequenos que estavam excessivamente dilacerados. Apos lavagem, os fragmentos
de 1 mm? foram umedecidos com MEM com 10% de SFB e com auxilio de uma
agulha estéril foram transferidos para um garrafa pequena de cultivo (25cm?)
umedecida com MEM + 10% de SFB. A garrafa foi levada a estufa com 5% de CO; a
37°C por 30 minutos para os fragmentos aderirem a garrafa. ApOs este periodo,
adicionou-se cuidadosamente 2 mL de MEM com 10% de SFB e incubou-se
novamente em estufa com 5% de CO, a 37°C. Apoés 24 h, adicionou-se mais 2 mL
de MEM com 10% de SFB. As culturas foram observadas diariamente para verificar
a migracéao de celular. O meio foi trocado quando necessario, até a formacédo de um

tapete confluente de células, quando as células foram entéo tripsinizadas.
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Limpeza e dissecacdo do rim

Retirada da capsula

I ']

Fragmentagado do cortex Garrafa com os fragmentos

Dissecacao para retirada renal de rim
do cértex renal

.

Incubagé&o por 30 minutos Acréscimo de MEM Fragmento de rim ainda sem
migracgao celular

I ']

Adesao celular e formacao da
monocamada de fibroblastos

Figura 14: Preparo de cultura primaria de fibroblastos renais pela técnica de
explantes
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2.3.4. Manutencéao e tripsinizacao das células

As células cultivadas foram observadas e monitoradas em microscopio
invertido a cada dois dias. Conforme necessério, o meio das garrafas foi substituido
por meio completo fresco (em torno de duas vezes por semana). Um indicativo da
necessidade de troca do meio de cultivo era a observacao de alteracao da coloracao
deste, indicando alteracdo de pH devido a atividade metabdlica celular intensa. As
células ndo viaveis oriundas do cultivo primério foram removidas na primeira
mudanca de meio.

Para ampliacdo do estoque celular as garrafas foram subcultivadas, na razao
de 1.1 em passagens subsequentes, sempre que as células apresentavam pelo
menos 80% de subconfluéncia. As células das garrafas comecaram a ser utilizadas
para os testes depois da quarta passagem. A partir dai as garrafas foram
tripsinizadas sempre que atingiram confluéncia; para manutencdo do estoque ou
para o preparo de suspensao celular para os testes de citotoxicidade ou atividade
antiviral.

Para tripsinizacdo, o meio da garrafa foi desprezado, o tapete celular foi
lavado com 2 mL da solucédo Tripsina —EDTA (0,05% e 0,02%) aquecida a 37°C e
depois a garrafa foi incubada em estufa a 37°C por 5 minutos com 2 mL desta
solucdo para obter individualizacdo celular. Apds observacdo da liberacdo das
células, em microscoépio invertido, a tripsina foi inativada pela adicdo de 4 mL de
MEM com 10% de SFB. O conteudo da garrafa foi transferido para um tubo Falcon e
centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos. Apés centrifugacdo o sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspendido em 2 a 8 mL de MEM com 10% de SFB, a
depender do tamanho do pellet e da finalidade da tripsinizacao.

Para o preparo de uma nova garrafa, foram adicionados 8 mL de meio e a
suspensao celular foi homogenizada e dividida nas duas garrafas.

Para o preparo de uma placa de 96 pocos era necessario conhecer a
concentracgdo celular. Desta forma, adicionou-se inicialmente 2 a 4 mL de MEM com
10% de SFB, a depender do tamanho do pellet, a suspensdo celular foi
homogenizada e entdo uma aliquota de 200 pL foi transferida para um eppendorf
contendo 200 pL de Azul de Tripan a 0,4% a fim de proceder-se a contagem celular.

Apods 5-10 minutos em contato com o Azul de Tripan, as células foram contadas em
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um hemocitdmetro (Camara de Neubauer). A quantidade de células por mililitro

(cel/mL) foi calculada com a seguinte formula:

n° total de células contadas x 10* x fator de diluic80 . _ 2 de células/mL
n° de quadrantes contados

A seguir, a suspensao celular era ajustada para a concentracao celular e volume

desejados.

2.4 Testes de citotoxicidade

Para a pesquisa da atividade antiviral de uma amostra qualquer é
indispensavel a avaliacdo prévia de sua possivel toxicidade em relacdo as células
permissivas ao virus em estudo. Neste trabalho a citotoxicidade foi avaliada por
duas metodologias: exclusdo do Azul de Tripan (adaptado de WEISENTHAL et al.,
1983 e STROBER, 1997) e reducdo do MTT (adaptado de MOSMANN, 1983 e
VALADARES, 2006 ). Todos os extratos e substancias isoladas foram testados pelo
método de exclusdo do Azul de Tripan e 0s extratos e substancias com toxicidade
muito elevada na dosagem inicial (préximo de 100%) foram testados pelo método de
reducdo do MTT.

Para realizacdo dos testes de citotoxicidade uma garrafa de cultura com
monocamada celular confluente era tripsinizada seguindo os passos da figura 15.

Apés tripsinizacdo, 100 pL da suspensdo celular a uma concentracdo de
2x10° células por mL de MEM com 10% de SFB foram depositados em cada poco
de uma microplaca de 96 pocos. Esta concentragéo celular foi adotada apds estudo
prévio, utilizando diferentes concentracées de células. Apés vinte e quatro horas de
incubacdo em estufa a 37°C, com 5% de CO,, tendo ocorrido confluéncia celular, o
meio de cultivo foi removido e 200 pL de meio fresco contendo os extratos ou as
substancia estudadas foi adicionado. Para o controle utilizou-se meio sem o0s

extratos e com as mesmas concentragdes dos diluentes dos extratos testados.
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As microplacas eram incubadas em estufa a 37°C, com 5% de CO; por 48
horas. Apés este periodo o meio foi descartado e as placas utilizadas para avaliacdo
da citotoxicidade pelo método de exclusdo do Azul de Tripan ou pelo método de
reducédo do MTT.
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Tripsimizacdo da monocamada @
com Tripsina-EDTA
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Jl Centrifugagéo

Descarte do sobrenadante e
ressuspensdo em MEM + 10% de SFB
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inoculagdo dos extratos ncubacao por

Teste do Azul de Tripan m Teste de MTT
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Descarte do sobrenadante e
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Jl Incubag&o por 5 minutos Il incubagso por 4h

Inativacdo com MEM + 10% de

Adicado de DMSO (100 pL)
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Adicéo do Azul de Tripan (120pL) Leitura em espectrofotdmetro
ﬂl 560nm

Leitura em camara de Neubauer

Figura 15: Preparo de placa para os testes de citotoxicidade pelos métodos de
exclusdo do Azul de Tripan e reducao do MTT.
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2.4.1. Teste de excluséo do Azul de Tripan

Apébs descarte do MEM da microplaca, as monocamadas foram tripsinizadas
com solucéo de tripsina-EDTA (0,05% e 0,02%) a 37°C, e incubadas por 5 minutos
em estufa a 37°C, com 5% de CO,. Apds verificado o arredondamento das células
ao microscoépio (indicativo de que uma célula se dissociou da outra) a tripsina foi
inativada com MEM + 10% de SFB e adicionou-se solugdo de Azul de Tripan a
0,4%, na proporcao de 1:1. A seguir as células viaveis e ndo viaveis foram contadas

em camara de Neubauer (Figura 16) e aplicou-se a seguinte formula:

Células viaveis x 100

Viabilidade celular (%) =
Células viaveis + células nao viaveis

A viabilidade do controle foi normalizada para 100%. A toxicidade das

substancias testadas foi calculada comparada ao controle com a seguinte férmula:

Viabilidade do teste x100

Toxicidade comparada ao controle (%) = 100 - ———
Viabilidade do controle

Inicialmente os extratos e as substancias isoladas foram testados a 100 e
10pg/mL, respectivamente. Quando a toxicidade era muito elevada (acima de 50%)

nestas concentra(;c“)es, eram testadas concentragc”)es menores.

Célula
nao-viavel

Célula
viavel

Figura 16: Células viavel (A) e ndo-viavel (B) observadas

pelo teste de exclusédo do Azul de Tripan
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Os testes foram realizados em triplicata, sendo calculada a média e o desvio
padréo de cada tratamento. Os resultados foram avaliados pelo teste Tukey com 5%
de significancia.

2.4.2. Teste dereducao do MTT

Foram testados pelo método do MTT os extratos e substancias com
toxicidade muito elevada na dosagem inicial (proximo de 100%) a fim de fazermos
uma curva para identificar a melhor concentracdo a ser usada nos testes antivirais.
Para o preparo do MTT, 5mg do sal de tetrazélio em p6 (Sigma®) foi diluido em 2mL
de PBS para obter uma solucédo estoque 2,5 mg/mL. O MTT foi mantido protegido da
luz a — 20°C.

Apés a retirada do meio das microplacas que haviam sido incubadas,
adicionou-se 40 uL da solugao estoque de MTT e incubou-se novamente por mais 4
h, a 37°C. Em seguida, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e adicionou-se
100 pL de DMSO.

As placas foram mantidas sob agitacdo durante 10 minutos para a
solubilizacdo dos cristais de formazana e a absorvancia correspondente a cada
amostra foi medida no leitor de espectrofotbmetro a 560nm. Os dados de

absorvancia obtidos em cada tratamento foram normalizados com a formula abaixo:

Toxicidade (%) =100 - _Abs. do tratamento — Abs. do branco X 100 .

Abs. do Controle — Abs.do branco

Abs. = absorvancia

A seguir foi calculada a média e o desvio padrdo da viabilidade obtida em
cada tratamento. A absorvancia, obtida das células controle ndo-tratadas, foi
considerada como 100% de viabilidade celular, como indicado por Mosmann (1983).

A leitura da absorbancia dos cristais de formazana é diretamente proporcional
a quantidade de células viaveis metabolizando o MTT (MOSMANN, 1983).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Linhagens celulares

Foi possivel estabelecer linhagens celulares finitas com os trés métodos
testados, podendo os mesmos ser utilizados para obtencao de linhagens de células
epiteliais e de fibroblastos. Entretanto, optamos pelo cultivo de células epiteliais de
cérnea, pela praticidade, menor tempo na fase | (fase de cultura priméaria) e maior
taxa de crescimento na fase Il. No método dos explantes renais houve uma certa
demora na transi¢cédo da fase 1 para a fase 2, talvez pelo tamanho dos explantes. No
método enzimatico houve muita morte celular no inicio, também dificultando a
formacdo da monocamada. Isto pode se dever a acdo da tripsina que apesar de
promover uma desagregacao mais completa, pode danificar as células (FRESHNEY,
2005). Tentamos em um segundo cultivo diminuir a concentragao de tripsina, mas a
guantidade de células recuperadas foi muito pequena. Outra desvantagem deste
método foi o gasto de reagentes para estabelecer o cutivo primario. Outras enzimas
como colagenase e dispase sdo menos nocivas, podendo ser uma opcao a tripsina.
Porém sua acéo depende do tipo de tecido que se deseja isolar (FRESHNEY, 2005).

A melhor proliferacdo das células epiteliais de cérnea, quando comparada ao
cultivo de fibroblastos renais pode dever-se ao alto turnover do epitélio corneano,
gue é parte integrante da superficie ocular e estd em constante regeneracgao.
Estima-se que o epitélio seja renovado (epithelial turnover) a cada sete a dez dias
(AMBROSIO JR, 2004).

3.2. Manutencéo das células

Para manutencdo das células, o meio recebia bicarbonato de sodio que
ajudava a manter o pH estavel. Entretanto, com o decorrer do cultivo observamos
gue o bicarbonato acrescido ao meio ndo estava sendo suficiente para tamponar o
mesmo, entdo foram acrescentados 2,38 g de tampédo HEPES (10 mM). O HEPES
fornece capacidade tamponante adicional as culturas e estabiliza o pH durante o
tempo em que as culturas estdo fora da incubadora e em atmosfera normal para

observacédo e manipulacdo. Vale salientar que a concentragédo de HEPES pode ser
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mantida em 10 mM se o SFB for usado como um complemento, uma vez que este
tem uma consideravel capacidade tamponante (MATHER e ROBERTS, 1998).

O SFB fornece nutrientes, hormonios e fatores de crescimento necessarios
para fungbes celulares, substancias para adesdo (por exemplo, fibronectina e
vitronectina) e inibidores de protease. Ele ainda apresenta acdo tamponante do pH
e se liga e inativa, ou sequestra, materiais toxicos, como compostos organicos,
tracos de metais e produtos secretados por células (MATHER e ROBERTS, 1998).

Para subcultivar as células utilizou-se solucdo de Tripsina-EDTA, que age
permitindo o "descolamento” das células dos frascos de cultivo e/ou a desagregacéo
das células entre si. A tripsina através de sua propriedade proteolitica age digerindo
e clivando proteinas intercelulares de adeséo e o EDTA quela os cations divalentes
livres (como Ca'™ e Mg™™), alterando a estabilidade das membranas, uma vez que as
proteinas de adesao celular necessitam de céalcio e magnésio para exercerem sua
funcdo (PERES e CURI, 2005).

3.3. Testes de citotoxicidade

Inicialmente foram realizados testes de citotoxidade com os dois tipos
celulares (células epiteliais e fibroblastos) e pudemos observar que tanto as células
epiteliais de cornea como os fibroblastos renais sdo adequados para realizacao
destes testes. Entretanto, para diminuir as variaveis no trabalho optamos por usar
um anico tipo celular para dar continuidade aos testes de citotoxicidade e atividade
antiviral.

Os resultados dos testes de atividade citotoxica com células epiteliais de
cérnea pelos métodos de exclusdo do Azul de Tripan e reducdo do MTT podem ser
observados nas tabelas 2a, 2b, 2c, 3a e 3b. As tabelas 2a, 2b, 2c apresentam os
dados brutos e os dados normalizados pela viabilidade do controle celular que foi
considerada como 100%.

Todos os extratos com toxicidade elevada (maior que 50%) foram testados
em concentragdes menores, como observado com o0s extratos de Cecropia,
Rheedia, Simaba e Jatropha (Tabela 2a). A citotoxicidade observada com os

extratos oriundos de frutos (casca e sementes de S.purpurea, S. tuberosa e G.
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americana) a 100ug/mL foi < 8,2%, exceto com as fibras do fruto dos extratos de
Cocos nucifera; provavelmente devido a presenca de taninos (JOHNSON et al.,
1986; MAGIATIS et al., 2001) normalmente encontrada neste extrato (BRIGIDA e
ROSA, 2003).

No tocante as algas, em todas com exce¢do da Ulva lactuca, observou-se
elevada toxicidade a 100pg/mL (>98,91%), sendo testadas em concentragdes
menores (Tabela 2b). As algas sao fontes de importantes substancias com
atividades antiinflamatorias, antibacterianas, antivirais, antifingicas, nematocidas,
antineoplasicas e imunossupressoras (EL GAMAL, 2010). Em uma tentativa de
encontrar novas drogas anticancer, muitas algas tém sido examinadas quanto a
citotoxicidade, exibindo potente acéo citotéxica contra varias linhagens de células
cancerosas (HARADA e KAMEI, 1997; MAYER e LEHMANN, 2001; EL GAMAL,

2010; KHANAVI et al., 2010)

No grupo das naftoquinonas também foi encontrada elevada citotoxicidade
(Tabela 2c), principalmente com a B-Lapachona (10) e Nor—B-Lapachona (11). A
citotoxicidade das naftoquinonas ja foi relatada anteriormente, principalmente em
linhagens de células tumorais (HUSSAIN et al, 2007) e pode estar relacionada com
suas acodes inibidoras de sistemas celulares reparadores. Como exemplo, destaca-
se 0 estresse oxidativo que provocam ao induzirem a formacao deletéria enddégena
de espécies bioativas derivadas do oxigénio, como ocorre no Trypanosoma cruzi.
Outra atividade marcante destas substancias, € a inibicdo do complexo das
topoisomerases, acao que provoca o desencadeamento da apoptose celular (DA
SILVA et al., 2003; LI et al., 2003). Estas acdes podem em parte explicar a acao
citostatica, ndo s6 para o agente patogénico em questao como para outras células.

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol (8), encontrado como
constituinte de varias plantas. Muitas atividades farmacoldgicas foram atribuidas ao
lapachol (8) e aos seus derivados semi-sintéticos, tais como acdo antineoplasica,
antibacteriana, antifingica, cercaricida, moluscicida (contra caramujos Biomphalaria
glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni), leishmanicida;
tripanossomicida, antimalarica (atividade contra Plasmodium falciparum),
antiinflamatéria, antiulcerante e antiviral (LIMA et al., 2002; FONSECA et al., 2003;
DA SILVA et al., 2003; HUSSAIN et al, 2007; EYONG et al, 2008). Esta gama de

acOes terapéuticas, em especial antiviral, nos levou a avaliar a citotoxidade das
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mesmas em concentracdes decrescentes a fim de detectar uma concentracdo com
citotoxidade menor que 50% para usarmos nos testes antivirais (Tabela 2c).

Os testes de citotoxicidade sdo essenciais para as fases iniciais de
desenvolvimento de drogas antivirais, uma vez que definem a concentracédo a ser
utilizada em etapas posteriores de avaliagdo. Além disso, evitam danos celulares e
asseguram a seletividade dos virus in vitro (EISENBRAND et al., 2002).

Como citado anteriormente, alguns extratos e substancias isoladas foram
testados pelo método do MTT a fim de identificarmos a melhor concentracéo a ser
usada nos testes antivirais. Na maioria dos extratos a citotoxicidade foi dose-
dependente, mas para algumas substancias esta correlacdo nao foi encontrada, iSso
pode se dever ao numero de células por poco ou pelo efeito ndo ser dose
dependente. Os resultados foram expressos em % de inibicdo apos aplicacdo da
formula descrita no item 2.4.2.
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Tabela 2a: Resultados da citotoxicidade dos diferentes extratos pelo teste de

exclusdo do Azul de Tripan
Familia / Espécie Parte Toxicidade (%)™ °
utilizada 100 pg/mL 50 pg/mL 10 pg/mL
Anacardiaceae
S. purpurea L. CF 10,03+0,85 (8,2) - .
S. purpurea L. S 9+0,6 (7,14) - -
S. tuberosa CF 3£0,3 (1,02)* - -
S. tuberosa S 9,8+0,78 (7,96) - -
Araliaceae
D. morototoni. CcC 2+0,2 (0,0)* - -
D. morototoni. Fr.CHCI; 5,7240,5(3,79) - -
Arecaceae
C. nucifera L. var. Typica FF 32,67+0,52 (30,6) - -
C. nucifera L. var. Nana FF 33,5+0,78 (31,45) - -
C. nucifera L. var. Typica FF 13,7+0,86 (11,03) - .
C. nucifera L. var. Nana FF 28,2+0,98 (26,0) - -
Boraginaceae
Cordia salzmanni DC. C 3,59+0,6 (0,64)* - -
Cecropiaceae
C. pachystachya Trécul F 92+4,2(91,76) 38,4£1,2 (35,8) -
C. pachystachya Trécul R 100£0 (100) 33,45+1,3 (30,7) -
C. pachystachya Trécul CR 100+0 (100) 24,8+0,85 (21,65) -
C. pachystachya Trécul C 100+0 (100) 41,941,3 (39,52) -
Clusiaceae
R. brasiliensis R 63+2,48(61,5) |20,53+0,9 (17,23) -
R. brasiliensis C 100+0 (100) 33,440,55 (30,67) -
Euphorbiaceae
J. mollissima CcC 59,1+1,21 (57,4) | 20,440,8 (17,08) -
J. mollissima C 18,14+0,75 (14,8) - .
Fabaceae
C. coriaceum. R 29,7+0,67 (26,86) - .
E. mulungu Mart. CcC 11,78+0,79 (8,2) - .
E. mulungu Mart. C 26,19+1,4 (23,2) - .
E. mulungu Mart. CR 23,5+0,7 (20,4) - -
Lythraceae
L. pacari A.St.-Hil. CcC 34,56+1,9 (31,9) - -
L. pacari A.St. F 10040 (100) 23,0341 (20,19) -
L. pacari A.St. Fr.acetado CC|90,22+1,88 (89,9) | 6,52+0,56 (3,07) -
L. pacari A.St. Fr. CHCI; CC | 3,91+0,73 (0,63)* - .
Olacaceae
X. americana L. F 25,23+0,9 (22,68) - .
Rubiaceae
G. americana L. CF 5,42+0,52 (1,5)* - -
G. americana L. S 4,85+0,19 (0,9)* - -
Simaroubaceae
S. mayana Casar R 100£0 (100)  |24,9640,9 (22,19)|13,8+0,94 (10,61)
S. mayana Casar CR 100£0 (100) 10040 (100)  |18,32+0,62 (15,3)
S. mayana Casar CcC 83,3+1,25(82,73) | 12,6540,58 (9,42) | 7,2340,49 (3,8)
S. mayana Casar C 100£0 (100)  |22,1+0,83 (19,24)|13,6+0,56 (10,41)
Controle 3,29+0,95 (0,0)

& CF- casca do fruto, S- semente, C — caule, CC- casca do caule, Fr.- fracdo, FF-fibra do fruto, F-folha, R-raiz,

CR-casca da raiz

®Os valores representam a média das repeticdes de cada tratamento + desvio padréo. Entre parénteses est o

valor normalizado pelo controle celular. * Nao difere significativamente do controle

¢ - ndo testado
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Tabela 2b: Resultados da citotoxicidade dos extratos de algas pelo teste de exclusao

do Azul de Tripan

Familia / Espécie

Parte utilizada /
solvente da extracdo

Toxicidade (%)°

100 pg/mL

50 pg/mL

10 pg/mL

Dictyotaceae

Dictyota cervicornis

Toda a alga / Agua

98,41+2,75 (98,35)

2,93+0,9 (0,0)* -

Dictyota cervicornis

Toda a alga / EtOH

1000 (100)

41,11+2,71 (38,91) 3,61+ 0,54 (0,0)*

Phaeophyceae

Padina boergesenii | Toda a alga / EtOH 100+0 (100) 3,37£ 0,35 (0,0)* -

Sargassaceae

Sargassum vulgare | Toda a alga/ EtOH 99,26+0,66 52,36£3,96 (50,58)| 3,47+0,65 (0,0)*
(99,23)

Ulvaceae

Ulva lactuca Toda a alga / Agua 12,2741,81 (9,0) - -

Controle 3,6+0,57 (0,0)

%0s valores representam a média das repeticdes de cada tratamento + desvio padrdo. Entre parénteses esté o
valor normalizado pelo controle celular. * N&o difere significativamente do controle

P _: ndo testado

Tabela 2c: Resultados da citotoxicidade das substancias pelo teste de excluséo do

Azul de Tripan

Classe / substancia

Toxicidade (%)"°

10 pg/mL

1 pg/mL

0,1 pg/mL

Naftoquinonas

Lapachol (8)

16,92+2,7 (14,23)

12,53+1,8 (9,7)

7,72+1,13 (4,73)

a-Lapachona (9)

75,8+0,88 (75)

26,57+0,85 (24,2)

6,15+0,88 (3,11)*

B-Lapachona (10)

1000 (100)

1000 (100)

11,17+0,96 (8,29)

Nor —3-Lapachona (11)

1000 (100)

96,75+1,26 (96,65)

5,44+ 0,7 (2,38)*

Sesquiterpenos

Emotina A (12)

98,610,88 (98,55)

Emotina B (13)

3,9+0,36 (0,0)*

13,7+1,47 (10,20)

Emotina F (14)

89,55+2,14 (89,12)

25,610,78 (22,58)

Emotina D (15)

98,5+1,31 (98,44)

13,57+ 1 (10,06)

Emotina G (16)

98,87+1,2 (98,82)

15,30,62 (11,88)

Emotina A 2 Desoxi (17)

1000 (100)

23,610,88 (20,52)

Emotina A 1 hidroxi 2 desoxi (18)

99,62+0,6 (99,60)

15,8+0,59 (12,39)

Antirretroviral

Efavirenz (32)

1000 (100)

5,9740,84 (2,16)*

Controle

3,9+0,61 (0,0)

®0s valores representam a média das repeticdes de cada tratamento + desvio padrdo. Entre parénteses esta o
* N&o difere significativamente do controle

valor normalizado pelo controle celular

P _: nao testado
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Tabela 3a: Resultados da citotoxicidade dos diferentes extratos pelo teste de

reducdo do MTT

Familia / Espécie

Parte utilizada

Toxicidade (%)*°

100 pg/mL | 10 pg/mL 1 pg/mL
Cecropiaceae
Cecropia pachystachya Trécul Folha 88,45+3,6 | 34,88+2,3 | 25,76+3,14
Cecropia pachystachya Trécul Raiz 80,23+2,4 | 35,66+3,21 25,4542
Cecropia pachystachya Trécul Casca da raiz 57,572 31,47+2,1 13,08+1
Cecropia pachystachya Trécul Caule 53,91£3 23,11+£2,23 | 20,96+1,08
Clusiaceae
R. brasiliensis (Mart.) Planch. & Triana Caule 91,1243,47 | 31,36%2,5 | 24,02+1,89
Euphorbiaceae
Jatropha curcas L. Raiz 31,91+2,05 | 26,46+0,98 -
Fabaceae
Erythrina mulungu Mart. Caule 4,22+0,68 0,0+0,45 -
Simaroubaceae
Simaba mayana Casar Raiz 90,30+4,3 | 29,44+1,67 | 10,20+1,3
Simaba mayana Casar Casca daraiz | 93,80+3,21 | 47,82+2,97 | 26,26+1,2
Simaba mayana Casar Casca do caule | 89,99+2,08 | 23,02+0,98 | 8,80+0,88
Simaba mayana Casar Caule 97,20+2,14 | 32,12+3,05 |25,45+1,21
Controle 0,0

%0s valores representam a média das repeticdes de cada tratamento + desvio padrao.

P _: ndo testado

Tabela 3b: Resultados da citotoxicidade dos extratos de algas pelo teste de

reducdo do MTT

Familia / Espécie |Parte utilizada / solvente Toxicidade (%)

da extracao 100 pg/mL 10 pg/mL 1 pg/mL
Dictyotaceae
Dictyota cervicornis Toda a alga / Agua 88,32+1,47 31+1,58 6,70+1,07
Dictyota cervicornis Toda a alga / EtOH 98+2,83 24,90+2,3 8,67+1
Phaeophyceae
Padina boergesenii Toda a alga / EtOH 98,60+3,2 22,4+1,7 0,0+0,32
Sargassaceae
Sargassum vulgare Toda a alga / EtOH 89,20+4,07 38,56+1,31 10,21+0,84
Controle 0,0

Os valores representam a média das repeticdes de cada tratamento + desvio padrdo. ° -: ndo testado

Tabela 3c: Resultados da citotoxicidade das substancias pelo teste

de reducdo do MTT

Classe / substancia

Toxicidade (%)

10 pg/mL 1 pg/mL 0,1 pg/mL
Naftoquinonas
Lapachol (8) 21,09+1,05 0,040,61 1,7+0,82
a-Lapachona (9) 66,16+2,89 0,0+0,36 4,3440,74
B-Lapachona (10) 81,98+2,5 82,14+3,4 15,84+42,8
Nor —B-Lapachona (11) 80,24+3,61 | 74,37+2,38 6,08+1,3
Sesquiterpenos
Emotina A (12) 47,73+2,1 10,27+,84 0£0,26
Emotina D (15) 27,3841,76 | 38,14+1,12 3,4+0,89
Emotina G (16) 63+2,3 24,10+0,8 5+0,98
Emotina A 2 Desoxi (17) 46,7512 3,58+0,97 0,0+0,45
Emotina A 1 hidroxi 2 desoxi (18) 62,95+1,76 46,79+2,1 7,8+0,87
Controle 0,0

@ Os valores representam a média das repeticbes de cada tratamento + desvio padréo.

P _: ndo testado
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspectos gerais do HIV

Os retrovirus sdo virus RNA pertencentes a familia Retroviridae, que tem
como importante caracteristica a presenca da enzima transcriptase reversa (TR) que
permite que o RNA viral dé origem a dupla fita de DNA pro-viral (CLEMENTS e
PAYNE, 1994). Esta familia é dividida em trés subfamilias que diferem em suas
propriedades biologicas: Oncornavirinae, Spumavirinae e Lentivirinae (SONIGO et
al., 1985). A subfamilia Lentivirinae alberga o género Lentivirus, que compreende um
grupo unico de patdégenos que afeta grande quantidade de animais, incluindo o
homem. O prefixo "lenti* (It. lento = lento) caracteriza a maioria das doencgas
associadas com as lentiviroses, que em geral tem um longo periodo assintomatico
antes do estabelecimento dos sinais clinicos e em geral uma lenta, mas inexoravel
progressdo para a morte (CAMPBELL e ROBINSON, 1998). O mais notorio e
mundialmente importante Lentivirus € o HIV, causador da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (VAISHNAV e WONG-STAAL, 1991; CAMPBELL
e ROBINSON, 1998). Poréem, o género Lentivirus também alberga os virus da
imunodeficiéncia simia (SIV), felina (FIV) e bovina (BIV), além dos virus da anemia
infecciosa equina, artrite encefalite caprina e o0 virus maedi-visna (MVV)
(CLEMENTS e PAYNE, 1994).

O HIV é classificado em dois tipos: HIV-1 e HIV-2, que compartilham uma
identidade genética de 40-50%. HIV-1 é responsavel pela maior parte dos casos de
AIDS, enquanto o HIV-2 é menos patogénico e parece prevalecer apenas na Africa
Ocidental (BROOKS et al., 2000; TORO et al., 2007). As cepas de HIV-1 foram
divididas em 3 grupos: grupo M (main ou principal), grupo O (outlier) e grupo N (néo
M, ndo O). O grupo M é responsavel pela atual pandemia, e € dividido em 9 subtipos
(A-D, F-H, J, K) e estes, por sua vez, em subsubtipos e em formas recombinantes
circulantes. O grupo O € endémico em Camardes, onde é responsavel por 1-6% dos
casos de infeccédo, enquanto na Europa e nos Estados Unidos tem sido relatado
esporadicamente. O grupo N é muito raro, com menos de uma dezena de casos

relatados, todos em pessoas procedentes de Camardes. O HIV-2 é composto de 8
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genotipos (A-H). Apenas os gendtipos A e B tém importancia epidemiolégica, sendo
0S genotipos mais prevalentes. Entretanto, a classificagdo do HIV tem aumentado
em complexidade, devido a recombinacéo genética frequente (TORO et al., 2007).

Os virions (particulas virais completas) do HIV medem em torno de 100 nm de
didmetro e possuem envelope lipoprotéico ligeiramente esférico (Figura 17), no qual
estdo inseridas as glicoproteinas virais (gpl120 e gp41l). Logo abaixo do envelope
encontra-se a matriz protéica e o capsideo cilindrico que encerra o genoma viral
formado por duas fitas simples sense de RNA linear; as enzimas transcriptase
reversa (TR), protease (PR) e integrase (IN) e as proteinas Vif, Vpr e Nef (BROOKS
et al., 2000; SIERRA et al., 2005).

gpl20

Integrase

Protease

Figura 17: Diagrama do HIV. Adaptado de SIERRA et al., 2005

O genoma do HIV é mais complexo que dos retrovirus oncogénicos, contendo
alguns genes de replicacao adicionais (BROOKS et al., 2000).

O HIV possui os trés genes estruturais gag, env e pol comuns aos retrovirus
(Figura 18), e ainda, os genes regulatoérios tat, rev e nef, e 0os genes acessorios Vif,
vpr e vpu (no HIV-1) ou vpx (no HIV-2) (FRANKEL e YOUNG, 1998; BROOKS et al.,
2000). Os genes estruturais codificam as poliproteinas Gag, Env e Pol, que séo
subsequentemente clivadas pelas proteases virais em proteinas individuais. As
guatro proteinas Gag; MA (matriz, p17), CA (capsidio, p24), NC (nucleocapsidio, p7)
e p6, e as duas glicoproteinas Env; SU (superficie, gp120) e TM (transmembrana,
gp4l), sdo componentes estruturais que formam o capsideo e o envelope viral
(VAISHNAV e WONG-STAAL, 1991; FRANKEL e YOUNG, 1998).
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As trés proteinas Pol; PR (protease, pl11), TR (transcriptase reversa, p66/p51)
e IN (integrase, p32) provéem algumas funcdes enzimaticas essenciais e também
sdo encapsuladas com a particula viral (VAISHNAV e WONG-STAAL, 1991;
FRANKEL e YOUNG, 1998).
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Figura 18: Organizagcdo do genoma do HIV. O tamanho dos genes e proteinas

codificadas ndo esta em ecala. Fonte: FREED, 2004

O HIV codifica ainda seis proteinas adicionais, das quais trés (Vif, Vpr e Nef)
sdo encontradas na particula viral. A proteina Vif esta associada a infectividade viral
e ao controle da producdo das particulas virais infecciosas (CLEMENTS e PAYNE,
1994), a Vpr contribui para o transporte do DNA pro-viral para o nucleo da célula
infectada e a Nef ajuda a diminuir os niveis celulares de CD4, MHC classe | (ALI et
al., 2009) e MHC classe Il (FRANKEL e YOUNG, 1998; CHAUDHRY et al., 2009) As
proteinas Tat e Rev estdo envolvidas com a regulacdo da expressao génica
(CLEMENTS e PAYNE, 1994; FRANKEL e YOUNG, 1998) e a proteina
transmembrana Vpu, diminui a expressao de CD4, MHC classe Il e promove a
liberacdo dos novos virions (HUSSAIN et al, 2008).

1.2. Replicacao do HIV

A caracteristica mais marcante da infeccdo por HIV é a deplecao seletiva de
linfocitos T CD4+, entretanto, este virus também infecta mondcitos, macréfagos,
células de Langerhans, entre outras (VAISHNAV e WONG-STAAL, 1991; PECANHA
et al, 2002).
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A infeccéo pelo HIV comeca com a etapa de adsor¢do que compreende a
ligacdo do virion a superficie da célula alvo (Figura 19). Esta € mediada por uma
interacdo de alta afinidade entre o dominio extracelular da glicoproteina viral gp120 e
receptores celulares especificos, sendo o CD4 o principal receptor para HIV-1 e HIV-
2. Entretanto, apenas a interacao gp120-CD4 néo é suficiente para a entrada do HIV
na célula. Um grupo de receptores de quimiocinas (pertencentes a familia de
receptores acoplados a proteina G), CCR5 e CXCR4 tém sido identificados como os
principais correceptores in vivo para o HIV-1 (SIERRA et al., 2005). Assim, apés a
ligacdo da gp120 ao receptor celular CD4, ocorrem alteragdes conformacionais que
facilitam a ligacado ao correceptor e subsequente entrada viral (FRANKEL e YANG,
1998; ADAMSON e FREED, 2008). A sequéncia de aminoacidos de uma regiao da
gp120 determina a ligacdo preferencial a CCR5, CXCR4 ou a ambos (HUGHES et
al., 2008). A entrada do virus ocorre apos fusdo do envelope viral com a membrana
celular, um processo facilitado pela glicoproteina gp41 (YANG et al., 2001).

A fusdo das membranas viral e celular resulta na criacdo de um poro que
conecta o interior do virion com o citoplasma da célula alvo, facilitando a entrada do
capsideo viral no citoplasma da célula do hospedeiro (YANG et al., 2005; TILTON e
DOMS, 2010). Segue-se entdo a etapa de desnudamento que envolve fatores
celulares e as proteinas virais MA, Nef e Vif (SIERRA et al., 2005) e consiste na
liberacdo do contetddo do capsideo (RNA gendmico e as proteinas MA, TR, IN e
Vpr), para o citoplasma (FRANKEL e YANG, 1998).

Native CD4 Coreceptor > Membrane
Trimer . Binding Binding Fusion
T

Host Membrane o " N - six-helix bundle

Figura 19: Modelo do processo multi-etapas da entrada do HIV na célula do
hospedeiro. Fonte: TILTON e DOMS, 2010.
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Uma vez no citoplasma, o genoma viral RNA é retrotranscrito para uma fita
dupla de DNA pro-viral, pela TR viral (Figura 20) (SIERRA et al., 2005). Apos a
transcricdo reversa o DNA pro-viral € associado com proteinas virais e celulares em
um grande complexo nucleoprotéico de pré-integracao (PIC) que € transportado para
0 nucleo celular através do poro nuclear. Além de importantes fatores celulares, trés
proteinas do HIV associadas ao PIC (MA, Vpr e IN), desenvolvem papel crucial
neste transporte (SUZUKI e CRAIGIE, 2007; CHRIST et al, 2008).
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Figura 20: Replicacdo do HIV. Fonte: GOLAN et al., 2008.
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A dupla fita de DNA linear do PIC € inserida no cromossomo do hospedeiro
pela IN viral (SIERRA et al.,, 2005, CIUFFI e BUSHMAN, 2006). Depois da
integracdo, ocorrem as primeiras transcricdes do DNA pro-viral pela RNA polimerase
Il celular, produzindo RNAs virais (gendmico e mensageiro) (CIUFFI e BUSHMAN,
2006) que sao transportados através da membrana do nudcleo. No citoplasma, as
fitas de RNAm viral sdo traduzidas produzindo as poliproteinas que dardo origem as
proteinas virais (SIERRA et al., 2005).

As proteinas Env migram e se inserem na membrana plasmatica. As
poliproteinas Gag e Gag-Pol também se movem para a membrana celular e
comecam a montagem do virion direcionada pela poliproteina Gag. Além disso,
enzimas virais, RNA gen6mico e compostos celulares se associam no
nucleocapsidio imaturo. Mais tarde, este complexo brota através da membrana
plasmatica produzindo um virion imaturo (SIERRA et al., 2005).

O brotamento dispara a ativacdo da PR que autocataliticamente cliva as
poliproteinas Gag e Gag-Pol liberando as proteinas estruturais e as enzimas. As
proteinas individuais sofrerdo futuras interacdes, de maneira que as proteinas CA e
NC formem o nucleocapsideo conico e a MA fique associada ao envelope viral
(SIERRA et al., 2005). O processamento das proteinas virais pela protease leva a

formacédo das particulas virais maduras e infecciosas (CIUFFI e BUSHMAN, 2006).

1.3 Farmacos usados naterapia antirretroviral

O beneficio clinico da terapia antirretroviral € determinado pela magnitude e
duracdo da supressdo do RNA do HIV no plasma. O principio central da terapia
consiste em inibir a replicacéo viral da maneira mais completa e duradoura possivel,
evitando ao maximo a toxicidade. Isso requer a administracdo simultanea de
multiplos farmacos. A adesédo a esquemas complexos é dificil para muitos pacientes,
e a ndo-adesao ao tratamento constitui uma importante causa de falha terapéutica e
morte. Em um estudo de pacientes aos quais foram prescritos inibidores da protease
do HIV mais inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa, foi necessaria uma
adesdo ao tratamento de pelo menos 95% para se obter uma resposta Gtima
(BRUNTON et al., 2006).
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O tratamento e a erradicacdo do HIV sédo os dois maiores desafios médicos
do nosso tempo (DAHL et al.,, 2010). Entretanto, a terapia antiviral enfrenta trés
grandes obstaculos: 1) a possivel interferéncia com o metabolismo celular normal,
levando a efeitos citotoxicos; 2) a variabilidade genética dos virus, produzindo
mutantes resistentes aos farmacos e 3) a inabilidade dos agentes antivirais para
erradicar a infeccéo viral latente (HURAUX et al., 1990).

Para replicar-se, 0s virus incorporam-se aos mecanismos metabdlicos da
célula hospedeira. Em conseqiiéncia, existem menos diferencas entre os virus e
seus hospedeiros humanos passiveis de serem explorarados no desenvolvimento de
farmacos do que aquelas observadas entre bactérias e seres humanos. E também
mais dificil desenvolver agentes ativos contra um amplo espectro de virus do que
contra as bactérias. Essa dificuldade advém do fato de que os virus constituem um
grupo heterogéneo de agentes infecciosos, enquanto as bactérias compartilham, em
sua maioria, uma estrutura de parede celular comum e mecanismos distintos de
transcricdo e traducdo. Apesar desses obstaculos, todos os virus codificam
proteinas que diferem consideravelmente das proteinas correspondentes humanas.
Em principio, muitas dessas proteinas poderiam atuar como alvos para agentes
antivirais. Na pratica, entretanto, apenas serviram, até 0 momento, como alvos uteis
para a terapia farmacoldgica. (GOLAN et al., 2009). No que concerne ao HIV,
algumas de suas proteinas ja foram purificadas e caracterizadas para facilitar o
planejamento de drogas capazes de inibir seletivamente uma enzima-chave, como a
transcriptase reversa ou a protease (KATZUNG, 2006).

No caso da AIDS, a descoberta muito rapida de agentes antirretrovirais
eficazes foi possivel gracas a programas de desenvolvimento de farmaco ja
estabelecidos para outras doencas, incluindo cancer, hipertenséo e outras infeccées
virais. Os laboratoérios farmacéuticos ja haviam produzido anteriormente numerosos
analogos nucleosidicos como agentes antivirais e antineoplasicos potenciais. A
capacidade do crescimento do HIV em culturas de células permitiu a triagem desses
agentes quanto a sua atividade. Através de um processo intensivo, foram testados
milhares de compostos, e 0s principais compostos promissores foram modificados
para potencializar a atividade anti-HIV, minimizar a toxicidade e melhorar a
biodisponibilidade (BRUNTON et al., 2006). A selecdo de novos agentes antivirais
tem como desafio a busca de inibidores especificos das fun¢bes virais que sejam

eficazes e apresentem um baixo nivel de toxicidade.
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Teoricamente todas as etapas do ciclo de replicagéo viral representam alvos
para a terapia antirretroviral, Entretanto, atualmente as classes de farmacos usadas
para combater o HIV incluem: inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos (ITRN), inibidores da transcriptase reversa n&o-anadlogos de
nucleosideos (ITRNN) e inibidores de protease (IP). Recentemente, foram
introduzidos no arsenal terapéutico anti-HIV, um inibidor de integrase (raltegravir) e
inibidores da entrada do virus na célula, como é o caso do inibidor da fusdo virus-
célula (enfuvirtida) e do antagonista de CCR5 (maraviroque) (BRASIL, 2008;
HUGHES et al., 2008; BRASIL, 2009).

1.3.1 Inibidores da Transcriptase Reversa Analogos de
Nucleosideo (ITRN)

Os ITRN séao “pro-drogas”, pois apds absorgéo, precisam ser trifosforilados
por cinases intracelulares para se tornarem ativos (BRUNTON et al., 2006). Esta
dependéncia da fosforilagdo celular, em alguns momentos pode prejudicar a agao
destes farmacos, pois ja foi verificado que em alguns casos de resisténcia a
determinados antirretrovirais o que estava causando a menor eficacia do farmaco
era a inadequada fosforilacdo do mesmo, fazendo com que a substancia inativa se
acumulasse na célula (TURRIZIANI et al., 2000).

Eles atuam como inibidores competitivos, ou como um substrato alternativo
da TR, competindo com os nucleosideos celulares e diferindo deles apenas por uma
modificacdo na molécula de ribose (Figura 21). Zidovudina (AZT, 20) e estavudina
(d4T, 21) sdo analogos da timidina (19), zalcitabina (ddC, 23), lamivudina (3TC, 24)
e emtricitabina (FTC, 25) sdo analogos da desoxicitidina (22), abacavir (ABC, 27) e
didanosina (ddl, 28) analogos da desoxiguanosina (26) e o tenofovir (TDF, 30)
analogo da desoxiadenina (29).

Como os ITRN carecem de um grupo 3"-hidroxila, a incorporacdo ao DNA
interrompe o0 alongamento da cadeia. Como atuam em uma etapa inicial e essencial
da replicacdo do HIV, os agentes dessa classe impedem a infeccdo aguda das
células suscetiveis, mas exercem pouco efeito sobre as células ja infectadas pelo
HIV (BRUNTON et al., 2006).
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Figura 21: Estruturas dos desoxinucleosideos e dos farmacos ITRN
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1.3.2 Inibidores da Transcriptase Reversa Nao-Analogos de
Nucleosideo (ITRNN)

Os ITRNN constituem uma classe de compostos sintéticos clinicamente
distintos, que blogueiam a atividade da TR por interagdo em um sitio diferente do
sitio catalitico produzindo uma inibicdo alostérica da enzima (YANG et al., 2001;
PECANHA et al, 2002; BRUNTON et al., 2006). Eles se ligam diretatamente e nao
competitivamente & TR (WARNKE et al., 2007). Os ITRNN podem ser considerados
um grupo de potentes inibidores da TR, tendo uma consideravel diversidade
estrutural (Figura 22), mas mostrando certas caracteristicas comuns em sua acao
inibitéria (YANG et al., 2001). Esses agentes compartilham ndo apenas um
mecanismo de acdo comum, mas também algumas toxicidades e perfis de
resisténcia. Ao contrario dos ITRN, os ITRNN né&o sofrem fosforilagdo. Além disso,
mostram-se ativos apenas contra o HIV-1, mas ndo contra o HIV-2. Todos os
compostos nessa classe sdo metabolizados pelo sistema CYP450 e, portanto, estdo
sujeitos a interacdes farmacoldgicas (BRUNTON et al., 2006; HUGHES et al., 2008).

A maior limitacdo dos ITRNN esta no fato de que pequenas mutacdes no seu
sitio de ligacdo a TR podem produzir altos niveis de resisténcia, incluindo resisténcia
cruzada entre alguns grupos de ITRNN (HUGHES et al., 2008).

1

Nevirapina (31) Efavirenz (32)

Figura 22: Estruturas dos farmacos ITRNN

1.3.3 Inibidores da protease

Os inibidores de protease (Figura 23) se assemelham aos substratos da PR do

HIV e atuam através de sua ligacao reversivel com o sitio ativo da PR. Essa ligagéo
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impede a clivagem pela protease dos polipeptidios precursores virais e bloqueia a

maturacdo subsequente dos novos virus (BRUNTON et al., 2006, HUGHES et al.,

2008).
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Figura 23: Estruturas dos farmacos inibidores de protease
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1.3.4 Inibidores da Integrase

Desde o descobrimento da enzima integrase como um possivel alvo
terapéutico, varias substancias testadas apresentaram atividade inibitoria da enzima
integrase in vitro, porém poucos inibidores passaram para a fase de testes clinicos.
O raltegravir (41, Figura 24) é atualmente o Unico farmaco desta classe aprovado
pelo Food and Droog Administration (FDA) e em uso no Brasil (Tabela 4). Ele inibe a
transferéncia da fita de DNA proviral e previne sua incorporacdo no DNA da célula
hospedeira (ADANSOM e FREED, 2008; HUGHES et al., 2008). Um outro produto
inibidor da integrase, o elvitegravir (42), ja esta em fase de testes clinicos
(ADANSOM e FREED, 2008).
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Raltegravir (41)

Figura 24: Estrutura dos inibidores de integrase raltegravir e do elvitegravir.

1.3.5 Inibidores da entrada do virus na célula

Todos os virus precisam infectar células para a sua replicacdo. Por

conseguinte, a inibicdo da etapa inicial de fixacdo e entrada dos virus proporciona
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uma medida “preventiva” contra a infeccao e, assim, pode limitar a disseminacéo do
virus pelo organismo (GOLAN et al., 2009).

Como a entrada do HIV na célula alvo envolve um mecanismo complexo de
multi-etapas, os agentes farmacolégicos que interferem neste processo formam um
grupo de compostos heterogéneos com mecanismos de acdo distintos (TILTON e
DOMS, 2010). A enfuvirtida (T-20) (43, Figura 25) € um polipeptideo constituido de
36 aminoéacidos que se liga a gp4l inibindo a fusdo da membrana viral com a
membrana da célula hospedeira (CUNICO et al., 2008; HUGHES et al., 2008),
enquanto o maraviroque (44, Figura 26) se liga ao correceptor celular CCR5
produzindo uma alteracdo conformacional que impede sua ligacdo com a gp120 do
HIV-1. O uso de inibidores de CCR5 é indicado na infec¢ao inicial com alto contetdo
de CD4. Nos estagios posteriors da doenca os virus utilizam os correceptores
CXCR4 (HUGHES et al., 2008).

Figura 25: Estrutura da enfuvirtida (43). Fonte: CUNICO et al, 2008.
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Figura 26: Estrutura do maraviroque (44). Fonte: CUNICO et al, 2008.

1.4 Terapia Antirretroviral no Brasil

Desde 1996, ano da publicacdo da Lei 9.313, o Ministério da Saude vem
garantindo o acesso ao tratamento antirretroviral a todas as pessoas que vivem com
HIV e que tenham indicac&o de recebé-lo, conforme as recomendacdes terapéuticas
vigentes no Brasil. Essas recomendac¢fes sao revistas e atualizadas a medida que
novos medicamentos sdo registrados no pais ou que novas evidéncias demonstrem
necessidade de mudancas nas estratégias de terapia antirretroviral. A recente
historia de ampla utilizacdo da terapia antirretroviral altamente ativa (TARV) em
nosso pais resultou no reconhecido impacto do programa brasileiro de DST/AIDS:
melhora nos indicadores de morbidade, de mortalidade e qualidade de vida dos
brasileiros que realizam tratamento para o HIV e AIDS. Por outro lado, contribuiu
para o desenvolvimento do perfil crénico-degenerativo assumido pela doenca na
atualidade. Parte das pessoas que estdo em uso de TARV ha mais tempo, convivem
com efeitos da toxicidade dos medicamentos, como, por exemplo, a lipodistrofia e/ou
com variantes virais resistentes ao tratamento.

Atualmente 18 medicamentos estdo registrados na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e séo utilizados na TARV (Tabela 4). A TARV corrente
geralmente inicia com a combinacao de trés farmacos, sendo dois ITRN associados
a um ITRNN ou a um IP. Esta terapia é manejada de acordo com o aparecimento de

resisténcia, toxicidade e co-morbidades (AIDS, 2010).
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Tabela 4: Relacdo dos medicamentos antirretrovirais distribuidos no Brasil.

CLASSE MEDICAMENTO

Inibidores da Transcriptase Reversa  Abacavir (ABC, 27) - Importado

Analogos de Nucleosideo (ITRN) Didanosina (DDI, 28) - Importado
Estavudina (d4T, 21) - Nacional
Lamivudina (3TC, 24) - Nacional
Zidovudina (AZT, 20) - Nacional
Tenofovir (TDF, 30) - Importado
Associagdo AZT +3TC - Nacional

Inibidores da Transcriptase Reversa Nevirapina (NVP, 31) — Nacional

N&o-analogos de nucleosideo Efavirenz (EFV, 32) - Nacional
(ITRNN)
Inibidores da Protease (IP) Amprenavir (APV, 33) - Importado

Darunavir (DRV, 34) — Importado
Saquinavir (SQV, 35) - Nacional
Fosamprenavir (FPV, 36) - Importado
Indinavir (IDV, 37)- Nacional
Lopinavir/ritonavir (LPV/r) - Importado
Atazanavir (ATV, 39) - Importado
Ritonavir (RTV, 40) - Importado

Inibidores da Integrase Raltegravir (RAL, 41)- Importado

Inibidores da Fuséao Enfuvirtida (T-20, 43) - Importado

Fonte: AIDS, 2010

1.5 Produtos naturais com ac¢ao anti-HIV

Existem quatro processos basicos que podem ser utilizados na selecdo de
plantas a serem testadas numa triagem antiviral: a) escolha randémica de plantas; b)
selecdo baseada em estudos etnobotanicos e/ou etnofarmacolégicos; c) escolha
através de dados pré-existentes na literatura e d) abordagem quimiotaxonémica
(VLIETINCK et al., 1997).
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As plantas se apresentam como uma boa alternativa para a descoberta de
novas substancias, uma vez que estima-se que 25% dos medicamentos comumente
utilizados, em diversas enfermidades, contém compostos isolados de plantas
(MUKHTAR et al., 2007).

A busca por antivirais vem sendo focalizada em compostos que interfiram em
varias partes do ciclo de replicacdo viral (COS et al, 2004). Desta forma, muitos
extratos vegetais tém sido testados em um screening antiviral primario em cultivos
celulares (AYISI e NYADEDZOR, 2003; MANGANELLI et al, 2005) para verificar
uma potencial acdo antiviral. Este tipo de teste ndo € especificamente baseado no
mecanismo de acdo, mas facilita a identificacdo de produtos naturais que bloqueiam
diferentes etapas do ciclo de replicacéo dos virus (YANG et al., 2001).

Os produtos naturais podem ser agrupados de acordo com seus mecanismos
inibitérios sobre o HIV. Desta forma, temos extratos vegetais e compostos isolados
gue atuam na inibicdo: (1) da penetracao do virus na célula hospedeira (inibicdo da
ligac&o do virus a superficie celular e da penetracéo viral na membrana celular); (2)
da transcricdo reversa do RNA viral para DNA pro-viral; (3) da integracdo do DNA
pré-viral ao genoma do hospedeiro; (4) do processamento dos polipeptideos virais
pela protease e (5) da montagem do genoma e proteinas virais dentro da particula
viral para a maturacédo final e liberacdo das particulas infecciosas virais maduras.
Existem também aqueles que ainda ndo possuem 0 seu mecanismo de acao
completamente elucidado, mas que demonstraram acéo antiviral pela inibicdo dos

efeitos citopaticos do HIV.

1.5.1 Inibicdo da entrada do virus na célula

A entrada do HIV-1 na célula hospedeira é essencial para que o virus
estabeleca uma infeccdo produtiva, e desta forma, representa um importante alvo
para a prevencéo da infeccdo e subsequente transmissdo do HIV-1 (ADAMSON e
FREED, 2008). Nesta fase inicial da infeccéo, as etapas geralmente exploradas para
a pesquisa de agentes antivirais sao ligacdo da gp120 do virus ao receptor CD4 ou
aos correceptores celulares (CCR5 e CXCR4) e a penetracao viral na membrana
celular (DE SOUZA e DE ALMEIDA, 2003; TILTON e DOMS, 2010). A prevencéao da

fusdo do virus com a membrana da célula hospedeira geralmente se da pelo
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blogueio da glicoproteina transmembrana viral gp4l. O bloqueio da fusdo celular,
também bloqueia a transmissdo célula-célula do virus HIV (YANG et al., 2001).
Outra forma de inibir a penetracdo do virus € a internalizagdo dos receptores
celulares CD4, CXCR4 e CCR5, como observado com o diterpeno SJ23B (43)
isolado da Euphorbia hyberna (BEDOYA et al., 2009). Vérias plantas testadas tem
apresentado forte inibicdo da entrada do HIV na célula (Tabela 5) e algumas
possuem substancias capazes de inibir mais de uma etapa do ciclo viral como € o
caso da corilangina (48) e da geraniina (49) que bloqueiam gpl120, TR e IN. O
extrato de folhas do Phyllanthus amarus apresentou atividade anti-HIV in vitro e in
vivo (NOTKA et al., 2004), o que demonstra o real potencial das plantas medicinais
para o combate desta infeccdo. Na figura 27 podemos observar as estruturas de
substancias com atividade inbitoria da entrada do HIV na célula hospedeira.

1.5.2 Inibic&o da transcriptase reversa

A emergéncia de variantes de HIV resistentes aos ITRN acelerou as
pesquisas de outros inibidores efetivos da TR (YANG et al., 2001). Além de varios
extratos inibidores da TR, atualmente, dispde-se de um namero de potentes ITRNN
isolados de plantas (Tabela 6). Dentre os produtos derivados de plantas podemos
destacar os indfilos e calanolideos que parecem formar uma subclasse de ITRNN
ativa contra cepas de HIV-1 com mutacdo na TR, resistentes a maioria dos outros
ITRNN (PATIL et al.,,1993). Desta forma, a sintese de derivados de indfilos e
calanolideos pode levar a compostos com alta poténcia e seletividade.

Além destas substancias, varias outras isoladas de plantas tem demonstrado
acao inibidora da TR do HIV (Tabela 6 e figura 28), como € o caso dos calanolideos
A (1) e B (53), soulatrolideo (54), geraniina (49), corilagina (48), inéfilo B (54) e P
(55), e baicalina (56). Muitas plantas com comprovada acao anti-TR precisam passar
por um estudo fitoquimico com vistas a identificacdo das substancias envolvidas

nesta acéo, e para elucidacdo do mecanismo inibitorio.
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OAcC /OAC

(47) SJ23B

(45) Hemslecina A: R=Ac

46) H lecina B: R=H
(46) Hemslecina OHHO

O Q

et N
OCH,
0-CO H
6 H,
OH
OH OH

(48) Corilagina

(49) Geraniina

ERDDHRCGPDYGNPSCSGDRCCSIYNWCGGGSSYCSGGSCRYQCWY

(50) Contrajervina

OH
HO \ﬁ‘@i@
: H

s
OH — OH

(51) Galato de epigalocatequina oH

OH
Figura 27: Estruturas de substancias isoladas de plantas com atividade inbitéria da

entrada do HIV na célula hospedeira, in vitro.
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(52) Calanolideo B (53) Soulatrolideo
(54) Indfilo B: R;=H R,=OH
(55) Indfilo P: R;=OH R,=H

(56) Baicalina

Figura 28: Estruturas de substancias isoladas de plantas com atividade inibitoria da
TR do HIV in vitro.

1.5.3 Inibicdo da integrase

Assim como em outras viroses, o HIV-1 depende de uma integracdo estavel
no genoma do hospedeiro para facilitar a replicacdo do RNA viral e a manutencéo do
estado infectado (YANG et al., 2001). Mutantes de HIV integrase negativos nao
produzem particulas virais infecciosas, o que demonstra que a inibicdo da IN
contribui para a inibicdo da replicacdo viral. Além disso, ndo tem sido descrito um
homélogo celular da integrase viral (COS et al, 2004).

Compostos de origem natural podem ser muito Uteis como protétipos para
novos inibidores (DE MELO et al, 2006). Reinke e colaboradores (2004)
demonstraram que o &cido L-chicérico (L-CA) (62) € um inibidor ndo-competitivo
reversivel da IN, in vitro, e da integracdo do HIV in vivo. Esta substancia é
encontrada em plantas como a Echinacea purpurea (GRAY et al, 2001). Além desta,

outras plantas sédo fontes de substancias inibidoras da IN, algumas das quais agem
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em concentracbes micromolares (BESSONG et al., 2005; WANG et al., 2007)
(Tabela 7 e figura 29).

OH HO.

OH

OH
(59) Catequina

OH

(57) Quercetina 3-O-(2”-galoil)-a-L-arabinopiranosideo: R; = H

(58) Quercetina 3-0-(2”,6”-O-digaloil)-B-D-galactopiranosideo:

HO /O

Re= OH
o COOH
~
> OH "o HOOC
0

H HO |\/
D
HO

(60) Ac. litospermico

(@)
OH N \
OH
O
5
o %O OH
(61) Ac. litospermico B
/ \\ OH
HO (0]

(62) Acido L-chicérico

Figura 29: Estruturas de substancias isoladas de plantas com atividade inibitoria da
IN do HIV in vitro.
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1.5.4 Inibicdo da protease

A PR do HIV desempenha um papel critico na producdo de particulas virais
funcionalmente infecciosas, sendo assim, um alvo terapéutico apropriado para as
pesquisas de inibidores do HIV. Neste aspecto, inibidores da PR do HIV sé&o efetivos
inibidores da replicacdo viral e podem ser aplicados nos estégios finais do ciclo de
replicacdo do HIV (YANG et al.,, 2001). Muitas plantas foram testadas quanto a
atividade inibitéria da PR do HIV como podemos observar na tabela 8, mas os
detalhes do mecanismo de inibicdo desta enzima, pelos diferentes extratos e
substancias isoladas (Figuras 30 e 31), ainda requerem estudos para a completa

elucidagéo.

COO

(63) Ac. ursélico

(64) Ac. drioptérico A: R;=COOH, R,=CH;
HO CHO (65) Ac. drioptérico B: R;= CH3, R,= COOH

H
(66) 3,4dihidroxibenzaldeido

HOOC

COOH HOOC

(67) ac.16B-hidroxi-2,3-seco-lup-20(29)
-ene-2,3-dioico

(68) ac.16B-hidroxi -30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oico
Rl: ﬁ'OH R2: CH3

(69) ac. 3a,24-diidroxi-30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oico
R;=a-OH R,=CH,0OH

Figura 30: Estruturas das substancias 63 a 69 isoladas de plantas com atividade

inibitéria da PR do HIV in vitro.
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(70) Resinona: (73) 4c. 3-O-acetiloleanolico:

R1= Rp= 0, Rs=OH, Rq= CHs R;= CHsCOO, R,= CHs, Rs= CHs

(71) lup-20(29)-ene-3,16p —diol: (74) 4c. mesenbriantemoidgenico:

R,= B-OH, Ry= H, Rs=OH, R,= CHjs R;= B-OH, Ry= CHs , Rs= CH,OH
(72) lup-20(29)-ene-3p,28-diol (betulin): (75) ac. 3B,23-diidroxi-olean-12-en-28-oico:
Ri= B-OH, Rz= Ry= H, Rs= CH,OH R;= B-OH, R,;= CH,0H, Rs= CHs

(76) 16 B-hidroxilupano-1,20(29)-dien-3-ona

OH

OCH;
HO
OCH;
OCH;
(77) Manassantina A H
RO OHZ

(79) Panduratina A: R=Me
(78) Saururina B (80) Hidroxipanduratin A: R=H

Figura 31: Estruturas das substancias 70 a 80 isoladas de plantas com atividade
inibitéria da PR do HIV in vitro.
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1.5.5 Qutras atividades anti-HIV de produtos naturais

Varias plantas foram identificadas como possuidoras de potente atividade
anti-HIV baseada em testes celulares, mas algumas ndo possuem o mecanismo de
acao estabelecido (OKANO et al., 1996; MATSUSE et al., 1999; PU et al., 2008). Em
geral, a avaliacdo da inibicdo da replicacdo do HIV se da pela pesquisa de efeitos
citopéticos, quantificacdo da p24 e da TR. Bedoya e colaboradores (2001)
demonstraram a atividade anti-HIV, in vitro, dos extratos aquosos de Tuberaria
lignosa e Sanguisorba minor magnolii utilizando ensaio colorimétrico com sal de
tetrazolium (MTT). Estes extratos mostraram efeito inibitério contra a inducédo de
infeccéo de células MT-2 pelo HIV-1 em concentragfes variando de 12,5 a 50 pug/ml
e 50 pg/ml, respectivamente.

Além da acéao tipica sobre as principais enzimas do HIV, muitos produtos
naturais possuem acao em outras etapas do ciclo viral. Porém, independente do
mecanismo de acao pode-se observar como resultado final a inibicdo da replicacao
viral (Tabela 9).

Recentes avancos na definicAho dos mecanismos de acdo de inumeros
produtos naturais derivados de plantas tém ressaltado o potencial destes no
desenvolvimento de terapias antivirais (AIKEN e CHEN, 2005). Vérios produtos
naturais estdo sendo testados visando uma alternativa na terapia contra o HIV,
alguns dos quais ja apresentaram comprovada eficacia clinica, atuando inclusive
contra cepas resistentes aos antirretrovirais tradicionais. Contudo, faz-se necessario
ampliar o leque de alternativas terapéuticas, buscando sempre novos principios
ativos eficientes na terapia antirretroviral, dada a grande mutagenicidade destes
virus. Além disso, como vimos, as plantas sdo uma grande fonte de substancias

para desenvolvimento de novos medicamentos, devendo sempre ser investigadas.
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R2 HO

HO O . MeO OH_

R1 | Me || \[ :
R O OH O OH

(81) Lavinal: R=0OH, R;=CHO, R,=Me (84) 2-Metoxi-3-metil-4,6-diidroxi-5-(3- hidroxi)
(82) Desmetoxiateucinol: R=OH, R;= Me, R,=Me cinamoilbenzaldeido
(83) Desmosflavanona Il: R=OMe, R;=Me, R,=CHO

(90) Neotripterifordina

< CI)AC (:)H o
8\875
\/ \_7

(88) Triptonina A (89) Triptonina B

Figura 32: Estruturas das substancias 81 a 90 isoladas de plantas que apresentam

atividade inibitoria da replicagéo do HIV em cultivo celular.
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a (91) Tripterifordina S

(97) Dibalanocarpol

(98) Balanocarpol
HO

Figura 33: Estruturas das substancias 91 a 98 isoladas de plantas que apresentam

atividade inibitoria da replicagéo do HIV em cultivo celular.
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OCH;,

AN
e
o7 F

(99) 1-metoxicantinona

(100) Ac. betulino: R=CH,
(101) Ac. platanico: R=0

(102) Macluraxantona B: R;= H, R,= OH
(103) Macluraxantona C: R;= OH, R,=H

(104) Isociclomulberrina

L RNGDPTFCGETCRVIPVCTYSAALGCTCDDRSDG LCKJ

(105) Palicoureina

OH
(106) Saucerneol B OCHs;
HO
OCHg
OCH;

Figura 34: Estruturas das substancias 99 a 107 isoladas de plantas que apresentam

atividade inibitoria da replicagéo do HIV em cultivo celular.
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OMe

(110) Heteroclitina F

(113) Quercetina

(111) Interiorina B OMe

(112) Acetoxi oxokadsurana o
HO /H\ R \\\\
H | —

—OH

O 07[
HO A\ Y o
H
H o _

o

H
(116) Shinjulactona B

oH O

(114) Taxifolina

(117) Shinjulactona C (118) Ailantinol A

Figura 35: Estruturas das substancias 108 a 118 isoladas de plantas que

apresentam atividade inibitéria da replicacdo do HIV em cultivo celular.
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\

Figura 36: Estruturas das substancias 119 a 125 isoladas de plantas que

apresentam atividade inibitéria da replicacdo do HIV em cultivo celular.
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Tabela 5: Plantas e seus constituintes isolados que apresentam atividade inibitéria da entrada do HIV na célula.

Planta testada Parte utilizada Substancia isolada % de Concentracéo Referéncias

Familia / Espécie inibicdo (ug/ml)

Cistaceae

Tuberaria lignosa Toda a planta Fracao rica em elagitaninos 50 2,33 BEDOYA et al., 2010

Compositae

Atractylodes japonica b Raiz - 72,8 100 MIN et al., 2001

Curcubitaceae

Hemsleya jinfushanensis Tubérculos Hemslecina A, 45 (Triterpendide) 50 1,76 TIAN et al., 2008

Hemsleya jinfushanensis Tubérculos Hemslecina B, 46 (Triterpendide) 50 11,95 TIAN et al., 2008

Euphorbiaceae

Euphorbia hyberna” - SJ23B, 47 (Diterpeno) 50 0,076* BEDOYA et al., 2009

Phyllanthus amarus ® Folhas - 50 2,65+ 0,44 NOTKA et al., 2004

Phyllanthus amarus * Folhas Corilagina, 48 (Galotanino) 50 0,50 £ 0,27 NOTKA et al., 2004

Phyllanthus amarus ® Folhas Geraniina, 49 (Elagitanino) 50 0,48 + 0,05 NOTKA et al., 2004

Moraceae

Dorstenia contrajerva ab Folhas Contrajervina, 50 (Peptideo) 50 0,20* BOKESCH et al., 2004

Simaroubaceae

Ailanthus altissima " Casca do caule - 74,9 100 CHANG et al., 2003

Theaceae

Camellia sinensis Folhas Galato de epigalocatequina, 51 50 4,5* NANCE et al., 2009
(Catequina)

% Inibem a ligacdo CD4-gp120, in vitro.

® inibem a fus&o virus-célula

*Concentracdo em uM

Tabela 6: Plantas e seus constituintes isolados que apresentam atividade inibitéria da TR do HIV in vitro.

Planta testada Parte utilizada Substancia isolada % de Concentragéo Referéncias

Familia / Espécie inibicdo® (ng/ml)

Anacardiaceae

Rhus chinensis Caule - 11,4 100 WANG et al., 2006
Acanthaceae

Acanthus ebracteatus Parte aérea - 57,21 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Andrographis paniculata Toda a planta - 87,67 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Justicia gendarussa Parte aérea - 90,75 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Justicia valida Parte aérea - 68,64 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Annonaceae

Xylopia frutescens Casca e folhas - 50 22 MATSUSE et al., 1999
Asphodelaceae

Bulbine alooides (L.) Willd. Raiz - +50 200 KLOS et al., 2009
Bulbine alooides (L.) Willd. Raiz - +50 200 KLOS et al., 2009
Boraginaceae

Cordia spinescens Folhas - 50 6 MATSUSE et al., 1999
Lobostemon trigonus Folhas - 50 49 HARNETT et al., 2005




Cannaceae

Canna indica L. Rizoma - 92,97 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Canna indica L. Rizoma Proteina Cip31 50 17,41 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Canna indica L. Rizoma Proteina Cip14 50 19,25 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Capparaceae

Capparis spinosa Semente Proteina 50 0,23* LAM et al., 2009
Celastraceae

Elaeodendron transvaalensis Raiz - 50 80 BESSONG et al., 2005
Elaeodendron transvaalensis Raiz - 50 131 BESSONG et al., 2005
Clusiaceae

Calophyllum brasiliense Folhas Calanolideo A, 1 (Dipiranocumarina) 81,5+0.9 1.000* HUERTA-REYES et al., 2004
Calophyllum brasiliense Folhas Calanolideo B, 52 (Dipiranocumarina) 76,2+2,2 1.000* HUERTA-REYES et al., 2004
Calophyllum brasiliense Folhas Soulatrolideo, 53 (Dipiranocumarina) 77,7£1,6 1.000* HUERTA-REYES et al., 2004
Calophyllum inophyllum Folhas e galhos Indfilo B, 54 (Dipiranocumarina) 50 0,038* PATIL et al., 1993
Calophyllum inophyllum Folhas e galhos Indfilo P, 55 (Dipiranocumarina) 50 0,130* PATIL et al., 1993
Combretaceae

Combretum hartmannianum Folhas - 99,7 66 ALl et al., 2002
Combretum molle Raiz - 50 37,5 BESSONG et al., 2005
Combretum molle Raiz - 50 9,5 BESSONG et al., 2005
Terminalia sericea Raiz - 50 43 TSHIKALANGE et al., 2008
Compositae

Baccharis trinervis Partes aéreas - 50 50 MATSUSE et al., 1999
Calea jamaicensis Ramos - 50 15 MATSUSE et al., 1999
Gynura pseudochina Folhas - 58,05 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Convolvulaceae

Argyreia nervosa Parte aérea - 84,00 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Ipomoea aquatica Toda a planta - 55,49 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Ipomoea cairica Toda a planta - 51,58 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Ipomoea cérnea Parte aérea - 98,95 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Cornaceae

Cornus kousa Caule e folhas - 50 6,3 MIN et al., 2001
Euphorbiaceae

Alchornea cordifolia Fruto - 90 0,04 AYISI e NYADEDZOR, 2003
Bridelia micrantha Baill Raiz - 50 18,5 BESSONG et al., 2005
Bridelia micrantha Baill Raiz - 50 10,5 BESSONG et al., 2005
Chamaesyce hyssopifolia Toda a planta - 50 8 MATSUSE et al., 1999
Jatropha curcas L. Folhas - 50 50 MATSUSE et al., 1999
Mallotus japonicus Caule - 50 11,9 MIN et al., 2001
Phyllanthus amarus Folhas - 50 8,17+1,73 NOTKA et al., 2004
Phyllanthus amarus Folhas Corilagina, 48 (Galotanino) 50 6,24 +2,11 NOTKA et al., 2004
Phyllanthus amarus Folhas Geraniina, 49 (Elagitanino) 50 2,53 +1,40 NOTKA et al., 2004
Ricinus communis L. Folhas - 50 42,5 BESSONG et al., 2005
Fabaceae

Glycine max Sementes Proteina 50 0,71 FANG et al., 2009
Mucuna coriacea Baker Raiz - 50 10,5 BESSONG et al., 2005




Peltophorum africanum Raiz - 50 38,3 BESSONG et al., 2005
Peltophorum africanum Raiz - 50 8 BESSONG et al., 2005
Peltophorum africanum Casca do caule - 50 3,5 BESSONG et al., 2005
Peltophorum africanum Raiz e casca do caule Galotanino 50 6* BESSONG et al., 2005
Flacourtiaceae

Lindackeria laurina Folhas - 50 19 MATSUSE et al., 1999
Hypoxidaceae

Hypoxis sobolifera Semente - +84 200 KLOS et al., 2009
Hypoxis sobolifera Semente - +55 200 KLOS et al., 2009
Labiatae

Hyptis lantanifolia Partes aéreas - 50 7 MATSUSE et al., 1999
Vitex glabrata Ramos - 98,64 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Vitex negundo Partes aéreas - 96,70 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Vitex rotundifolia Partes aéreas - 55,44 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Vitex trifélia Partes aéreas - 98,06 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Lamiaceae

Leonotis leonurus (L.) R.Br. Folhas - +60 200 KLOS et al., 2009
Ocimum gratissimum Folhas - 90 0,114 AYISI e NYADEDZOR, 2003
Scutellariae radix - Baicalina, 56 (Flavonoide) 50 2 KITAMURA et al., 1998
Malpighiaceae

Tetrapteris macrocarpa Partes aéreas - 50 8 MATSUSE et al., 1999
Malvaceae

Pavonia schiedeana Partes aéreas - 50 16 MATSUSE et al., 1999
Moraceae

Ficus polita Folhas - 90 0,1 AYISI e NYADEDZOR, 2003
Plumbaginaceae

Limonium tetragonum Raiz - 50 7,5 MIN et al., 2001
Rosaceae

Agrimonia pilosa Toda a planta - 50 8,9 MIN et al., 2001
Rhamnaceae

Ziziphus mucronata Willd Folhas - 50 77,5 BESSONG et al., 2005
Ziziphus mucronata Willd Folhas - 50 81,5 BESSONG et al., 2005
Rutaceae

Clausena excavata Partes aéreas - 89,15 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Murraya koenigii Partes aéreas - 82,47 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005
Verbenaceae

Aegiphila andmala Folhas - 50 24 MATSUSE et al., 1999
Stachytarpheta jamaicensis Toda a planta - 69,28 200 WORADULAYAPINIJ et al., 2005

*Concentracdo em pM




Tabela 7: Plantas e seus constituintes isolados que apresentam atividade inibitoria da IN do HIV in vitro.

Planta testada Parte utilizada Substancia isolada % de Concentracéo Referéncias

Familia / Espécie inibicao (ug/ml)

Aceraceae

Acer okamotoanum Nakai Folhas Quercetina-3-0-(2"-galoil)-a-L- 50 18,1+1,3 KIM et al., 1998
arabinopiranosideo, 57 (Flavondide glicosilado)

Acer okamotoanum Nakai Folhas Quercetina-3-0-(2”,6”-O-digaloil)-B-D- 50 24,2 +6,6 KIM et al., 1998
galactopiranosideo, 58 (Flavondide glicosilado)

Dioscoreaceae

Dioscorea birmanica Rizoma - 50 4,5+0,8 TEWTRAKUL et al., 2006

Dioscorea birmanica Rizoma - 50 4,7+0,4 TEWTRAKUL et al., 2006

Euphorbiaceae

Phyllanthus amarus Folhas - 50 0,48 +£0,11 NOTKA et al., 2004

Phyllanthus amarus Folhas Corilagina, 48 (Galotanino) 50 0,21 + 0,05 NOTKA et al., 2004

Phyllanthus amarus Folhas Geraniina, 49 (Elagitanino) 50 0,16 £ 0,07 NOTKA et al., 2004

Fabaceae

Peltophorum africanum Raiz e casca do caule Galotanino 100 100 * BESSONG et al., 2005

Peltophorum africanum Raiz e casca do caule Catequina, 59 (Flavonaéide) 65 100 * BESSONG et al., 2005

Lamiaceae

Salvia miltiorrhiza Rizoma Ac. litospermico, 60 (derivado do ac. caféico) 50 0,83* WANG et al., 2007

Salvia miltiorrhiza Rizoma Ac. litospermico B, 61 (derivado do ac. caféico) 50 0,48* WANG et al., 2007

Smilacaceae

Smilax corbularia Rizoma - 50 5,4+0,5 TEWTRAKUL et al., 2006

Smilax corbularia Rizoma - 50 1,9+0,2 TEWTRAKUL et al., 2006

Smilax glabra Rizoma - 50 8,5+0,8 TEWTRAKUL et al., 2006

Smilax glabra Rizoma - 50 6,7+0,4 TEWTRAKUL et al., 2006

*Concentracdo em pM

Tabela 8: Plantas e seus constituintes isolados que apresentam atividade inibitéria da PR do HIV, in vitro.

Planta testada Parte Substancia isolada % de Concentracéo Referéncias
Familia / Espécie utilizada inibicdo (ng/ml)

Annonaceae

Xylopia frutescens Casca - 50 46 MATSUSE et al., 1999
Araliaceae

Radix notoginseng Raiz - 78,37 200 LAM et al., 2000
Aspiadaceae

Dryopteris crassirhizoma Rizoma Acido ursdlico, 63 (Triterpeno) 50 8,9* LEE et al., 2008
Dryopteris crassirhizoma Rizoma Ac. driopterico A, 64 (Triterpeno) 50 26,5* LEE et al., 2008
Dryopteris crassirhizoma Rizoma Ac. driopterico B, 65 (Triterpeno) 50 44,5*% LEE et al., 2008
Dryopteris crassirhizoma Rizoma 3,4 dihidroxibenzaldeido, 66 50 27,5* LEE et al., 2008
Asteraceae

Senecio scandens Toda a planta - 83,2+3,5 200 LAM et al., 2000
Senecio scandens Toda a planta - 81,6+3,4 200 LAM et al., 2000
Chrysanthemum moriforlium Capitulo - 846+24 200 LAM et al., 2000




Chrysanthemum moriforlium Capitulo - 60,6 +4,1 200 LAM et al., 2000
Blechnaceae
Woodwardia unigemmata Rizoma - 91,9+6,5 200 LAM et al., 2000
Boraginaceae
Cordia spinescens Folhas - 50 100 MATSUSE et al., 1999
Lithospermum erythrorhizon Semente - 576+19 200 LAM et al., 2000
Dioscoreaceae
Dioscorea birmanica Rizoma - 50 95,0+2,5 TEWTRAKUL et al., 2006
Dioscorea membranacea Rizoma - 50 48,0+1,6 TEWTRAKUL et al., 2006
Erythroxylaceae
Erythroxylum citrifolium Tronco - 50 43 MATSUSE et al., 1999
Euphorbiaceae
Phyllanthus amarus Folhas - 50 21,80 + 3,66 NOTKA et al., 2004
Phyllanthus amarus Folhas Geraniina, 49 (Elagitanino) 50 6,28 +2,51 NOTKA et al., 2004
Fabaceae
Spatholobus suberectus Rizoma - 97,2+3,2 200 LAM et al., 2000
Flacourtiaceae
Lindackeria laurina Folhas - 50 54 MATSUSE et al., 1999
Lamiaceae
Prunella vulgaris Toda a planta - 93,5+3,2 200 LAM et al., 2000
Scutellaria baicalensis Raiz - 91,1+0,5 200 LAM et al., 2000
Scutellaria baicalensis Raiz - 60,6 +1,2 200 LAM et al., 2000
Lardizabalaceae
Stauntonia obovatifoliola Caule ac.16B-hidroxi-2,3-seco-lup-20(29)-ene-2,3-dioico, 67 50 8,70 WEI et al., 2008
(Triterpendide)
Stauntonia obovatifoliola Caule ac.16B-hidroxi -30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oico, 68 50 35,0 WEI et al., 2008
(Triterpendide)
Stauntonia obovatifoliola Caule ac. 3a,24-diidroxi-30-noroleana-12,20(29)-dien-28-oico, 50 40,8 WEI et al., 2008
69 (Triterpendide)
Stauntonia obovatifoliola Caule Resinona, 70 (Triterpendide) 50 29,4 WEI et al., 2008
Stauntonia obovatifoliola Caule lup-20(29)-ene-33,16 -diol, 71(Triterpendide) 50 33,0 WEI et al., 2008
Stauntonia obovatifoliola Caule lup-20(29)-ene-33,28-diol, 72 (betulin) (Triterpendide) 50 53,0 WEI et al., 2008
Stauntonia obovatifoliola Caule ac. 3-O-acetiloleanolico, 73 (Triterpendide) 50 30,0 WEI et al., 2008
Stauntonia obovatifoliola Caule ac. mesenbriantemoidgenico, 74 (Triterpendide) 50 28,0 WEI et al., 2008
Stauntonia obovatifoliola Caule ac. 3[3,23-diidroxi-olean-12-en-28-oico, 75 (Triterpendide) 50 36,0 WEI et al., 2008
Stauntonia obovatifoliola Caule 16 B-hidroxilupano-1,20(29)-dien-3-one, 76 50 25,0 WEI et al., 2008
(Triterpendide)
Lauraceae
Lindera strychnifolia Raiz - 84,1+0,4 200 LAM et al., 2000
Oleaceae
Ligustrum lucidum Fruto - 84,4+7,4 200 LAM et al., 2000
Paeoniaceae
Paeonica suffruticosa Raiz - 91,2+1 200 LAM et al., 2000
Ranunculaceae
Coptis chinensis Rizoma - 74,6 £9,9 200 LAM et al., 2000




Rubiaceae

Oldenlandia diffusa Toda a planta - 80,8+1,8 200 LAM et al., 2000
Sapindaceae

Serjania mexicana Toda a planta - 50 87 MATSUSE et al., 1999
Saururaceae

Saururus chinensis Bail Rizoma Manassantina A, 77 (Lignoide) 50 38,9* LEE et al., 2010
Saururus chinensis Bail Rizoma Saururina B, 78 (Lignoide) 50 5,60* LEE et al., 2010
Sterculiaceae

Waltheria indica L Ramos - 50 48 MATSUSE et al., 1999
Verbenaceae

Aegiphila andbmala Folhas - 50 87 MATSUSE et al., 1999
Zingiberaceae

Boesenbergia pandurata Rizomas Panduratina A, 79 (Chalcona) 50 18,7 +0,8 CHEENPRACHA et al., 2006
Boesenbergia pandurata Rizomas Hidroxipanduratina A, 80 (Chalcona) 50 56+0,7 CHEENPRACHA et al., 2006

*Concentra¢éo em pM

Tabela 9: Plantas e seus constituintes isolados que apresentam atividade inibitoria da replicacédo do HIV em cultivo celular.

Planta testada Parte utilizada Substancia isolada % de Concentragéo Referéncias

Familia / Espécie inibicdo® (ug/mL)

Amaryllidaceae

Galanthus nivalis Bulbo Lectina GNA (Proteina) 50 0,33+0,15 BALZARINI et al., 2004

Hippeastrum hybrid Bulbo Lectina HHA (Proteina) 50 0,30+0,1 BALZARINI et al., 2004

Anacardiaceae

Rhus chinensis Caule - 50 0,7 WANG et al., 2006

Rhus chinensis Caule - 50 26,9 WANG et al., 2006

Rhus chinensis Caule - 50 17,4 WANG et al., 2006

Annonaceae

Desmos spp. - Lavinal, 81 (Flavanona) 50 2,30 WU et al., 2003

Desmos spp. - Desmetoxiateucinol, 82 (Flavanona) 50 4,97 WU et al., 2003

Desmos spp. - Desmosflavanona Il, 83 (Flavanona) 50 11,0 WU et al., 2003

Desmos spp. - 2-Metoxi-3-metil-4,6-diidroxi-5-(30-hidroxi) 50 0,022 WU et al., 2003
cinamoilbenzaldeido, 84 (Chalcona)

Apiaceae

Lomatium suksdorfii Fruto Suksdorfina, 85 (Piranocumarina) 50 2,6 +21* LEE et al., 1994

Asteraceae

Aspilia pluriseta Folhas - 50 16,13 COS et al., 2002

Tithonia diversifolia Folhas - 50 0,04 COS et al., 2002

Boranginaceae

Cordia spinescens Folhas - 50 15,5 MATSUSE et al., 1999

Cactaceae

Pereskia bleo Toda a planta - 50 100 MATSUSE et al., 1999

Caryophyllaceae

Drymaria diandra Toda a planta Drimaritina, 86 (Alcal6ide) 50 0,699 HSIEH et al., 2004




Drymaria diandra Toda a planta Diandraflavona A, 87 (Flavona) 50 10 HSIEH et al., 2004
Celastraceae

Elaeodendron transvaalense Raiz - 50 0,01 ** TSHIKALANGE et al., 2008
Tripterygium hypoglaucum Casca da Raiz Triptonina A, 88 (Sesquiterpeno) 50 2,54 DUAN et al., 2000
Tripterygium hypoglaucum Casca da Raiz Triptonina B, 89 (Sesquiterpeno) 50 0,10 DUAN et al., 2000
Tripterygium wilfordii - Neotripterifordina, 90 (Diterpeno) 50 0,025* YU et al., 2007
Tripterygium wilfordii - Tripterifordina, 91 (Diterpeno) 50 3* YU et al., 2007
Clusiaceae

Calophyllum teysmannii Casca do caule Calanolideo F, 92 (Dipiranocumarina) 50 2,84 £1,35* McKEE et al., 1996
Calophyllum inophyllum Folhas e galhos Indfilo B, 54 (Dipiranocumarina) 50° 1,4* PATIL et al., 1993
Calophyllum inophyllum Folhas e galhos Indfilo P, 55 (Dipiranocumarina) 50° 1,6* PATIL et al., 1993
Hypericum chinense L. Folhas Biyouyanagina A, 93 (Sesquiterpendide) 50 0,798 TANAKA et al., 2005
Vismia cayennensis Folhas Vismiafenona D, 94 (Benzofenona prenilada) 50 11 FULLER et al., 1999
Combretaceae

Terminalia sericea Raiz - 50 0,6** TSHIKALANGE et al., 2008
Compositae

Baccharis trinervis Partes aéreas - 50 38 MATSUSE et al., 1999
Bidens pilosa L. Partes aéreas - 50 54 MATSUSE et al., 1999
Calea jamaicensis Raizes - 50 62 MATSUSE et al., 1999
Cucurbitaceae

Hemsleya jinfushanensis Tubérculos Hemslecina A, 45 (Triterpendide) 50 3,09% TIAN et al., 2008
Hemsleya jinfushanensis Tubérculos Hemslecina B, 46 (Triterpendide) 50 3,97° TIAN et al., 2008
Hemsleya jinfushanensis Tubérculos Kuguacina C, 95 (Cucurbitacina) 50 2,53% TIAN et al., 2008
Hemsleya jinfushanensis Tubérculos Kuguacina E, 96 (Cucurbitacina) 50 18,90° TIAN et al., 2008
Momordica charantia L. Raiz 50 8,45 CHEN et al., 2008
Momordica charantia L. Raiz 50 25,62 CHEN et al., 2008
Dipterocarpaceae

Hopea malibato Foxw Folhas Dibalanocarpol, 97 (Derivado do estilbeno) 50 46 DAl et al., 1998
Hopea malibato Foxw Folhas Balanocarpol, 98 (Derivado do estilbeno) 50 20 DAl et al., 1998
Euforbiaceae

Alchornea cordifolia Sementes - 50 0,02 AYISI e NYADEDZOR, 2003
Alchornea cordifolia Fruto - 50 0,01 AYISI e NYADEDZOR, 2003
Elaeophorbia drupifera Folhas - 50 0,014 AYISI e NYADEDZOR, 2003
Jatropha curcas L. Galhos - 50 24 MATSUSE et al., 1999
Jatropha curcas L. Folhas - 50 9 MATSUSE et al., 1999
Gesneriaceae

Drymonia serrulata Folhas - 50 130 MATSUSE et al., 1999
Lamiaceae

Ocimum gratissimum Folhas - 50 0,01 AYISI e NYADEDZOR, 2003
Hyssop officinalis Folhas Polissacarideo MAR-10 50 5 GOLLAPUDI et al., 1995
Leitneriaceae

Leitneria floridana Partes aéreas 1-metoxicantinona 99 (Alcaléide) 50 0.256 XU et al., 2000
Myrtaceae

Syzigium claviflorum Folhas Ac. betulinico, 100 (Triterpeno) 50 1,4* FUJIOKA et al., 1994
Syzigium claviflorum Folhas Ac. platanico, 101 (Triterpeno) 50 13* FUJIOKA et al., 1994




Moraceae

Ficus polita Folhas - 50 0,03 AYISI e NYADEDZOR, 2003
Maclura tinctoria (L.) Steud Casca Macluraxantona B, 102 (Xantona prenilada) 50 1-2 GROWEISS et al., 2000
Maclura tinctoria (L.) Steud Casca Macluraxantona C, 103 (Xantona prenilada) 50 1,3-2,2 GROWEISS et al., 2000
Maclura tinctoria (L.) Steud Casca Isociclomulberrina, 104 (Flavona isoprenilada) 50 5,5 GROWEISS et al., 2000
Polygonaceae

Rumex bequaertii Folhas - 50 17,695 COS et al., 2002
Rubiaceae

Palicourea condensata Casca do caule Palicoureina, 105 (Peptideo) 50 1,5* BOKESCH et al., 2001
Rutaceae

Clausena anisata Folhas - 50 0,7 AYISI e NYADEDZOR, 2003
Zanthoxylum davyi Raiz - 50 1** TSHIKALANGE et al., 2008
Saururaceae

Saururus chinensis Bail Rizoma Saucerneol B, 106 (Lignoide) 100 1,0* LEE et al., 2010
Saururus chinensis Bail Rizoma Manassantina A, 77 (Lignoide) 100 1,0* LEE et al., 2010
Saururus chinensis Bail Rizoma Manassantina B, 107 (Lignoide) 100 0,2* LEE et al., 2010
Schisandraceae

Kadsura heteroclita Caule Interiorina, 108 (Lignana) 50 1,6 PU et al., 2008
Kadsura heteroclita Caule Kadsurina, 109 (Lignana) 50 17,4 PU et al., 2008
Kadsura heteroclita Caule Heteroclitina F, 110 (Lignana) 50 19,9 PU et al., 2008
Kadsura heteroclita Caule Interiorina B, 111 (Lignana) 50 1,4 PU et al., 2008
Kadsura heteroclita Caule Acetoxi oxokadsurana, 112 (Lignana) 50 7,5 PU et al., 2008
Kadsura heteoclita Caule Quercetina, 113 (Flavonol) 50 53 PU et al., 2008
Kadsura heteroclita Caule Taxifolina, 114 (Flavonolignana) 50 13,8 PU et al., 2008
Simaroubaceae

Ailanthus altissima - Shinjudilactona, 115 (Quassindide) 50° 43 OKANO et al., 1996
Ailanthus altissima - Shinjulactona B, 116 (Quassindide) 50° 28 OKANO et al., 1996
Ailanthus altissima - Shinjulactona C, 117 (Quassindide) 50° 10,6 OKANO et al., 1996
Ailanthus altissima - Ailantinol A, 118 (Quassindide) 50° 30 OKANO et al., 1996
Symplocaceae

Symplocos setchuensis Brand Caule Matairesinol, 119 (Lignana) 50 2,0* ISHIDA et al., 2001
Symplocos setchuensis Brand Caule Harman, 120 (Lignana) 50 10,7* ISHIDA et al., 2001
Umbelliferae

Ferula sumbul Raiz Heraclenol, 121 (Cumarina) 50 0,115 ZHOU et al., 2000
Ferula sumbul Raiz Oxipeucedanina, 122 (Cumarina) 50 1,05 ZHOU et al., 2000
Ferula sumbul Raiz Heraclenina, 123 (Cumarina) 50 2,37 ZHOU et al., 2000
Ferula sumbul Raiz Imperatorina, 124 (Cumarina) 50 <0.10 ZHOU et al., 2000
Ferula sumbul Raiz Osthol, 125 (Cumarina) 50 0.155 ZHOU et al., 2000
Verbenaceae

Cornutia grandifolia Tronco - 50 55 MATSUSE et al., 1999

*Concentracdo em pM; ** Concentragcdo em ng/mL;

?Inibicao da do aparecimento de efeitos citopaticos;

P Quantificacéio de p24; ° Quantificacdo de TR
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1.6 Testes de antivirais

Os virus sao parasitas intracelulares obrigatérios (CANN, 2005) e ndo podem
se replicar em meios sintéticos de cultura; portanto, sdo necessarias células vivas
como hospedeiras. Trés sistemas biolégicos podem ser empregados para
isolamento e identificagdo viral: ovo embrionado, animais de laboratorio e cultura de
células. A partir de 1950, os animais de laboratdrio e ovo embrionado que eram
usados no estudo e cultivo dos virus foram em parte substituidos por cultura de
células que sdo consideradas mais praticas. Entretanto, alguns virus como o da
influenza, tém sua melhor replicagdo em ovo embrionado (PEREZ e CURI, 2005).

De maneira geral, os ensaios preliminares realizados para pesquisar uma
potencial atividade antiviral de produtos naturais utilizam culturas de células e
podem ser aplicados com sucesso para a determinacdo dessa atividade ou da acéo
virucida de qualquer material.

Os métodos comumente utilizados para a avaliacdo da atividade antiviral in
vitro sdo baseados na diferente habilidade dos virus de se replicarem em células
cultivadas. Alguns virus podem causar efeito citopatico ou formar placas de lise,
outros sao capazes de realizar fungdes especializadas ou provocar transformacdes
nas ceélulas. A replicacdo dos virus em cultura de células pode também ser
monitorada pela deteccéo de determinados elementos virais, tais como DNA ou RNA
viral ou polipeptideos, quando os virus ndo produzem efeito citopatico nas células.
Assim sendo, o teste antiviral selecionado pode ser baseado na inibicdo do efeito
citopatico viral, na reducéo ou inibicdo da formacéo de placas de lise, na reducéo do
titulo viral ou de outras funcdes virais (VLIETINCK e BERGHE, 1991).

Uma das principais técnicas aplicadas ao diagnéstico da maioria das
infeccbes virais € a demonstracdo da propagacao dos virus em cultura de células,
através da observacdo de alteragcbes morfofisiologicas apresentadas pela
monocamada celular, o chamado efeito citopatico (ECP). Essa técnica é aplicavel ao
diagnostico de quase todas as viroses de interesse veterinario e possui grande
sensibilidade, capaz de detectar quantidades minimas de virus, sendo considerado o
padrao ouro do diagnéstico viral (VIRGINIO e TEIXEIRA, 2004).

O screening anti-HIV primario em cultivos celulares ndo é especificamente
baseado no mecanismo de acdo, mas facilita a identificacdo de produtos naturais

gue blogueiam diferentes etapas do ciclo de replicagcdo do HIV (YANG et al., 2001).
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A pesquisa de farmacos antivirais envolve vérios niveis de analise de eficacia
e toxicidade. Os testes in vitro, por se tratarem de sistemas de alta capacidade
com custo relativamente baixo, devem ser usados como um metodo de triagem

inicial, antes de proceder a experimentagdo animal e humana, permitindo um

screening de um grande numero de substancias (Figura 37) (VAN ROMPAY, 2010).
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Figura 37: Etapas no desenvolvimento de medicamentos antirretrovirais segundo
Van Rompay, 2010. Substancias ndo efetivas ou toxicas (circulos abertos),
substancias eficazes (circulos pretos), (A) testes in vitro, (B) modelo roedor ou felino,
(C) modelo primata ndo-humano, mais semelhante dos seres humanos, (D) ensaios

clinicos humanos, (E) uso generalizado.

1.6.1 Modelos animais para teste anti-HIV

A utilizacdo de modelos animais tornou-se uma parte muito importante da
avaliacdo pré-clinica de medicamentos antivirais e, sempre que possivel, novas
modalidades terapéuticas ndo devem ser introduzidas nos seres humanos, sem
demonstrar eficacia primeiro em um modelo animal apropriado (FIELD e BROWN,
1989; KERN et al, 1995).

Modelos animais de infeccédo pelo HIV desempenharam um papel importante
no desenvolvimento de farmacos antirretrovirais. Embora cada modelo animal tenha
suas limitacdes e nunca imite completamente a infeccéo pelo HIV dos humanos, um
estudo cuidadosamente concebido permite abordagens experimentais que ndo sao

viaveis em seres humanos, mas que podem ajudar a entender melhor a patogénese
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da doenca e fornecer novas informacdes para estratégias de intervencdo (VAN
ROMPAY, 2010).

Além do uso in vivo de modelos animais para ensaios pré-clinicos de HIV
como € o caso do modelo murino, felino e simio (WILLET et al., 1997; AMBROSE et
al.,, 2007, FLETCHER et al, 2008; VAN ROMPAY, 2010) pode-se lancar mao de
modelos animais in vitro para pesquisa de substancias anti-HIV (THORMAR et al.,
1995; TOBIN et al.,, 1996; SALVATORI et al., 2001; SALVATORI et al., 2002;
THORMAR, 2005). O uso destes modelos animais para testes in vitro se justifica
pelo fato de que os testes antivirais em larga escala aumentam o risco de exposi¢cao
humana acidental ao HIV. Assim, o uso de um lentivirus ndo patogénico para
humanos que mostre susceptibilidade aos farmacos in vitro semelhante ao HIV,
pode ser util na identificacdo de algumas substancias com potencial atividade anti-
HIV (SALVATORI et al., 2001).

Alguns trabalhos mostram que estudos com o MVV podem ajudar na
pesquisa de novos farmacos contra Lentivirus, incluindo HIV-1 (SALVATORI et al.,
2001; SALVATORI et al., 2002; BELLET et al, 2004, THORMAR, 2005).
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2. MATERIAL E METODOS

Para pesquisar o potencial antiviral dos produtos naturais foram utilizadas
duas metodologias: Inibicdo da replicacdo do MVV em cultivo celular e Inibicdo da
TR recombinante do HIV-1. Em ambos os testes os extratos e substancias isoladas

foram utilizados em doses abaixo de 50% de citotoxicidade.

2.1. Extratos e substancias testadas

Foi selecionado, a principio, um extrato de cada espécie de planta e quando o
mesmo mostrava alguma atividade antiviral os outros extratos da mesma espécie

eram testados. O efavirenz (32) serviu como controle para os testes antivirais.

2.2. Amostra viral

Para realizacédo dos testes antivirais foi utilizada uma amostra padréo do virus
Maedi-Visna K1514 originalmente isolada e caracterizada por Sigurdsson e
colaboradores (1960) e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Roberto Soares Castro,
coordenador do Laboratorio de Viroses da Universidade Federal Rural de
Pernambuco.

Em todos os testes em que foram utilizadas amostras virais todo material
passivel de ter entrado em contato com particulas virais ficou overnigth em solucao

de hipoclorito a 10% antes de ser descartado.

2.3. Titulacéo Viral

Antes de iniciar os testes da potencial atividade antiviral das diferentes

substancias, foi essencial obter indculos virais com infectividade conhecida. A
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infectividade dos virus pode usualmente ser determinada como dose infectante para
50% da cultura de tecido (TCIDs).

Este foi determinado em placas de 96 pocos (Figura 38) de acordo com
metodologia descrita por Callado e colaboradores (1999). A amostra viral foi
descongelada e a seguir foram feitas diluicbes seriadas em MEM sem SFB (10 a
10"). Foram adicionados 50 pL de MEM com 2% de SFB em cada poco da placa de
96 pocos e a seguir 50 uL de cada diluicdo do virus em quadruplicata. Incubou-se a
placa por 1 h em estufa com 5% de CO, a 37°C. Apés este periodo acrescentou-se
100 pL/poco, de uma suspensdo celular contendo 1 x 10° células/mL. As placas
foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C por 14 dias. Apds este pediodo, o
sobrenadante dos pocos foi cuidadosamente aspirado, as monocamadas foram
lavadas com 2x com PBS, fixadas com metanol e coradas com cristal violeta a 1%.
As placas foram observadas em microscopio invertido para pesquisa de efeito
citopatico (ECP). Foram contados como positivos todos os pocos apresentando
sinais de lise celular e pelo menos um sincicio com seis nucleos. O titulo viral foi
calculado de acordo com a técnica de Reed e Muench (1938).

Figura 38: Placa com titulacdo do virus

2.4. Teste de inibicdo dareplicacdo do MVV em cultivo celular

Uma das formas de verificar a atividade antiviral de uma substancia é
pesquisando a capacidade desta inibir o ECP. Desta forma, para descobrir quais

substancias tinham acao antiviral sobre o MVV foi realizada a pesquisa de inibicdo
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do ECP caracteristico dos retrovirus (sincicio e lise) como descrito por Salvatori e
colaboradores (2002).

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos, sendo que em cada pog¢o foram
depositados 100 puL de uma suspensdo de células a uma concentracdo de 1x10°
células/mL de MEM com 10% de SFB. Apdés 24 horas, quando houve adesédo das
células e formacdo da monocamada, o meio de cultivo foi retirado, sendo entédo
adicionado em cada poco 100 uL da suspensao viral na concentragéo de 10 TCIDsy.
As microplacas ficaram incubadas a 37°C, por 1 hora, para que ocorresse a
adsorcéo viral. Apés esse periodo, o meio de cultivo foi substituido por 200 uL de
MEM com 2% de SFB e com o0s extratoSs em uma concentragdo previamente
determinada pelos testes de citotoxicidade. Foram ainda feitos um controle viral que
apos adsorcao viral recebeu 200 uL de MEM sem extratos e um controle de células
gue nao foram expostas ao virus, que recebeu 200 uL de MEM sem extratos e sem
virus. Foram utilizados oito pocos para cada tratamento. A placa foi incubada a 37°C
em estufa com 5% de CO; por sete dias, ou até aparecerem ECPs em todos os
pocos do controle viral e nenhum ECP no controle celular. ApGs este periodo, 0 meio
foi descartado, a placa foi lavada 2x com PBS, fixada com metanol e corada com
cristal violeta a 1%. Procedeu-se entdo a pesquisa dos ECPs em microscépio
invertido. Foram contados 0s pocos com e sem ECP e a % de inibicdo foi
proporcional ao nimero de poc¢os que nao apresentavam ECP, de acordo com a

formula abaixo:

n® de pocos sem ECP x 100

% de inibicdo =
n° total de pogos

Vale ressaltar que no inicio dos experimentos alguns pocos receberam MEM
com os solventes utilizados para solubilizar os extratos (controle do solvente) a fim

de verificar se iriam interferir no aparecimento do ECP.
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2.5. Teste de inibicdo da TR do HIV-1

A TR é requerida para a sintese de DNA proviral e usa o RNA gendémico viral
como um molde para esta sintese. Neste estudo utilizamos um método colorimétrico
guantitativo imunoenzimatico para determinar a atividade da TR (Reverse
Transcriptase Assay, Roche®, Germany).

O teste foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante. Utilizamos TR
recombinante do HIV-1, diluida em tampé&o de lise na concentracdo de 2ng/poco e
um tempo de incubacéo de 2 horas.

Foram adicionados em uma placa de 96 pocos, 40uL da solugdo com
nucleotideos e o template/primer, 40uL de tampdo de lise com 4ng de TR
recombinante do HIV-1 e 40uL de tampéao de lise com os extratos a serem testados.
Esta placa foi incubada por 2h a 37°C, para que a TR, utilizando o template/primer,
pudesse produzir DNA proviral, incorporando nucleotideos marcados com
digoxigenina e biotina.

Apoés a incubacao, foram transferidos 60uL desta mistura para cada poco de
uma placa tratada com estreptavidina, incubando-se por 1h a 37°C para que a
biotina pudesse ligar o DNA proviral sintetizado, a superficie da microplaca revestida
com estreptavidina. A seguir, cada poco foi lavado cinco vezes com 250uL de
tampéo de lavagem e foram adicionados 200uL/poco, da solucdo de anticorpos anti-
digoxigenina conjugados a peroxidase (anti-DIG-POD) na concentracdo de 200
mU/mL. Incubou-se a placa por 1h a 37°C, a fim de que o anti-DIG-POD se ligasse
ao DNA marcado com digoxigenina.

Removeu-se entdo a solucdo dos pocos e estes foram lavados cinco vezes
com 250 pL de tampéao de lavagem.

Na etapa final adicionou-se 200uL/poco, do substrato para peroxidade ABTS.
A enzima peroxidase cataliza a clivagem do substrato, produzindo um produto de
reacdo colorimétrica. A intensidade da coloracdo das amostras foi determinada
utilizando-se um leitor de microplaca no comprimento de onda de 490nm. A
intensidade da coloracdo, e consequentemente a absorvancia, esta diretamente
correlacionada ao nivel de atividade da TR na amostra.

A porcentagem de inibicdo da atividade da TR pelas substancias isoladas e

extratos testados, foi calculada aplicando-se a seguinte férmula:
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% de inibicdo da TR = 100 -

(Média Abs. T- Média Abs. B) x 100

Média Abs. C - Média Abs. B

Média Abs. = média da absorvancia

T=teste
B = branco
C = controle
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Propagacdao dos virus e determinacao do titulo viral

A utilizacdo de linhagens de células epiteliais de cOrnea para replicacdo de
lentivirus ja havia sido descrita para HIV, AEIV (BEUTELSPACHER et al., 2005) e
CAEV (OLIVEIRA et al., 2008), o que ajuda a validar a escolha do tipo celular para
0s experimentos. Além disso, podemos observar na figura 39 que as células que
receberam o0 in6culo viral mostraram ECP caracterisiticos de lentivirus;
apresentando aparéncia de “bandeira rasgada” nas areas de lise, e sincicios com
mais de seis nucleos. Isto mostra que as células epiteliais de cdrnea ovina foram
permissiveis a replicacdo da amostra viral MVV-K1514.

A formacdo de sincicios parece ser resultado da interacdo entre as
glicoproteinas do envelope viral e receptores presentes na membrana da célula
hospedeira. Para formacdo destes € necessario que as células apresentem
receptores especificos, responsaveis pela adsorcdo viral, e disponibilidade de
fatores celulares para transcricao viral (HUSO et al., 1988; LEROUX et al., 1995).
Isto confirma a adequacdo do tipo celular escolhido para replicacdo do virus
estudado.

Sincicio
=com 9
nucleos

Aumento maior Aumento menor

Figura 39: Células normais do controle (A) e ECPs do MVV (B e C) observados apoés 7 dias
de cultivo de celular.
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O titulo infeccioso da solucdo-estoque viral determinado de acordo com o
item 2.3 da parte 2 deste trabalho foi de 10*° TCIDso/mL.

3.2. Avaliacdo da atividade antiviral

O farmaco antiviral ideal € aquele que inibe o virus sem lesar as células do
hospedeiro. Desta forma, na pesquisa de produtos antivirais devemos considerar a
toxicidade dos mesmos sobre as células hospedeiras, pois se forem excessivamente
toxicos os mesmos tém seu uso inviavel, mesmo que apresentem boa acao antiviral
(VLIETINK et al, 1997). Assim, a toxicidade de algumas substancias limitou a
concentragcdo a ser usada nos testes antivirais.

Os testes de citotoxicidade permitiram determinar a concentragcdo maxima de
trabalho, de cada extrato e substancia isolada, para os testes de atividade antiviral.

Na primeira etapa de triagem antiviral os extratos e substancias isoladas
foram avaliados quanto a sua atividade antiviral pelo método de inibicdo do efeito
citopatico do MVV. Levou-se em consideracdo o aparecimento ou ndo de ECP na
presenca dos respectivos extratos e substancias isoladas. Os resultados foram
expressos como porcentagem da inibicao viral (%) conforme formula do item 2.4 e
podem ser observados nas figuras 40 a 42.

Da mesma forma que para o teste de inibicdo da TR, inicialmente testou-se
um extrato de cada espécie de planta e a partir do indicativo de acéo antiviral
destes, testou-se outro extrato da mesma planta.

O modelo do MVV é til na identificacdo de inibidores da TR uma vez que
embora MVV e HIV-1 mostrem uma limitada homologia na sequéncia de
nucleotideos, a sua organizacdo gendmica € similar, em particular no que diz
respeito aos genes pol e env, que codificam as enzimas essenciais a
replicacdo viral (TR, IN e PR) e as glicoproteinas do envelope (gp41 e gp120),
respectivamente. Nos genes pol do MVV e HIV-1 hd uma substancial
homologia na sequéncia de nucleotideos, particularmente no dominio
conservado da TR (SONIGO et al., 1985; THORMAR, 2005). A similaridade
entre os sitios ativos da TR do MVV e HIV-1 é refletida nas atividades
antivirais comparaveis de analogos de nucleosideos sobre a replicacdo do
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virus em cultura celular (THORMAR, 2005; SALVATORI, 2001; SALVATORI et al.,
2002). Tem sido demonstrado também que, apesar da homologia da seqiiéncia de
genbnima geral ser inferior a 23%, tabém h& uma conservagdo estrutural das
glicoproteinas transmembrana do HIV-1 e do MVV, o que é essencial para a fuséo
do envelope viral com a membrana da célula hospedeira durante a entrada viral. Isto
€ outro exemplo da possibilidade de utlizar o MVV como um modelo para o
desenvolvimento de drogas anti-HIV-1 (THORMAR, 2005).

Em alguns extratos foi dificil avaliar a atividade antiviral devido a deposicdo
dos mesmos e interferéncia na leitura dos efeitos citopaticos; sendo 0s mesmos
decartados.

Nem todos os extratos que se mostraram inibidores do MVV apresentaram
atividade inibidora da TR (Figuras 40 a 42). Isto pode indicar que as substancias
presentes nestes extratos inibam o virus por outro mecanismo, merecendo estudos

futuros em outros modelos enzimaticos.

100 - OoMvVv OTR
90

80
70 1+
60 1+
50 4+
40 1
30 4+
20 +
o 0 O = O O

EFV EmotinaG  EmotinaF EmotinaD B-lapachona
lug/mL 1lug/mL 1lug/mL 1lug/mL 0,1pg/mL

Figura 40: Inibicdo do ECP do MVV e da TR do HIV-1 por substancias puras.
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Figura 41: Inibicdo do ECP do MVV e da TR do HIV-1 por extratos a 50 pg/mL e

pelo efavirenz a 1 ug/mL. F — folha; C- caule; CR- casca da raiz.
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Figura 42: Inibicdo do ECP do MVV e da TR do HIV-1 por extratos a 100 pg/mL e

pelo efavirenz a 1 pg/mL. CC- casca do caule; frC- fragdo cloroférmio; F — folha.
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Algumas substéncias ou extratos que ndo foram testados no MVV foram
avaliados quanto a atividade anti-TR quando havia atividade no grupo do extrato ou
substancia em questdo. Isto permitiu que ampliAssemos nosso leque de opcoes.
Todos os resultados da pesquisa da TR s&o apresentados nas tabelas 10a, 10b e
10c. Na figura 43 podemos observar os extratos e as substancias ativas.

Uma grande barreira na luta contra a AIDS é a mutacdo do HIV que confere
resisténcia contra os inibidores da TR. Por causa da alta taxa de mutagéo na TR, o
surgimento de novas cepas de HIV resistentes € frequente. No plasma de pacientes
tém sido detectados mutantes de HIV-1 resistentes a todos os inibidores de TR,
incluindo o ITRNN, efavirenz (WANG et al., 2004). Isto tem acelerado as pesquisas
de outros inibidores efetivos da TR (YANG et al., 2001) e refor¢ca a importancia dos
achados neste trabalho.

Na nossa pesquisa conseguimos encontrar substancias isoladas e extratos de
plantas com forte agdo inibidora da TR. Estas substancias podem ser consideradas
ITRNN, uma vez que conseguiram inibir a TR fora do ambiente celular onde néo
poderiam ser trifosforilados por quinases celulares.

Dentre as substéncias isoladas testadas, os melhores resultados encontrados
foram os das emotinas D e F que além de inibirem os ECPs em 37,5 e 25%,
apresentaram 24,4 e 20,5% de inibicdo da TR, respectivamente, na concentracéo de
1 pg/mL. Apesar desta ser inferior a apresentada pelo controle efavirenz, € um
indicativo de atividade anti-HIV deste grupo de substancias, o que pode levar a
pesquisa de outras emotinas. Outros sesquiterpenos isolados de diferentes plantas
tém demonstrado acéo anti-HIV (ZHANG et al., 2003, ASRES et al., 2005, CHENG
et al., 2005).

No grupo das naftoquinonas ndo encontramos atividade anti-TR, porém
pudemos observar uma inibicdo do ECP, o que pode ser um indicativo de um outro
mecanismo de acado antiviral ndo relacionado a TR. Da Silva e colaboradores (2002)
relatam a acdo antiviral de naftoquinonas relacionadas ao lapachol, contra Herpes
Virus Simples do tipo 2 (HSV-2).

Entre os extratos também houve grande variacdo na atividade antiviral.
Woradulayapinij e colaboradores (2005) classificaram a acdo anti-TR em forte (>
90%), moderada (50 a 90%) e fraca (< 50%) para extratos testados a 200 pg/mL.

O extrato do caule da Cordia salzmanni apresentou 28% de inibicdo da TR a

100 pg/mL. Matsuse e colaboradores (1999) trabalhando com extratos da folha de
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outra planta do mesmo género (Cordia spinescens) também encontraram atividade
anti-HIV (inibicdo de ECP, de PR e de TR).

Extratos de Ximenia americana jA foram descritos como possuidores de
atividade antibacteriana, antifungica (OMER e ELIMINA, 2003; GEYID et al., 2005) e
anti-HIV (ASRES et al., 2001). Na medicina popular uma série de usos terapéuticos
foram relatados para varias partes da X. americana, sendo utilizadas como anti-
séptico, laxante, antitérmico, analgésico, anti-ulcerosa, diurética, e ainda para
diminuir o fluxo menstrual, tratar hemorréidas, cancer, reumatismo, infeccdes orais e
sarampo (OMER e ELIMINA, 2003; MEVY et al., 2006). Em nosso trabalho
encontramos uma pequena atividade anti-MVV e anti-HIV de 12,5 e 10,2%,
respectivamente.

O extrato etandlico e a fracdo cloroformio da casca do caule do D. morototoni
apresentaram pequena inibicdo anti-HIV, porém tem sido encontradas acdes anti-
HIV em extratos ou substancias isoladas de outras plantas desta familia (LAM et al.,
2000; HO et al., 2007; WEI et al.,, 2009 ) e foi relatada acdo antimalarica do D.
morototoni (DEHARO et al., 2001)

A Cecropia pachystachya Trec. € uma arvore de 5 al5 metros de altura,
originaria das zonas tropicais das Américas (UCHOA et al, 2010). Na medicina
tradicional ela é utilizada como diurética, antitérmica, anti-hemorragica, antiasmatica,
antihipertensiva, antitussigena e antinfecciosa e ainda para otratamento de feridas
(CONSOLINI et al. 2006). Foi demonstrado que os extratos desta planta apresentam
atividade antimalarica (UCHOA et al, 2010) e que outra planta do mesmo género
(Cecropia glaziovii) apresenta atividade inibitéria dos herpes virus humanos tipo 1 e
2 (HHV-1, HHV-2) (SILVA et al., 2010).

Neste trabalho a concentracdo maxima testada foi de 100 pg/mL e
encontramos os melhores resultados com os extratos da L. pacari. O extrato bruto
da casca do caule da L. pacari apresentou 67% de inibicdo da TR a 100 pug/mL e
suas fracBes cloroférmica (a 100 pg/mL) e acetato (a 50 pg/mL) apresentaram
inibicdo de 89 e 95%, respectivamente, o que pode indicar uma concentracdo da
substancia ativa. O extrato bruto da folha desta mesma planta apresentou 96% de
inibicdo da TR a 50 pg/mL, muito préximo da inibicdo do medicamento padréo
efavirenz testado a 1 pug/mL (98% de inibicdo) o que merece um estudo mais
aprofundado desta. Por tratar-se de extrato de folhas, é de mais facil obtencédo e é

um recurso renovavel, pois nao necessita destruir a planta para a coleta.
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A Lafoensia pacari, € uma planta endémica do cerrado brasileiro, conhecida
popularmente como pacari, dedaleiro ou magava-brava, e tem sido utilizada na
medicina popular como cicatrizante, antineoplasico, no combate a gastrite e Ulcera,
como antidepressivo e como imunoestimulante (CORREA e PENNA, 1984; PORTO
et al.,, 2008). Foi relatada atividade sequiestradora de radicais livres, utilizando-se
extrato metandlico da casca do caule (SOLON et al, 2000), atividade antibacteriana
(DE LIMA et al., 2003; PORFIRIO et al., 2009), e atividade antiinflamtéria (ROGERO
et al., 2008).

Dentre os principais compostos quimicos da L. pacari estdo fendis, taninos,
flavonoides, esterdides, triterpenos, quinonas, alcaldides e saponinas
(DE LIMA et al., 2003; PORTO et al., 2008). Existem muitos relatos de atividade anti-
HIV de flavondides (KIM et al., 1998; WU et al.,, 2003; HSIEH et al., 2004;
KITAMURA, et al, 2004; BESSONG et al, 2005), taninos (NOTKA et al, 2004,
BESSONG et al, 2005), triterpenos (FUJIOKA HSIEH et al., 1994; TIAN et al, 2008;
WEI et al., 2008) e alcaloides (XU et al., 2000; HSIEH et al., 2004), o que refor¢a os
resultados encontrados com os extratos da L. pacari.

Em alguns artigos pudemos observar que a acao antiviral dos extratos de
onde foram isoladas substancias ativas era menor do que das substancias isoladas
(BESSONG et al.,, 2005; WORADULAYAPINIJ et al., 2005) o que indica que
poderemos encontrar compostos com forte atividade nos extratos de L. pacari.

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que temos dois bons
candidatos para o combate ao HIV: as substancias puras do grupo das emotinas e
os extratos e fracdes da L. pacari. No primeiro caso, por se tratarem de substancias
puras isoladas, pretendemos fazer algumas modificacbes das moléculas para tentar
potencializar o efeito inibidor da TR do HIV. No caso dos extratos temos um caminho
mais longo a percorrrer, porém acreditamos que muito promissor, uma vez que a
atividade foi muito elevada no extrato bruto quando comparada ao controle efavirenz

e tem se mostrado ainda maior nas fracdes isoladas.
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Tabela 10a: Resultados da pesquisa de inibicdo da TR do HIV-1 por extratos

de plantas
Familia / Espécie Parte utilizada Conﬁge/nl:]rfgao dog) $§ |(;1(|)b||_|g|3(_)1

Anacardiaceae
Spondias purpurea L. Semente 100 0
Spondias tuberosa Semente 100 0
Araliaceae
D. morototoni Decne. & Planch. Casca do caule 100 11,2
D. morototoni Decne. & Planch. CC, Fr. CHCI; 100 12,4
Arecaceae
C. nucifera L. var.Nana Cult. amarela Fibra do fruto 100 0
Boraginaceae
Cordia salzmanni DC. Caule 100 28,0
Cecropiaceae
Cecropia pachystachya Trécul Folha 50 10,0
Cecropia pachystachya Trécul Casca da raiz 50 0
Cecropia pachystachya Trécul Caule 50 16,0
Clusiaceae
R. brasiliensis (Mart.) Planch. & Triana Raiz 50 2,0
R. brasiliensis (Mart.) Planch. & Triana Caule 50 0
Euphorbiaceae
Jatropha mollissima Casca do caule 50 0
Fabaceae
Camptosema coriaceum Benth. Raiz 100 5,0
Erythrina mulungu Mart. Casca da raiz 100 0
Lythraceae
Lafoensia pacari A.St.-Hil. Casca do caule 100 67,0
Lafoensia pacari A.St.-Hil. Folha 50 96,0
Lafoensia pacari A.St.-Hil. Fr. Acetato da CC 50 95,0
Lafoensia pacari A.St.-Hil. Fr. CHCl;da CC 100 89
Olacaceae
Ximenia Americana L. Folha 100 10,2
Rubiaceae
Genipa americana L. Semente 100 0
Simaroubaceae
Simaba mayana Casar Raiz 50 0
Controle positivo: efavirenz (32) - 1 98

Os valores representam a média das repeti¢cdes de cada tratamento.

Tabela 10b: Resultados da pesquisa de inibicdo da TR do HIV-1 por extratos de

algas

Familia / Espécie Parte utilizada / Concentracdo | % de inibicdo da
solvente da extracao pug/mL TR do HIV-1

Dictyotaceae
Dictyota cervicornis Toda a alga / Agua 50 0
Sargassaceae
Sargassum vulgare Toda a alga / EtOH 10 0
Ulvaceae
Ulva lactuca Toda a alga / Agua 100 0
Controle positivo: efavirenz (32) - 1 98

Os valores representam a média das repeticées de cada tratamento.

114



Resultados e Discussao — Parte 2

100+
90+
801
701
60
501
40+
304
20+
104

Tabela 10c: Resultados da pesquisa de inibicao da TR do

HIV-1 por substancias puras

Classe / substancia Concentracdo | % de inibicéo
pg/mL da TR do HIV-1

Naftoquinonas

Lapachol (8) 10 0

a-Lapachona (9) 1 0

B-Lapachona (10) 0,1 0

Nor —B-Lapachona (11) 0,1 0

Sesquiterpenos

Emotina D (15) 1 24,4

Emotina A (12) 1 0

Emotina A 2 Desoxi (17) 1 0

Emotina F (14) 1 20,5

Emotina G (16) 1 5

Controle positivo: efavirenz (32) 1 98,0

Os valores representam a média das repeticdes de cada tratamento.
OEFV
OEmotina G
OEmotina F
O Emotina D

OC. pachystachya f

OL. pacari f
OL. pacari frAC

EL. pacari frCC

B L. pacari CC
OD. mrototoni CC
OD. mrototoni frCC
B X. americana f
OC. salzmanni C

OC. pachystachya C

Figura 43: Inibicdo da TR do HIV-1 por extratos e substancias puras. f — folha; C-

caule; frAC — fracdo acetato da casca do caule; frCC - fracdo cloroférmio da casca

do caule; CC — casca do caule.
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4. CONCLUSOES

Com a metodologia aplicada foi possivel implementar o cultivo de células
epiteliais de cornea e de fibroblastos na Universidade Federal de Alagoas. Isto nos
permitiu avaliar a citotoxicidade e a atividade inibitéria da replicagdo do MVV em
cultivo celular, por extratos vegetais e substancias isoladas.

Foi possivel ainda pesquisar a atividade inibitéria da TR do HIV-1, por
extratos vegetais e substancias isoladas, o que nos permitiu identificar trés
substancias puras (Emotinas G, F e D) e 12 extratos, de sete plantas (Didimopanax
morototoni Decne. & Planch, Cordia salzmanni DC., Cecropia pachystachya Trécul,
Rheedia brasiliensis (Mart.) Planch. & Triana, Lafoensia pacari A.St.-Hil. e Ximenia
Americana L.) com atividade inibidora da TR do HIV-1.
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5. PERSPECTIVAS

Mais do que um projeto isolado o que pretendiamos com este doutorado era
estabelecer uma linha de pesquisa que nos trouxesse uma nova vertente de testes
biolégicos para produtos naturais e/ou sintéticos. Durante a vigéncia do doutorado
aprovamos um projeto no PPSUS 2009 intitulado: “Antirretrovirais de origem
vegetal”, o qual nos permitira dar continuidade a investigagdo do extrato com maior
atividade anti-HIV a fim de identificar a substancia ativa responséavel por esta acao o
gue nao foi possivel em virtude do tempo.

Desta forma, pretendemos agora fortalecer esta linha de pesquisa e ampliar os
testes para investigacdo de novos antirretrovirais uma vez que o Brasil tem uma
grande diversidade vegetal e o Laboratorio de Pesquisa de Recursos Naturais da
UFAL tem experiéncia no Isolamento e elucidagédo estrutural de substancias de
origem natural. Assim nossas pespectivas incluem:

e Estabelecer protocolos de congelamento para as linhagens celulares

utilizadas e fazer um estoque destas células.

e Ampliar o estoque de virus e obter um titulo infeccioso maior para testes

futuros.

e Testar as fracOes dos extratos que mostraram resultados promissores na

triagem antiviral, a fim de identificar a substancia ativa.

e Testar as substancias quanto a outros mecanismos inibitérios do HIV, como

inibicdo da protease eintegrase

e Otimizar os testes do realizados e aplicar como rotina a sequéncia de

investigacdo antiviral estabelecida.

Assim, pretendemos contribuir para ampliar a classe dos antirretrovirais ITRNN
gue atualmente s6 conta com dois farmacos em uso clinico, o efavirenz e a
nevirapina. E ainda contribuir com antivirais que atuem inibindo outras etapas da

replicacdo do HIV.
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Glossario

7. GLOSSARIO

Antirretrovirais: medicamentos usados para tartar infeccdes causadas por

retrovirus como o HIV.

Citotoxicidade: toxicidade cellular; dano de uma ou mais vias metabdlicas,
estruturas ou processos intracelulares resultando em perda da funcdo, mas nao

necessariamente perda da viabilidade.
Confluéncia: quando em uma monocamada de células, todas as células estdo em
contato com as ceélulas a sua volta e recobrem todo o substrato disponivel (ex.

garrafa de cultura).

Cultivo primario: cultivo que comeca com o6rgédos, tecidos ou células retirados

diretamente de um organismo e antes do primeiro subcultivo.

Cultura celular: crescimento de células in vitro separadas do tecido parental.

Efeito citopatico (ECP):. alteragcbes morfolégicas provocadas por um virus nas
células onde ele se multiplica. A maioria dos virus provoca modificacfes celulares

especificas e faceis de observar ao microscopio.

Explante: fragmento de tecido transplantado do seu local original e mantido em um

meio artificial.

Infectividade viral: € a capacidade que uma particula viral possui de invadir uma

célula e parasita-la para se replicar.

Linhagem celular: uma cultura propagada depois do primeiro subcultivo.

Numero de passagem: o nimeo de vezes em que a cultura foi subcultutivada.
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Passagem: transferéncia ou subcultivo de células de um frasco de cultivo para
outro. Normalmente envolve a subdivisdo de uma populagdo de células em

proliferacdo, permitindo a propagacgéo de uma linhagem celular.

Subconfluéncia: menos que conluéncia; quando o substrato ndo foi todo coberto.

Subcultivo: ver passagem.

Titulo: € o nimero de particulas virais infecciosas por unidade de volume.

Tripsinizacdo: separacdo de uma populacdo de células em divisdo pela acédo da

enzima tripsina.

Unidade infecciosa: € a menor quantidade de virus que produz algum efeito

reconhecivel na célula hospedeira.

Virion: particula viral infecciosa

Modificado de Fresney, 2005.
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